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摘要

本研究使⽤基于离⼦淌度技术的⾼分辨率质谱仪结合强⼤的⼯作流驱动信息学软件，来表征吉⾮替尼（⼀种具有

选择性的表⽪⽣⻓因⼦受体(EGFR)酪氨酸激酶结构域抑制剂）给药后⼩⿏肝脏脂质组的变化。所得数据显⽰给药

后脂质代谢途径失调，且轨迹与时间相关。给药组中⼏种LPC含量增加，PC含量减少。与已知的癌症代谢途径进

⾏⽐较的研究数据表明，磷脂酰胆碱代谢途径发⽣了变化。

优势

简单⽽⼜稳定的采集策略：

⽣成⾼质量、信息丰富且全⾯的数据1. 

有助于快速分析2. 

■

简单的⾃定义⼯作流■

⼀种灵活的脂质鉴定⽅法，包括：

谱图匹配⽅法1. 

■

1⼀种在发现脂质组学中使⽤离⼦淌度DIA UPLC/MS和Lipostar™的快速、⼯作流驱动的⽅法

http://www.waters.com


⾼通量、⾃下⽽上的⽅法，根据特定类别识别碎⽚离⼦2. 

⾼通量鉴定氧化物3. 

利⽤m/z、CCS和保留时间值4. 

各种多变量统计分析⼯具■

定量和代谢途径分析⼯具■

简介

脂质组学是组学科学中⼀个快速发展的领域，它使研究⼈员能够探究疾病、治疗、环境暴露、⽣活⽅式等导致的

脂质组变化。脂质组很复杂，包含数千种来⾃极性游离脂肪酸的脂质、中等极性⽣物活性脂质（例如LPC、LPE、

鞘磷脂、神经酰胺等），以及⾮极性⽢油脂（如⽢油三酯和胆固醇酯）。分析这些脂质具有挑战性，在发现模式

下，通常采⽤反相液相⾊谱(RPLC)结合精确质谱法进⾏分析。虽然分析技术在不断发展，但⽬标脂质的检测和鉴

定仍然是⼀项重⼤挑战，难点主要在数据处理、数据库搜索和脂质鉴定上。

本研究展⽰了UltraPerformance LC™结合离⼦淌度质谱和强⼤的⼯作流驱动软件Lipostar 2，在快速、客观、可

靠地发现⽬标化合物⽅⾯的优势。我们通过分析吉⾮替尼（⼀种⽤于治疗各种癌症的表⽪⽣⻓因⼦受体(EGFR)酪

氨酸激酶结构域抑制剂）静脉(IV)给药后⼩⿏肝组织得出的脂质组学数据证明了此⽅法的优势。本⽂重点介绍

UPLC-IM-MS与Lipostar结合使⽤的关键功能和优势。所得数据显⽰给药后脂质代谢途径失调，且轨迹与时间相关

。

实验

研究设计

⼩⿏肝脏样品来⾃之前吉⾮替尼药代动⼒学研究中的雄性C57Bl/6JRj⼩⿏1。本研究由Evotec SAS（法国图卢兹

）根据国家和欧盟指导原则进⾏全⾯管理审查。简⾔之，吉⾮替尼在含0.5%羟丙基甲基纤维素HMPC的0.1%聚⼭

梨酯80中配制，并以10 mg/Kg的剂量静脉(IV)给药。在给药前和给药后0.5、1、3、8和24⼩时采集肝脏样品。 

样品前处理
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使⽤Want等⼈所述的步骤提取肝脏样品中的脂质2。 称取50‒60 mg组织样品，加⼊预先填充硅胶珠的1.5 mL试管

中。向试管中加⼊1 mL⼆氯甲烷/甲醇(3:1, v/v)溶液，其中含有3000 ng/mL纯氘代神经酰胺

LIPIDOMIX™（Avanti，美国亚拉巴⻢州伯明翰）、SPLASH LIPIDOMIX™（Avanti，美国亚拉巴⻢州伯明翰）和

吉⾮替尼(d6)（Cayman Chemical，美国密歇根安娜堡）的250倍稀释液作为内标。将组织匀浆化，然后将所得

的有机层转移到玻璃样品瓶中，⽤氮⽓⼲燥。对剩余团块重复提取程序以优化提取。

提取物⼲燥后，⽤1 mL异丙醇/⼄腈(1:2, v/v)重溶，超声处理10分钟，然后离⼼5分钟以去除碎屑。将上清液转移

⾄最⼤回收样品瓶中进⾏LC/MS分析。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ UPLC I-Class流通针式(FTN)

样品瓶： 经认证的螺纹颈⼝最⼤回收玻璃样品瓶(P/N: 

186000326c)

⾊谱柱： ACQUITY Premier UPLC CSH C18 2.1 x 100 

mm, 1.7 µm (P/N: 186009488)

柱温： 55 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 0.5 µL ESI+和2 µL ESI-

流速： 0.4 mL/min

流动相A： 60%⼄腈，40% 10 mM⼄酸铵(v/v)

流动相B： 90%异丙醇，10%⼄腈
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梯度表

质谱条件

质谱系统： Waters™ SYNAPT™ XS

电离模式： ESI(+/-)

⽑细管电压： 2.5 kV(+)；1.7 kV (-)

采集模式： HDMSE

采集范围： 50‒1200 Da

碰撞能量： 线性梯度（传输CE）25‒45 

eV

锥孔电压： 30 V

离⼦源温度： 150 °C

脱溶剂⽓温度： 550 °C

锥孔⽓流速： 150 L/h
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脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

脂质分析的关键TWIMS-MS设置

氦⽓池⽓体流速： 180.00 mL/min

IMS⽓体流速（氮⽓）： 90.00 mL/min

IMS波速： 650 m/s

IMS波⾼： 40.0 V

结果与讨论

脂质鉴定过程所需的⽅法开发包括研究设计、样品前处理、分析⽅法、数据采集、数据组分化、分析后统计、数

据库搜索、药物代谢物鉴定（如果适⽤）、组分审查、⽣物学⽅⾯的衍⽣结果，以及最后的报告出具。为解决此

问题，提升通量和准确度，业界已经采⽤了很多⽅法。HDMSE以单⼀⽅法提供⺟离⼦、⼦离⼦和碰撞截⾯(CCS)

信息，因此成为⼀种理想的解决⽅案。准确鉴定“推定的”⽣物标志物或任何成分，是代谢组学和脂质组学研究

中⾯临的⼀道棘⼿难题。为保证这些结果的质量，业界制定了多个计划，例如代谢组学质量保证和质量控制联盟(

metabolomics quality assurance and quality control consortium, mQACC <https://www.mqacc.org/> )或

最近的脂质组学标准计划(Lipidomic Standards Initiative, LSI <https://lipidomicstandards.org/> )3,4,5。为简

化数据采集和分析过程，我们开发出⼀个结合离⼦淌度质谱仪（例如SYNAPT XS或SELECT SERIES™ Cyclic™ IMS

质谱仪）属性的⼯作流，数据分析由Molecular Discovery的Lipostar软件提供⽀持。⼯作流描述⻅图1。
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图1.Lipostar⼯作流概述

Lipostar软件是⼀款综合性软件⼯具，⽤于处理基于LC-MS/MS的脂质组学数据，它可以结合多种MS采集类型

，例如数据依赖型采集(DDA)和数据⾮依赖型采集(DIA)数据集（包括离⼦淌度(HDMSE)和SONAR）。Lipostar软

件解决⽅案简化了原始数据导⼊、峰检测、脂质鉴定、定量、统计分析、趋势分析、流分析和⽣物通路分析。它

适⽤于⾮靶向和半靶向实验，包括稳定同位素标记研究。在Lipostar分析会话中，可以结合不同的脂质组学分析

模式来增加知识量，并获得更全⾯的脂质谱分析。我们将Waters UPLC-IM-MS系统与Lipostar应⽤程序软件相结

合，⽤于分析雄性C57Bl/6JRj⼩⿏接受吉⾮替尼静脉(IV)给药后的肝组织提取物，来说明该平台的强⼤功能。正离

⼦和负离⼦模式下脂质的典型复合⾊谱图如图2所⽰。

峰提取/特征发现

将⾼分辨率仪器⽣成的沃特世数据⽂件(.raw)直接导⼊到最新版本的Lipostar (Lipostar 2)中。⽤⼾可以在LC-MS 

Settings（LC-MS设置）窗⼝根据所使⽤的LC-MS仪器选择缺省设置或⾃定义并保存新设置。
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图2.吉⾮替尼⼩⿏肝脏提取物的正离⼦模式和负离⼦模式分析数据可以导⼊到同⼀会话中。

该信息学解决⽅案可以将正极性和负极性模式的数据⽂件添加到同⼀分析会话中，⼿动分配标记或使⽤正确格式

的.csv⽂件进⾏样本⽐较和多变量统计。图2展⽰了在吉⾮替尼研究中导⼊与肝脏脂质提取物相关的正离⼦和负离

⼦数据的⽰例数据集。两种极性模式所⽤的⾊谱条件相同，因此可以⽅便、轻松地进⾏⽐较，最终提⾼鉴定结果

的可信度。Lipostar的数据处理分五步进⾏：(1)基线和降噪；(2)峰提取；(3)平滑；(4)信噪⽐；(5)去同位素和去

卷积[6]。

对⻬和统计

⾮靶向脂质组学研究通常需要⼤批量⽐较多个样品的脂质谱。完成峰提取后的数据处理包括每个分析样品的脂质

谱，最初定义为给定保留时间处的⼀系列质荷⽐(m/z@tR)；在此阶段，脂质的同位素峰以及与不同加合物相关的

峰未聚集，因此被视为不同的化合物。然后对⻬定义的脂质谱形成数据矩阵，⾏代表所分析的样品，列代表m/z

@tR条⽬，如图3所⽰。对⻬后，对tR相同的峰执⾏同位素模式的逐列搜索，然后将这些峰简化为⼀个条⽬。
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图3.与特征760.5879@4.14 (m/z@tR)相关的⼩⿏肝脏数据矩阵⽰例，显⽰所分析样品的MS和MS/MS谱图合并后

对⻬良好。

接下来可以对得到的质荷⽐ - 保留时间对特征表进⾏多变量分析(MVA)，以揭⽰数据中的任何潜在模式。Lipostar

软件中提供各种⽆监督（例如主成分分析：PCA、共识PCA）和监督式（例如偏最⼩⼆乘法：PLS、PLS-DA、O-

PLS）算法⽤于多变量分析。图4显⽰了使⽤负离⼦模式从PLS-DA模型获得的MVA数据和S plot数据。所得的内源

性脂质和药物相关代谢物数据组合显⽰出明显的时间相关轨迹。也可以使⽤更⾼级的⼯具来对统计分析进⾏可视

化和解释，以及评估稳定性。例如，在选择统计变量（即脂质）之前，可以使⽤频率图（变量出现的频率与样品

数的关系图）。
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图4.Lipostar中提供的统计⼯具⽰例。这张图显⽰了吉⾮替尼药物给药后不同时间点肝脏提取物样品的负离⼦模式

PLS-DA LV1与LV2评分图（左）和S plot（右）。

鉴定和定量

如前所述，随着数据库的⼴泛使⽤，准确鉴定推定的脂质极具挑战性。Goracci等⼈详细讨论了Lipostar鉴定⼯作

流的描述3。 简单来讲，Lipostar通常通过DB Manager模块导⼊或构建脂质结构数据库来鉴定脂质。除脂质的精

确质量数外，⽤⼾还可以导⼊其他信息，例如保留时间和CCS值。在Lipostar中处理的沃特世⽂件可以导⼊沃特世

脂质组学分析CCS库（如果可⽤）。最后，数据库中的脂质结构可以通过DB Manager模块中基于规则的⽅法进⾏

碎裂。基于⽂献中的实验证据或内部数据，标记了⼏个碎裂规则（根据这些规则在脂质注释中的重要性进⾏标记

）。例如，碎裂规则可以标记为“强制”（例如，定义质⼦化⼆酰基⽢油磷脂酰胆碱碎⽚离⼦m/z 184.074的规则

）或“推荐”（指对最终得分有显著影响，但本⾝不⾜以明确确定脂质注释的碎⽚离⼦匹配）。⽣成的碎⽚离⼦

也与分⼦量有关（⽤⼾可根据使⽤的仪器条件调整）。

评分函数是实验质量数和理论质量数之间差值(Δ ppm)的组合，数据库中的MS/MS和CCS值（如果可⽤）与每个鉴

定结果有关。定义鉴定⽅法时，⽤⼾可以设置要分配给每部分得分的分⼦量（例如，使⽤全扫描采集时，MS/MS

分数可以设置为零）。此外，基于鉴定结果的置信度，特别是基于MS/MS碎⽚离⼦匹配，将鉴定的特征⽤颜⾊编

码来说明鉴定结果的可靠性和稳定性（图5），编码颜⾊如下：
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深绿⾊：⾸先建议的匹配是置信度⾼且MS/MS谱图匹配度好的鉴定结果。■

橙⾊：⾸先建议的匹配是待批准/审查的鉴定结果，因为总成分或脂质类别冲突，或MS/MS信息不可⽤。■

红⾊：未鉴定。■

深绿⾊标记的结果必须满⾜“强制”和“推荐”碎裂规则。虽然Lipostar中的鉴定主要是使⽤脂质数据库，但当

MS/MS数据可⽤时，也可以将不使⽤数据库的鉴定算法应⽤于类别或⼦类别注释级别；这种⽅法基于软件中嵌⼊

的类别特定碎⽚离⼦集合。 

 

图5.⾼置信度鉴定结果⽰例。在此⽰例特征中，760.5879@4.14被鉴定为PC (34:1)。提供了MS/MS谱图，建议的

脂质的所有组分（即酰基链）都能轻松鉴定（深绿⾊标签）。 

当使⽤基于脂质数据库的鉴定⽅法时，未鉴定的m/z条⽬将根据精确质量数⽐对和MS/MS谱图的初步检查进⼀步
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处理，以鉴定潜在的氧化形式6。

Lipostar还包含⼀个简化版的Mass-MetaSite算法，可以⾃动检测药物及其代谢物7。 当监测药物治疗后脂质组的

变化时，特别是亲脂性药物，这种药物可以与脂质⼀起提取，在样品组中搜索这些物质⾮常有⽤。以药物的化学

结构作为输⼊⽂件，通过计算机模拟常⻅代谢反应⽣成潜在代谢物的结构。对于每个预测的代谢物，都会⾃动⽣

成⼀个碎⽚离⼦库，并通过谱图匹配⽅法鉴定样品组中的代谢物。

本研究使⽤Lipostar中的Mass-MetaSite算法来鉴定体内形成的吉⾮替尼药物相关代谢物，并将这些物质从分析中

去除，来确定仅与内源性脂质⽔平相关的变化。图6显⽰了通过在Lipostar中应⽤Mass-MetaSite算法，在检测到

的特征中鉴定出的吉⾮替尼代谢物⽰例。这种代谢物的m/z值为421.1441，Molloy等⼈已在之前的报告中将其鉴

定为代谢物M61。

图6.使⽤Mass-MetaSite预测M6代谢物(C20H22ClFN4O3)。箱线图显⽰了不同时间点⼩⿏肝脏提取物中该代谢物

的相对丰度。

完成数据集统计分析和脂质鉴定后，下⼀个任务通常是测定脂质浓度。Lipostar定量⼯具也可以⽤于在靶向和⾮靶

向实验中定量内源性脂质。Lipostar使脂质分析科学家既可以选择线性范围对应的浓度来改进线性回归，也可以在
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整个区间应⽤多项式回归。还可以⽣成校正物的各种加合物的校正曲线。 

LOQ和LOD使⽤以下公式计算：

LOQ = 10 * 标准误差/斜率 

LOD = 3.3 * 标准误差/斜率 

其中，标准误差仅使⽤计算回归的启⽤点。 

数据解析

趋势分析是⼀种强⼤的⼯具，可以根据预期趋势将脂质丰度分组。此外，通过应⽤聚类算法和“按趋势分组”功能

，不仅可以鉴定潜在的⽣物标志物，还可以检查新的加合物和源内碎⽚。图7显⽰了两种密切相关的脂质（即LPC

和PC）在吉⾮替尼时程研究中显⽰出的明显差异。 
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图7.脂质丰度趋势⽰例：给药后肝脏提取物样品中的LPC在不同时间点丰度相似（上图）以及关键PC在相同时间

点的趋势（下图）。

代谢途径分析

了解脂质代谢途径图具有⽣物学意义，有助于解释相关机制和过程。Lipostar有⼀组脂质代谢途径图（即全局、

代谢和疾病），可以链接到脂质碎⽚数据库或脂质鉴定结果。图8显⽰了“前列腺癌”疾病图中描述的部分代谢途

径。使⽤癌症相关代谢途径是因为吉⾮替尼是为治疗肺癌⽽开发的。例如，PC (34:1)是⼀种磷脂酰胆碱脂质，因

此被投射到PC节点中，与LPC1节点（单酰基⽢油磷酸胆碱）直接链接，已知后者在前列腺癌中的浓度有所降低

（以蓝⾊突出显⽰）。相反，其他脂质⽔平升⾼（以红⾊突出显⽰）也显⽰出间接相关。 
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图8.Lipostar的“前列腺癌”疾病图中描述的部分代谢途径。图中突出显⽰了包含PC (34:1)的节点，吉⾮替尼⼩⿏

肝脏提取物的多变量模型主要来⾃该节点。有⽂献指出，⽤红⾊表⽰的相关脂质在前列腺癌中的浓度增加，⽽⽤

蓝⾊表⽰的相关脂质预计会降低。

代谢途径图也可以链接到鉴定结果。Lipostar还可以在图中同时显⽰所有批准的化合物。

结论

将反相UPLC、基于离⼦淌度技术的⾼分辨率质谱和智能⼯作流驱动的软件结合使⽤，能够对⽣物样品进⾏快速准

确的脂质组学分析。Lipostar软件使⽤数据库搜索、可直接处理的沃特世LC-MS数据集（基于DDA或DIA），包括

基于离⼦淌度技术的MS，准确定量和鉴定化合物。上述⽤⼾友好、易于使⽤的⼯作流有助于快速处理脂质组学数

据，例如本⽂所述吉⾮替尼研究⽣成的数据。使⽤Lipostar 2软件中提供的⼯具对吉⾮替尼研究产⽣的数据进⾏⼴

泛的统计分析，以完成⽣物学解释。软件中的代谢途径分析⼯具可⽤于查明受脂质扰动影响最⼤的代谢途径。
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