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摘要

利⽤⼀组FDA批准的⼩分⼦药物⽣成UPLC-IM-MS数据库，内容包括ES+模式下1343个条⽬和ES-模式下950个
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条⽬的保留时间tr、⺟离⼦、⼦离⼦和CCS值。与常规质谱库相⽐，离⼦淌度增强质谱库具有更⾼的累积特异

性，有利于降低误检率并提⾼复杂基质样品鉴定的可信度。

执⾏⼀种⾮靶向筛查⽅法，将CCS值与保留时间、⺟离⼦和⼦离⼦⼀起使⽤以评估⼈尿样。鉴定出异⽣物质外

源组分卡⻢西平、卡⻢西平-10,11-环氧化物和对⼄酰氨基酚以及各种内源性基质组分。与⽣成的质谱库相⽐

，常规获得的ΔCCS值<1%，并在⼦离⼦计数≥1、质量精度<5 ppm的情况下确认了鉴定结果。后处理⼯作流

程能够筛选初始60个检测结果中的假阳性匹配，最终鉴定出5种化合物。

通过⾮靶向筛查⼈尿液复杂⽣物基质样品，对包含海量信息的数据库进⾏了验证。⽣成的数据库可促进⾮靶向

筛查，从⽽监测治疗性异⽣物质。

优势

与常规质谱库相⽐，启⽤离⼦淌度的多因⼦认证质谱库提供了更⾼的特异性■

降低误检率并提⾼复杂基质样品鉴定的可信度■

数据库提供的tr、⺟离⼦和⼦离⼦信息可应⽤于不含离⼦淌度数据的分析中■

简介

⾼分辨率质谱仪(HRMS)，例如四极杆⻜⾏时间质量分析器(Q-TOF)，在临床、法医毒理学和代谢物鉴定中⽤

作筛选⼯具越来越普遍，这些应⽤的⽬标组分都存在于复杂的⽣物基质（例如尿液和⾎液）中1,2。 使⽤⾮靶

向“全扫描”数据采集，单次分析即可完成数千次检测，然后进⾏回顾性靶向数据分析。提⾼样品通量的动⼒

⾮常普遍，有关提⾼时间效率和降低成本的要求推动了多类别化合物分析的发展。这种⽅法已被⽤于分析农药

、真菌毒素、天然植物毒素3和有机污染物4,5，这些分析物也存在于各种复杂的样品基质中，从⻝品6到环境样

品（例如污⽔）均涵盖在内7,8。筛查⽅法的⽬的是快速检测并鉴定所考察样品中的⽬标化合物，同时尽可能降

低误检率。借助化合物的实测特性，例如精确质量数、同位素模式和⼦离⼦谱图，可以应⽤适当的筛选条件来

确定样品中是否存在相应的化合物。但是，对于在复杂⽣物基质中仅以低浓度存在的⽬标化合物，单独使⽤这

些特性来鉴定基质或分析物可能会⽐较困难，需要采⽤其他⽅法开发策略。对于此类复杂的分析，IM分离所提

供的额外维度有助于应对此类分析挑战，并通过碰撞截⾯(CCS)获得更⾼的鉴定特异性。

采⽤之前报道的质谱库⽣成策略9，⽤超⾼效液相⾊谱-离⼦淌度质谱(UPLC-IM-MS)表征⼀组获得FDA批准的

市售药物。该策略能够确定保留时间(tr)、⺟离⼦、⼦离⼦和CCS。IM仪器（沃特世公司：SYNAPT (2006)、

Vion (2015)、Cyclic IMS (2018)）上市后，不断涌现出更多的同⾏评审论⽂（截⾄2014/2015年，超过

1250篇）10-11，我们⼜开发出利⽤CCS作为额外终点以提⾼鉴定特异性的分析策略，例如农药筛查分析12。此

后，CCS在⼩分⼦分析中的常规应⽤在多个研究领域中不断增加，包括制药（代谢、代谢组学、脂质）和⻝品



安全（兽药、真菌毒素、类固醇、天然产物筛查、天然毒素）。⽣成了CCS可搜索数据库，由此可以使⽤CCS

指标来提⾼鉴定的累积特异性并降低误检率。近期研究介绍了如何⽣成天然产物和⻝品添加剂数据库以及如何

评价CCS测量的⻓期稳定性和重现性14-17。

UPLC-IM包括离⼦淌度（MS分析之前的⽓相分离）和UPLC（中性物质分离）18,19。 UPLC（秒）、IMS（毫

秒）和⻜⾏时间MS（微秒）的时间尺度符合复杂样品的⾼通量分析要求。化合物离⼦淌度分离的原理是：⽓

相离⼦在质谱仪中质量分析器之前充满⽓体的⾏波离⼦淌度(TWIM) RF离⼦导向装置内分离。淌度分离通过惰

性缓冲⽓体（氮⽓）或使⽤相对较弱的电场驱动离⼦包来实现。离⼦与缓冲⽓体之间的碰撞次数导致漂移时间

差异。由此实现的分离基于沿RF离⼦导向装置施加的重复DC脉冲；离⼦周期性地被脉冲或波超越，其中淌度

较低的物质⽐淌度较⾼的物质更频繁地被超越，因此穿越装置的时间取决于淌度，并且是离⼦质量数、电荷和

形状等因素的函数。离⼦淌度在LC（疏⽔性）和MS (m/z)之外提供了第三个分离维度。

我们⽣成了⼀个包含海量FDA批准的⼩分⼦药物的数据库，并使⽤该数据库对患者尿样进⾏⾮靶向筛查，鉴定

患者服⽤的药物化合物。

实验

样品描述

⽤⽔稀释10倍的⼈尿样。

给药后6 h取样。

卡⻢西平剂量：2⽚ × 200 mg。

对⼄酰氨基酚剂量：2⽚ × 500 mg。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class

样品瓶： 通过LCGC认证的透明玻璃12 × 32 mm螺纹颈⼝

全回收样品瓶，配有盖⼦和预切割PTFE/硅胶隔

垫，容积1 mL [600000671CV]

ACQUITY UPLC HSS T3 C18⾊谱柱(100 mm × ⾊谱柱：



2.1 mm, 1.8 µm)

柱温： 40 °C

样品温度： 4 °C

进样体积： 10 µL

流速： 0.5 mL/min

流动相A： ⽔（含0.1%甲酸，v/v）

流动相B： ⼄腈（含0.1%甲酸，v/v）

梯度表

质谱条件



质谱系统： SYNAPT G2-Si

电离模式： ESI+

采集范围： m/z 50‒1200

采集速率： 每秒10幅谱图

⽑细管电压： 1.5kV

脱溶剂⽓温度： 550 °C

离⼦源温度： 150 °C

实时质量校正标样： 亮氨酸脑啡肽(m/z 556.2766)

采集模式： HDMSE

碰撞能量： 碰撞能量梯度(15~25 eV)

IMS参数： 缺省参数包括：T-Wave速度梯度=开始：1000 

m/s，结束：300 m/s；T-Wave脉冲⾼度=40 V，

在相应的⽓体池中使⽤氦⽓流180 mL和氮⽓流

（缓冲⽓体）90 mL，使IM池压⼒达到约3.2 

mBar

校准： IMS/ToF校准试剂盒(186008113)（沃特世公司

，英国）

数据管理

⾊谱软件： MassLynx v4.2 SCN 983

质谱软件： MassLynx v4.2 SCN 983



信息学软件： UNIFI v1.94

使⽤内部版本的UNIFI v1.94，测定数据库平均

CCS值

结果与讨论

⽣成的⼩分⼦数据库包含1453种化合物，其中正离⼦电喷雾模式下包含1343个条⽬（由1277种[M+H]+和

958种[M+Na]+物质组成），负离⼦模式下包含950个条⽬（由903种[M-H]-和238种[M-H+HCOO]-物质组成

）。（FDA批准药物分析CCS数据库 <https://ims.waters.com/discover-ims-ms/ccs-libraries/> ）。

⽣成UPLC-IM-MS数据库基于双重理由。主要理由是该数据库有利于以⾼特异性检测治疗性异⽣物质存在与否

。数据库特异性还提供了⼀种区分⽬标组分与复杂⽣物基质（例如尿液）的外源性/内源性组分的途径。⼈尿

液基质的复杂性如图1所⽰，其中提取的基峰离⼦⾊谱图由1000多种主要强度组分和次要强度组分组成（检测

到8646个强度计数⼤于100的候选质量数）。还展⽰了相应的离⼦淌度分离结果（包括UPLC-IM的组合峰容量

），其中⾊谱共洗脱组分在IM维度上发⽣分离。这有利于根据漂移时间和保留时间匹配的物质⽣成具有相应⼦

离⼦谱图的⾮靶向单组分⺟离⼦。如图2中的卡⻢西平鉴定结果所⽰。

https://ims.waters.com/discover-ims-ms/ccs-libraries/
https://ims.waters.com/discover-ims-ms/ccs-libraries/
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图1.⾮靶向尿液筛查获得的UPLC-IM-MS分离结果 

图2.经采集后处理⼯作流程筛选的检测结果（鉴定出60种化合物），这些结果使⽤FDA批准的⼩分⼦药物数据

库筛查获得，应⽤的容差为tr0.1 min，质量精度+/-5 ppm。 

使⽤典型的⾮靶向筛查容差5 ppm和保留时间容差0.1 min，包括卡⻢西平在内共鉴定出60种化合物。应⽤2% 



ΔCCS容差后去除了23个误检结果（⻅图3）。应⽤⾄少⼀种预期⼦离⼦（列于UPLC-IM-MS数据库中）的鉴定

标准，进⼀步去除了18个假阳性结果，最终得到5个检测结果（⻅图4）。

图3.经采集后处理⼯作流程筛选的检测结果（鉴定出37种化合物），这些结果根据FDA批准的⼩分⼦药物数据

库筛查获得，应⽤的容差为tr 0.1 min、质量精度+/-5ppm和ΔCCS <2%。 

图4.经采集后处理⼯作流程筛选的检测结果（鉴定出5种化合物），这些结果根据FDA批准的⼩分⼦药物数据

库筛查获得，应⽤的容差为tr 0.1 min、质量精度+/-5ppm、ΔCCS <2%和⼦离⼦计数≥1。 



在上述结果中观察到卡⻢西平的响应最⼤，此鉴定结果基于以下容差标准获得：精确质量数测量容差5 ppm（

实际结果3.9 ppm）、tr容差0.1 min（实际结果0.01 min）、⼦离⼦计数≥1（实际为2）和ΔCCS <2%（实际

为0.51%）。这种药物以抗惊厥剂或抗癫痫药著称，还⽤于缓解某些类型的神经疼痛。卡⻢西平是⼀种全球范

围内应⽤的处⽅药，2011年和2017年仅在美国就分别开出600万份和350万份处⽅。卡⻢西平⽤于预防和控制

癫痫发作。图4还展⽰了内源性化合物DL-⾁碱（来源于氨基酸，⼏乎存在于体内的所有细胞中）和氢化可的松

（由肾上腺产⽣的⼀种天然物质（⽪质类固醇激素））的鉴定结果。此外还鉴定出奥卡西平，但认为正确的鉴

定结果应为备选分配，即卡⻢西平-10,11-环氧化物代谢物(CCS 151.8 Å2)。还鉴定出外源性茶碱，其精确质量

数测量偏差在3.2 ppm以内，保留时间偏差在0.01 min以内，⼦离⼦为2种，且ΔCCS⼩于0.37%。虽然茶碱是

⽤于预防和治疗呼吸系统疾病的药物，但在本例中检测到这种化合物的⼀个可能原因是：采集的尿样来⾃饮⽤

过咖啡的受试者。咖啡因属于⼀组称为⻩嘌呤的化合物，会代谢为茶碱。为进⼀步证明有关尿样中茶碱来源的

假设，对数据进⾏了进⼀步解析。将天然产物数据库中咖啡因的⺟离⼦、⼦离⼦和CCS值输⼊分析⽅法中。利

⽤精确质量数测量偏差(-1.0 ppm)、⼦离⼦(4)和ΔCCS (0.06%)确认了咖啡因的鉴定结果（⻅图5）。⾮靶向

筛查策略通常旨在使误检率低于5%。在后处理⼯作流程中连续应⽤组合筛查参数以降低误检率，如表1所⽰。

图5.利⽤天然产物和法医毒理学数据库鉴定出的其他分析物



表1.连续应⽤组合⼯作流程筛选参数以降低误检率 

在⼿动数据审查过程中，观察到表明受试者同时服⽤对⼄酰氨基酚的证据，因此也将相应的CCS和⺟离⼦数据

（来⾃法医毒理学数据库）输⼊分析⽅法中。还使⽤精确质量数测量偏差(0.3 ppm)、⼦离⼦(1)和ΔCCS 

(0.57%)确认了对⼄酰氨基酚的鉴定结果（与保留时间⽆关）。展⽰了更⾼的特异性以及分析灵活性，仅根据

⺟离⼦、⼦离⼦和CCS并结合宽泛的保留时间容差即鉴定出对⼄酰氨基酚和咖啡因。⽆法使⽤保留时间信息

，因为数据库中上述化合物获取CCS和⼦离⼦信息所⽤的⾊谱条件不同于本⽂所述的条件。通过额外鉴定代谢

物对⼄酰氨基酚葡萄糖醛酸苷（tr 2.48 min，实测CCS 181 Å2）和对⼄酰氨基酚硫酸盐（tr 2.82 min，实测

CCS 149.7 Å2），可进⼀步提⾼对⼄酰氨基酚检测的可信度。该⽅法展⽰了⽣成的UPLC-IM数据库的通⽤性以

及CCS值额外增加分析选择性的实⽤之处。

结论

本研究⽣成了⼀个FDA批准的⼩分⼦药物UPLC-IM-MS数据库（包含1343个ES+条⽬和950个ES-条⽬），内容

包括保留时间tr、⺟离⼦、⼦离⼦和CCS值。该数据库有利于促进⾮靶向筛查，以执⾏药物监测和违禁药物使

⽤情况分析。通过⾮靶向筛查⼈尿液复杂⽣物基质样品验证了⽣成的数据库。所执⾏的研究只产⽣了⼀种需要

进⼀步考察的检测结果，即观察到奥卡西平，但是该结果可以得到合理解释和重新分配。鉴定出外源性异⽣物

质和天然内源性物质；未⻅误检结果。UNIFI功能可对所执⾏的研究快速地重新分配疑似误检结果。使⽤FDA

批准的药物数据库、天然产物和法医毒理学数据库条⽬，展⽰了UPLC-IM数据库的通⽤性。在UNIFI采集后处

理⼯作流程中利⽤CCS筛选⾮靶向筛查分析的检测结果，在⾮靶向分析环境中提供了出⾊的靶向数据审查灵活

性。
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