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摘　要　代谢组学是分析细胞或生物体中小分子化合物的一门组学科学. 代谢组学的目标是尽可能分析

特定生物样品中的所有代谢物，实现高覆盖分析. 基于质谱的技术促进了组学规模的代谢物检测，成为

代谢组学的重要分析平台. 质谱数据采集策略的选择对获得全面且高质量的代谢谱图信息至关重要，影

响数据采集率进而影响代谢组学的覆盖率. 本文全面综述了当前基于质谱的高覆盖代谢组学数据采集策

略的研究进展，总结方法的优势和局限，并概述当前代谢组学方法在环境毒理学领域的新应用，最后讨

论当前局限并对未来发展做出展望.
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Abstract　Metabolomics  is  an  omics  science  that  analyzes  small  molecule  compounds  in  cells  or
organisms.  The  main  goal  of  metabolomics  is  to  analyze  all  metabolites  in  the  specific  biological
sample  to  achieve  high  coverage  analysis.  Mass  spectrometry-based  technologies  promotes  omics-
scale metabolite detection and have become the important analytical platforms for metabolomics. The
choice  of  mass  spectrometry  data  acquisition  strategy  is  critical  for  obtaining  comprehensive  and
high-quality  metabolic  profile  information,  which  affects  data  acquisition  rates  and  metabolomics
coverage.  This  paper  comprehensively  reviewed  the  current  research  progress  of  data  collection
strategies for mass spectrometry-based high-coverage metabolomics, summarized the advantages and
disadvantages of methods, introduced the new applications of metabolomics methods in the field of
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environmental  toxicology,  and  discussed  the  current  limitations  and  makes  perspectives  for  the
future.
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代谢组这一术语于 1998 年提出[1]，是细胞或生物体中参与代谢反应的小分子化合物的集合. 类似

于基因组学、转录组学和蛋白质组学，代谢组学是系统生物学的一门“组学”科学，旨在对生物体中存

在的内源性和外源性代谢物进行分析[2]. 代谢组学的研究对象涵盖了各种不同极性的化合物，这些化

合物具有广泛的化学类别，且浓度变化范围达到 9 个数量级[3]，因此如何提升代谢物分析方法的覆盖

率以更全面的识别代谢物是代谢组学的首要挑战之一. 高覆盖代谢组学可以同时进行大量代谢物的定

性定量分析，并探究与生物表型的因果相关性，识别潜在的生物标志物[4 − 5]，因此高覆盖代谢组学也是

评估外暴露引起的生物毒性效应的重要方法，将高覆盖代谢组学方法用于环境毒理学中可以识别污染

物暴露引起的代谢物变化，研究污染物与表型之间的毒性效应机制.
高覆盖代谢组学分析的主要流程包括样品前处理，仪器分析和数据分析. 目前已经有许多研究针

对代谢物提取方法进行开发与优化[6 − 10]. 另外随着技术进步，仪器分析平台也更多样化，包括分离技术

平台（例如液相色谱（LC）、气相色谱（GC）和毛细管电泳（CE）等）和检测技术平台（例如质谱（MS）和核

磁共振（NMR））. 其中液相色谱-质谱联用（LC-MS）仪器在引入电喷雾电离（ESI）后提高了灵敏度，促进

了组学规模的代谢物检测[11 − 12]，已经成为代谢组学的重要仪器分析平台. 在数据分析方面，已经开发了

更全面的代谢物数据库[13 − 14]，助力代谢物的识别与发现. 计算机的最新技术和生物信息学工具飞速发

展，提升了代谢组学数据的处理速度，并将继续推动代谢组学领域的发展. 然而，先进的数据处理工具

也无法分析未被仪器采集到的代谢物数据，因此，仪器分析方法的选择对代谢物数据的全面采集和后

续的数据分析是十分重要的.
LC-MS 平台在进行仪器分析时，代谢物首先以不同的保留时间（RT）经 LC 洗脱后，进入 MS 采集

母离子的一级谱图（MS1），之后对所选择的母离子进行碎裂采集二级碎片谱图（MS/MS），二级碎片谱

图是代谢物结构鉴定的关键. 因此，在基于质谱的仪器分析方法中，数据采集策略决定了如何选择母离

子以进一步裂解，是影响用于后续分析的 MS/MS 的覆盖范围和质量的重要因素.
现有的相关研究多是对基于质谱的代谢组学分析方法的全过程概述，包括了从色谱分离方法到质

谱采集以及数据处理的全过程[15 − 16]，但当前还没有聚焦于质谱数据采集策略研究进展的最新综述，本

文将补充此方向的研究空白，重点综述 2015 年以来基于 LC-MS 的高覆盖代谢组学数据采集策略的研

究进展. 当前应用于代谢组学的质谱分析方法包括靶向、非靶向以及两者结合的混合方法，本文将综

述针对这 3 种方法开发的数据采集策略的进展，并介绍高覆盖代谢组学在环境毒理学领域的最新

应用.

 1    高 覆 盖 靶 向 代 谢 组 学 数 据 采 集 策 略 （Data  acquisition  strategies  for  high-coverage  targeted

metabolomics）

靶向代谢组学方法是对已知代谢物进行定性和定量的方法，当前靶向代谢组学常用的数据采集策

略主要包括多反应监测（MRM）和平行反应监测（PRM）.
 1.1    多反应监测

基于三重四极杆质谱（QQQ）的多反应监测（MRM）是靶向代谢组学中应用最广泛的数据采集策

略，被称为小分子和代谢物定量的金标准[17 − 18]. 在用 MRM 进行代谢物分析前，需要先通过标准品对目

标代谢物的质谱参数（碰撞能和去簇电压）和离子对信息（前体-产物离子对）进行优化，选择最优灵敏

度. 在 MRM 采集时，Q1 选择感兴趣的目标母离子，Q2 作为碰撞池对目标前体进行碎裂，Q3 对预选的

子离子进行分离（方法流程图可见下图 1）. 虽然方法建立之初需要对每个目标物进行参数优化，但该

方法定量灵敏度和准确性很高，可以对极少量的样品或极低浓度的样品进行准确的定量分析，如有研

究用 10 μL 全血对 36 种目标代谢物进行靶向分析，结果呈现优异的稳定性和可重复性[19]. 然而由于依

赖于标准品，这种传统 MRM 方法的代谢物覆盖范围有限. 
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图 1    分别在 QQQ 和 Q-Orbitrap 仪器上进行 MRM（a）和 PRM（b）的示意图

Fig.1    Schematic representation of MRM （a） and PRM （b） as performed on QQQ and Q-Orbitrap instrumentation
respectively 

 

目前，已经开发了新的方法提升基于 MRM 的靶向代谢组学覆盖率. 基于合成大量标准品进行靶

向分析的靶向试剂盒技术增加了目标代谢物的覆盖范围，该方法使基于 MRM 的靶向方法可以实现快

速定量数百种目标代谢物，例如有研究使用 AbsoluteIDQ™ p180 kit 代谢组试剂盒进行靶向代谢组分

析，可靠鉴定了 159 种血清代谢物[20]；而一些靶向代谢组学试剂盒能对 500 多种化合物进行检测量化[21 − 22].
虽然方法得到了很好的优化，但这种多反应监测方法仍然依赖于目标物的标准品. 为了摆脱对标准品

的依赖，进一步增加多反应监测方法的覆盖度，Domingo-Almenara 等[23] 建立了用于小分子靶向分析的

MRM 离子对库，该数据库包含了超过 15500 个分子的实验或计算机生成 MRM 离子对，可以实现大量

内源性和外源性代谢物的靶向识别与量化. 这种基于建立的 MRM 数据库进行样品 MRM 采集的方法

可以分析没有标准品的物质，提高分析覆盖度，但不同仪器或样本类型之间的兼容性通常不好[24].
 1.2    平行反应监测

高分辨率质谱仪（HRMS）的发展为化合物分析提供了新方法. 基于 HRMS 进行的靶向数据采集，

常称为平行反应监测（PRM），也被描述为高分辨 MRM[25]. 其工作流程如图 1 所示，与 MRM 类似，

PRM 采集模式同样是在 Q1 进行母离子的筛选，在 Q2 进行母离子碎裂，不同之处在于，PRM 第三步通

过高分辨的质谱进行所有碎片离子的测定.
基于 HRMS 的 PRM 采集模式能以 17500—35000 分辨率进行 MS 分析，可以分辨小于 0.01 Da 的

质量差异，从而可以有效地将目标物与其他干扰离子区分开[25]，因此可以采集高准确度 MS/MS，识别

目标代谢物的离子进行定量，对标准品的依赖较低，这是 PRM 的一大优势. PRM 已经应用于多个生物

学领域的靶向肽定量 [26 − 27]. Zhou 等 [25] 在 Q-Orbitrap 仪器上开发了针对 237 种极性代谢物的 PRM 方

法，通过在不同种生物样品中进行应用，证明了 PRM 在大规模靶向代谢物定量方面出色的灵敏度、准

确性和适用性. 另外，PRM 由于监测了所有二级碎片离子，优化过程更简单，相比 MRM 在方法开发阶

段耗时少. 但鉴于高分辨质谱扫描速度较慢，PRM 在同时进行大规模靶向分析方面存在限制. 相较而

言，QQQ 仪器具有高扫描速度和灵敏度，这缩短了 MRM 采集的循环时间，有利于更高效的分析，并确

保足够的色谱峰数据点进行准确定量[25].
MRM 方法优势在于高扫描速度和极性切换，而 PRM 具有高分辨率和全碎片采集的优点. 在大规

模靶向代谢组定量分析时，可以考虑结合两者的优势，将 PRM 作为 MRM 的补充工具，先经 PRM 获得

代谢物二级谱图信息，再转为 MRM 进行高速扫描分析[25].

 2    高覆盖非靶向代谢组学数据采集策略（Data  acquisition  strategies  for  high-coverage  untargeted

metabolomics）

非靶向代谢组学是在没有标准品的情况下无偏向性的对所有采集到的谱图进行检测，以达到高覆

盖的非靶向代谢组学分析 . 非靶向代谢物鉴定通常依赖于高分辨 MS1 谱图和 MS/MS 谱图，其中

MS1 谱图用于确定分子式，MS/MS 谱图用于代谢物结构鉴定，因此首先需要采集全面且准确的代谢物

MS1 和 MS/MS 谱图信息. 高分辨率质谱已被证明是非靶向代谢组学分析的强大信息采集工具，因其能

获得高分辨率和高质量准确度的扫描信息. 基于高分辨质谱的非靶向代谢组学获取谱图数据主要有两

种方式：对用于全局分析的 MS1 数据和用于结构鉴定的 MS/MS 数据分别进行采集；或者在一次运行

中同时采集 MS1 和 MS/MS 数据[28].
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 2.1    全扫描

全扫描（Full scan）是对 MS1 和 MS/MS 数据分别进行采集的方法，是代谢组学中常用到的数据采

集方法[29 − 30]. 首先对样品进行全扫描，通过较低的碰撞能量即可获得所有代谢特征的 MS1 信息. 然后

经预处理软件（如 XCMS 等）提取代谢特征[31]，基于给定生物学问题选择感兴趣的特征在后续实验中

进行 MS/MS 采集，鉴定代谢物. 全扫描在采集、数据处理方面比较简单，但它将代谢物定量与结构鉴

定分离开来，需要额外的仪器分析时间和样品量[32]，并且多次分析之间间隔的时间可能会出现数据难

以对齐和样品变化等问题[28].
近年来越来越受到关注的另一种方式是在一次运行中同时采集 MS1 和 MS/MS 数据. 这种方法主

要 有 两 种 模 式 ： 数 据 依 赖 型 扫 描 （ data  dependent  acquisition， DDA） 和 数 据 非 依 赖 型 扫 描 （ data
independent acquisition，DIA）.
 2.2    数据依赖型扫描

 2.2.1    传统的数据依赖型扫描方法

DDA 是在全扫描基础上开发的一种更省时快速的数据采集模式，是目前非靶向分析中常用的方

法. DDA 模式下，质谱仪自动地在 Full scan MS 和 MS/MS 采集间切换，在每个循环中先进行 MS 全扫

描采集一级质谱信息，然后选择目标母离子进行碎裂并获得二级谱图，进行物质鉴定，如图 2 所示[33].
目标母离子的筛选标准有离子丰度，信噪比，同位素分布等，最常见的是选择强度最高的前几个离子进

行碎裂. DDA 在一次分析中同时获得 MS1 和筛选母离子的 MS/MS[32]，可以同时进行数据处理和代谢

物鉴定. 且 DDA 采用较窄的 m/z 窗口筛选目标母离子，减少了干扰离子的存在，可以提供较高质量的

MS/MS. 但由于目标母离子的筛选通常取决于强度，一些感兴趣的低丰度母离子不能被碎裂，无法获

取二级谱图，导致传统 DDA 方法难以鉴定低丰度物质，且由于筛选过程存在一定随机性，在每次分析

时选取的母离子并不完全相同，导致方法重现性较低[34].
 
 

图 2    两种非靶向采集模式的工作流程及结果示意图

Fig.2    Schematic representation of the workflows and results obtained from two non-target acquisition modes
 

 

 2.2.2    数据依赖型扫描方法的改进

（1）基于排除或包含列表的数据依赖型扫描方法

由于传统的 DDA 方法难以鉴定低丰度物质，已有研究通过对传统 DDA 方法的改进，提高了方法

的覆盖范围和性能. 首先是基于 DDA 设置排除列表的方法，将背景离子或不需碎裂的离子列入排除

列表，在下一次仪器分析时不进行碎裂. 静态排除列表需要首先运行空白样品，以生成背景离子排除列

表，这种方法通过过滤无关特征来增加代谢物的二级谱图覆盖率，可以排除基线噪声或背景干扰，但对

鬼峰的排除效率较低[35]. 近年来结合多针进样的动态排除列表方法得到发展，这种方法在第一针采用

DDA 方法进样，将获得的有二级谱图的母离子及其保留时间范围输入排除列表中，使得已采集二级谱

图的母离子在下一针进样时不再被选择，从而使更低丰度的母离子可以被选择[35]，通过多针进样提高

二级谱图覆盖率. 这种方法最早应用于蛋白质组学，Bendall 等[36] 利用这一原理开发了迭代排除质谱法

（IE-MS），与 5 次重复 DDA 相比，5 次 IE-MS 识别的独特蛋白质增加了 30%，降低了对低丰度肽的数据

采集偏差. 动态列表方法也被应用于代谢组学中，Edmands 等[37] 通过 6 次重复进样的迭代排除方法对

经常食用富含多酚食物的人的尿液进行分析，确定了与所选食物摄入相关的 80 多种多酚代谢物. 由于

手动生成排除列表的工作耗时，Koelmel 等 [38] 开发了 R 脚本“IE-omics”，输入原始数据即可自动生成

排除列表，将其应用于脂质组学可将识别率提高 50% 以上. 理论上，迭代排除 DDA 方法可通过不断迭
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代来获取所有高于背景信号的母离子的二级谱图，但在分析大批量样品时要评估重复进样增加的仪器

时间成本. 有研究发现在二级谱图质量和覆盖率之间的最好折衷方案是进行五轮迭代排除，这样即可

大大提高二级覆盖率[39]，为鉴定提供大量信息.
基于 DDA 设置包含列表的方法，是通过将样品相关离子列入包含列表，优先选择包含列表中母离

子进行碎裂，以增加特异性 MS/MS 覆盖率[40]. Roger Giné等[41] 介绍了一种以分子式为导向的采集方法

HERMES，根据分析样品的特异性信息选择独特分子式，在进行二级谱图扫描时选择包含列表中的这

些样品相关前体离子，从而提高代谢物分析的选择性和二级谱图的覆盖度，结果表明 HERMES 鉴定的

代谢物是三轮迭代排除 DDA 方法的两倍.
目前也有研究将包含列表与排除列表相结合进一步增加二级谱图覆盖范围. Cho 等[28] 基于空白扣

除过滤非生物特征，基于实际样品分析生成包含独特生物代谢物的离子列表，集成了排除列表和包含

列表，这种方法在四次进样后获取了>99% 的独特代谢物的二级谱图，显著提高了覆盖率. 近年来也提

出了更加自动化的手段推动了方法的应用. AcquireX 智能化数据采集模式[42] 基于机器学习的方法自

动迭代更新背景排除和前体包含列表，在同一样品重复进样中，可以实现相关特征的高覆盖 DDA 采集.
（2）数据依赖型扫描方法的智能化改进

除了通过排除和包含列表进行 DDA 方法的改进，目前还开发了其他智能化手段进行 DDA 方法

的改进. Broeckling 等[43] 考虑到代谢组学数据采集建立在大队列的样品组上，提出了一种数据集依赖

型采集模式（DsDA），通过实时分析已采集数据，及时优化后续序列中 MS/MS 采集方案，并利用 R 等

软件实现了自动化数据分析. 通过在数据处理和数据采集之间的近乎实时反馈循环，可以获得全面的

二级覆盖范围. 最近，Bills 等[44] 建立了一种新的采集策略，称为 Met-IQ，将实验 MS/MS 实时地与参考

数据库比较，谱图相似则自动执行多级质谱（MSn）采集，获得更多结构信息，通过将 MS3 采集限制在可

能的目标化合物上，从而减少了 MS3 的触发，提高了 MS2 采集率. Wandy 等[45] 介绍了一种虚拟代谢组

学质谱仪（ViMMS），是一种用于代谢组学的模块化 LC-MS/MS 模拟器，可以对不同策略进行测试并获

得 模 拟 结 果 ， 允 许 在 计 算 机 上 对 二 级 采 集 进 行 优 化 而 无 需 占 用 仪 器 时 间 .  Davies 等 [46] 扩 展 了

ViMMS 的使用，通过仪器应用程序编程接口（IAPI）创建了允许 ViMMS 开发的控制器直接在实际质

谱上使用的桥接代码. 用这种方法开发了两种新的 DDA 策略并应用于实际代谢物分析，结果均优于

传统 DDA 的覆盖范围. 这种基于计算机模拟、优化和验证的过程为未来的采集策略改进提供了方向.
这些方法的改进在不同程度上提高了 DDA 的二级覆盖率，并通过与可用数据库的匹配进行鉴定.

如 Chen 等 [47] 在 Q-TOF 仪 器 上 开 发 了 一 种 DDA 方 法 研 究 人 类 泪 液 代 谢 组 ， 将 MS/MS 谱 图 与

METLIN[48]、HMDB[14] 和 Massbank[49] 数 据 库 进 行 匹 配 ， 鉴 定 出 60 种 代 谢 物 . 所 有 这 些 研 究 为 集 成

HRMS 和 DDA 工作流程以识别、鉴定和量化生物提取物中的代谢特征铺平了道路. 然而，为了更好地

弥补由于母离子选择和欠采样带来的限制，可以无差别对每个母离子进行碎裂的数据非依赖型采集

（DIA）工作流程逐渐被开发和广泛应用[34].
 2.3    数据非依赖型扫描

 2.3.1    传统的数据非依赖型扫描方法

数据非依赖型扫描（data independent acquisition，DIA）下，质谱仪通过高低碰撞能量交替采集信息，

低能量时采集一级质谱，高能量时打碎离子无偏获取全部二级碎片信息（图 2 分别展示了 DDA 和

DIA 的工作流程）. 传统的 DIA 方法包括：MSE、MSALL 或 MS-AIF[35, 50]. Wrona 等[51] 首先在 LC-QTOF 上

开发了这种数据采集方法，并成功应用于维拉帕米（心血管药物）体外代谢物的鉴定. 之后 Plumb 等[52]

描述了 UPLC/MSE 的方法，通过高低碰撞能交替获得所有离子 MS/MS 数据，并在大鼠尿液的内源物分

析 中 验 证 了 该 方 法 . 类 似 的 全 离 子 碎 裂 （AIF） 方 法 也 已 经 在 Orbitrap 仪 器 上 开 发 并 应 用 [53 − 56]. 与
DDA 不同，DIA 不预先筛选母离子，理论上能获取所有母离子的碎片信息. 然而明显的缺陷在于母离

子与其碎片离子之间的联系被解离，所得碎片谱图复杂而无法直接将碎片对应到特定的母离子[57]，对

后续代谢物的鉴定带来了挑战. 因此需要对传统 DIA 方法进行改进，同时结合谱图解卷积的软件来应

对这一挑战.
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 2.3.2    数据非依赖型扫描方法的改进

当前已经开发了多种方法对传统 DIA 进行改进，例如将离子淌度分析仪（IMS）耦合到 DIA 工作流

程中. IMS 通过额外确定碰撞截面（CCS）值（与离子形状相关的参数），可以提高代谢物鉴定的准确性，

甚至解决同分异构体的分离问题[58]. Paglia 等[58] 将离子淌度集成到 DIA 中，可以分离共流出的 L-磷脂

酰乙醇胺，证明了在碎片化前进行离子淌度分离能提供更清晰的 MS/MS 谱图，促进建立母离子和碎

片离子之间的联系，从而提高鉴定的特异性. 同时 IMS 获得的 CCS 值具有非常高的重现性（RSD<2%）[59].
为了提高特异性，Gillet 等[60] 引入了另一种改进方法，即基于 Q-TOF 的所有理论质谱的顺序窗口

采 集 （SWATH） ， 该 方 法 将 扫 描 范 围 划 分 为 以 某 一 固 定 宽 度 （ 如 20 或 25Da） 为 间 隔 的 连 续 区 间 .
Zhang 等[61] 通过在 SWATH 采集中使用可变隔离窗口进一步提高了 LC-SWATH-MS 采集的选择性. 目
前 SWATH 方法已广泛应用于非靶向代谢组学[57, 62 − 67]. 近年来还提出了其他改进策略进一步提高选择

性. Moseley 等 [68] 描述了一种称为 SONAR 的新型扫描四极杆 DIA 方法，对质量范围内的母离子进行

快速移动的四极杆扫描，根据四极杆移动位置将母离子与子离子相关联，具有更高的选择性. 另有研究

开发了改进的 ScanningSWATH[69]，将 SWATH 的 Q1 分段式质量窗口采集转变为按一定窗口大小连续

的 Q1 采集，通过更小的隔离窗口提供更好的谱图专属性. 此外还有通过小隔离窗口获得 MS/MS 谱图

的 PASS-DIA 方法 [70]. 最近有研究提出了一种数据依赖辅助数据独立采集（DaDIA）的新工作流程，对

单个样品执行 DIA，合并样品进行 DDA，结合了 DIA 的高 MS2 覆盖率和 DDA 的高 MS2 谱图质量 [71].
除上述方法外，还有一些更早的 DIA 改进策略，可以参见 Chapman 等于 2014 年发表的综述[72].

尽管如此，这些改进的 DIA 技术仍不能完全可靠地建立母离子和碎片离子之间的联系，需要使用

算法软件对嵌合的 MS/MS 谱图解卷积. 目前已成功开发了一些 DIA 数据的解卷积软件，如 CorrDec、
MS-DIAL、DecoMetDIA 或 MetDIA 等[73 − 76]. 解卷积后的谱图可以与谱库比对鉴定，如今质谱数据库不

断扩大，如 MassBank[49]、METLIN[77]、HMDB[14] 或 GNPS[78] 等，但数量和可用性仍不够，且扩展这些实

验衍生的质谱数据库非常耗时，当前在开发谱图预测和代谢物注释的计算机生成质谱的计算工具方面

付出了相当大的努力.
总的来说，靶向方法旨在识别和量化有限数量的已知代谢物，具有可靠的定量准确性、宽动态范

围和高灵敏度，但通常无法检测未知物. 非靶向方法侧重于未知代谢物的广泛检测，具有更好的覆盖

率，但重现性和定量性能较差，且数据挖掘和代谢物鉴定更复杂，置信水平相对较低 [79]. 如 Chen 等 [80]

发现，非靶向代谢组学采集的相同谱图数据经不同软件处理后，可能得出不同的数据结论. 靶向和非靶

向方法各有优缺点，代谢物高覆盖检测和鉴定，并保持良好的动态范围和定量能力仍然具有挑战性. 代
谢组学研究的最新趋势表明，需要将两种主流方法结合起来，形成一种可能具有革命性的方法——
混合方法[81].

 3    代 谢 组 学 混 合 方 法 的 数 据 采 集 策 略 （Data  acquisition  strategies  for  hybrid  metabolomics

approaches）

为了在代谢组学分析中同时实现代谢物高覆盖范围和优异的定量性能，出现了将靶向和非靶向方

法结合起来的混合方法. 通常混合方法首先对生物样品进行非靶向全局分析或对数据库全面采集来获

取特征离子对的信息，再根据生成的离子对信息库进行质谱靶向扫描（MRM、SRM 等）. 这种方法摆脱

了对化学标准品的依赖，同时结合靶向扫描可以在实现高覆盖代谢组的同时表现出高选择性和可靠的

定量性能[82].
 3.1    基于单一质谱平台开发的混合方法数据采集策略

目前已经有许多研究基于单一质谱平台开发了混合方法. 基于 QQQ 的全局优化靶向质谱（GOT-
MS）[83] 集成了传统全局分析和靶向检测的优点，首先进行质量范围内选择离子监测（SRM），MS/MS 扫

描后选择母离子和子离子，在 MRM 模式下检测，4 次进样检测了所有 1890 个离子对，并在结肠癌的生

物标志物发现中验证了方法的高覆盖性和可靠性. GOT-MS 基于 LC-QQQ 即可发现和获取全面的定

量 MRM，但该方法主要缺点是优化大量 MRM 所需的时间较多. 目前，GOT-MS 被优化开发为数据库

辅助的 dGOT-MS 方法[84]，数据库包含了正离子和负离子模式下大量代谢物标准品在多种碰撞能下的
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质谱信息[14, 85]，直接从数据库获取 MRM 离子对，进行生物样品分析，发现潜在生物标志物. 在乳腺癌

相关的生物标志物发现中，dGOT-MS 显示有 28 种潜在生物标志物（FC>1.5 且 P<0.05），而传统方法只

发现 5 种. 原则上，dGOT-MS 能涵盖代谢组学数据库中各种生物样品所表征的所有代谢物. 另外，还有

研究人员通过时间交错（ ts） /质量交错（ms）方法对 GOT-MS 进行了优化，通过 tsGOT 和 msGOT 对

MRM 或 SRM 进行优化，来避免共洗脱并实现对低丰度代谢物的检测[86].
另外也有研究基于单一的高分辨质谱开发混合方法. Gao 等[87] 基于二维液相色谱/高分辨质谱联

用平台开发了 STQUM 策略，将数据依赖的平行反应监测（PRM）和数据独立的全离子碎裂（AIF）方法

相结合，实现了可同步进行靶向定量和非靶向鉴定的高效采集，鉴定和精确定量了 88 种癌症相关代谢

物. 最近，Zhang 等 [88] 基于 Orbitrap 高分辨质谱开发了结合靶向 PRM 扫描和非靶向 DDA 扫描结合的

方法，对胰腺肿瘤患者的血浆样本进行分析，证明了该方法对代谢物准确定量和高覆盖分析的能力.
 3.2    多质谱平台结合开发的混合方法数据采集策略

除了上述基于单一质谱开发的混合方法，还可以通过多个质谱仪开发结合非靶向和靶向数据采集

策略的混合方法. 这种方法也常被称为拟靶向方法，已被认为是第二代代谢组学方法[24]. 拟靶向方法首

先基于高分辨质谱采集生物样品的非靶向代谢信息，保证了代谢组的高覆盖性，从非靶向数据中提取

物质峰的 MS1 和二级谱图信息，生成 MRM 离子对，然后基于三重四极杆进行 MRM 检测，确保了优异

的定量性能. Li 等[89] 首先基于 GC-MS 引入了这种方法，通过建立保留时间锁定的 GC-MS 耦合选择离

子监测（RTL-GC/MS-SIM）的方法，将非靶向分析转变为拟靶向方法，对 3 个不同种植区烟草样品的差

异分析证明了方法的更高灵敏度、更好线性和数据质量. Chen 等 [79] 开发了基于 LC-MS 的拟靶向方

法，提供了从真实样品中获取 MRM 离子对的方法，方法共检测了 518 种血清代谢物，可用于肝细胞癌

生物标志物发现的后续研究. 然而从数千个候选特征中选择离子对是非常耗时的步骤. 为此，开发了一

种系统化和自动化的软件“多反应监测-离子对查找器”（MRM-Ion Pair Finder）[90]，可以自动化实现母离

子比对、MS2 提取和还原、特征子离子选择和离子融合的过程，在肝癌代谢组学研究中获得了 854 个

MRM 离 子 对 ， 是 拟 靶 向 方 法 中 高 通 量 MRM 离 子 对 选 择 的 可 靠 工 具 . 另 外 ， Zha 等 [91] 开 发 了

SWATHtoMRM 方法，首先基于高分辨质谱进行 SWATH 扫描采集样品的非靶向数据，通过 MS1 和

MS2 质谱峰的峰-峰相关性进行母离子和子离子信息匹配，定义 MRM 离子对，然后基于低分辨质谱的

MRM 扫描进行靶向分析，该方法可以实现覆盖率高达 1000—2000 个代谢物的靶向分析. Chen 等[92] 开

发了数据非依赖的靶向定量代谢组学方法（DITQM），首先在高分辨质谱上采用 DIA 进行顺序步进靶

向 MS/MS（ sst-MS/MS） 采 集 尽 可 能 多 的 代 谢 物 MS/MS 信 息 ， 提 取 MRM 离 子 对 在 QQQ 上 进 行

MRM 扫描，在肺癌代谢组分析中建立了 1324 种代谢物的 MRM 分析. 拟靶向方法作为一种新兴方法，

已经广泛应用于生物标志物发现 [79, 93 − 96]、疾病的诊治 [97 − 99]、植物样品代谢组学 [100 − 102]、药物效用评

价[103, 104]、环境污染物暴露[105, 106] 及脂质组学领域[107 − 109]，显示出较好的性能，同时也有许多研究在该方

法基础上进行进一步改进[24, 82, 110, 111].
混合方法结合了靶向和非靶向方法的优势，同时弥补了各自的一些缺点，可以实现兼具高覆盖度

和高性能的定量分析，正成为高覆盖代谢组学领域的一大发展方向. 在全局代谢组学分析以及生物标

志物、疾病诊断等领域具有巨大潜力. 当然混合方法也有其局限性所在，样品运行、方法优化、数据筛

选等过程需要相对更长的时间，这是该方法的技术瓶颈. 总的来说，混合方法仍将在高覆盖代谢组学领

域不断发展和改进，进一步提升效率和准确性.

 4    在环境毒理学中的应用（Applications in environmental toxicology）

环境污染物经外暴露进入人体后会参与人体代谢过程，引起代谢系统紊乱并对人体健康带来风

险. 这些变化会反映在生物流体或组织代谢物中，因此可以将代谢组学方法应用于环境污染物毒性效

应评价的研究中，尤其是高覆盖代谢组学可以对毒性代谢反应进行更全面和准确的评估. 目前，代谢组

学在环境毒理学领域具有广泛的应用.
 4.1    在重金属毒性效应机制研究中的应用

工业的发展使重金属成为危险的环境污染物之一. 常见的有毒重金属主要包括砷（As）、镉（Cd）和
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铅（Pb）等[112].
当前研究发现砷暴露会增加高血压、2 型糖尿病和慢性肾病等疾病风险[113 − 115]，但其影响机制尚未

完全清楚，代谢组学研究为揭示砷分子作用机制提供了新思路. Wang 等[116] 采用基于超高效液相色谱

/质谱（UHPLC/MS）的非靶向代谢组学方法分析慢性砷暴露引起的大鼠血清代谢组变化，结果发现了

18 种差异代谢物，表明砷暴露后主要导致氨基酸代谢异常以及溶血脂、鞘脂等脂质代谢异常，该结果

有助于进一步探究慢性低水平砷暴露对人体的影响. Li 等[117] 运用 UPLC/Q-TOF 平台结合多变量统计

方法的非靶向代谢组学调查暴露于相对低水平砷的孕妇体内代谢变化，发现了 9 种与体内氧化应激和

肝脏、肾脏代谢紊乱相关的潜在生物标志物，这些物质可能会对孕妇产生不良影响. Spratlen 等[118] 运

用代谢组学方法研究砷暴露与糖尿病风险增加之间的关联机制，结果发现一碳代谢（OCM）的相关代

谢途径可以部分解释砷与糖尿病风险间的关联.
尿液代谢组学是研究镉暴露引起肾毒性机制的一种方法. Chen 等[119] 对慢性镉暴露的大鼠尿液代

谢组进行分析，通过基于质谱的非靶向代谢组方法发现镉会对能量和脂质代谢产生干扰，并诱导氧化

应激导致肝肾损伤. Zeng 等[120] 采用基于质谱的 DDA 采集结合 PRM 采集的混合方法进行镉暴露下的

人尿液代谢组分析，结果显示肌酸代谢、色氨酸代谢和嘌呤代谢等代谢途径受到影响，这些代谢变化

可能与镉应激下的肾毒性有关.
铅（Pb）被广泛用于电池、油漆、管道等工业中，铅暴露会引起诸多不良健康风险，如生殖异常、神

经和行为障碍等[121 − 122]. Eguchi 等[123] 分别采集了废铅酸电池回收厂附近居民和对照区居民的血液和尿

液样品，通过对 297 个选定的代谢物离子对进行质谱分析研究尿液代谢组，发现了与铅暴露相关的

10 种候选生物标志物，这些代谢物可能与肾脏中小分子运输中断、血红素生物合成途径和大脑毒性有

关，表明了铅可能通过改变这些生物途径对个体健康产生影响. 此外，有研究通过高覆盖代谢组非靶向

分析方法对铅暴露男性的血浆样品进行代谢组分析，结果表明铅暴露主要通过诱导氧化应激及对神经

和免疫功能损害产生不良健康影响[124].
 4.2    在有机污染物毒性效应机制研究中的应用

代谢组学技术也被广泛应用于有机污染物毒性效应机制研究中. Sun 等[125] 基于 UHPLC-QTOF 仪

器进行数据依赖型采集，对苯暴露小鼠的盲肠内容物进行代谢组分析，发现苯暴露会导致小鼠肠道菌

群失调和代谢紊乱，并显着影响了类固醇生物合成等代谢途径. 双酚 A（BPA）是一种广泛使用的工业

化合物，也是一种环境内分泌干扰物，Ji 等[126] 利用高分辨质谱代谢组学分析方法研究 BPA 对小鼠肝

脏代谢功能的影响，结合生物信息学技术，阐明了 BPA 影响肝脏代谢功能的作用机制. 近年来，随着微

塑料在生态系统中的大量检出，微塑料污染已成为广泛关注的全球环境问题[127]，由于粒径小，微塑料

很容易进入海洋生物体内并积聚，Huang 等[128] 通过基于质谱的高覆盖代谢组技术探究聚苯乙烯微塑

料对海洋贻贝的毒性作用机制，使用环境浓度对采集的贻贝进行微塑料暴露，结果发现聚苯乙烯微塑

料会引起贻贝血淋巴中酪氨酸、苯丙氨酸和维生素 B6 等 5 种代谢物的显著变化，并影响抗氧化和免

疫系统，但在去除污染物后观察到代谢水平的恢复，表明这种毒性作用可能是可逆的.
另外，持久性有机污染物（POPs）因其持久性、半挥发性、生物累积性和高毒性引起了广泛关注，利

用代谢组学方法对 POPs 类物质进行毒性效应评估可以进一步认识其对环境和人体健康的影响. 短链

氯化石蜡已于 2017 年被列入新的 POPs 类物质，受到越来越多关注，最近有研究用基于 LC/MS 的拟靶

向代谢组学方法对短链氯化石蜡暴露的大鼠血浆进行代谢组学分析，分别研究了低、中、高三种剂量

下的毒性作用和相关代谢反应途径，揭示了 121 种潜在的毒性生物标志物[129]. 多环芳烃（PAHs）也是典

型的 POPs 类物质，Wang 等[130] 利用基于 LC-MS 的代谢组学方法对焦化工污染区和未污染区的儿童和

老年人尿液进行分析，研究了易感人群在长期环境 PAHs 暴露下的代谢变化并识别了潜在生物标志

物，研究发现长期暴露于低水平的 PAHs 会导致人体产生氧化应激相关的代谢变化. 全氟辛酸（PFOA）

常用在纺织品、消防泡沫等工业生产中，因其持久性、生物累积性和远距离迁移性已被列入 POPs 清单

中，已有研究发现 PFOA 会对人类淋巴细胞功能产生影响[131]，但毒性机制尚不明确，Li 等[132] 对健康成

年人的淋巴细胞进行 PFOA 暴露，通过高分辨质谱采集高覆盖代谢物谱图，并用 KEGG 和 HMDB 数据

库进行代谢组分析，结果发现 PFOA 干扰了氨基酸、脂质和碳水化合物的代谢，这些代谢变化与淋巴
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细胞和免疫系统密切相关.
 4.3    在联合毒性效应机制研究中的应用

由于生物体暴露于多种外源性物质，也可以基于代谢组学方法对联合毒性效应进行评估. 有研究

用代谢组学方法分析毒死蜱（有机磷杀虫剂）和镉对大鼠肝脏的联合毒性效应，结果发现镉可以加速肝

脏中毒死蜱的降解，两者间有潜在的拮抗作用[133]. Liu 等[134] 招募志愿者进行户外空气颗粒物低暴露和

高暴露实验，通过基于 UPLC/Q-Exactive 平台的非靶向代谢组学方法对不同浓度重金属暴露环境下的

血清代谢物变化进行分析，发现鞘脂代谢途径与重金属介导的心血管相关风险有关，其中 Ni 和 Cd 显

示出最大的影响. Wang 等[105] 运用拟靶向代谢组学技术对同时暴露于多环芳烃（PAHs）和短链氯化石

蜡（SCCPs）的人肝癌细胞 HepG2 进行代谢组分析，评估两者的联合毒性作用，发现 PAHs 暴露主要与

三羧酸（TCA）循环和嘌呤代谢紊乱相关，SCCPs 暴露会影响甘油磷脂代谢、TCA 循环和亚油酸代谢途

径，而两者的联合暴露会导致脂肪酸代谢和磷脂代谢的协同上调，TCA 循环和糖酵解的协同下调，并

对嘌呤代谢产生拮抗作用.

 5    总结与展望（Summaries and prospects）

代谢组学研究的范围和特点决定了其对高覆盖率的要求，而代谢组学的复杂性又为高覆盖分析带

来了阻碍. 目前从代谢物提取、仪器发展到数据处理各个方面的提升加快了高覆盖代谢组学的实现，

这个过程中仪器数据采集策略很大程度上决定了代谢谱图信息的准确性和覆盖率，进而影响最终的代

谢物鉴定率. 本文对基于质谱的高覆盖代谢组学三大分析方法的数据采集策略的进展进行综述：靶向

代谢组学中，将 MRM 和 PRM 两种采集策略结合是一种新发展，可以用于较大规模靶向代谢组定量分

析. 非靶向代谢组学中，已经开发了许多改进传统 DDA 和 DIA 的新策略来提高覆盖率并改善谱图质

量. 近年来结合了非靶向和靶向方法优势的混合方法成为代谢组学领域新一代方法，本文分别综述了

在单一和多个质谱平台上混合方法的开发，这种方法对实现代谢物高覆盖鉴定并保持良好定量性能的

目标具有重大意义，但样品运行和数据筛选更为复杂，在多个仪器间的方法转换和参数优化的要求也

更高，这种方法仍将不断被改进优化以更好地应用于代谢组学. 高覆盖代谢组学的发展为外暴露引起

的生物毒性效应机制研究提供了方法手段，本文对其在环境毒理学领域的应用进行了综述，包括在重

金属、有机污染物和联合毒性效应机制方面的应用进展.
LC-MS 的技术提升无疑给高覆盖代谢物可靠检测带来了重大发展. 然而目前高覆盖代谢组学分

析仍存在一些有待提高的方面，当前代谢组学提升的覆盖率仍然无法涵盖超痕量代谢物，大规模代谢

物的准确分析仍然需要不断提升，且对于高通量样品分析需要更快速且准确性高的方法. 另外需要加

强分析方法的标准化，从而有助于不同实验室和仪器间的比对，方法和数据的开放性也对进一步发展

有重要推动作用. 在数据采集策略方面，这些问题的解决可以通过在质谱数据采集的速率、灵敏度、动

态范围和准确性之间进行权衡，针对不同分析需求进行偏向性改进. 另外，机器学习的方法为采集策略

的优化和后续的数据处理提供了新的思路.
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