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基于SCAC-RI的液相色谱保留时间数据库校

正方法

(57)摘要

本发明属于生物分析技术领域，具体为一种

基于SCAC‑RI的液相色谱化合物保留时间数据库

校准方法。本发明步骤包括：初始化合物保留时

间数据库建立；化合物保留指数计算；以SCAC作

为指标建立新方法下的校正保留时间数据库。本

发明极大程度地改善了因色谱条件变化所引起

的保留时间偏差而导致的数据库不可用的情况，

使保留时间数据库在不同方法间进行迁移成为

可能，并且还可以消除实验中其他液相系统不稳

定因素对保留时间的不利影响，大大提高了化合

物鉴定时与数据库的匹配度。该方法适用于非靶

向代谢组学等需要建立通用、灵活的保留时间数

据库对复杂多成分的样品进行定性的化学分析

领域。
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1.一种基于SCAC‑RI的液相色谱保留时间数据库校正方法，其特征在于，首先利用化合

物标准品在液相色谱‑四极杆飞行时间质谱上在某一相同色谱条件下建立初始保留时间数

据库，随后以直链酰基肉碱SCACs为基准指标产生保留指数，最后借助保留指数产生更新色

谱条件下的保留时间数据库，直接用于新色谱条件的化合物鉴定；所述直链酰基肉碱SCACs

为一类含有不同链长C0～C30脂肪酸结构通过酯键连接到肉碱的一系列同系物，包括生物

样品中的内源性直链酰基肉碱、外部添加的直链酰基肉碱标准品或直链酰基肉碱稳定同位

素标准品；具体步骤为：

步骤1、建立初始化合物保留时间数据库

具体流程如下：首先利用化合物纯物质配置合适浓度的单一标准品样品或混合标准品

样本，需保证标准品样本浓度在质谱中响应良好，且同一混合标准品样本中不存在同分异

构体干扰化合物指认；随后建立一个梯度洗脱色谱方法，色谱梯度覆盖各有机相比例；在该

色谱条件下对各标准品样品进行分析，并记录下SCACs及其他各化合物的保留时间，建立初

始数据库；

步骤2、根据直链酰基肉碱计算化合物保留指数

将化合物保留时间数据库中SCACs系列同系物作为校正指标，人为规定脂酰肉碱碳链

碳原子个数×100作为保留指数，则其余各代谢物的保留指数按式(1)计算得到：

RIT＝RIm+(RIn﹣RIm)×(RTT﹣RTm)/(RTn﹣RTm)    (1)

其中，RTm、RTT、RTn分别代表某个待测目标代谢物T及其流出顺序相邻前后两个SCACm和

n的保留时间，RTm<RTT<RTn；RIm、RIT、RIn分别代表对应待测目标代谢物T及其流出顺序相邻

前后两个SCACm和n的保留指数；

步骤3、以SCAC作为指标，建立校正保留时间数据库

当液相方法在仪器间移植或进行方法微调时，首先直接测定生物样本或SCAC混合标准

品，根据各SCAC的精确相对分子质量及其特征二级离子碎片[C4H5O2]
+来准确识别SCACs，进

而确定SCACs的保留时间；随后根据式(2)计算初始数据库中所有化合物的校正保留时间：

RTT＝RTm+(RTn‑RTm)×(RIT‑RIm)/(RIn‑RIm)     (2)

其中，RTm、RTT、RTn分别代表初始数据库中某个目标代谢物T及其流出顺序相邻前后两

个SCACm和n的保留时间，RTm<RTT<RTn，RIm、RIT、RIn分别代表对应目标代谢物T及其流出顺序

相邻前后两个SCACm和n的保留指数；

步骤(2)中保留指数RI覆盖范围的上限由最长碳链SCAC决定，通过购买超长链SCAC标

准品或通过合成手段获得更长碳链长度SCAC的保留时间信息，以建立更宽的RI覆盖范围的

初始数据库；对于最长碳链SCAC也无法覆盖到的色谱保留时间范围，采用式(3)所示的方法

延拓，该方法利用保留时间最靠后的k个SCACs的保留时间增量与保留指数进行线性拟合，

其中RTm、RTn分别代表相邻前后两个SCACm和n的保留时间，RTm<RTn，RIn代表SCACn的保留指

数，a与b分别代表方程的斜率和截距；最终末端虚拟指数的保留时间利用式(4)所示方法进

行不断延长，直至SCAC保留时间增量≤0时，RI延长终止；

RTn‑RTm＝a×RIn+b   (3)

RTV＝a×RIV+b+RTV‑1   (4)

虚拟指数预测结果极大程度上取决于k值选取的多少，在多次尝试后选择使用保留时

间增量与保留指数线性拟合结果的校正R2值最高时所对应的k值作为最优拟合点数个数。
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基于SCAC‑RI的液相色谱保留时间数据库校正方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物分析技术领域，具体涉及一种基于直链酰基肉碱保留指数(SCAC‑

RI)的液相色谱化合物保留时间数据库的校准方法。该方法适用于非靶向代谢组学等需要

建立通用、灵活的保留时间数据库对复杂多成分的样品进行定性的化学分析领域。

背景技术

[0002] 代谢组学根据研究策略不同可分为靶标代谢组学和非靶标代谢组学技术，其中基

于高分辨质谱的非靶标代谢物检测技术可以在没有任何先验知识的情况下采集到生物样

本高覆盖率的相对定量信息，因此在发现型的代谢组学研究过程中应用十分广泛。然而其

高覆盖率也带来了众多化合物无法准确注释的问题。

[0003] 传统的代谢物注释过程主要依赖于网络或自建数据库中记录的代谢物质谱特征

与色谱保留特征。其中质谱特征主要指代谢物离子的精确质荷比、理论同位素分布、二级质

谱碎片及碎片丰度比信息，而色谱保留特征主要指代谢物在特定色谱柱与特定色谱方法条

件下的保留时间信息。然而，液相色谱仪器构造与方法的高可变性造成了色谱保留时间

(retention  time，RT)在多次实验间不可避免地会有微小的漂移现象，通常在实验室间甚

至在同实验室内部多台仪器间都很难进行移植，主要体现在人为有意的改变(如色谱柱种

类、梯度、流速、柱温等)与无意的改变(色谱柱老化程度、流动相PH的微小变化、管路长度、

梯度延迟、梯度分散等)，因此代谢物保留时间只能通过标准品在实验室固定的仪器及分析

方法下进行确定，否则很容易出现假阳性注释。

[0004] 保留指数(retention  index，RI)目前广泛应用于气相色谱质谱分析中，使用正构

烷烃建立的保留指数数据库已日渐完善。正构烷烃RI的计算表达式为(1)，其中Z表示正构

烷烃的碳数，X为某个待测目标化合物，TRX,TRZ,TR(Z+1)分别代表了待测目标化合物X及其流

出顺序前后碳数为Z和Z+1的正构烷烃的保留温度(TR(Z+1)>TRX>TRZ)。正构烷烃作为参考化合

物，无论在任何温度或是任何固定相的条件下，保留指数固定为100Z。由于保留温度通常与

保留时间具有很强的相关性，且保留时间的测定相对于保留温度更容易，因此应用时大多

会使用保留时间代替上式中的保留温度来计算保留指数：

[0005]

[0006] RI的概念目前已逐渐引入至液相色谱质谱分析中，但目前缺乏一套统一的同系物

作为指标，导致重复性较差。

发明内容

[0007] 本发明的目的在于针对液相色谱保留时间的高可变性问题所导致的数据库信息

无法通用的不足，提供一种基于直链酰基肉碱保留指数法 (S t r a i g h t c h a i n 

acylcarnitine‑retention  index，SCAC‑RI)的液相色谱保留时间数据库校正方法，以提高

非靶标代谢组学等化学分析领域中需要根据数据库进行化合物鉴定的保留时间准确度。该
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方法解决了当需要进行方法移植或方法微调时原数据库保留时间偏移的问题，避免了需要

重新建库的麻烦。

[0008] 直链酰基肉碱(SCACs)是一类含有不同链长(C0～C30)脂肪酸结构通过酯键连接

到肉碱的一系列同系物。当采用反相色谱进行分析时，由于固定相多采用键合疏水性的直

链烷烃基团(如C18)的填料，SCACs会通过简单的疏水作用及范德华力而被C18碳链吸引并

保留，并且可以随脂酰碳链长度的增长保留时间逐渐增加。SCACs作为保留时间校正指标具

有以下优点：

[0009] (1)SCACs是许多生物样品(如血液、组织等)中自身广泛存在的内源性代谢物，在

分析这类生物样本时，无需增加额外成本；

[0010] (2)性质稳定，不易降解，在LC‑MS系统中可以进行稳定分析；

[0011] (3)在色谱的每个保留时间段都有均匀的分布；

[0012] (4)不会由于方法的差异，发生校正指标间出峰顺序互换现象。

[0013] 所述直链酰基肉碱(SCACs)包括生物样品中的内源性直链酰基肉碱、外部添加的

直链酰基肉碱标准品或直链酰基肉碱稳定同位素标准品。

[0014] 本发明提供的基于SCAC‑RI的液相色谱保留时间数据库校正方法，首先利用化合

物标准品在超高效液相色谱‑四极杆飞行时间质谱(UHPLC‑QTOF‑MS)上在某一相同色谱条

件下建立初始保留时间数据库，随后以SCACs为基准指标产生保留指数，最后借助保留指数

产生更新色谱条件下的保留时间数据库，直接用于新色谱条件的化合物鉴定。所述直链酰

基肉碱(SCACs)包括生物样品中的内源性直链酰基肉碱、外部添加的直链酰基肉碱标准品

或直链酰基肉碱稳定同位素标准品；具体步骤为：

[0015] 步骤1、建立初始化合物保留时间数据库

[0016] 所述初始化合物保留时间数据库建立流程如下：首先利用化合物纯物质配置合适

浓度的单一标准品样品或混合标准品样本，需保证标准品样本浓度在质谱中响应良好，且

同一混合标准品样本中不存在同分异构体干扰化合物指认。随后建立一个常规的梯度洗脱

色谱方法，色谱梯度覆盖各有机相比例。在该色谱条件下对各标准品样品进行分析，并记录

下SCACs及其他各化合物的保留时间，建立初始数据库。

[0017] 步骤2、根据直链酰基肉碱计算化合物保留指数

[0018] 本发明中所定义的基于SCACs的液相色谱化合物RI是人为引入的理论值，对于每

个化合物的RI值不随色谱方法变化而发生改变。参照气相色谱分析中正构烷烃的线性程序

升温保留指数计算方式进行改造，本发明将化合物保留时间数据库中SCACs系列同系物作

为校正指标，如表1所示，人为规定脂酰肉碱碳链碳原子个数×100作为保留指数(如乙酰肉

碱C2的保留指数为200，丙酰肉碱C3的保留指数为300)，则其余各代谢物的保留指数按式

(2)计算得到：

[0019]

[0020] 其中，RTm、RTT、RTn分别代表某个待测目标代谢物T及其流出顺序相邻前后两个

SCACm和n的保留时间(RTm<RTT<RTn)，RIm、RIT、RIn分别代表对应待测目标代谢物T及其流出

顺序相邻前后两个SCACm和n的保留指数。

[0021] 理想情况下，SCACs需要覆盖整个色谱方法的保留时间范围，才能满足数据库中所
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有化合物的保留指数计算需求，否则这部分超出SCAC‑RI覆盖范围之外的代谢物就无法计

算保留指数。由于SCAC  C0本身在反相色谱中完全不保留，因此对于保留时间小于C0的代谢

物来说也属于不保留化合物，这些代谢物将不进行保留指数的计算。RI覆盖范围的上限由

最长碳链SCAC决定的，因此要想建立更宽的RI覆盖范围的初始数据库就需要购买超长链

SCAC标准品或通过合成手段获得更长碳链长度SCAC的保留时间信息。另外，对于最长碳链

SCAC也无法覆盖到的色谱保留时间范围，本发明还提出了一种预测性的虚拟指数对特定方

法下可用的RI范围进行扩大，如式(3)所示，该算法利用保留时间最靠后的几个SCACs(记为

k个)的保留时间增量与保留指数进行线性拟合，其中RTm、RTn分别代表相邻前后两个SCACm

和n的保留时间(RTm<RTn)，RIn代表SCACn的保留指数，a与b分别代表方程的斜率和截距。最

终末端虚拟指数的保留时间可以利用式(4)所示方法进行不断延长，直至SCAC保留时间增

量≤0时，RI延长终止。

[0022] RTn‑RTm＝a×RIn+b   (3)

[0023] RTV＝a×RIV+b+RTV‑1   (4)

[0024] 虚拟指数预测结果极大程度上取决于k值选取的多少，因此建议在多次尝试后选

择使用保留时间增量与保留指数线性拟合结果的校正R2值最高时所对应的k值作为最优拟

合点数个数。

[0025] 表1  SCAC及对应保留指数

[0026]

[0027]
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[0028] 步骤3、以SCAC作为指标，建立新方法下的校正保留时间数据库

[0029] 当液相方法在仪器间移植或进行方法微调时，首先在新方法下直接测定生物样本

或SCAC混合标准品，根据各SCAC的精确相对分子质量及其特征二级离子碎片[C4H5O2]+

(85.0295)来准确识别SCACs，进而确定新方法下SCACs的保留时间。随后根据式(5)计算初

始数据库中所有化合物的校正保留时间：

[0030]

[0031] 其中，RTm、RTT、RTn分别代表初始数据库中某个目标代谢物T及其流出顺序相邻前

后两个SCACm和n的保留时间(RTm<RTT<RTn)，RIm、RIT、RIn分别代表对应目标代谢物T及其流

出顺序相邻前后两个SCACm和n的保留指数。

[0032] 本发明方法极大程度地改善了因色谱条件变化所引起的保留时间偏差而导致的

数据库不可用的情况，使保留时间数据库在不同方法间进行迁移成为可能，并且还可以消

除实验中其他液相系统不稳定因素对保留时间的不利影响，大大提高了化合物鉴定时与数

据库的匹配度。该方法适用于非靶向代谢组学等需要建立通用、灵活的保留时间数据库对

复杂多成分的样品进行定性的化学分析领域。

附图说明

[0033] 图1基于SCAC‑RI的液相色谱化合物保留时间数据库校准算法及虚拟指数延长方

法。

[0034] 图2利用保留时间增量与保留指数进行线性拟合预测虚拟指数示例。

具体实施方式

[0035] 以下实施例用于说明本发明，但不用来限制本发明的范围。

[0036] 实验仪器和材料

[0037] 1.仪器

[0038] 使用Waters  ACQUITYH‑Class色谱系统(Waters ,Milford ,USA)，包括

WatersACQUITYBSM二元溶剂管理系统和WatersACQUITYSampleManagerFTN样品管理系统。

使用Xevo  G2‑XS  QTOF质谱系统(Waters,Milford,USA)。

[0039] 2.试剂和药品

[0040] 质谱纯甲酸、甲醇和乙腈全部购买于赛默飞世尔科技(中国)有限公司。样品处理

与色谱流动相时所用的超纯水均取自于Milli‑Q(德国Merck  Millipore有限公司)超纯水

系统(电阻率>18.2MΩ/cm)。分析纯标准品购买于Sigma‑Aldrich试剂有限公司(中国)、百

灵威科技有限公司(中国)或阿拉丁化学试剂有限公司(上海)。

[0041] 实施例1：基于代谢物混合标准品的保留时间数据库矫正

[0042] 1.代谢物混合标准品配置

[0043] 本实施例挑选出75个在ESI正模式下可检测出的代谢物作为研究对象(含SCACs)，

所选代谢物极性范围较大，可较完整地覆盖反相色谱各个保留时间。使用50％甲醇水溶液

配制各代谢物浓度在μM量级的混合标准品，‑20℃冰箱保存备用。

[0044] 2.色谱条件和质谱条件
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[0045] 2.1色谱条件

[0046] 本实施例中初始色谱条件为M0方法(表2)，根据不同梯度、流速、柱温与色谱柱还

组合出另外10种不同的色谱方法(M1～M10)，用于验证本发明的保留时间校正效果。

[0047] 表2，不同色谱方法条件信息

[0048] (A)梯度；(B)流速；(C)柱温；(D)色谱柱及(E)依据以上不同色谱条件的11种方法

组合

[0049] (A)

[0050]

[0051]

[0052] (B)

[0053]

[0054] (C)
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[0055]

[0056] (D)

[0057]

[0058] (E)

[0059]

[0060]

[0061] 2.2质谱条件

[0062] 质谱采集模式为MSECentroid  Sensitivity，低能量为4eV，高能量为10‑50eV。动

态范围为Normal，质量范围为50‑1000Da，扫描时间为0.1secs。使用Lockspray进行实时采

集并校正，内参校准液使用亮氨酸‑脑啡肽([M+H]+，m/z  556.2771)，浓度200pg/μL，流速10

μL/min。源参数及事件参数见表3、表4。

[0063] 表3，质谱源参数信息

[0064] 参数 值
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喷针位置 7

毛细管电压(KV) 2

样品锥孔电压 30

离子源补偿 80

源温度(℃) 120

脱溶剂温度(℃) 500

锥孔反吹气流量(L/hr) 50

脱溶剂气流量(L/hr) 800

自动增益控制AGC On

Quad  Profile Auto

Lockspray实时校正液流速(μL/min) 10

[0065] 表4，质谱事件参数信息

[0066] 时间/mins 事件 动作 系统

0 Flow  State LC Sample

0 Reservoir B LockSpray

0 Refill Auto‑Refill LockSpray

0 Infusion Start LockSpray

10.00 Flow  State Waste Sample

。

[0067] 3.数据预处理

[0068] 首先，将基于M0方法的标准品样品原始数据导入Progenesis  QI软件中进行峰提

取，通过将色谱峰离子的精确分子质量和二级碎片数据与HMDB、Metlin等数据库进行比对，

确定了每个代谢物的峰形、响应情况、离子化形式及保留时间区间。随后在Skyline

(version  19.1)中设置每个代谢物的提取离子流色谱(EIC)参数对所有方法(M0‑M10)下的

样品数据进行峰提取。最后将EIC峰提取结果逐一手动检查，以保证不同色谱方法中对同一

个代谢物识别的正确性。

[0069] 4.数据库匹配准确度比较

[0070] 将M0方法下实测数据作为初始保留时间数据库，利用SCACs计算数据库中所有代

谢物的保留指数。随后再依据M1‑M10各方法中实测SCACs保留时间作为基准，根据代谢物保

留指数建立校正保留时间数据库。为了验证初始和校正数据库分别与M1‑M10各方法实测保

留时间数据的匹配准确度，本实施例将不同方法下的实测保留时间数据(y)与数据库数据

保留时间(x)分别建立线性回归曲线。另外，定义了参数Di作为保留时间偏差值来考察每一

个代谢物在数据库校正前后的保留时间偏差差异。以下整理了各方法下的线性回归方程参

数(截距、斜率和R2)及Di统计量数据(见表5、表6)。与原始数据库相比，发现校正后数据库

的方程斜率和R2都更接近于1，截距值及Di值都更接近于0，证明了校正后的数据库与实测

值匹配度有了显著性的提高。

[0071] Di＝RTexperimental‑RTdatabase(ori/new)   (5)

[0072] 表5，代谢物实测保留时间与数据库保留时间的线性回归方程及参数
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[0073]

[0074]

[0075] 表6，初始数据库与校正数据库代谢物Di统计量信息汇总

[0076]

[0077] 液相梯度方法M1‑M3与M0相比只在液相梯度方面发生了变化，当改变了色谱梯度

后，给代谢物的保留时间带来较大变化，保留时间前移或后移有很大不确定性，最大保留时

间漂移为1.74min。分别将方法M1‑M3与M0代谢物保留时间建立回归。以M1为例，回归函数为

y＝1.2011x‑0.0974(R2＝0.9803)，Di为0.45±0.58min。由R2可知方法间为线性相关关系

较差，且拟合方程截距绝对值较大，说明两方法保留时间有较大差距。而对M0保留时间针对

M1方法进行保留指数校正后，拟合方程变为y＝0.9994x‑0 .0042(R2＝0.9998)，Di变为‑

0.01±0.03min。在M2和M3方法的应用中同样呈现出类似的结论，表明采用SCACs‑RI校正后

的数据库在改变不同梯度条件下依然能保持较高的重现性。

[0078] 液相流速方法M4、M5在M0的基础上将色谱流动相的流速降低为0 .4mL/min和

0.45mL/min，从保留时间变化分析中得知，当流速降低时，代谢物的保留时间发生了整体性

的后移，最大保留时间漂移为0.47min。因此当M4、M5与M0建立保留时间回归时发现拟合方

程的线性相关性较好，但存在截距绝对值较大的问题。以M4为例，原拟合方程为y＝1.0159x

+0.2296(R2＝0.9981)，Di为0.27±0.1min，当对方法进行保留指数校正后，拟合方程为y＝

0.9885x+0.0697(R2＝0.9996)，Di变为0.04±0.05min，方程的截距绝对值明显变小，M5方

法的应用中同样呈现出类似的结论，表明保留指数校正后的数据库在改变流速后依然能保

持较高的重现性。

[0079] 柱温为考察保留指数校正对柱温变化的重现性，在M0方法基础上将柱温从40℃修

改为30℃(M6)、35℃(M7)和45℃(M8)，从实验结果可知当柱温变化时并不会对保留时间产
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生很明显的影响，最大保留时间漂移为0.3min。建立M0与M6的保留时间线性回归，拟合方程

为y＝1.0012x+0.0916(R2＝0.9987)，Di为0.02±0.05min。方程线性相关性较好，截距绝对

值也较小。通过保留指数校正后对某些保留时间偏移较大的代谢物做了微调，拟合方程为y

＝0.9968x+0.0243(R2＝0.9995)，Di为0.09±0.08min，与未校正前相比有了适当的改善。

M7和M8方法的应用中同样呈现出类似的结论。

[0080] 色谱柱类型方法M9与M10将色谱柱从T3柱改用为两种不同品牌的传统C18柱，T3柱

由于采用了独特的键合与封端技术，可以兼容100％水相流动相，对于极性代谢物具有很好

的保留效果，而C18柱虽然具有更强的PH和温度耐受，但在极高水相条件下会发生柱流失现

象，因此M9与M10采用的色谱方法起始流动相比例调整为95％水相，为了使分析条件更稳

定，将柱温适当升高为45℃。实验结果显示大部分亲水性的代谢物在更换为C18后色谱保留

明显变差，接近死时间出峰的物质受溶剂效应等影响出现峰分叉甚至双峰的情况。建立M0

与M9的保留时间线性回归，拟合方程为y＝1.0203x‑0 .6199(R2＝0.9427)，Di为‑0 .56±

0 .56min。而通过保留指数校正后具有较大改善，拟合方程变为y＝0.9964x‑0 .0716(R2＝

0.9962)，Di变为‑0.08±0.14min。

[0081] 实施例2：基于生物样本的保留时间数据库矫正

[0082] 1.血清及组织样本前处理

[0083] 将人类血清混合QC样品从‑80℃冰箱转移至4℃冰箱解冻30min，随后将样品置于

冰上，操作过程手不触碰EP管样品区域。用移液枪精确吸取50μL血清样品置于1.5mL  EP管，

加入225μL预冷甲醇溶液(‑20℃冰箱冷藏过夜)涡旋30sec，在4℃冰箱中孵育30min使蛋白

充分沉淀，随后放至低温离心机(4℃)，14000g离心10min。取225μL上清液加入750μL预冷

MTBE溶液(‑20℃冰箱冷藏过夜)，涡旋30sec，补加188μL纯水，涡旋30sec。放置低温离心机

(4℃)，14000g离心5min。最后取250μL下层样品经0.22μmPTFE滤膜过滤后装进配有内衬管

的色谱样品瓶中，以备非靶向代谢组学测定。

[0084] 称量约50mg家兔肝脏样本置于圆底2mL  EP管中，并放入5mm不锈钢研磨珠。首先加

入600μL预冷80％甲醇水溶液(‑20℃冰箱冷藏过夜)。使用组织匀浆机将样本充分研磨均匀

(20Hz,匀浆2次，每次90s，每次中间间隔90s冷却时间)，随后进行冰浴超声(45KHz，1min超

声，1min冷却，总共10个循环)。最后放置低温离心机(4℃)，14000g离心10min后将上清液取

出备用。将上述提取过程再重复一次，将两次所获得的上清提取液混合并在氮气下吹干，最

后使用200μL  MeOH:H2O溶液(1:1,v/v)复溶，经0.22μmPTFE滤膜过滤后装进配有内衬管的

色谱样品瓶中，以备非靶向代谢组学测定。

[0085] 2.色谱条件和质谱条件

[0086] 本实施例中所选初始色谱条件依然为实施例1中所述的M0方法，并且还选择了在

实施例1中保留时间偏差发生较大变化的M3方法作为本实施例中变动的新色谱条件。质谱

条件与实施例1中参数保持一致。

[0087] 3.数据预处理

[0088] 首先将基于M0方法的生物样品原始数据导入Progenesis  QI(Nonlinear 

Dynamics ,Newcastle  upon  Tyne ,United  Kingdom)中进行峰提取，对提取到的所有

feature的精确分子质量和二级碎片数据与HMDB、Metlin等数据库进行比对，只保留有数据

库定性匹配结果的feature。另外，为了降低同分异构体在不同方法间会造成匹配假阳性的
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结果，因此将EIC下存在多峰干扰的feature也排除在外。最终确定了每类生物样本中拟考

察feature的峰形、响应情况、m/z及保留时间区间。随后在Skyline(version  19.1)中设置

每个feature的EIC参数对2种方法下的样品数据进行峰提取。最后将EIC峰提取结果逐一手

动检查，以保证不同色谱方法中对同一个feature识别的正确性。

[0089] 3.数据库匹配准确度比较

[0090] 从使用M0方法检测的家兔肝脏样本中最终共选择出590个feature作为研究对象，

记录了全部feature的保留时间，作为原始保留时间数据库。这些离子同时还被使用于M3方

法下所检测家兔肝脏样本的峰提取，最后对两方法下同一个离子的色谱峰手动进行匹配。

实验结果表明M3与M0方法相比，590个离子峰均出现了较明显的前移或后移现象。家兔肝脏

样本可以测到的SCACs数目及种类见表8。借助虚拟指数，可以将M0的保留时间校正范围从

9.12min扩展到10.17min，可以覆盖到590个离子的保留时间范围。通过本发明所述SCAC‑RI

液相色谱保留时间数据库校正方法获得了一个适合于M3方法的校正数据库。当使用原始数

据库进行匹配时，M3方法Di绝对值中位数为0.52min，最大值为0.93min；而M3校正数据库Di

绝对值中位数为0.04min，最大值为0.4min，有95.42％feature的Di绝对值在0.2min以内。

[0091] 从使用M0方法检测的人类血清样本中最终共选择出305个feature作为研究对象，

记录了全部feature的保留时间，作为原始保留时间数据库。这些离子同时还被使用于M3方

法下所检测人类血清样本的峰提取，最后对两方法下同一个离子的色谱峰手动进行匹配。

实验结果表明M3与M0方法相比，305个离子峰均出现了较明显的前移或后移现象。人类血清

样本可以测到的SCACs数目及种类见表7。借助虚拟指数，可以将M0的保留时间校正范围从

8.77min扩展到9.29min，可以覆盖到305个离子的保留时间范围。通过本发明所述SCAC‑RI

液相色谱保留时间数据库校正方法获得了一个适合于M3方法的校正数据库。当使用原始数

据库进行匹配时，M3方法Di绝对值中位数为0.55min，最大值为0.94min；而M3校正数据库Di

绝对值中位数为0.06min，最大值为0.41min，有96.39％feature的Di绝对值在0.2min以内。

[0092] 表7，家兔肝脏及人类血清样本中测到的SCACs数目及种类

[0093]

[0094]

[0095] 附表，混合标准品中包含的75个代谢物
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