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化学衍生化技术在靶向代谢组学LC-MS中的应用与进展
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摘 要 体内代谢物轮廓变化与外界刺激密切相关，代谢物的浓度可以直接反映生物体生理或病理状态。LC-MS是内源

性代谢物定量测定的主要分析方法，但由于检测偏向性问题，该方法存在分析覆盖面窄、灵敏度较低等不足。近年来，化学

衍生化技术与LC-MS的整合应用发展迅速，与氨基、羟基、羧基、羰基、巯基等基团靶向反应的各类衍生化试剂已被广泛应

用于代谢组学研究。本文根据代谢物基团分类介绍了各种衍生化反应及其在代谢组学分析中的应用，综述了多基团衍生

化方法的特点，并对衍生化分析方法的应用前景和挑战进行了展望。
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Abstract The changes of metabolic profile are closely related to external stimulus, and the concentration of the
metabolite can directly reflect the physiological or pathological states of organisms. Therefore, the quantitative
detection of metabolites is necessary. However, traditional targeted metabolomic methods have such drawbacks
as narrow coverage and low sensitivity. In recent years, derivatization techniques have developed rapidly in the
field of metabolomics. Derivatization reagents for amine, hydroxyl, carboxyl, carbonyl, hydrosulphonyl and other
groups have been used in metabolomics research. This paper introduces various derivatization reactions and
their applications according to group classification and reviewes the characteristics of multi-group derivatization
techniques, with a propect of their research directions and challenges.
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代谢组学的研究对象为生物体内的小分子代

谢物，其相对分子质量通常小于 1 000。由于代谢

物结构各异、数量繁多，这导致部分代谢物色谱分

离困难、不易离子化等结果。因此，在分析复杂生

物样品时，传统基于 LC-MS的代谢组学方法在测

定物质的种类、数量与灵敏度等方面的表现并不
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理想。化学衍生化技术与 LC-MS的整合应用可以

调整待测物色谱保留、提高质谱响应。衍生化试

剂的结构通常由 3个部分组成，分别为反应基团、

色谱改性基团与质谱增敏基团。其中反应基团化

学性质活泼，与代谢物分子中特定的官能团靶向

反应；色谱改性基团可以改善物质极性，进而优化

其色谱行为；质谱增敏基团能够提供特征的离子

碎片，提升质谱信号强度。待测物质经衍生化后，

其色谱分离度和检测灵敏度均显著提高，故近年

来衍生化技术越来越多地被应用于靶向代谢组学

LC-MS分析方法的开发。本文基于代谢物官能团

分类，总结了衍生化试剂单独使用与组合使用的

研究进展，并对未来的发展方向进行了展望。

1 靶向特定基团的衍生化方法及应用

1. 1 氨基类衍生化试剂

氨基酸、核苷酸、吲哚等氨基类物质在生物体

内含量丰富，且具有重要的生理功能。氨基电负

性强，化学性质活泼，易与衍生化试剂结构中正电

性的位点结合，发生亲核取代或亲核加成反应。

氨基类衍生化试剂大致可以分为：酰氯类［1］、亚氨

基甲酯类［2］、琥珀酰亚胺类［3］、邻苯二甲醛类［4］及含

卤化合物［5］（图 1）。其中氨基与邻苯二甲醛类试

剂发生亲核加成反应，与其余各类试剂发生亲核

取代反应。Lkhagva等［6］学者综合比较了 5种常见

的氨基类衍生化试剂在植物代谢组学分析中的表

现。实验结果显示上述试剂均能显著提升待测物

质的质谱响应，且各类衍生化试剂的质谱增敏效

果没有明显差异。总体而言，酰氯类试剂反应效

率对 pH的依赖性较小，具有普遍的适用性。Guo
等［1］利用丹磺酰氯及其配对的乙基丹磺酰氯，开发

了氨基类物质的定量测定方法，研究了长春新碱

所致大鼠肠梗阻模型中色氨酸代谢通路中各氨基

类代谢物的含量变化。在接近生理状态的 pH条

件下，邻苯二甲醛类与含卤化合物类试剂反应活

性较高，适用于 pH敏感型代谢物，能在保证底物

稳定存在的前提下获得较高的反应产率。某些衍

生化试剂可用于手性氨基类物质分析，其与手性

代谢物反应能够生成非对映异构体产物，利用相

应的色谱方法实现手性代谢物的分离检测。例如

Takayama等［7］研究人员使用同位素标记的 1-（4，6-

二甲氧基-1，3，5-三嗪-2-基）吡咯烷-3-胺定量测定

了阿尔茨海默病患者脑脊液中D/L型氨基酸类物

质的含量。

1. 2 羟基类衍生化试剂

羟基类代谢物极性大，难以在反相色谱系统

中实现分离，且该类物质的质谱检测多为负离子

模式，质谱响应较低。通过化学衍生化引入色谱

改性与质谱增敏基团可以有效地改善色谱分离，

提升质谱响应。羟基类衍生化试剂大致可以分

为：酰氯类［8-9］和苯甲酸类［10］（图 2）。目前利用衍

生化方法测定的羟基类代谢物主要包括：小分子

醇、食源性多酚类物质和固醇类激素。Zhao等［8］提
出了稳定同位素标记的衍生化策略，设计并合成

了 13C核素标记的丹磺酰氯，将其与 QC样本中的

羟基类物质反应。反应生成的同位素标记的衍生

化产物解决了因缺少代谢物同位素标准品造成的

定量测定难题。此方法被成功地应用于人体尿液

中含酚羟基物质代谢轮廓的测定［9］。激素在生物

体内具有重要的生理学功能，由于存在级联放大

作用，部分羟基类激素在体内含量极低且同位素

标准品价格昂贵，传统 LC-MS方法不易实现对该

类代谢物的检测。Liu等［10］借鉴了上述策略，设计

并合成了 4-（二甲基氨基）苯甲酸和对应的氘核试

剂，与羟基位点靶向反应，高通量测定了大鼠尿液

Figure 1 Representative derivatization reagents for amino Figure 2 Representative derivatization reagents for hydroxyl
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中固醇类激素水平。

1. 3 羧基类衍生化试剂

生物体内含有多类羧基代谢物，例如三羧酸

循环及β-氧化等能量代谢通路会产生大量的小分

子有机酸；此外，高级脂肪酸如花生四烯酸及其下

游代谢产物，它们在机体炎症反应与免疫调节中

发挥着重要的作用。针对羧基易与氨基发生酰胺

化反应的特点，研究人员构建了多种含有氨基的

衍生化反应体系，代表性的衍生化试剂如图 3所
示。在对有机酸的研究中，以 1-（4，6-二甲氧基-1，
3，5-三嗪）-3-氨基吡咯烷为母核，Fukui等［11］合成

了 12C、13C、D标记的衍生化试剂，并将其应用于微

生物代谢产物的分析。三羧酸循环过程生成的有

机酸极性大，存在分子内氢键，不易在反相色谱柱

上保留。4-溴-N-甲基苄胺［12］作为一种新的衍生化

试剂，由于引入了卤素原子，使反应产物的极性降

低，能有效改善有机酸的色谱分离效果，因此被用

于三羧酸循环中羧基类代谢产物的检测。衍生化

技术在脂肪酸测定中也有广泛的应用，本课题组

自主设计合成了新型衍生化试剂丹磺酰哌嗪及其

配对的乙基衍生化试剂，成功建立了具有一一对

应内标的能够覆盖短、中、长链脂肪酸的定量分析

方法［13］。此方法被成功应用于顺铂致大鼠肾损伤

模型及伊立替康致大鼠胃肠道损伤模型血清样本

中脂肪酸的定量测定。由于高级脂肪酸具有长碳

链，在反相色谱系统中其保留时间较长，造成单次

进样分析时间较长，不利于分析大批量生物样本。

Bian等［14］利用（2-氨基乙基）-三甲基-氯化铵对花

生四烯酸进行衍生化，反应产物的极性显著升高。

在此基础上建立了花生四烯酸及其下游代谢产物

的靶向代谢组学快速分析方法，可在 21 min内分

析 30余种花生四烯酸相关物质。同时，应用该方

法定量测定了哮喘发生后花生四烯酸代谢产物含

量变化，为揭示哮喘的病理机制提供了依据。基

于同样的反应原理，Kim等［15］利用基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱，测定了给予罗格列酮时，

PPARγ结合态的前列腺素含量变化情况，为探索

药物干扰下内源性小分子的代谢物-蛋白质相互作

用关系提供了新的思路。

1. 4 羰基类衍生化试剂

羰基化合物化学性质较稳定且不易离子化，

故该类物质难以被质谱检出。目前，羰基类衍生

化试剂的反应原理为羰基腙化反应（图 4）。Zhao
等［16］应用丹磺酰肼与羰基代谢物反应，反应产物

和代谢物原型相比检测灵敏度提升了 1～3个数量

级；在此基础上开发了代谢物丹磺酰肼衍生产物

数据库，利用该数据库鉴定了人体尿液中的醛酮

类物质；并应用稳定同位素内标策略建立了该类

化合物的定量方法。Deng等［17］利用 N-［2-（胺氧

基）-乙基］-N，N-二甲基-1-十二烷基铵作为衍生化

试剂，将衍生化方法与高分辨质谱相结合测定了

大鼠体内移植瘤组织中羰基化合物的含量。

1. 5 巯基类衍生化试剂

不同价态的巯基类代谢物在生物体内会发生

互相转化，通常作为电子载体参与氧化还原反应。

此外，巯基具有高度的还原性，在空气中极易被氧

化，这极大地增加了该类物质准确分析测定的难

度。目前在代谢组学研究中关于巯基的衍生化反

应报道较少，主要的衍生化试剂为N-乙基马来酰

Figure 3 Representative derivatization reagents for carboxyl
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亚胺，反应原理如图 5所示。利用衍生化反应将易

氧化的巯基转化为化学性质较稳定的碳-硫键，增

加了此类代谢物的稳定性，解决了巯基化合物不

易被准确测定的难题。Ortmayr等［18］利用 N-乙基

马来酰亚胺与巯基反应，研究体内含硫化合物的

代谢通路。Zhang等［19］为研究中药方剂“少腹逐瘀

汤”对血瘀模型大鼠的治疗作用，运用衍生化方法

分析了大鼠血浆样本中 5种含硫化合物的浓度变

化情况。Xu等［20］应用该试剂与谷胱甘肽反应，建

立了大鼠体内谷胱甘肽及相关代谢物的含量测定

方法。

1. 6 衍生化反应方式

1. 6. 1 柱前衍生化 柱前衍生化可以相对自由

地选择反应条件，不受反应动力学限制，允许多步

反应的进行，是目前代谢组学研究中最为常用的

衍生化方法。上述各类衍生化试剂及其应用实例

均采用了柱前衍生化方式。然而，柱前衍生化容

易引入杂质，过量的衍生化试剂进入仪器时可能

对产物检测造成干扰，尤其在 LC-MS靶向代谢组

学中，与检测器不兼容的衍生化试剂需要进行反

应后处理。为避免冗余的衍生化试剂进入质谱造

成强烈的基质效应。目前已开发了多种衍生化反

应后处理方法，Li课题组为了解决丹磺酰氯与丹

磺酰肼衍生化试剂与质谱仪器不兼容的难题，利

用氢氧化钠和氯化铜分别水解两种衍生化试剂，

水解产物在反相色谱柱上不保留，从而消除了反

应剩余的衍生化试剂对衍生化产物测定的影

响［8，21］。Gomez等［22］为了避免过量的邻苄基羟胺

进入检测器，反应结束后加入了乙酸乙酯对反应

溶液进行萃取。极性大的产物被保留在有机相

中，将其吹干后复溶进样分析。

1. 6. 2 柱后衍生化 柱后衍生化可直接应用于

已建立的代谢物原型分析方法，有助于缩短分析

方法的开发周期。同时，由于衍生化反应发生后

产物直接进入检测器，对衍生化产物的稳定性要

求不高，适用于化学性质活泼的代谢物检测。目

前研究人员综合比较了柱前衍生化与柱后衍生化

在测定人胎盘组织液中氨基酸含量实验中的表

现［23］，结果表明虽然两种方法均能满足 18种氨基

酸的体内测定要求，但柱后衍生法在反应产率及

产物稳定性方面优于柱前衍生法。

2 靶向多类基团的衍生化方法及应用

单一衍生化试剂的使用能够改善物质的色谱

分离与质谱响应，但是受限于化学反应的专属性，

一类衍生化试剂往往只能与相对应的基团反应，

导致检测覆盖范围有限。靶向多类基团的组合衍

生化反应策略有助于进一步扩大代谢物检测范

围，且目前已有多个衍生化试剂联用的代谢组学

研究实例。多基团衍生化的典型实验流程如图 6
所示。根据衍生化试剂是否分步加入反应体系，

可将多基团衍生化反应分为“一锅法”和“多

步法”。

2. 1 一锅法

植物激素在植物的生命历程中发挥着重要作

用，同时测定多种植物激素的含量有助于理解植

物发育过程中激素的生理功能与调控网络。Cai
等［25］研究人员设计了“一锅法”衍生化方案，即反

应体系含有底物与多种衍生化试剂，多类衍生化

反应同时进行。其将N，N-二乙基乙二胺、2-甲基-

4-苯甲氨基苯硼酸两种衍生化试剂与植物花器官

样本置于同一反应体系，两种试剂将分别与羧基

类激素和类固醇类激素反应，反应结束后，利用

LC-MS分析植物样本中激素水平。由于两种衍生

Figure 4 Representative derivatization reagents for carbonyl

Figure 5 Representative derivatization reagents for hydrosulphonyl

34



第 52卷第 1期 张玺恩，等：化学衍生化技术在靶向代谢组学LC-MS中的应用与进展

化试剂具有基团靶向性且两者最佳反应条件相

近，产物的归属相对明确，该方法与两种衍生化试

剂各自单独反应相比能够缩短反应时间，提升分

析通量。虽然该方法操作简单易行，但是受限于

衍生化试剂的选择范围、反应条件等因素，各类代

谢物衍生化效率无法同时达到最优。同时，多类

衍生化试剂组成的反应体系较为复杂，衍生化过

程可能生成大量副产物。因此，该方法在如何提

高反应产率及降低副产物的生成等方面仍有待

改善。

2. 2 多步法

“多步法”衍生化方案为衍生化试剂依次与底

物反应，一个反应体系中只存在一种衍生化试剂。

多步法包括串联法与并联法，串联法为一份生物

样本与多种衍生化试剂逐步反应，并联法为多份

生物样本与多种衍生化试剂同时反应后分析进

样。为了与氨基、羧基、羰基、巯基靶向反应，Yuan
等［26］设计并合成了 2-二甲基氨基乙胺、2-（2-肼基-

2-乙氧基）-异喹啉-2-溴化铵、4-（N，N-二甲基氨基）

苯基异硫氰酸酯、丙酮基喹啉溴化物 4种衍生化试

剂及对应的稳定同位素标记试剂，分别同生物样

本反应后进入仪器分析，整合 4组实验数据以实现

对多类代谢物的同时检测。研究人员从反应效率

方面比较了串、并联衍生化反应模式，确定了丹磺

酰氯与丹磺酰哌嗪两种衍生化试剂以并联模式靶

向与氨基、羧基反应，实现了对 80余种代谢物的绝

对定量测定［27］。为了解决并联反应消耗样本量较

多的问题，Huang等［28］开发了针对稀缺样本的代谢

组学串联式组合衍生化方法。首先将 2-（二甲基

氨基）乙酰氯加入人体心脏组织样本匀浆液中与

氨基反应，之后加入N，N-二乙基乙二胺与羧基反

应，最后 LC-MS分析检测人样本中各代谢物的含

量。表 1从操作难易程度、时间成本、所需样品量

及反应结果等多方面对上述两种反应模式进行了

比较。相较于一锅法，多步衍生化法的实验过程

更为复杂繁琐，耗时更长。然而，由于其无需考虑

试剂兼容性问题，衍生化试剂选择范围更广，各类

试剂不会相互干扰，衍生化反应可以在各自最优

条件下进行使得反应效率能够达到最大化。

3 展望与挑战

3. 1 新型衍生化试剂的合理设计与应用

衍生化方法测定生物小分子最早应用于 LC-

UV分析平台，因此，目前大多数衍生化试剂含有

苯环等具有良好紫外吸收的结构。随着仪器不断

更新，目前代谢组学的主流分析手段为 LC-MS，然
而相应的质谱专属衍生化试剂还未见报道。Xiao
等［29］利用计算机模拟技术从量子化学角度探究了

3种衍生化试剂结构与质谱响应之间的关系，利用

质子亲和力、气体碱度和油水分配系数等参数建

立了质谱离子化效率计算模型，模拟结果与实验

结果一致。这项研究的结论提示可以通过计算、

优化相应的参数来设计具有显著增敏效果的衍生

化试剂。衍生化试剂结构与质谱增敏之间的定量

关系还有待深入探索，该方面的研究将为质谱专

Figure 6 Typical scheme of multi-derivatization reaction[24]

Table 1 Comparison of different multi-derivatization reaction methods
Factor

Operation
Selection range of reagents
Time consumed
Sample needed
Interference between reactions
Efficiency
Product classification

One-pot
Easy
Narrow
Short
Less
Maybe severe
Relatively low
Ambiguous

Multi-steps
Complex
Wide
Long
More
None or little
Relatively high
Clear
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属的衍生化试剂的开发提供理论依据。蛋白质组

学中用于肽段标记的 iTRAQ试剂因其强大的定量

能力备受科研人员青睐，该衍生化试剂也被引入

代谢组学的研究中。An等［30］为研究抗结核药物异

烟肼致肝损伤的机制，利用 iTRAQ试剂对氨基酸

及其相关氨基类代谢物进行了定量测定。由于该

试剂中报告基团的多样性，可最多同时对 8类样本

进行反应、检测，极大地提高了分析通量。因此设

计与开发具有多个同位素标记位点的衍生化试剂

将为高通量、宽覆盖的代谢组学分析方法的建立

提供有力的支持。

3. 2 新型材料与衍生化试剂的联合使用

常用的生物样本前处理方法包括蛋白沉淀

法、液液萃取法、固相萃取法等。Wu等［31］根据氨

基、羧基等物质的结构特点，在加入有机试剂沉淀

蛋白后加入相应的固相萃取材料，吸附的代谢物

选择性地与靶向衍生化试剂反应。衍生化产物分

别在亲水色谱柱与C18色谱柱上实现色谱分离后进

入质谱分析，其与传统分析方法相比检测灵敏度

更高。高效、彻底地将衍生化产物从复杂的反应

体系中分离富集是方法灵敏度的重要保证。为阐

明天麻素对创伤后抑郁大鼠治疗作用机制，Zhao
等［32］设计了一种新型氧化石墨烯材料，该材料能

够选择性地吸附相应神经递质衍生化产物，简化

了后处理步骤。与传统液液萃取方法相比，此方

案能降低产物在萃取－吹干－复溶过程中的损失，

减少了生物样本中可能存在的基质干扰，提升了

分析方法的灵敏度与重现性。综上所述，代谢组

学的样品前处理、衍生化反应及衍生化试剂反应

后处理等过程相对独立，如何将三者高效地结合

将是代谢组学方法开发的一大创新点。

尽管衍生化反应能够优化代谢物的分离与检

测结果，但是现阶段该方法依然存在时间成本增

加和可能引入副产物等缺陷。未来随着高效、专

属、符合绿色化学要求的新型衍生化试剂的开发，

衍生化技术将在靶向代谢组学研究领域中具有更

广泛的应用前景。
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