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摘要

本应⽤简报证明Cyclic IMS能够借助多圈通过实验分离⼩分⼦异构体，从⽽改进代谢物检测和鉴定。

优势

基于Cyclic IMS (cIMS)质谱仪的多圈通过实验能够提升结构异构体的淌度分离效果。

简介

多年来，分离技术的进步使我们能够检测和定量过去难以分析的化合物。在代谢组学领域，许多构成⽬标分析

物核⼼的⼩分⼦化合物都属于上述难以分析的⼀类。代谢过程中化合物的修饰差异会产⽣差别细微的异构体代

谢物。在深⼊探究疾病和根本⽣化机制时会发现这些异构体所经历的⽣物过程差异巨⼤。虽然超临界流体⾊谱

(SFC)技术⼀定程度上已经能够在短期分析采集时间内对这些异构体实现⼿性分离1,2。 但SFC需要使⽤⼀套单

独的⾊谱系统，⽽⾮传统的液相⾊谱(LC)系统，因此缺少与传统LC相关的⽅法灵活性。

离⼦淌度技术使质谱仪能够在⽬标离⼦进⼊检测器之前便对其进⾏额外的正交分离，这使得质荷⽐相似的分⼦

能够按其碰撞截⾯(CCS)进⾏分离，从⽽提⾼特异性、提升鉴定能⼒并得到更清晰的MS/MS谱图。尽管如此

，在使⽤传统离⼦淌度平台测定时，⼀些关联⾮常密切的结构异构体仍然会出现CCS值和漂移时间相同或相近

的情况，此时仅通过该⽅法难以实现准确测定。

SELECT SERIES Cyclic IMS仪器过去已⽤于辅助分离肽、多糖和脂质等较⼤分⼦3，⽅法是执⾏多圈IMSn采集

(IMSn)，其中离⼦包会先绕IMS区域环⾏多次，然后再射⼊检测器。本应⽤简报证明Cyclic IMS仪器能够利⽤

多圈通过功能提升极性⼩分⼦代谢物异构体的分离效果。

结果与讨论

氨基酸和胆汁酸也均存在异构体，且不同异构体最终的⽣物学作⽤明显不同，这突出了代谢组学分析研究在区

分不同异构体⽅⾯的重要性。甲基组氨酸之前已被确定为多种疾病和缺陷的相关标志物，其中就包括经证明会

导致尿液中1-甲基组氨酸增加的维⽣素E缺乏症4。 ⽽该物质⾎浆浓度的增加则与肌肽酶活性降低相关。此外

，3-甲基组氨酸还被确定为机体损伤后⻣骼肌分解的潜在标志物5。 利⽤内部CCS预测⼯具得出1-甲基组氨酸

和3-甲基组氨酸的CCS预测值分别为133 Å2和134 Å2（[M-H]-离⼦），这表明要精准确认上述化合物可能存在



困难。

胆汁酸存在于体内胆固醇代谢过程中，在脂质和脂溶性维⽣素吸收过程中起着重要作⽤（⽤作表⾯活性剂）6,7

。 鹅去氧胆酸是⼈体内的初级胆汁酸，与肠道细菌发⽣相互作⽤后通过⽣物转化产⽣次级胆汁酸（例如，猪

去氧胆酸）7。 鹅去氧胆酸⽔平过⾼会导致胆汁淤积所带来的毒性作⽤。哺乳动物的胆汁酸分泌会在这些次级

胆汁酸的葡糖醛酸化完成后进⾏。猪去氧胆酸的羟基位置使这种次级胆汁酸的葡糖醛酸化速度更快，最终导致

尿排泄率增加8。 这些胆汁酸的⽔平差异对微⽣物组的功能有指⽰作⽤。两种胆汁酸的CCS预测值均为207 Å2

（[M-H]-离⼦）。

本研究使⽤⼄腈:⽔(1:1)作为稀释剂制备了⼀种含有两组内源性代谢物异构体（来⾃两种不同的化合物类别

）的混标⽤于直接注样。此外，还使⽤各确证单标制备了单独的注样溶液⽤于进⼀步确认。注样混标包含两种

胆汁酸（鹅去氧胆酸和猪去氧胆酸）和两种经过修饰的组氨酸代谢物（1-甲基组氨酸和3-甲基组氨酸）（图

1）。

图1.受试化合物胆汁酸和甲基组氨酸的化学结构 

所有质谱数据均使⽤负离⼦电喷雾电离(ESI)和Tof在V光学模式下采集。离⼦源条件（即⽑细管电压、离⼦源

温度和⽓体流量）已针对每种化合物类别完成优化，可为评估IMS分离效果提供出⾊响应。为执⾏多圈通过实

验，Cyclic IMS仪器采⽤⽆任何转移碰撞能量的MS/MS模式运⾏，同时配备了按照胆汁酸(m/z = 391.28 [M-



H]-)和甲基组氨酸(m/z = 168.07 [M-H]-)所对应分⼦离⼦（带负电）的质量数设置的四极杆。所有注样溶液均

通过注射泵（流速设定：10 µL/min）直接注⼊离⼦源。

注⼊标准溶液时，胆汁酸和甲基组氨酸所对应的离⼦会多次被单独送⼊环形离⼦淌度(IM)池，直⾄各异构体按

其到达时间分离（图2）。甲基组氨酸在环形IM池内绕⾏5圈后实现基线分离（图2b），⽽胆汁酸在20圈后达

到明显分离（图2a）。胆汁酸分离所需的20圈在200 ms内完成，IMS分辨率为290，⽽甲基组氨酸异构体的

5圈在50 ms内完成，IMS分辨率为145。为鉴定谱峰所对应的正确异构体，还注⼊了单标以确定各⾃具体的到

达时间（图3）。

图2.混标注样的离⼦淌度谱图，展⽰了(a)胆汁酸（鹅去氧胆酸和猪去氧胆酸）1~20圈Cyclic IMS运⾏(<200 

ms)以及(b) 1-甲基组氨酸和3-甲基组氨酸1~5圈IMS运⾏(<50 ms)后峰分离度的增加。 



图3.注⼊化合物单标得到的离⼦淌度谱图，⽤于确认各异构体的到达时间（插图为对应的⾼碰撞能量谱图

）；(a) 1-甲基组氨酸和3-甲基组氨酸绕⾏5圈后的谱图，(b)鹅去氧胆酸和猪去氧胆酸绕⾏20圈后的谱图。 

结论

所有⽣化过程本⾝均涉及⼩分⼦代谢物，或为代谢途径的⽬标，或为代谢产物。因此，这些分⼦有助于理解基



因异常、疾病和⽣活⽅式影响所引发的代谢途径功能紊乱。许多化合物天然存在不同的异构体，这反过来可能

与不同的代谢途径有关，并对潜在的⽣物学机制以及相关的健康状况产⽣不同的影响。本研究已证明SELECT 

SERIES Cyclic IMS仪器能够在绕Cyclic IMS池20圈内(<200 ms)准确分离2组⽣物相关的异构体。这样有助于

按照不同的到达时间分离异构体，从⽽实现准确鉴定，且⽆需开发新的LC⽅法。
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