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沃特世科技（上海）有限公司

Waters 高分辨LCMS系统原理与应用
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主要内容

 Vion淌度质谱的原理介绍

 超高效液相色谱（UPLC）

 质谱工作原理(QTOF）

流动相及添加剂
色谱柱
梯度设置

ESI的原理和特点
TOF的原理和特点
质谱的校正方式
MSE 采集模式
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什么是离子淌度？

 离子淌度（Ion Mobility）：

单位场强下离子迁移的速率，又叫离子迁移率

 离子淌度的量纲：

电位梯度为每米1伏特时的迁移速率称为此种离子的淌度

单位是米2/(秒·伏特)

 在一定电场强度下，某种离子在一定温度和一定介质中移动的速率是一

定的，其迁移速率只与下面两个因素有关：

–介质的导电率

–化合物的性质

 质谱中的离子淌度分离

– 高真空系统，气相电泳

– 离子迁移率，更多的与化合物自身性质相关

分离技术：电泳
如：毛细管电泳

SDS-PAGE

……
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续 …

 离子淌度

–是代表离子迁移速率特征的物理量

–是化合物自身固有的性质之一

 离子淌度与化合物关系

–分子大小

–分子所带电荷数

–分子形状

碰 撞 截 面
Collision Cross Section, CCS
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Ion mobility separation
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HDMS系统：可以提供多一维的数据

 LC（一维分离 + Intensity）

2维数据：Intensity

Retention time of LC

 LC-MS

3维数据：Intensity

Retention time of LC

m/z

 LC-HDMS

4维数据：Intensity

Retention time of LC

m/z

Drift time (CCS)

二维分离 + Intensity

三维分离 + Intensity 
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Retention CCS Mass
Peak

capacity

QuanTof UPLC/MSUPLC/HDMS

淌度分离的加入，增加了样品的分析容量

分离容量：
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淌度质谱的原理介绍

✓这个理论在80年前就被提出(C.F Powell ,1932) 

✓带电离子进入含有淌度气体(氮气)的淌度池,由于质荷比，分子形状和带电荷数目
的不同，使离子跟碰撞室内的淌度气体的碰撞截面积(CCS)不同而实现分离

(漂移时间）。

✓经过淌度分离的离子，可以得到离子的漂移时间和碰撞截面积，从而进行定性
及离子形状的判断
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VION IMS QTof质谱的内部构造
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专利的StepWave技术-增加灵敏度，提
高检测灵敏度

蓝色为中性物质，黄色为带电离子

StepWave技术

✓使带电离子在电压的作用下，使离
子更好的聚焦（离子束变细），提高
信号响应；

✓将中性物质用机械泵抽走，降低噪
音；

✓信号提高，噪音降低，从而提高灵
敏度
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VION IMS QTof质谱的内部构造
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压力稳定的淌度分离池, 保证淌度分离的
稳定性和重现性

✓淌度池内有压力调控器,检测压力的变化并
进行气体流速的微调，保证淌度管压力不变；
可使无论是连接液相还是直接进样, 保证淌度
分离的稳定性和重现性;

✓T-Wave技术Waters的专利的离子
传输技术,保证离子的传输速度;

✓当把淌度管放在离子源后后面时，梯
度压力的变化会影响到离子 源压力，
离子源压力的变化会影响淌度管的压力，
会导致 导致离子的漂移时间不稳定,因
此会导致CCS值的重现性和稳定性不好
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VION IMS QTof质谱的内部构造
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XS技术使离子束更加聚焦,带来以下好处
- 增加分辨率,

- 提高灵敏度
-增加抗污染能力
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XS 带来的分辨率的提高

Bovine Insulin [M+5H]5+

Resolution > 60,000 FWHM
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VION IMS QTof质谱的内部构造
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 Dual Channel 7.2GHz (up-sampled) 10-bit ADC

QuanTof2 Detector

保证淌度质谱的线性动态范围

x 1

x 0.03

ADC High 
Gain 

Channel

ADC Low 
Gain 

Channel

Peak 
Processing

Peak 
processing

ADC Test 
signal

Apply 
calibration

Combine 
From MS

ADCAmplifier
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QuanTof2，提高淌度质谱的线性动态范围

Dual Channel
No DRE

Linearity and Accurate Mass
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Beyond Resolution

2015 ASMS

实现淌度质谱使用的常规化
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什么是液质联用系统？

液相色谱仪 质谱仪

液质联用系统
Result !
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超高效液相色谱分离

UPLC Separation Method
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液相分离溶剂准备

 常用流动相配备

– A1： 0.1% FA in Water (根据需要，更换其中的添加剂)

– A2: Pure water

– B1: ACN

– B2: MeOH

 对于某些需要严格控制pH值的方法，可以在有机相中也加入相应添加剂

– 如果使用了含添加剂的流动相，请及时冲洗色谱柱，不可以让添加剂在色谱柱

中过夜

 清洗溶液准备

– FL 自动进样器 （Fix Loop，固定进样环定量进样）

o Weak wash：弱洗溶剂， 10% ACN 

o Strong wash:强洗溶剂， 90% ACN 

o Seal wash: 10% ACN 

– FTN 自动进样器（Flow Through Needle，流动针式定量进样）

o Wash：相当于强洗溶剂， 90% ACN

o Purge：相当于弱洗溶剂，10% ACN Seal wash: 10% ACN 

A： 0.1% FA in Water (根据需要，更换其中的添加剂)

B：ACN

C：MeOH

D：Pure Water
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液相分离溶剂准备

 常用流动相配备

– A1： 0.1% FA in Water (根据需要，更换其中的添加剂)

– A2: Pure water

– B1: ACN

– B2: MeOH

 对于某些需要严格控制pH值的方法，可以在有机相中也加入相应添加剂

– 如果使用了含添加剂的流动相，请及时冲洗色谱柱，不可以让添加剂在色谱柱

中过夜

 清洗溶液准备

– FL 自动进样器 （Fix Loop，固定进样环定量进样）

o Weak wash：弱洗溶剂， 10% ACN 

o Strong wash:强洗溶剂， 90% ACN 

o Seal wash: 10% ACN 

– FTN 自动进样器（Flow Through Needle，流动针式定量进样）

o Wash：相当于强洗溶剂， 90% ACN

o Purge：相当于弱洗溶剂，10% ACN Seal wash: 10% ACN 

A： 0.1% FA in Water (根据需要，更换其中的添加剂)

B：ACN

C：MeOH

D：Pure Water

当发现进样环节存在交叉污染时，
建议在强洗溶剂中添加~5%的IPA；

或添加一定比例的导致交叉污染化
合物的适合溶剂

1. 纯水需要每天更换
2. 其他溶剂使用到剩下50~100ml时，

倒掉残余溶剂，清洗试剂瓶后，
再添加新配置的溶剂
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液相分离方法的建立

 色谱柱的选择

– 四种载体类型：BEH/HSS/CSH/Cortecs

– 化学键合相：C18/C8/Phenyl/……

 分离条件的选择

– 流动相的种类，ACN还是MeOH？一般从乙腈开始

– 流动相中是否需要添加剂，需要哪种添加剂？LC与MS相互制衡

o 添加剂的加入，有时会抑制ESI离子化效率；但是会增加流动相的离子强度，对色谱峰形

有利

o 离子对试剂的使用，大大改善色谱峰的拖尾情况；但是也有较强的离子抑制

o 以偏碱性化合物为例，

• 对于MS分析：化合物需要结合正离子，酸性添加剂对提高其MS响应有利；

• 对于反相LC分离：酸性添加剂使其不易在反相色谱柱上保留，对其色谱分离有不利

∴应该平衡LC、MS两者的关系，以达到好的检出效果

（FA、NH4OH≤0.1%，甲酸铵≤10mM)

 BEH（Ethylene Bridged Hybrid)

 HSS（High Strength Silica)

 CSH（Charged Surface Hybrid)

 Cortecs (solid-core pariticles)
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常用的溶剂和添加剂：

⚫甲醇
⚫水
⚫乙腈
⚫异丙醇
⚫甲酸
⚫乙酸
⚫氨水
⚫乙酸铵
⚫甲酸铵
⚫……….

不推荐使用的溶剂和
样品稀释剂：

⚫二氯甲烷
⚫氯仿
⚫甲苯
⚫磷酸盐缓冲液
⚫EDTA

⚫硫酸盐缓冲液
⚫………………..

不要添加：
•三氟乙酸
•三乙胺
•三丁胺

液相分离方法的建立
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 洗脱条件的优化

– 等度洗脱，梯度洗脱？

– 如何设置梯度？

液相色谱方法的建立
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1.ESI的原理和特点

2.TOF的原理和特点

3.质谱校正方式

4. MSE 采集模式

质谱工作原理

Q
TOF
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Vion Schematic

离子源，三个流路空间上互成直角

Tof质量分析器

检测器

四极杆
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什么是质谱仪？

 核心为高真空系统，检测对象：气态离子

 质谱仪主要部件：

– 离子源：将样品（化合物）转化成气态离子

– 质量分析器：将气态离子按质荷比（m/z）的大小依次排列，形成质谱图

– 检测器：记录数据并输出

高真空系统
质量分析器

气态、离子 质谱图

离子源 质量分析器 检测器

TOF
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液质联用：大气压离子化技术

主要工作：

1、气化：把来自液相色谱的液态流动相瞬间气化

2、带电：使待测化合物在温和条件下带上电荷变成离子

离子化效率高低是影响信号的灵敏度、稳定性的主要因素
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两种主要类型: 

1. Electrospray Ionization —— ESI，电喷雾离子化

2. Atmospheric Pressure Chemical Ionization with Heated Nebulizer —

— APCI，大气压化学离子化

液质联用技术的离子源：
—— 化合物由 液体分子 → 气体离子 的过程
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ESI，电喷雾工作原理

IonSpray™ source: Electrospray Ionization (ESI)

softest ionization technique

先带电，后汽化

1、喷针加高电压，使液体中，某种电荷过剩，即液体带电
2、连续带电液体变成带电液滴，由于静电斥力，电荷分布在液滴表面
3、大的带电液滴变成小的带电液滴
4、溶剂继续挥发，形成离子（或离子逸出，或电荷残留）

2

1
3

4
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ESI的电离特点

因为带电过程发生于溶液状态，所以，

◼容易受溶液体系的影响

– 基质效应：因受体系中其他共存化合物的影响（液滴表面离子化竞争），待

测化合物离子的信号强度降低(离子抑制）或异常增高（离子增强）的现象

◼ 容易带多电荷

[M+2H]

ΔM=0.5
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ESI中的多电荷离子

 质谱测定是基于质荷比 (m/z)  （以正模式为例）

–单电荷离子 m/z = (M+H)/1

–双电荷离子 m/z = (M+2H)/2

–多电荷离子 m/z =  (M+nH)/n

 多电荷离子的同位素峰的峰间距: 1/n Da

– 例如，双电荷离子的同位素间距等于 0.5 Da

 多电荷离子可以扩展质谱的质量数检测范围
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当R>10000

可由单个质谱峰同位素峰间距确定离子所带电荷数

单电荷峰：同位素峰间距 ≈ 1 Da

双电荷峰：同位素峰间距 ≈ 0.5 Da

三电荷峰：同位素峰间距 ≈ 0.33 Da

四电荷峰：同位素峰间距 ≈ 0.25 Da

……

[M+H]

ΔM=1

[M+2H]

ΔM=0.5

[M+3H]

ΔM=0.33

[M+4H]

ΔM=0.25
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电压参数
1、Capilliary: 喷雾电压，一般3.0 for 

Positive, 2.5 for Negative

2、Cone：锥孔电压，30-50V

气化参数
1、Desolvation Temp：气化温度，去溶剂
气温度，联LC时，450~550℃
2、Desolvation (L/Hr)：去溶剂气流量，
联LC时，800~1000

3、Cone (L/Hr)：锥孔反吹气，≥ 50

ESI电离，参数含义与设置：



©2017 Waters Corporation 37

四极杆质量分析器

RF：射频电压
DC：直流电压
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QTOF里，四极杆（Q）主要运行方式：

1、RF only，离子通道

2、固定RF和DC，离子选择模式
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飞行时间质量分析器

Time Of Flight, TOF
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飞行时间质量分析器

飞行时间质谱的核心部分是一个无场、无极的离子自由漂移管

加速后的离子具有相同的动能 zVmv =2

2

1 2/1)
2

(
m

zV
v =

样品
离子流

v

L
t =
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飞行时间质谱分析器（续）

 m/z小的离子，漂移运动的速度快，先通过漂移管，到达检测器；

m/z大的离子，漂移运动的速度慢，后到达检测器。根据到达检测时间的

长短，区分 m/z

 因为离子在漂移管中自由飞行，数据采集时选择离子很难实现，目

前的技术只能做全扫描

 m/z小的离子，由于检测时间相对短，扩散效应小，表现为质谱峰

窄；相应的，m/z大的离子，质谱峰相对宽一些，分辨率相对来说是常

数

 灵敏度高，扫描速度快，结构简单（原理简单）

加速后的离子具有相同的动能

 但是当 m/z 减小到一定值时，如 200 以下，其峰宽已窄到自然展

宽的最小值，不会再变窄，此时计算出的分辨率会迅速下降

zVmv =2

2

1 2/1)
2

(
m

zV
v =
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而在实际工作中，有时很难找
到相邻的且峰高相等的两个峰，
同时峰谷又为峰高的10％

在这种情况下，可任选一单峰，
测其峰高5％处的峰宽W0.05即可
当作上式中的Δm，此时分辨率定
义为:   

R = m/W0.05

如果该峰是高斯型的，上述两
式计算结果是一样的

对于TOF型质谱，要求稍宽松
些，Δm指 50%峰高时对应的峰
宽，即半峰宽

质谱分辨率的计算：

10%
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There is a shortcut to the 

Resolution Calculator on your 

desk top, which will display the 

resolution using the values 

highlighted

(located: 

C:\MassLynx\SpectrumTools)

0.0236

分辨率的计算
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什么是精确质量数? ……mDa & ppm

 绝对误差，AE:

– （Mass (测量值) – Mass (理论值)）×103

– mDa

(milli Da)

 相对误差，RE:

– ppm

(part per million)

绝对误差

Mass (理论值)

× 106

e.g.  LeuEnk, ESI (+)

MW (理论值) = 556.2771

MW (测量值) = 556.2778

AE = 556.2778-556.2771

= 0.0007 Da

= 0.7mDa

RE = 0.0007/556.2771

= 0.00000108

= 1.08 ppm

质量数测定的准确度，…… 用质量数的测量误差衡量
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m/z

Mass Tolerance

质量数理论值

高分辨质谱进行质量数测定时，

精确质量数：
绝对误差（ΔM ），单位：mDa

相对误差（ΔM / M），单位：ppm

百万分之一R=
M

FWHH

分辨率

极值误差的范围
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Mass tolerance: 50 ppm

分子式有37 种可能性

Mass tolerance: 3 ppm

分子式有 3 种可能性

“Mass Tolerance” 与可能的分子式数目
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所以说，

质量数测的越准，

根据质量数来确定可能的分子式时，设置的“Mass Tolerance”可

以越小，

获得的可能的分子式的数目越少，

定性工作的难度、工作量将会大大减小！

一个质量数 → 若干个分子式

一个分子式 → 若干个结构式

少！
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Calibration
质量数校正

1. 质量轴校正
2. 实时质量数校正：实验过程中的质量数微调

Waters 专利 Lockmass
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1. 质量轴校正
（如：Major Mix IMS[186008113]）

1, 点击“start”开始自动校正后，在此界面
会出现实时校正的情况

2, setup会优化以下参数：
双通道ADC比值的精确测量， Detector setup，
优化质谱的分辨率
在非淌度模式下进行质量数的校正,1000，2000

在淌度模式下进行CCS值的校正，1000，2000



©2017 Waters Corporation 53

 内标法校正：

– 利用一张质谱图中的已知质量数，来

调节校正其他质量数的方法

– 实时性好，校正试剂与实际样品离子

同时采集，质量数准确度高

– 但是，由于样品与校正试剂同时采样：

o 离子抑制

o 校正试剂与样品相互作用，校正试剂需

具有化学惰性

o 图谱复杂，校正试剂纯度要求高，昂贵

o 不能对MSMS进行校正

 外标法校正

– 不同质谱图之间的质量数校正

– 没有，或较少：

o 离子抑制

o 校正剂与样品相互作用

o 图谱复杂

– 对MS、MSMS皆适用

– 校正试剂相对便宜、易找

– 但是，由于实时性差

o 校正质量数的准确性较差

LC condition

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

%

0

100

test-vera_vitro_50uM_15min 478 (3.963) 2: TOF MS ES+ 
2.00e3165.0889

150.0690
135.0454

107.0503

455.2802

303.2039260.1665

177.0944
304.2096

305.2152
453.2852

456.2913

477.2744

LC condition

m/z
100 200 300 400 500 600 700 800

%

0

100

m/z
100 200 300 400 500 600 700 800

%

0

100

test-vera_vitro_50uM_15min 24 (4.007) 3: TOF MS ES+ 
775*

556.3403

397.2349
278.1435

!
120.0886

455.3377

609.3560

610.3588

730.2812

test-vera_vitro_50uM_15min 476 (3.947) Cm (468:485) 2: TOF MS ES+ 
2.10e4165.1032

135.0495

134.0736

455.2842

303.2063

304.2234

306.1191

456.3183

457.2879

479.2886 664.6082

2、实时质量数校正（微调）
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Waters 专利 LockSpray 技术
——双 ESI 喷针离子源设计

校正试剂

样品 1.两个ESI喷针始终连续喷雾

• 确保喷雾的稳定性

• 确保信号的稳定性

2.软件控制挡板旋转频率

3.分别采集样品、标准品的质

谱信号

• 信号无相互干扰

实时性大大增加的外标法校正技术
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MSE Function

两个功能相互切换：
Function 1: Low CE spectrum: Parent ions

Function 2: High CE spectrum: Fragment ions
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Waters推荐全时段全信息数据采集：LC-MSE

LE

EE

LE

EE

Parallel LCMS (LCMSE)

…a dual function LC-MS protocol

MS
E

 is a UNBIASED process

MS
E

 is a CONTINUOUS process

1 sec0.1s

“E”:（能量）提升的

两个功能相互切换：
Function 1, LE : Low CE spectrum，parent ions

Function 2, EE : High CE spectrum，fragment ions
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What is MSE…

LE

EE

基本解析原理：（Waters Patented…）

母离子与其碎片离子应该具有相同的色谱表现

两个功能相互切换：
Function 1: Low CE spectrum: parent ions

Function 2: High CE spectrum: fragment ions
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What is MSE…

LE

基本解析原理：（Waters Patented…）

母离子与其碎片离子应该具有相同的色谱表现
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MSE —— co-elution ?

Low Energy

High Energy

XIC

XIC

RT

RT

m/z

m/z

m/zm/z m/zm/z

HDMSE Ion Mobility enabling: Synapt/Vion
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MSE —— co-elution ?

Low Energy

High Energy

XIC

XIC

RT

RT

m/z

m/z

m/zm/z

m/zm/z

HDMSE Ion Mobility enabling: Synapt/Vion
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MSE 质谱采集技术特点

 MSE是一种简单实用的专利技术，它可以实现样品进样一次同时得到一级质谱

图和丰富的离子碎片信息，其中包括了母离子扫描、子离子扫描和中性丢失扫

描的结果，并且避免了信号丢失。
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1.ESI的原理和特点

2.TOF的原理和特点

3.质谱校正方式

4. MSE 采集模式

质谱工作原理内容回顾

精确质量数

全信息的质谱数据采集

高分辨率

实时外标法质量数校正

高、低能量切换

具有精确质量数的母离子，可以推测化合物可能的分子式
具有精确质量数的碎片离子，可以预测、匹配化合物的结构式

用于定性分析、结构解析

气态、离子
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数据处理
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每一个数据点 → 一张质谱图 → 若干个m/z
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复杂体系中化合物的定性分析：

 目标化合物的定性确认

– 知道待分析化合物的列表

– 而且，拥有每一种化合物的标准品

 半目标化合物的定性确认

– 知道待分析化合物的列表，但是没有标准品

 非目标（未知）化合物定性鉴定

– 不知道待分析化合物的具体信息

– 需要进行结构鉴定

单位分辨率质谱
串联四极杆，MRM

高分辨串联质谱系统，全扫描
配合软件进行数据分析



©2017 Waters Corporation 66

如何进行复杂体系中化合物的定性分析？

1、质量数全扫描方式采集数据

2、找到感兴趣的m/z

3、软件协助寻找，并处理数据

研究、分析的目的

已知、未知
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如何进行复杂体系中化合物的定性分析？

 复杂体系中，是否存在某个，或某些已知化合物？

– 药物（农药、兽药、生物毒素…）残留分析

– 添加剂分析

– 中药非法添加分析

– 中药有效成分分析 ……

 复杂体系中，跟某个化合物相关的一系列化合物？

– 药物的代谢产物鉴定分析

– 化合物的降解产物鉴定分析

– 化合物的杂质在线分析……

 不同复杂体系中，统计学方式，寻找差异组分

– 代谢组学研究

– 不同水质分析

– 不同产地的植物差异分析：道地药材…

– 故障产品的错误诊断

软件协助找到感兴趣的m/z

筛查分析类(Screening)

代谢物鉴定类(Met ID)

代谢组学类
(Metabolomics)
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找到了感兴趣的 m/z，

元素组成/分子式

结构式/化合物

化合物定性分析的一般流程

已知：Confirm 未知：Identify
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LCMS得到庞大的数据

逐一提取色谱峰

通过精确质量得到分子式

搜索在线数据库得到可能的结构

查阅文献-可能的碎片信息

确证结构

传统的研究思路

LCMS得到庞大的数据

软件背景提取色谱峰

通过精确质量得到分子式

与数据库发生匹配

软件背景对碎片自动确证

确证结构

UNIFI成分谱分析解决方案

一
步
到
位




