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摘要
本应用简报展示了如何使用适用于 GC/TQ 的 Agilent MassHunter Optimizer 实现高
度自动化的整体多反应监测 (MRM) 数据采集方法开发。即使在存在色谱干扰的情
况下，用于 GC/TQ 的 Optimizer 也可以通过质谱解卷积可靠地鉴定母离子。在开发 
MRM 数据采集方法时，该工具可节省大量时间并减少手动审查工作。采用与美国国
家环境保护局 (EPA) 方法 8270 相关的 83 种化合物的混合物挑战该工艺，并评估共
流出物对 MRM 方法开发的影响。

Optimizer 工具的主要优势包括：

• 节省 MRM 方法的开发优化时间

• 自动完成并减少手工工作

• 重现性

• 从 GC/MSD 方法平稳过渡至 GC/TQ

• 内置审查工具

使用适用于 GC/TQ 的 Agilent 
MassHunter Optimizer 根据 US EPA 
方法 8270 进行自动化 MRM 方法开发
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前言
GC/MS/MS MRM 离子对的开发是一个具
有挑战性且耗时的多步过程，通常由于分
析物共流出和基质干扰而变得更加复杂。
传统上，需要由经验丰富的科学家进行
手动干预。用于 GC/TQ 的 MassHunter 
Optimizer 可自动优化 MRM 模式下的数
据采集参数。

整体 MRM 方法开发可高度自动化完成，
无需用户交互。或者，可以单独执行各个
优化步骤。这些步骤包括：

• 使用谱库搜索解卷积谱图鉴定分析物

• 鉴定母离子

• 在各种碰撞能量下鉴定子离子

• 选择子离子

• 优化碰撞能量

用于 GC/TQ 的 Optimizer 可使用多种工作
流程，例如从扫描数据开始和从 SIM 离子
开始，使新 GC/TQ 用户可以将现有的单
四极杆扫描或 SIM 方法转换为三重四极杆 
MRM 方法。现有 TQ 用户可采用从 MRM 
开始工作流程重新优化当前 MRM 的碰撞
能量，并更新其在新色谱条件下的保留时
间。对于现有 MRM 方法，保留时间更新
功能可用于确保无缝转换为修改后的色谱
条件，例如新的色谱固定相或气相色谱柱
箱温度程序。

在本应用简报中，针对 83 种半挥发性
化合物（包括目标物、替代物和 US EPA 
8270 的内标）开发出一种 MRM 采集方
法。展示了四种工作流程，从不同的采集
方法（例如扫描、SIM 和 MRM）开始：

• 从扫描数据开始时，鉴定出 83 种化
合物。测定母离子和子离子，并优化
碰撞能量

• 从 SIM 离子开始工作流程能够对导
入的 SIM 离子进行子离子鉴定，并
优化 83 种化合物的 351 种 MRM 离
子对的碰撞能量

• 采用从 MRM 开始工作流程对 83 种
化合物的碰撞能量进行重新优化

• 使用更新保留时间功能更新 MRM 方
法的保留时间

利用包含  8 3  种半挥发性化合物的 
8270“全混合物”(AccuStandard) 挑战
该过程并评估共流出物的影响。尽管整个 
MRM 开发过程在很大程度上取得成功，
但共流出物有时可能导致复杂化，需要进
行审查和手动干预。

实验部分
用于 GC/TQ 的 MassHunter Optimizer 将
随 Agilent MassHunter GC/MS 数据采集
软件 10.0 及更高版本自动安装。支持与 
Agilent 7000 系列和 7010 系列 GC/TQ 配
合使用。使用安捷伦 GC/MS 配置工具
配置 GC/TQ 仪器后，将创建一个桌面图
标。需要采用现有的数据采集方法启动 
MRM 开发。开发和优化 MRM 离子对时，
将保留采集方法的所有气相色谱参数。

本应用简报介绍了四种工作流程，包括
从扫描数据开始、从 SIM 离子开始、从 
MRM 开始以及从 MRM 开始时的保留时
间更新。本研究采用 Agilent 7890/7000D 
三重四极杆气质联用系统、A g i l e n t 
MassHunter GC/MS 数据采集软件 10.0 
版和 Agilent MassHunter 未知物分析软件 
10.0 版。先前已对初始采集方法进行了
优化，将其成功应用于半挥发性化合物的 
GC/MSD 分析，可满足 US EPA 8270 方法
的性能要求[1]。

从扫描数据开始
从扫描数据开始工作流程包括以下步骤，
依次执行：

• 采集或导入全扫描数据以鉴定目标化
合物

• 鉴定母离子

• 鉴定子离子

• 优化碰撞能量

在本研究中，通过 MS1 扫描采集扫描数
据，扫描时间为 450 ms，采样速率为每
秒五个样品。从扫描开始时，MRM 开发
的第一步是使用谱库搜索解卷积谱图来鉴
定分析物。它可以正确鉴定目标分析物，
即使在存在色谱干扰物质（如柱流失或共
流出分析物或基质干扰物质）的情况下，
也能够可靠地选择母离子。将质谱解卷
积和谱库搜索算法与 Agilent MassHunter 
未知物分析软件配合使用。用于 GC/TQ 
的 Optimizer 支持的谱库格式包括 *.L 
和 *.mslibrary.xml。允许灵活采用大型
光谱库（如 NIST）或用户借助 Agilent 
MassHunter 谱库编辑器软件创建的小型
谱库。在本应用简报中，采用 NIST17 质
谱库进行化合物鉴定。
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MRM 开发的后三个步骤可实现自动化，
而无需用户干预。或者，可以在继续实施
下一步之前查看每个步骤的结果。在继续
操作之前，用户可以修改自动选择结果并
根据需要选择额外的离子。在本应用简报
中，继续执行以下优化步骤之前，首先对
母离子和子离子选择进行审查。

从扫描数据开始工作流程能够在 6 小时
内完成 12 次进样的优化。

从 SIM 离子开始
从 SIM 离子开始工作流程包括以下步骤，
依次执行：

• 将目标化合物的 SIM 离子导入为 .CSV 
文件，其中包括化合物名称和保留
时间。或者，可以从先前创建的 SIM 
采集方法中导入 SIM 离子

• 子离子扫描和鉴定

• 碰撞能量优化

从 SIM 离子开始工作流程能够在 5.5 小时
内完成 11 次进样的优化。

从 MRM 开始
从 MRM 开始工作流程包括以下步骤：

• 从先前创建的 MRM 采集方法或 .CSV 
文件导入 MRM 离子对

• 优化碰撞能量

所有这三种工作流程均包括碰撞能量优化
步骤。从扫描或 SIM 开始时，将执行子离
子鉴定。在从扫描数据开始工作流程中，
首先必须执行化合物和母离子鉴定步骤。

完成 MRM 开发和碰撞能量优化后，可以
将开发的采集方法另存为基于时间段的 
MRM 方法或动态 MRM (dMRM) 方法。
后一种选项允许用户定义最短驻留时间和
每秒循环次数。

要更新保留时间，请导入现有的 MRM 或 
SIM 方法，且必须执行色谱运行。 

从 MRM 开始工作流程能够在 2 小时内完
成 4 次进样的优化。 

结果与讨论

从扫描数据开始：谱库搜索和母离子 
鉴定
使用采集的 EPA 8270 标准“全”混合物
的全扫描色谱图，通过在 NIST17 质谱库
中搜索解卷积质谱图，鉴定出 83 种半挥
发性化合物（包括替代物和内标）。利用
这 83 种半挥发性化合物挑战该过程并评
估共流出物的影响，这些共流出物可能
使 MRM 开发过程复杂化且需要进行手动
审查。图 1A 显示了完成化合物鉴定后的 
Optimizer 窗口。该窗口包括：

• 化合物表

• 包含标记谱峰的 GC/MS 色谱图

• 突出显示的化合物的解卷积质谱图

• 突出显示的化合物的母离子

• 针对所有鉴定出的化合物选择的所有
母离子汇总

谱库匹配得分显示在图 1A 表中的“匹配
结果得分”列下。谱库中可用的信息（例
如化合物名称、CAS 号、分子式和分子
量）将导入 Optimizer 的“化合物表”
中。在化合物表中选中各种鉴定出的化
合物时，将显示其解卷积质谱图。图 1A 
的右下方显示了突出显示的化合物 2-甲
基-4,6-二硝基苯酚 (DNOC) 的解卷积质谱
图。质谱解卷积能够正确鉴定化合物，并
可靠地选择母离子，即使存在色谱干扰物
质（如柱流失或共流出峰）也是如此。建
议的母离子以绿色突出显示。

请注意，软件建议的母离子基于丰度和 
m/z 值进行选择。另外，从一个簇中选择
的离子不超过两种。例如，尽管 m/z 168 
的丰度低于离子 m/z 51 和 53，但由于其
具有较高的 m/z 值和唯一性，因此自动
选择其作为母离子。

用户可通过取消选中所选的离子并检查
其他可用的离子，来覆盖软件建议的母 
离子。

在化合物表中选中相应的化合物时，将
显示可用的母离子列表。DNOC 可用的
母离子显示在 DNOC 表（图 1A 所示的 
Optimizer 窗口中的第二个表）中。表中
选择的离子由软件自动选择为母离子，因
为已经将 Optimizer 方法设置为针对各种
化合物选择不超过四种离子作为母离子，
如图 1B 中的母离子鉴定参数所示。
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A

B

图 1A. 用于 GC/TQ 的 Agilent MassHunter Optimizer 窗口，示出化合物鉴定结果 

图 1B. 用于 GC/TQ 的 Agilent MassHunter Optimizer 窗口，示出母离子鉴定参数

以下 MRM 开发步骤（即子离子鉴定和碰
撞能量优化）可自动化完成，用户只需审
查最终优化的离子对。它也可以手动完
成，允许用户在执行碰撞能量优化步骤之
前审查子离子的选择。

从扫描数据开始：子离子鉴定
子离子优化可能需要多次进样，具体取决
于每种分析物的母离子数量以及目标物的
色谱分离度。建议使分析物实现色谱基
线分离，以确保最有效的 MRM 开发。但
是，如果共流出化合物的质谱图不同且化
合物的响应丰度相当，则可以对共流出
化合物进行 MRM 开发。为执行共流出目
标物的 MRM 开发，可能需要进行额外的 
进样。
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在本研究中，在 22 分钟内分析了具有挑
战性的 83 种分析物的混合物。如图 1A 
化合物表中突出显示的黄色条目，83 种
目标化合物中的某些化合物发生共流出。
为了对 83 种目标化合物进行子离子扫
描，需要进行七次进样。如果忽略共流出
化合物，则可以通过三次进样对其余化合
物进行子离子鉴定。

通过用户在子离子鉴定参数下定义的多种
碰撞能量下的子离子扫描，进行各种母离
子的子离子鉴定（图 2B）。子离子扫描
最多允许采用四种碰撞能量。在本研究
中，采用默认值 5、15、25 和 35 eV 执

图 2A. 子离子鉴定结果，在子离子扫描表中突出显示了 DNOC 的子离子 (m/z 198)

A

图 2B. 子离子鉴定参数

B
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行子离子扫描实验。子离子鉴定结果如
图 2A 所示，其中子离子扫描表中突出显
示了 DNOC。该窗口包括：

• 子离子扫描表，其中每行对应一个母
离子

• 子离子扫描的总离子色谱图 (TIC)

• 在四种不同碰撞能量下采集的突出显
示母离子的子离子扫描质谱图

• 各种母离子的可用子离子表

• 选择的所有子离子汇总

子离子鉴定参数如图 2B 所示。子离子基
于其丰度和聚类进行选择，如图  2A 中 

DNOC 的 m/z 198 母离子所示。如果手
动修改了子离子鉴定步骤，则用户可以通
过取消选择所选离子并检查可用离子，来
覆盖软件建议的子离子。

从扫描数据开始：碰撞能量优化
可在上一步中选择的值附近或在用户定义
的范围内执行碰撞能量优化。在本研究
中，围绕子离子鉴定步骤中发现的四个
值中的最佳值优化碰撞能量（图 3B）。
碰撞能量优化结果如图  3A 所示，其中 
MRM 离子对表中突出显示了 DNOC 的 
198 & 120.1 离子对。该窗口包括：

• MRM 离子对表，其中每行对应一个 
MRM 离子对

• 在各种测试的碰撞能量值下采集的 
TIC

• 离子碎裂曲线，其中显示了 MRM 离
子对丰度与碰撞能量的关系图

• 突出显示的 MRM 离子对的碰撞能量
及相应丰度

为针对所有 83 种目标物开发的 MRM 执
行碰撞能量优化，需要进行四次进样。
如果忽略共流出化合物，则只需一次进
样即可完成其余 MRM 离子对的碰撞能量 
优化。

图 3A. 碰撞能量优化结果，其中 MRM 离子对表中突出显示了 DNOC 的 198 & 120.1 离子对
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从扫描数据开始：替代工作流程
从扫描数据开始工作流程有意采用包含 
83 种半挥发性化合物的复杂混合物，以
挑战该过程并评估共流出物的影响，这些
共流出物可能使 MRM 开发过程复杂化且
需要进行手动审查。另一种优化方法是将 
83 种目标物拆分为多种不同的混合物，
从而最大程度减少共流出以及手动修改和
用户干预的需要。如果拆分样品很繁琐，
则替代工作流程是将化合物列表拆分为多
个项目。然后，分别优化每个列表中的化
合物，并将结果保存为 .CSV 文件。可以
将所有 .CSV 文件导入新项目中，以创建
完整的 MRM 采集方法。该方法可最大程
度减少共流出，并减少一个 MRM 开发项
目中所需的进样次数。

从 SIM 离子开始
当 SIM 采集方法可用时（例如从现有的 
GC/MSD 方法采集），要开发 MRM 离子
对，可加载 SIM 采集方法或正确格式化
的 .CSV 文件以启动从 SIM 离子开始工
作流程。在本研究中，将 83 种化合物的 
130 个 SIM 离子作为 .CSV 文件导入，
其中包含有关化合物名称、离子和保留
时间的信息（图 4A）。从 SIM 离子开始
时，将导入的离子用作母离子，MRM 开
发从子离子扫描开始，然后进行碰撞能量
优化。如果当前色谱条件下的保留时间不
同，则 Optimizer 允许用户采集并分析 SIM 
数据以确定保留时间。更新后的保留时间
显示在 SIM 离子表中，如图 4B 所示。

图 4A. 化合物表，列出从 SIM 离子开始工作流程中以 .CSV 文件格式导入的目标化合物

A

图 3B. 碰撞能量优化参数

B
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B

图 4B. 在从 SIM 离子开始工作流程中导入的 SIM 离子，包含目标化合物的原始保留时间和更新
后的保留时间

在本研究中，从 130 个导入的 SIM 离子开
始，针对 83 种目标化合物开发出 351 个 
MRM 离子对。子离子扫描步骤需要进行
七次进样，然后进行四次进样以优化碰
撞能量。因此，所有 83 种化合物的优化
在 5.5 小时内完成。在该工作流程中，用
于子离子鉴定和碰撞能量优化的参数与
“从扫描数据开始”工作流程中的参数相
同，如图 2B 和图 3B 所示。从 SIM 离子
开始时得到的 MRM 开发结果按照与从扫
描数据开始工作流程相同的方式显示，如
图 3A 所示。自动创建 EPA 8270 MRM 方
法，可使用 Optimizer 从 GC/MSD SIM 成
功实现迁移。
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从 MRM 开始
为重新优化现有 MRM 离子对的碰撞能
量，将加载 MRM 采集方法以启动从 MRM 
开始工作流程。在本研究中，导入 83 种
化合物的 166 个 MRM 离子对（图 5）。
如果当前色谱条件下的保留时间不同，
则 Optimizer 允许用户采集并分析 MRM 
或 dMRM 数据以更新保留时间。更新后
的保留时间显示在 MRM 离子对表中，如
图 5 所示。

在本研究中，通过四次进样重新优化了 
83 种化合物的 166 个 MRM 离子对的碰
撞能量。在该工作流程中，用于碰撞能量
优化的参数与前文所述的从扫描数据开始
和从 SIM 离子开始工作流程中的参数相
同，如图 3B 所示。从 SIM 离子开始时得
到的碰撞能量优化结果按照与从扫描数据
开始或从 SIM 离子开始工作流程相同的
方式显示，如图 3A 所示，其中额外的一
列显示碰撞能量旧值。

当需要提高基质中分析的选择性时，从 
MRM 开始工作流程可能特别有用。在基
质中确定的最佳碰撞能量可能不同于在溶
剂中优化的值。

图 5. MRM 离子对表，列出从 MRM 采集方法导入的目标化合物的 MRM 离子对，以及来自从 MRM 开始工作
流程的原始保留时间和更新后的保留时间
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更新保留时间
当修改色谱条件和预期保留时间发生变
化时，用于  SIM 和  MRM 采集方法的 
Optimizer 中提供的更新保留时间功能很
有用。该功能可以在无需用户干预的情况
下实现保留时间更新。如果多种化合物产
生相同的 SIM 离子或 MRM 离子对，则
建议对更新后的结果进行审查。图 6A 显
示了保留时间更新前后的五种化合物的 
MRM 色谱图。这些化合物的原始保留时
间和更新后的保留时间如图 6B 所示。

在开发 MRM 数据采集方法时，用于 GC/TQ  
的 Optimizer 可节省大量时间并减少手动
审查工作。本文中讨论的各种工作流程所
需的时间和进样次数汇总于表 1 中。

审查结果并保存方法
完成碰撞能量优化后，可审查结果，并保
存采集方法。有关所有开发出的离子对
的信息，显示在图 7A 的扩展表视图中。
要保存的排名最高的 MRM 离子对数量
由选择排名最高的离子对数量中指定的
数量定义；采集方法中将仅包括经过检
查的 MRM 离子对。在本研究中，选中并
保存所有开发出的 MRM 离子对。为简
化方法审查，提供了结果表的嵌套视图 
（图 7B）。

可以将开发出的 MRM 采集方法另存为基
于时间段的 MRM 方法或动态 MRM 方法
（图 8）。保存方法时，用户可以定义最短
驻留时间和每秒循环次数。也可以将开发
出的离子对导出为 .CSV 文件。

图 6. 五种化合物在保留时间更新前后的 MRM 色谱图 (A) 以及这些化合物的原始保留时间和更新后的保留时
间 (B)

A

B

表 1. 8270“全混合物”优化所需的时间和进样次数

工作流程 本研究中所需的进样次数* 时间**

从扫描数据开始 12 6 小时

从 SIM 离子开始 11 5.5 小时

从 MRM 开始 4 2 小时

根据时间段窗口内的微小偏移更新保留时间 1 0.5 小时

根据较大的偏移更新保留时间 6 3 小时

* 该表中的次数专门针对本 8270 研究。共流出化合物之间的干扰越少，所需的进样次数就越少。每种化合物的
母离子越多，则需要越多的进样次数进行子离子扫描

** 仪器分析周期为 30 分钟
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图 7. 放大图中的 MRM 离子对优化结果 (A) 和包含展开的 DNOC 结果的嵌套视图 (B)

A

B

图 8. 采用适用于 GC/TQ 的 Agilent MassHunter Optimizer 创建方法
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所开发和优化的 MRM 采集方法已成功
用于半挥发性化合物分析，符合 US EPA 
8270E 的性能要求，结果在其他文章中
列出[2]。

结论
高度自动化 MRM 采集工具支持四种工作
流程。展示了用于 GC/TQ 的 MassHunter 
Optimizer，针对包含 83 种半挥发性目标
物的复杂的 US EPA 8270“全混合物”进
行 MRM 方法开发。利用 8270“全混合
物”挑战该过程并评估共流出物的影响。
四种工作流程从不同的采集方法（例如，
扫描、SIM 和 MRM）开始。从扫描数据
和 SIM 离子开始，开发出 MRM 离子对
并对碰撞能量进行了优化。自动创建 EPA 
8270 MRM 方法，可使用 Optimizer 从 
GC/MSD SIM 成功实现迁移。从 MRM 采
集方法开始时，将更新目标化合物的保留
时间，并重新优化碰撞能量。将优化后的
结果另存为 dMRM 采集方法。
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