
1. 代谢组学主要的研究对象及研究目标有哪些？ 

答： 代谢组学的研究对象主要是分子量小于 1000Da的内源性小分子，研究方向包括：全代

谢组研究（对限定条件下的特定生物样品中所有代谢组分的定性和定量），靶向代谢组研究

（对某个或某几个特定组分的分析），代谢轮廓分析（对少数所预设的一些代谢产物的定量

分析），代谢指纹图谱分析（不分离鉴定具体单一组分，而是对样品进行快速分类），其中全

代谢组和靶向代谢组研究是目前代谢组研究的主要方向。 

2. 代谢组研究相对于基因组和蛋白质组研究而言有什么不同之处？ 

答： 主要特点包括三方面： 

基因和蛋白表达的有效的微小变化会在代谢物上得到放大，从而使检测更容易； 

代谢组学的技术不需建立全基因组测序及大量表达序列数据库； 

因为代谢产物在各个生物体系中都是类似的，所以代谢组学研究中采用的技术更通用。 

3. 代谢组的样品重复性有什么要求？ 

答： 代谢组学基于多元统计分析方法进行的，在样品准备上相对于转录组和蛋白质组而言

需要更多的重复数据。 

一般建议植物样品：最少 6次，建议 8次生物学重复。 

模式动物及微生物样品：最少 8次，建议 10次生物学重复。 

临床样品：30次生物学重复以上，如组织样品不好取样，可控制在 20次重复以上。 

4. 代谢组学在系统生物学中有什么作用？地位如何？ 

答： 基于组学技术的系统生物学研究内容涵盖基因组学、转录组学、蛋白质组学和代谢组

学。这几种组学的研究中，基因组学主要研究生物系统的基因结构组成，蛋白质组学研究有

生物系统表达的蛋白质及由外部刺激引起的差异。 

系统生物学中，基因组学和蛋白质组学和告诉你可能发生什么，而代谢组学则告诉你

已经发生了什么。 

代谢物作为生物体表型的基础能够帮助我们更直观有效地了解生命现象揭示生命本质。

代谢组学本质上是指从整体上研究生物体的代谢物，是对某一生物、组织或细胞中的所有低

分子量代谢产物进行定性与定量分析的一门科学。 

代谢组学以指标分析为基础，高通量检测为手段，通过研究生物体内代谢物的种类与

数量及其变化规律来阐述机体在正常生命状态及环境变化后的代谢过程。代谢组是系统生物

学的分支学科之一。 

目前，其研究内容主要包括对代谢物进行定性或定量分析，不同基因型的生物体进行

代谢组学表型研究，不同生长环境及加物理、化学或生物性刺激后个体代谢产物的应答，进

行代谢途径或代谢网络解析与转基因评价。 

5. 动植物组织，细胞，血液，尿液等样本一般能搜到多少种代谢物？ 

答：代谢物在不同的样品中，种类各异，一般植物（20万种）、动物（2500种）、微生物（1500

种）。在 GC-MS 平台：血液 400 左右，尿液 600 左右，动植物组织或细胞在 500 到 1000+不

等，与生物种类有关；LC-MS平台可以检测到的物质峰可以达到几千甚至上万，但是由于数

据库的限制，目前都是做完差异分析后再做定性，一般禅意代谢物会控制在 200个左右） 。 

6. 代谢组和毒理学的关系？ 

答： 毒理学是一门研究外源因素（化学、物理、生物因素）对生物系统的有害作用的应用

学科。是一门研究化学物质对生物体的毒性反应、严重程度、发生频率和毒性作用机制的科



学，可以对毒性作用进行定性和定量评价。 

代谢组学以指标分析为基础，高通量检测为手段，通过研究生物体内代谢物的种类与

数量及其变化规律来阐述机体在正常生命状态及环境变化后的代谢过程。代谢组研究内容之

一是不同生长环境及加物理、化学或生物性刺激后生物体代谢产物的应答，代谢途径或代谢

网络的解析。 

动物的毒害与植物的毒害，植物的生物胁迫（病虫害）与非生物胁迫（旱、盐、冷、

热、紫外、重金属等）都会对生物体产生刺激。因此毒理学可以作为代谢组学研究的手段，

而代谢组学研究可以为毒理学研究基础的阐述提供参考，两者相辅相成，以研究生物体代谢

机制。 

 

7. 目前的主要代谢组技术有哪些？各有什么特点？ 

答： 目前主要的代谢组技术平台主要有 NMR（核磁共振）、GC-MS（气相色谱-质谱）、LC-MS

（液相色谱-质谱）。 

NMR 技术具有无损伤性，无辐射性，无偏向性，方法灵活，处理简单等优点，但灵敏

度较低，动态范围有限； 

GC-MS 技术具有高分辨率，高灵敏度，有比较标准的数据库，易于定性等优点，但需

衍生化，预处理繁琐； 

LC-MS 技术具有灵敏度较高，较宽动态范围，无需衍生化等优点，但标准谱图库信息

不全，不易定性；  

8. 应该如何选择实验平台？ 

答： 代谢物分布广，性质差异大，单靠一种分离分析手段难以进行无偏向的全面分析，应

根据样品的性质及研究目的来选择并综合利用多种技术平台。 

植物代谢物主要分为初生代谢物与次生代谢物两大类。 

进行初生代谢研究时，大多使用 GC-MS， 

进行次生代谢研究时，大多使用 LC-MS， 

LC-MS使用的物质范围则相对更为广泛一些。 

 

9. 代谢组可以精确描述样本内所有可能的代谢物吗？ 

答： 目前由于分析技术上的局限性，尚未产生出一种分析技术可以精确描述样本内所有可

能的化合物。 

鉴于这种分析手段上的欠缺，代谢组学的最终目标还只是科学家们的理想。各大分析

仪器公司也都将代谢组学目标设定为今后研发的一个重要方向，随着分析技术的逐步进步，



更精确更全谱的分析仪器将会逐步被研发出来，进而为代谢组学提供更强大的技术平台。 

10. 代谢产物分析有哪几种？代谢靶标分析和全代谢组分析区别？ 

答：  根据研究的对象和目的不同，生物体系的代谢产物分析分为以下几个层次： 

代谢物靶标分析：某一个或某几个特定组分的定性和定量分析，如某一类结构、性质

相关的化合物（氨基酸、有机酸、顺二醇类）或某一代谢途径的所有中间产物进行分析，不

分离鉴定具体单一组分； 

代谢物指纹分析：同时对多个代谢物进行分析，不分离鉴定具体单一组分； 

代谢轮廓分析：限定条件下对生物体内特定组织内的代谢产物的快速定性和半定量分

析； 

代谢组分析：对生物体或体内某一特定组织包含的所有代谢物的定量分析，并研究该

代谢物在外界干预或病理生理条件下的动态变化规律。 

11. 代谢组普筛研究一般每组多少个平行样本？为什么？ 

答：代谢物在不同组织样品中差异较大，为了可靠的统计学以及生物学分析，微生物与植物

样本，每组最小样本数 8个；模式动物最小样本数为 10个；临床样本最小样本数为 30个。 

12. 代谢组生物统计学分析的方法和意义？ 

答： 代谢组学本质上是指从整体上研究生物体的代谢物，是对某一生物、组织或细胞中的

所有低分子量代谢产物进行定性与定量分析的一门科学。 

而对应的统计学分析属于统计学范畴，与代谢组学并无直接关系，但是可以通过统计

学分析来判断样品的重复性、代谢物的差异以及进行遗传分析。 

因此，统计学分析结合代谢物组学并无严格限制。常用的统计学分析包括独立样本 t

检验，配对样本 t检验，F检验，one-way ANOVA，Two-way ANOVA，PCA, PLS-DA，OPLS-DA，

相关性分析，回归分析。 

此外，遗传连锁分析，全基因组关联分析，候选基因的全基因组关联分析等手段已广

泛应用与功能基因组研究。 

13. 介绍一下代谢组用的什么仪器？不同公司之间的仪器的差异？检测灵敏度？精确度？ 

答： GC-MS平台 Aglient 7890B-5977A 

四级杆质谱仪，QMS；（是最常见的质谱仪器，定量能力突出，在 GC-MS中 QMS 占绝大

多数，无串极能力，定性能力不足，分辨力较低（单位分辨），存在同位素和其他 m/z 近似

的离子干扰。 

LC-MS平台：AB 5600 Triple TOF 

14. 质控样本 qc的做法和意义。 

答： 代谢物检测质控主要是为了保证样品检测过程的准确性，对提取或检测过程中差异较

大的样品或代谢物质进行分析判断。例如，检测 100个样品中代谢物质，在提取样品之后，

从 100个样品中各吸取部分样品，先作为一个混和样品。随后，在 100个样品的仪器分析的

过程中，可以在每 20 个样品跑样过程中插入检测一个混合样品，最后通过分析混样在前后

五六次代谢检测数据稳定性，判断样品的好坏。 

15. 质谱的类型与选择？ 

答：色谱与质谱联用实现了从利用色谱进行物质分离到利用质谱进行物质鉴定的整个流程，

且色谱，质谱的类型较为广泛。对于质谱而言，为了实现代谢物的定性与定量两个目的，应

该选择不同的仪器进行综合分析。可以利用核磁共振质谱，高分辨的质谱与三重四级杆质



谱一起进行定性分析；而定量分析利用基于三重四级杆系统的质谱，如 QTrap，则更为准确。

常用的高分辨质谱有 TOF-MS，Orbitrap-MS；三重四级杆系统的质谱主要为 QTrap 与 3Q 系

统的质谱。 

16. GC-MS代谢组为什么要进行衍生化？ 

答： 气相色谱仅适用于沸点低、热稳定性好的小分子物质的分离分析，对沸点高、挥发性

低、热稳定性差、极性强甚至极易挥发的物质往往不能直接进样分析。生物样本中含有大量

的羟基、胺基、羧基、巯基等官能团的物质信息，因此采用适当的衍生化处理方法对于样品

的分离分析往往起着十分重要的作用。样品的衍生化方法的益处有： 

（1）将一些不适合色谱分析的物质进行适当的化学处理转化成相应的挥发性衍生物，可以

扩大气象色谱的测定范围； 

（2）改变同分异构化合物的色谱性能，提高和改善样品的峰形和分离度，克服载体、柱壁

对高极性、低挥发样品的吸附。甚至通过特殊的衍生方法，分离手性化合物； 

（3）改善待测物质的热稳定性，以提高检测的灵敏度； 

（4）改善待测物质的质谱行为，有利于鉴定化合物的结构。 

 

17：在找到的代谢物列表中为什么会有名称不同保留时间不同的现象？ 

答： 代谢物的数据库查询并不表示该离子就是这个物质，只是提供代谢物注释。根据物质

分子量分解谱等信息查询，只能提供代谢物鉴定的参考，而物质的鉴定需要根据化学标准品

与核磁共振质谱来分析。此外，质谱检测的时候也会有离子化与衍生化，进行物质鉴定需要

综合考虑各方面因素。 

 

18：重名现象的两代谢物需要叠加吗？ 

答： 不应该叠加。另外需要注意的是，重名的代谢物，需要根据保留时间、分子量、分解

谱等方法来判断它们是不是同一个代谢物；如果不是，命名的时候必须予以区别，相应地在

数据分析时候单独对待。 

 

19：如何选择检索的数据库？ 

答： 代谢组学数据库多种多样。对于部分初生代谢物的气相质谱分析，有参考性较好的数

据库；而对于液相质谱分析，目前没有固定的数据库。不同的液相质谱检测条件差异很大，

对应检测的物质，在保留时间，一级分子量，二级及多级分解谱差异也很多，难以统一标准

进行比较。通过多种数据库查询，比较、推断和分析将有助于解析物质结构。 

 

20：土壤、饲料等非常规物质代谢组的意义如何？如何去设计实验？ 

答： 土壤中成分非常复杂，如含有营养物质、垃圾物质、动植物残留、微生物等成分。因

此，对于土壤，不推荐进行代谢组学研究。不同的饲料，成分不一，也需要根据饲料的组成

的复杂度来判断是否适合于代谢物分析。在适合代谢物研究的基础上，实验设计可以参考动

植物代谢组研究。 

 

 

 



21：非模式生物进行生物信息学分析有什么难点，该如何进行？ 

答： 非模式生物往往生物信息数据量少，不太适合直接进行组学数据统计与分析，一般建

议将非模式生物的数据通过同源比对的方式映射到模式生物上，然后再以模式生物的数据进

行系统的生物信息学分析。 

 

22：功能未知的蛋白如何进行分析？ 

答： 可以通过同源比对的方式获取其关系最近的有功能的蛋白作为参考进行后续分析。 

 

24： 同一个处理，不同的重复之间进行非靶向代谢测定。每一个重复是一个单独的叶片、

是不同株的，物种是烟草、大田的样品，测出来的结果差异影响大不大？ 

答： 不同植株同一处理，生物学重复。样本确保一致（生长情况，植株大小，采样步骤等

均要一致），8个重复间的差异一般都是能接受的。 

 

25：如果找到的差异代谢物没有标准品，该如何进行鉴定？ 

答： 一般情况下，如果没有找到合适的标准品，结构相近的物质也可以替代。 

 

26：什么是广泛靶标？比如 TCA三羧酸循环的一类代谢物怎么测？ 

答：广泛靶向：广泛靶向代谢组学既有非靶向代谢组学的优点也有靶向代谢组学的优点。这

种广泛靶向的是不需要标准品的，这项技术是在前期已经建立了公共数据库以外的更多的代

谢物，它的数据库更加完善，可以检测到更多。并且这个技术使用的是三重四级杆，这个是

使用在靶向代谢组学上的技术，所以说它具有靶向代谢组的优点。❶高灵敏度: 通过离子

井进行富集 可以检测到很多低丰度的次生代谢物,而非靶技术无法检测到低丰度物质；❷定

性准确：相比非靶技术，广靶利用分子量的同时利用二级谱进行物质定性；❸数据库全：每

个物种都可以自建数据库，建立属于该物种特有的代谢库。 

 

27：数据库的类型有哪些？ 

答： GC-MS数据库：Nist、feihn； 

   LC-MS数据库：HMDB、Metlin、自建库（大连化物所-许国旺组）。 

 

28：非靶向代谢组学实验需要加入内标吗？ 

答： 一般加入 L-2-氯苯丙氨酸为内标；QC中另加入内标共 13种，分别为 Carnitine C2:0-d3，

Carnitine C8:0-d3，Carnitine C10:0-d3，Carnitine C16:0-d3，LPC 19:0，FFA C16:0-d3，

FFA C18:0-d3，CDCA-d4，CA-d4，Trp-d5，Phe-d5，SM12:0，Choline-d4，进行保留时间校

准。 

在样品中加入一定量的标准物质，它可被色谱柱所分离，又不受试样中其它组分峰的干

扰，只要测定内标物和待测组分的峰面积与相对响应值，即可求出待测组分在样品中的百分

含量。 



内标法的关键是选择合适的内标物。内标物应是原样品中不存在的纯物质，该物质的性质

应尽可能与欲测组分相近，不与被测样品起化学反应，同时要能完全溶于被测样品中。内标

物的峰应尽可能接近欲测组分的峰，或位于几个欲测组分的峰中间 

内标法的优点是：进样量的变化，色谱条件的微小变化对内标法定量结果的影响不大，特别

是在样品前处理（如浓缩、萃取，衍生化等）前加入内标物，然后再进行前处理时，可部分

补偿欲测组分在样品前处理时的损失。若要获得很高精度的结果时，可以加入数种内标物，

以提高定量分析的精度。 

 

29：代谢组中植物样本准备中细胞破壁的方法有哪些？ 

答： 主要有：(1)机械法：处理量大，速度快；例如球磨法、高压匀浆法、X-压榨法和超声

波法等；(2)酶解法：利用水解酶破坏细胞壁中的聚合物成分；例如溶菌酶可水解细菌、放

线菌细胞壁上的肽聚糖，纤维素酶可水解植物细胞壁上的纤维素，蜗牛酶可水解真菌细胞壁

上的几丁质和甘露聚糖等；(3)其他方法：包括细胞自溶法、渗透冲击法、反复冻融法、酸

碱处理法和表面活性剂处理法等。 

 

30：对于样品中存在易挥发性的物质，在保存是该如何注意才能保证实验时这些物质没有挥

发掉？对于样品中存在易氧化的物质应当注意什么？ 

答： 易挥发性的物质，收集过程中难免会有丢失，如果气体或者极易挥发可采用进样小瓶

收集。含易氧化的物质的样品收集要快，尽量少暴露于空气中，避空保存，有条件可以抽真

空。微生物代谢速度非常快，所以所有的步骤需要尽快完，且每个样本量一样多。 

 

31：不同的样品都需要多少量？ 

答：细胞：1*10
7
（以动物细胞两种形态为例）                             

悬浮培养的细胞： 

连同培养基转移到 15 mL的离心管（进口）中低速离心，使细胞沉淀于离心管的底部（1*10
7

个细胞为宜）,倒掉培养基（尽量倒干净）后可以用 PBS快速清洗一次，再次离心，倒掉 PBS

（尽量倒干净），将离心管的尖端插入液氮中，淬灭细胞-80℃冻存，干冰邮寄，每个样品

最好准备两管。 

②贴壁培养的细胞： 

快速倒掉培养基倒入 PBS（若用移液枪加，则靠着培养皿壁加入，以免将细胞冲起），清洗

一次，倒掉 PBS，用移液器吸尽残余的 PBS，将培养皿底部（外壁）接触液氮 10 s，淬灭

细胞加入 500微升预冷的甲醇-水（4：1，V/V）（需色谱纯的甲醇以及双蒸馏水），用细胞

刮刀将细胞刮下，移液枪转移至 1.5 mL的离心管中向培养皿中加入 500 微升预冷的甲醇-

水（4：1，V/V）将剩余的细胞尽量全部转移至 1.5 mL 的离心管中-80℃冻存，干冰邮寄。

血清：200ul 

用离心管收集血液，37℃（或室温）静置 30min或 1h 进行凝固分层。，3000rpm 4℃或

常温 离心 10min，待血细胞完全沉降都管底后，取上清转至干净的离心管中；12000rpm 4℃



离心 10min，取上清分装到 1.5mL EP管中，每管 0.1-0.2mL；-80℃冰箱冻存。足量干冰

寄送。 

血浆：200ul 

用肝素钠抗凝管（肝素、肝素钠、肝素锂）采集全血，并尽快进行血浆分离；采血后尽快于

3000 rpm（4℃），离心 15 min，待血细胞完全沉降都管底后，吸取上层血清，用 EP 管

分装，取上层，每管 0.1-0.2mL分装至 1.5mL EP管内中；-80℃冰箱冻存。足量干冰寄送。

尿液：1mL 

晨起中段尿（临床）或晨间 1h 尿（动物）直接分装到离心管（进口）中，每管 1mL；添加

质量体积为 1/100（w/v）的叠氮化钠；收集好的尿液 10000-15000转/分钟，于 4℃温度下

离心 10 分钟后，吸取中层澄清的尿液，用进口的 1.5 mL 离心管分装保存，200 微升/管，

最好保存两管，以保证两次实验的量。-80℃冰箱冻存，足量干冰寄送。 

唾液：0.5 mL 

禁食禁烟禁酒 1h以上 

上午 9:30-11:30 取样，蒸馏水漱口，将唾液外吐于无菌痰杯内（保持冰浴），不要咳痰，

收集 5-10min，4℃，12000rpm，离心 20min，取上清，再经 0.22um 滤膜过滤除菌，500ul

分装，保存于-80℃。 

粪便或肠道内容物：200mg-5g 

收集到新鲜粪便或肠道内容物样本，从粪便的不同部位挑 3 个点，称 5g/例放到离心管中；

添加一滴（约 10uL）质量体积比为 1/100（w/v）的叠氮化钠（1mg/ml），分装样本 200mg/

管；迅速放入液氮中冷冻处理至少 15min；-80℃冰箱冻存。足量干冰寄送。 

常规动物组织（心、肝、脾、肺、肾、肠、脑、肌肉等）：200mg最佳 

如果组织上有血，先用用生理盐水漂洗掉；根据具体实验设计取特定的部位，200mg/管装入

标记好的离心管中；迅速放入液氮中冷冻处理至少 15min；-80℃冰箱冻存。足量干冰寄送。 

 

32： 如何判断一个 GC-MS项目结果的好坏？ 

答： 主要从如下方面考察：（1）样本的代谢物的提取和检测是否得到足够多的峰；（2）

组间分群是否好。 

 

33： TIC图形应以平行的方式将各组放在一个图中进行峰的比较，还是单独进行展现？ 

答： 代谢组学的文章中，基本上都是单图展示，看起来比较清楚，当组别较多时放在一起

会很混乱，项目组别少的时候，可以放在一起展示。 

 

34： ChromaTOF软件是用于色谱峰的解卷积吗？能否用来对其他类型仪器所得数据进行分

析？进行解卷积确定代谢物峰的依据是什么？另外，解卷积是仅对多重峰进行处理吗？还是

将原始数据导入软件后的流程化处理？如果有对单一色谱峰进行解卷积处理的话？如何保

证准确性？ 



答： 所谓解卷积指对软件能将重叠的质谱图分开为“单一组分”的干净质谱图，以便更准

确地定性和定量。ChromaTOF 软件的优点是可以将去噪、解卷积、定性以及峰对齐一起快速

地流程化完成。对 GC-MS的数据来说，是最方便的处理软件，其它的软件能完成其中的一两

步，但是要全都完成是不行的。单一色谱峰无需进行解卷积。 

 

35： 峰与代谢物如何一一确定？以标准品还是搜库？若是搜库，通常一个色谱峰对应的化

合物会有一个列表，给出可能性从大到小的排列，如何从中选择？若是选可能性最大的化合

物，可能不准确；若是选其他化合物，如何保证准确性？ 

答： 先搜库，以软件给出的默认的那个代谢物为最大可能性的代谢物；若有标品，需要进

样比对才能确保准确性。 

 

36：代谢物的鉴定结果 50%的相似度一定不可靠吗？ 

答： 根据我们的经验，50%的相似度的定性结果未必不正确，而 70%的相似度结果未必就正

确，因为 GC-MS分析中，总会有很多共流出的峰或低响应强度的峰，这些峰的定性时软件给

出的相似度就会偏低，但它的定性结果未必就不准确，这个相似度讲的只是一种可能性，为

了让研究者得到更多可供选择的差异代谢物，以防我们筛选标准过严而漏掉一些研究者感兴

趣的差异代谢物，我们一般会将 50%以上的结果都列上，这样研究者可以根据自己的实际情

况取舍。 

 

37： 丰度是以峰面积数据，单位什么？丰度较低的怎么确定是不是背景？？ 

答： 丰度就是代谢物的质谱响应强度，没有单位的。在用软件对原始数据进行前处理时（包

括去噪音、解卷积等）设置信号与噪音的比值为 10作为搜库的阈值，所以不会是背景噪音。 

图 1 

38： 如上图 1所示，相应 Type对应的参数(R2X, R2Y, Q2, R2, Q2)的值在哪个范围最好？

OPLS-DA为什么会有两个 Q2？另外 cum表示什么？ 



答： PCA 分析中 R2X >0.4 为好；PLS-DA 和 OPLS-DA 分析中，R2X 这个参数不重要了，主

要是 R2Y 和 Q2，这两个值>0.5 为好，越接近 1越好。OPLS-DA 中 Q2(cum)，是指建模后模

型的预测能力，以大于 0.5为宜，越接近 1越好，cum 表示累积的意思。另外一个 Q2 是进

行模型验证，以防止随机拟合或过拟合的一个评价参数。 

 

39：如上图 1所示,结果中的 A,N, R2X, R2Y, Q2, R2, Q2分别代表什么意思，它们的值在

什么范围比较好？  

答： ❶A代表建模时主成分的个数；❷N代表分析的样本数；❸R2X代表多元统计分析建模

时，在 X 轴方向模型的解释率（或可以理解为 X 轴方向保留原始数据信息百分比的平方）；

❹R2Y代表在 Y轴方向模型的解释率（或可以理解为 X轴方向保留原始数据信息百分比的平

方）；❺Q2 代表模型的预测率；❻R2 代表模型验证时，将原始分类的 Y 矩阵、n 次不同排

列的 Y矩阵与 R2Y、Q2Y 进行线性回归，得到的回归直线与 y轴的截距值分别为 R2 和 Q2；

用来衡量模型是否过拟合。 

 

40： PCA得分图中为什么 A2蓝方框和 A1红圈会在圈外，是不是圈外的就表示结果不好，

有什么方法改进？ 

答： 这个圈圈表示 95%的置信区间，圈外的点表示该样本的代谢谱和其他的所有分析样本

的代谢谱的差异性大，一般样本数较大时会有一些离群点出现，是正常的现象，而且这两个

离群点就在 95%置信区间的周围，并未离得太远，建议保留，不需要做任何处理。 

 

41：GC/MS或者 LC-MS 中，圈外的点是什么原因造成的？能不能剔除掉？ 

答： 圈外的点表示该样本的代谢谱与其他分组样本的代谢谱差别较大，出现的原因有很多

（包括样本采集、储存、运输、前处理、分析等），可以剔除也可以不剔除，由于离群的并

不远，为了保持数据的真实性，建议保留。 

 

42： 没有原始数据，组与组之间数据的平行性如何？如果平行性不好，如何确保检测结果

的准确性？组与组之间内标峰的差异大吗？是根据内标峰面积还是峰高进行归一化处理？

依据是什么？进行归一化处理用到的数据是解卷积之后的数据吗？ 

答： 我们可以提供原始数据的，前三个应该都是想问如何保证组间差异是真实存在的而非

人为因素引入的。关于组学的数据质量控制，主要看质控样本的聚类，质控样本是贯穿整个

分析过程，只要质控样本聚类不错，那么数据的准确性就能保证。引起组内差异大的原因非

常多，比如：个体差异、平行样本也有差异、前处理和分析过程中的引入的差异，由于有质

控样本做数据质量控制，因此，前处理和分析过程中的引入的差异是可以排除的。关于归一

化的：我们通常采用的是总峰面积归一化法，这也是一种非常常用的归一化方法。原始数据

先进行去噪、解卷积、定性以及峰对齐后，才进行总峰面积归一化。 

 



43： 在筛选出的 N个差异代谢物中，有的代谢物在 KEGG网站里找不到 ID。在能找到 ID的

N-M个代谢物中有 X种代谢物是样本中不存在的物质，既然样本中没有这种物质，为什么会

被检测出来？（以奶牛样本为例） 

答： 我们搜库是基于人和动物的代谢组学数据库（Feinh 库）搜的，因此应该说这些代谢

物在人和动物里内都会有的内源性小分子，很多代谢物在 KEGG 中没有对应的 ID 号，属于

正常，KEGG 并没有把所有的小分子代谢物都囊括进去，至于 N-M 个代谢物中有 X 种代谢物

是奶牛血液中不存在的物质，这个结论是不正确的。有许多小分子代谢物在植物和动物体内

都是存在的，植物的初级代谢物一般和动物的内源性小分子是相通的，只有次级代谢产物不

同而已。另外 Feinh库中的代谢物就是人和动物的小分子 GC-MS数据库，它定性的结果应该

是人和动物中都存在的小分子。 

 

44：代谢组学与其他组学相比，有什么优势？ 

答：①基因和蛋白质表达的微小变化会在代谢物水平得到放大；②代谢组学的研究不需进行

全基因组测序及建立大量表达序列标签的数据库；③代谢物种类远少于基因和蛋白的数目，

每个生物体中代谢产物大约在 103数量级，而最小的细菌，其基因组中也有几千个基因；④

生物体液的代谢物分析可反映机体系统的生理和病理状态。 

 

45： 非靶标和靶标定量如何选择？ 

答： 如果没有特别关注的代谢物质建议选择非靶标，可以检测出某一特定条件下所有的代

谢产物，并进行定性和相对定量分析，以寻找目标差异代谢物；如果有关注的目标代谢物建

议选择靶标定量，对特定的代谢物群进行有针对性的特异性检测。 

 

46： 关注的目标代谢物在非靶标代谢组学检测没有检测到是什么原因？ 

答： 目前还没有技术及平台可以检测到全部的代谢物质，这属于比较正常的现象；或者已

经被检测到，但是在目前现有的数据库中不能定性，建议可以使用标品在未定性的物质中进

行比对。 

 

47： 非靶标代谢组学常用的数据库有哪些？ 

答： NIST、Fiehn、HMDB、KEGG、METLIN、MassBank、DrugBank、Lipidmaps等。 

 

48： HMDB和 METLIN数据库有什么区别？ 

答： HMDB是人类代谢组数据库(加拿大)，该数据库不支持批量搜索，仅限于单个代谢产物

搜索，搜索效率较低，不支持代谢通量搜索，代谢化合物浓度搜索等；METLIN 是 Agilent

个人物质数据库，该数据库具有大量的 MS/MS图谱，而且每个化合物都有不同的碰撞能图谱，

可以清晰地找到代谢产物的碎片离子，可以获得分子量，化学结构式，化学结构等信息。 

 

49： GC-MS和 LC-MS检测平台各有什么优劣势？ 

答： 目前应用最广泛，最有效的这两种技术可以检测包括糖、糖醇、有机酸、氨基酸、脂

肪酸以及大量次生代谢物等。GC-MS 适用于分析容易气化的低极性，低沸点的代谢物，如：

各类挥发性化合物或者衍生化后低沸点的物质，主要为初级代谢产物；LC-MS不受样品挥发

性和热稳定性的影响，样品前处理非常简单，过滤后直接进样，可有效分析植物中丰富的次

生代谢产物。 



50： GC-MS和 LC-MS检测平台离子化方式有什么不同？ 

答： GC-MS 使用的是电子碰撞(EI)；而 LC-MS 使用的是电喷雾(ESI)或低频常压化学电离

(APCI)。 

 

51： 通常采用的非靶标液质联用是什么平台？ 

答： 本公司目前非靶标液质联用检测平台为：LC-QTOF-MS/QE focus，色谱部分采用的是

Agilent 1290，质谱部分采用的是 AB 6600。通常液质的一级和二级数据分开采集，AB 6600

是 DDA(数据依赖性采集方式)，对于样本中很多低丰度的小分子物质采集性不是很好。对于

大的样本量(至少几百例的样本)，会把一级和二级分开采集，采用 DIA(数据非依赖性采集

方式)，可能会出现 AB 6600 和 AB 5600联用。 

 

52： DDA和 DIA数据采集方式有什么不同？ 

答： DDA是数据依赖型，只用 AB 6600数据采集时可能会漏掉很多信息。由于采用的是 DDA

模式，一般在采集一级质谱时会设置一个 0.5s的时间窗口，然后对每个 0.5s里面出现的最

高的 6个一级峰进行提取采集，然后去打二级质谱，这样就导致一些峰强度比较低的物质没

有被采集到，也就不会打二级质谱。最终的定性结果里就不会出现该物质的二级定性信息；

DIA是数据非依赖型，当采集完一级质谱后会设置一个最低强度值，只要是一级质谱的峰强

度高于该值，就会对其进行采集并打二级质谱，采集的数据多，信息全，但成本高。 

 

53： 代谢物提取通常采用什么方法？ 

答： 色谱相分离通常取决于含有甲醇、水和氯仿的萃取溶液，具有高溶解度的代谢物，例

如碳水化合物通常在甲醇、水中提取；而具有低溶解度的代谢物，例如膜脂和脂肪酸通常在

氯仿、水中提取。如果有特别关注的化合物可以提前说明，会在代谢物提取方法中稍作修改，

以便获得更多想要的结果。 

 

54： 代谢组学中需要了解的质谱知识丨扫描模式 

答： Full scan：全扫，代谢组学研究中最常用的数据采集方法，在样品采集过程中碰撞池

不加能量或加很小的能量（< 5V 不同的仪器设置不同），用以获得代谢物离子的一级质谱图。 

Target MS/MS：在此工作模式下，碰撞池施加能量，对选定的目标离子进行二级串联，获得

二级质谱图。目标离子的选择需要手动输入，即需要定义目标离子的质荷比以及保留时间等

信息。 

DDA：全称为 data dependent acquisition 数据依赖型扫描，此外，IDA（information 

dependent acquisition），auto-MS/MS 等指的也是这一扫描模式。在这种工作模式下质谱

仪可以自动地在 full scan MS 和 MS/MS 采集之间进行切换，即质谱仪可以自动的对目标离

子进行碎裂，获取二级质谱图。与 target MS/MS不同的是，目标离子的选择过程是自动的，

即研究者需要在样本检测之前就设定一些筛选标准，最常见的筛选条件是设定离子强度强度

阈值，选择强度最高的几个离子（Top-n）进行碎裂。 

DIA：全称为 data independent acquisition 数据非依赖型扫描，主要包括以下几种技术：

all-ion fragmentation（AIF）（热电 orbitrap 系列质谱），MSall，MSe （沃特世 Q-TOF

系列质谱）等。在此工作模式下，碰撞池的能量在低能量和高能量之间切换，低能量获取离

子的一级质谱信息，高能量获取离子的二级质谱图。整个过程也是自动的，与 DDA不同的是，

该模式不对离子做预先的筛选，即在某一时刻所检测到的所有离子都会被高能量打碎。 

SWATH：全称为 sequentical windowed acquisition of all theoretical fragment ions，

属于 DIA 技术的扩展。在此工作模式下，扫描范围被划分为以某一固定宽度（如 25Da）为



间隔的一系列连续的区间，通过高速扫描来获取扫描范围内全部离子的碎片信息。 

 

用一张图来对比一下三种获取离子碎片信息的方法（DDA，DIA，SWATH） 

 


