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体外心肌毒性代谢组学样品预处理及 UPLC/Q-TOF-MS条件优化 
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摘  要：目的  筛选最佳的体外原代心肌（PC）细胞代谢组学样品预处理方法，对超高效液相色谱-飞行时间质谱联用技术

（UPLC/Q-TOF-MS）的色谱-质谱条件优化，为建立体外心肌毒性代谢组学研究方法奠定基础。方法  利用 UPLC/Q-TOF-MS
技术，分别考察 0.05%胰酶消化后冰甲醇提取和刮刀刮取后 6种不同溶剂提取的心肌细胞样品预处理方法，考察 5种流动相

梯度洗脱方案和正、负离子检测模式下的基峰离子流图，利用质量控制样本（QC）进行仪器精密度、方法精密度和样本稳

定性试验等方法学考察。结果  最佳的心肌细胞样品预处理方法为：0.05%胰蛋白酶-0.02%EDTA消化后－80 ℃甲醇直接提

取。最佳的流动相洗脱程序为：0 min，2.0% A；2 min，25.0% A；6 min，40.0% A；12 min，90.0% A；保持 2 min；16 min，
2.0% A；保持 2 min。最佳的质谱检测模式为：正离子模式。本方法的仪器精密度、方法精密度和样本稳定性试验以相对峰

面积比值的 RSD计分别为 4.9%～14.9%、8.6%～17.8%和 5.2%～16.3%，以保留时间的 RSD计均＜1.0%，符合检测要求。

结论  确定了最佳的心肌细胞样品预处理方法及 UPLC/Q-TOF-MS分析条件，为建立和完善体外心肌毒性代谢组学研究提供

参考依据。
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Optimization of sample pretreatment and UPLC/Q-TOF-M conditions for 
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Abstract: Objective  To choose the optimum sample pretreatment method for primary cardiomoycytes and chromatography-mass 
spectrometry conditions, lay the foundation for establishing the metabonomics research method for in vitro cardiotoxicity. Methods 
By UPLC/Q-TOF-MS technique, the sample pretreatment methods that trypsinization by 0.05% trypsase first then extraction with 
cold methanol or scraping with scraper first then extraction with different organic solvents were investigated. The base peak ion 
chromatograms were detected under five different gradient mobile phase elution solutions and positive and negative ion detection 
modes. Methodology examinations of instrument precision, method precision and sample stability test were performed by quality 
control samples. Results  Trypsinization by 0.05% trypsase-0.02% EDTA first then extraction directly with －80℃ methanol was 
the optimum sample pretreatment method of cardiomyocytes for metabonomic study. The optimum mobile phase elution program  
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was 0 min-2.0% A，2 min-25.0%A，6 min-40.0% A，12 min-90.0% A，maintain 2 min，16 min-2.0% A，maintain 
2 min. The optimum detection mode for mass spectrometry was positive ion detection mode. The instrument 
precision, method precision, and sample stability1.0% by RSD of retention time, which conforms to the requirement. 
Conclusion  In this study, the optimum sample pretreatment method and UPLC/Q-TOF-MS analytical conditions were determined, 
which provides references for establishing and improving the metabonomics research method for in vitro cardiotoxicity. 
Key words: in vitro cardiotoxicity; metabonomics; sample pretreatment; UPLC/Q-TOF-MS; condition optimization 
 

代谢组学作为一门新兴技术被广泛应用于药物

安全性评价研究中，但目前其生物样本大多来源于

实验对象的血液、尿液等[1-3]，对体外细胞的代谢组

学研究报道相对较少。心脏毒性是目前新药研究中

面临的最大挑战之一，很多新药往往由于不可避免

的心脏毒性而被迫终止研发[4-5]。本研究将体外心肌

细胞培养技术与代谢组学技术相结合，进行原代心

肌（Primary cardiomyocytes，PC）细胞样本预处理

方法的筛选，并对超高效液相色谱-飞行时间质谱联

用（UPLC/Q-TOF-MS）法的色谱、质谱条件进行

优化，为进一步全面研究药物的体外心肌毒性代谢

组学提供参考依据。 
1  材料 
1.1  试剂 

DMEM/F12 培养基、胎牛血清、青霉素-链霉

素混合双抗试液、0.05%胰蛋白酶-0.02% EDTA 溶

液、II 型胶原酶，美国 Invirtogen（Gibco）公司；

磷酸盐缓冲液（PBS），美国 HyClone公司；5-溴脱

氧尿嘧啶核苷（BrdU），美国 Sigma公司。 
帕拉米韦，质量分数 99.9%，批号 091005，由

天津药物研究院樊慧蓉老师赠予，用甲醇配制成质

量浓度为 1.0 µg/mL的内标溶液；甲醇，色谱纯，

德国Merck公司；乙腈，色谱纯，美国 Fisher公司；

甲酸，色谱纯，美国 Acros Organics公司；超纯水，

由实验室超纯水机自制，其它试剂为分析纯。 
1.2  仪器 

超高效液相色谱/四级杆-飞行时间串联质谱仪

（Waters ACQUITY UPLC/Q-TOF-MS Premier）、
ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×100 mm，1.7 
μm）色谱柱、Masslynx工作站和MarkerLynx数据

预处理软件，美国 Waters 公司；SIMCA-P 12.0 软
件，瑞典 Umetrics公司；MS2漩涡混匀器，广州仪

科实验室技术有限公司；VELOCITY 14R台式冷冻

离心机，澳大利亚 Dynamica 公司；DKB-501 超级

恒温水浴槽，上海森信实验仪器有限公司；

MCO-18AIC二氧化碳培养箱，日本 SANYO公司；

Milli-Q ACADEMIC超纯水机，美国Millipore公司；

细胞刮刀，丹麦 Nunc公司。 
1.3  动物 

新生 24 h内的 SD大鼠，雌雄不限，体质量约

12 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提供

的雌、雄大鼠合笼饲养生育获得，许可证号 SCXK
（京）2006-0009。 
2  方法 
2.1  PC细胞培养 

参照文献方法 [6]并缩短差速贴壁时间至 20 
min，利用新生 24 h内的 SD大鼠乳鼠制备 PC细胞。

以 5×105/mL的密度接种于 6孔板中，每孔 2 mL，
培养 48 h后换液，除去 BrdU，继续培养 1 d，待呈

现活力良好且均一节律性搏动的细胞簇时即可用于

后续实验。 
2.2  心肌细胞样品预处理方法考察 

参照文献方法[7-10]，并结合实验室条件，比较

用胰酶消化法收集细胞后直接用甲醇提取处理和在

PBS缓冲液中刮取细胞后采用 6种不同溶剂提取的

预处理方法。 
2.2.1  胰酶消化收集细胞后采用甲醇提取的预处理  

0.05%胰酶-0.02%EDTA消化后，收集 6孔板中大鼠

心肌细胞，4 ℃、1 000 r/min离心 5 min，小心吸弃

上清，加入 PBS小心洗涤至少 1次，离心并弃上清。

立即加入 200 µL预冷的－80 ℃甲醇，随即冻存于

－80 ℃冰箱保存备用。检测前，于每份样本中各加

入 50 µL内标溶液，涡旋 3 min，充分混合后，4 ℃、

13 000 r/min离心 10 min，取上清于进样小瓶的内衬

管中进样。 
2.2.2  刮取细胞后采用不同溶剂提取的预处理  吸

弃 6孔板中培养基，加入 PBS洗涤细胞表面 1次，

吸弃后再次加入 PBS，每孔 100 µL，用细胞刮刀轻

柔刮取细胞收集于 1.5 mL离心管中。4 ℃、1 000 
r/min离心 5 min，仔细吸弃上清后，立即分别加入

200 µL提取溶剂：（1）纯甲醇；（2）先用 20%水浸

泡细胞，后加入 80%甲醇多次涮洗收集；（3）甲醇

-水（80∶20）；（4）乙腈；（5）乙腈-水（20∶80）；
（6）甲醇-异丙醇-水（47.6∶47.6∶4.8）。随即冻存
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于－80 ℃冰箱保存备用。检测前，于每份样本中各

加入 50 µL内标溶液，涡旋 3 min，充分混合后，

4 ℃、13 000 r/min离心 10 min，最后取上清于进样

小瓶的内衬管中进样。 
2.3  UPLC/Q-TOF-MS分析条件的摸索与优化 
2.3.1  色谱条件及其优化 

采用ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱（2.1 mm
×100 mm，1.7 μm）；流动相为乙腈（A）-0.1%甲

酸水（B）；为了使色谱图中各特征峰获得较好的分

离度和峰形，筛选多种梯度洗脱方案以确定最佳洗

脱程序（表 1）；体积流量 0.4 mL/min；柱温 30 ℃；

进样量 5 μL。

表 1  UPLC/Q-TOF-MS梯度洗脱程序的选择 
Table 1  Gradient elution program selection of UPLC/Q-TOF-MS 

程序 1 程序 2 程序 3 程序 4 程序 5 
t/mi

 

A/% t/min A/% t/min A/% t/min A/% t/min A/% 
0 5.0 0 5.0 0 5.0 0 2.0 0 2.0 
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2.3.2  质谱条件及其优化 

UPLC/Q-TOF-MS 系统使用电喷雾离子源

（ESI），为了最大限度地检测到内源性代谢物，本实

验分别考察了心肌细胞样品在正、负离子检测模式

下的出峰情况，以确定最佳的离子检测模式。离子

源工作参数：毛细管电压 3.0 kV，锥孔电压 35 V，
锥孔气体积流量 50 L/h，脱溶剂气体积流量 600 
L/h，离子源温度 100 ℃，脱溶剂气温 350 ℃，0.1 
s（间隔 0.02 s）采集 1次谱图。 

准确质量测定采用亮氨酸脑啡肽（m/z 556.277 
1）溶液为质量锁定溶液，质量浓度 100 pg/mL；体

积流量 0.05 µL/min；锥孔电压 40 V；采集频率 10 s
采集 1次；质量扫描范围 m/z 50～1 500。 
2.3.3  方法学考察 

采用“勾兑”的方法，即吸取等量采用“2.2.1”
项方法制备的心肌细胞样本，混匀，制备成质量控

制样品（QC），对 UPLC/Q-TOF-MS分析方法学进

行考察。采用本研究确定的最佳洗脱程序和正离子

模式扫描，洗脱程序如下：0 min，2.0% A；2 min，
25.0% A；6 min，40.0% A；12 min，90.0% A；保

持 2 min；16 min，2.0% A；保持 2 min。 
仪器精密度试验：取 QC样品溶液，连续进样

6次，考察色谱峰面积和保留时间的一致性，计算 6
个稳定出现的较大共有独立峰的相对峰面积比值和

保留时间的 RSD。 
方法精密度试验：取QC样品平行处理 6份，制

得 6份样品溶液，进样分析，计算 6个稳定出现的较

大共有独立峰的相对峰面积比值和保留时间的RSD。 
样品稳定性试验：取QC样品溶液，分别在 0、

6、12、18、24和 48 h检测，计算 6个稳定出现的较

大共有独立峰的相对峰面积比值和保留时间的RSD。 
2.4  统计学分析 

采用Waters Markerlynx软件对图谱数据进行预

处理，包括峰识别、离子对提取、峰对齐、峰匹配

和峰强度校正等。将预处理后的数据导入 MatLab
软件进行数据修约，即利用 MatLab 编程除去特征

值中含有 0值超过 80%的列和 std小于 0.5的列。将

修约后的数据导入 SIMCA-P 12.0 统计软件进行多

维数据分析。通过 MassLynx 获取各特征峰与内标

峰的峰面积数据，用相对峰面积比值表示代谢物的

水平，以相对峰面积比值和保留时间的 RSD值表示

方法学考察结果。 
3  结果 
3.1  不同心肌细胞样品预处理方法对基峰离子流

（BPI）色谱图的影响 
采用正离子模式扫描，洗脱程序如下：0 min，

2.0% A；10 min，90.0% A；保持 2 min；14 min，
2.0% A；保持 2 min。按照“2.2”项下方法分别考

察了胰酶消化冰甲醇提取和刮刀刮取后用 6种不同

溶剂提取的心肌细胞样品预处理方法。基于整体表

现，选用－80 ℃纯甲醇直接提取胰酶消化的心肌细

胞为最佳的预处理方法，其可获得最多的特征峰数

及最佳的分离度和峰形。各组预处理方法的 BPI色
谱图见图 1。 
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图 1  心肌细胞样品预处理方法考察 

Fig. 1  Pre-treatment methods of cardiomyocytes samples 
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刮刀刮取后甲醇提取 

刮刀刮取后先用 20%水浸泡，后加入

80%甲醇多次涮洗收集 

刮刀刮取后甲醇/水（80/20）提取 

刮刀刮取后乙腈提取 

刮刀刮取后甲醇/异丙醇/水
（47.6/47.6/4.8）提取 

刮刀刮取后乙腈/水（20/80）提取 
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3.2  色谱条件中梯度洗脱程序的优化 
利用“2.2.1”项方法制备的心肌细胞样品在

正离子模式下进行梯度洗脱程序优化，考察表 1
中的 5 种梯度洗脱程序，与其余 4 种梯度洗脱程

序比较，程序 5 可获得最多数目的特征峰，且其

BPI 图中各特征峰分离度和峰形均较好，因此，

选择程序 5 为最佳洗脱程序。5 种梯度洗脱程序

的 BPI图见图 2。
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图 2  UPLC/Q-TOF-MS梯度洗脱程序的选择 
Fig. 2  Gradient elution program selection for UPLC/Q-TOF-MS 
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3.3  质谱条件中正负检测模式的选择 
在梯度洗脱程序 4的条件下，考察“2.2.1”项方

法制备的心肌细胞样品在正、负离子模式检测下的出

峰情况，结果显示，在正离子模式下检测到了＞20
个特征峰，而负离子模式只检测到了少数几个特征

峰。因此，统一采用正离子模式检测。结果见图 3。 
3.4  方法学考察结果 

6个稳定出现的较大共有独立峰色谱图见图 4。

仪器精密度中相对峰面积比值的 RSD 为 4.9%～

14.9%，保留时间的 RSD均小于 1.0%，表明仪器精

密度良好；方法精密度中相对峰面积比值的 RSD为

8.6%～17.8%，保留时间的 RSD均小于 1.0%，表明

方法精密度良好；样品稳定性试验中相对峰面积比

值的 RSD为 5.2%～16.3%，保留时间的 RSD均小

于 1.0%，表明样品在 48 h 内稳定，所以每批样品

应保证在 2 d内测定。结果见表 2。 

 

图 3  质谱检测离子模式选择 
Fig. 3  Ion mode selection for mass spectrometry detection 

图 4  方法学考察所用的 6个色谱峰 
Fig. 4  Six chromatographic peaks indicated in methodological evaluation 

表 2  仪器精密度、方法精密度和稳定性实验结果 (n = 5) 
Table 2  Results of instrument precision, method precision, and stability tests (n = 5) 

分子离子峰

相对峰面积 保留时间

仪器精密度

RSD/% 
方法精密度

RSD/% 
稳定性

RSD/% 
仪器精密度

RSD/% 
方法精密度

RSD/% 
稳定性

RSD/% 
峰 A 4.9 10.5 15.3 0.3 0.3 0.4 
峰 B 6.5 9.1 9.2 0.3 0.3 0.2 
峰 C 10.3 9.2 15.0 0.2 0.2 0.2 

峰 D 8.5 8.6 5.2 0.1 0.1 0.1 
峰 E 13.0 17.8 12.7 0.1 0.1 0.1 
峰 F 14.9 10.9 16.3 0.1 0.1 0.1 

1.00   2.00   3.00   4.00   5.00   6.00   7.00   8.00    9.00  10.00  11.00  12.00  13.00  14.00  15.00 
t/min 
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t/min 
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ES− 
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t/min 
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4  讨论 
完整的代谢组学研究流程包括生物样品的采集

和预处理、数据的采集、数据的处理与分析及生物

学内涵的解析[1]。生物样品的采集和预处理是代谢

组学研究的第一个关键步骤和前提条件。生物体液

（血液、尿液等）和细胞或组织提取物等均为代谢组

学的生物样本。但鉴于试验样本的易获得性和涵盖

整体特征的代谢物信息，目前代谢组学研究最多的

生物样本是血液、尿液等[1-3]，对体外细胞进行系统

的代谢组学研究的报道较少。PC细胞是心血管疾病

及药物安全性试验等研究的重要体外实验模    
型[11-12]。本研究将体外心肌细胞培养技术与代谢组

学技术相结合，通过前期的摸索和反复试验业已建

立改良的原代心肌细胞培养方法，可快速、高效地

获取存活率和纯度均高的 PC 细胞，为体外心肌毒

性代谢组学研究提供了良好的物质基础。本研究对

不同的 PC细胞的样本预处理方法进行了考察。 
生物样品预处理过程的关键是使用尽可能少的

预处理步骤，获得尽可能多的保留和反映代谢产物

信息全貌。常用的样品预处理方法有：有机溶剂沉

淀法（通常采用水或甲醇、乙腈等有机溶剂提取）、

液液萃取法和固相萃取法等[1]。一般情况下，常采

用 0.25%胰蛋白酶溶液消化收集细胞[7]，但为了尽

可能降低胰酶对 PC 细胞的损伤，本研究比较了分

别使用细胞刮刀于缓冲液浸润下收获细胞和低浓度

胰蛋白酶（0.05%）消化收获细胞后使用不同的有

机溶剂进行提取的方法。细胞刮刀可接触细胞生长

的所有表面，可将细胞成片刮起，减少了对单个细

胞的损伤，但成片堆积的细胞可能由于分散不均使

某些细胞不能与有机溶剂充分接触。0.05%胰蛋白

酶可将 PC 细胞完全分散，与有机提取试剂充分接

触以完全提取，但可能由于离心操作导致细胞总量

损失。此外，对于细胞生物样品而言，其内部的代

谢状态（代谢物的质与量）将随着内在酶的受敏变

化而发生迅速改变。因此，常用冰冻/液氮降温法及

冷冻、干燥等保存技术，瞬间阻断内在酶的活性。

同时，需尽量避免氧化等活化因素，使细胞处于尽

可能低的代谢活动水平，以期获得能正确反映在体

的真实代谢信息[13]。因此，本研究在收获 PC 细胞

后立即加入冰冻的－80 ℃有机溶剂以期尽可能达

到瞬间阻断内在酶活性的目的，从而获得 PC 细胞

“当时”的真实代谢信息。通过本实验发现，用 0.05%
胰酶消化后直接采用－80 ℃冰甲醇提取的预处理

方法与其余处理方法相比，其 BPI离子流图中获得

的内源性代谢物峰数量最多，分离度和峰形最佳，

能最大限度的复演 PC 细胞内代谢物的信息全貌，

故为最适宜的 PC细胞样品预处理方法。 
数据的采集也是代谢组学研究流程中的关键步

骤，主要依靠色谱、质谱、核磁共振等分离分析技

术。近年来兴起的 UPLC/Q-TOF-MS技术，因其快

速、灵敏、高通量、峰容量大、选择性强，得到的

质谱谱图数据完整、品质高以及能提供精准的分子

量信息而成为代谢组学定性、定量分析研究的一大

利器[14-15]。本研究分别对 UPLC/Q-TOF-MS法的色

谱及质谱条件进行优化，确定检测 PC 细胞中内源

性代谢物的最佳实验分析条件。

本实验采用了 1.7 μm颗粒度的 Acquity UPLC
填料的 ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×100 
mm，1.7 μm）色谱柱，减少了固定相表面残余硅羟

基，流动相中只加入酸抑制剂，不需添加有机胺即

可使分子峰得到良好分离，同时也在一定程度上降

低质谱噪音、减少对质谱的污染，且使用的流速适

合与质谱直接联用，无需分流，可以进一步提高检

测灵敏度，为本实验的分析提供良好的平台[16]。 
根据质谱仪的基本原理，不同的化合物在不同离

子状态下的响应不同，通常正离子模式适合分析碱性

化合物，而负离子模式适于分析酸性化合物[17-18]。因

此，为了最大限度的检测到更多的代谢物组分，本

实验考察了心肌细胞样品分别在正、负离子模式检

测下的出峰情况，结果提示心肌细胞样品在正离子

模式下检测到了更多的特征峰，而负离子模式则只

检测到了少数特征峰。因此，本实验的所有样本将

统一采用正离子模式检测。

为了使色谱图中各特征峰获得较好的分离度和

峰形，尝试多种梯度洗脱方案。方案 1洗脱程序总

时长为 30 min，洗脱时间较长，且出峰个数较少，

峰与峰之间的间隔较长。方案 2缩短了检测时间，

流出了较多的谱峰，且分离度也得到了一定改善，

但发现 1.75～3 min 这段时间没有谱峰流出，较为

稀疏空旷。方案 3在方案 2的基础上增加了一次流

动相配比改变，但发现出峰不如方案 2。进一步改

变流动相比例，调整洗脱程序，得到方案 4和方案

5，结果显示这两种方案的分离效果基本相似，不仅

分析时间适宜，分离度较好，峰形也较美观，基于

整体的表现和为内标峰的选取提供余地的考虑，本

实验确定方案 5为最佳洗脱程序。 
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在上述已经确定的UPLC/Q-TOF-MS分析条件

下，各种内源性代谢物依次从UPLC色谱柱中洗脱，

分离度良好。本研究利用 QC 样品对体外心肌细胞

代谢组学的UPLC/Q-TOF-MS分析方法进行了仪器

精密度、方法精密度和样本稳定性试验考察。仪器

精密度、方法精密度和样本稳定性以相对峰面积比

值的 RSD计均＜20%，保留时间的 RSD均＜1.0%，

表明本方法仪器精密度和方法精密度良好，待测样

品在 48 h内稳定性良好，因此每批样品应保证在 2 d
内测定即可。 

综上，本研究通过对 PC 细胞样本预处理方法

的筛选及对UPLC/Q-TOF-MS分析条件的摸索与优

化，确定了最佳的体外心肌毒性代谢组学的样本预

处理方法与数据采集分析条件，为进一步建立与完

善体外心肌毒性代谢组学研究方法奠定了不可或缺

的基础，也为今后更多地开展体外细胞模型的代谢

组学研究提供参考。 
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