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摘要：代谢组学属于系统生物学范畴，目前已成为一种备受欢迎的研究方法，在疾病检测、健康监测、代谢

通路解析等领域得到了运用。代谢组学实验流程一般为：样品收集与制备、数据采集和数据处理与分析，其

中样品的收集与制备是代谢组学实验的第一步，关乎到后续实验的质量。本文主要对基于气相/液相色谱-质

谱联用法的代谢组学的样品收集与制备流程进行论述，并且对血液、尿液、粪便、动物细胞、动物组织以及

微生物等样品进行重点关注，关注点主要为淬灭与萃取步骤。 
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代谢组学是研究生物样品中代谢物种类、含量

及其动态变化的学科，属于系统生物学范畴。其在近

年来得到了日益增长的关注，得益于现代仪器分析

技术的飞速发展，尤其是气相/液相色谱-质谱联用

（GC-MS/LC-MS）技术和核磁共振（NMR）技术的广泛

应用与计算机数据处理能力的提升。技术的发展，同

时也催生了其它组学的兴起，如基因组学、转录组学、

蛋白质组学等，这四大组学根据“中心法则”组成了

“组学级联”（omics cascade），联系了生物体从分

子水平到表型水平的生命活动
[1]
。其中代谢组学与生

物表型最为接近（见图 1），在疾病检测
[2–4]

、健康监

测
[5,6]

、代谢通路解析
[7]
等领域有广泛应用。 

 

图 1 组学级联与代谢组学实验流程 

代谢组学实验过程一般分为以下三大步骤，分

别是：样品收集与制备，数据采集和数据处理与分析。

其中样品的采集与制备是代谢组学研究的第一步也

是最重要的步骤之一，决定了实验结果的一致与可

重复性。通常，代谢组学样品中的代谢物复杂，且具

有高动态浓度的特征。这导致样品处理时需要充分

考虑到各种代谢物的理化性质，从而不损失地达到

代谢物提取的目的。因此，针对不同种类的代谢组学

样品以及不同的分析方式，需要使用特定且合适的

样品采集制备方法。 

 代谢组学研究的生物样品按照大致物态，可以

分为生物体液样品与固体/半固体样品两大类。生物

体液样品包括血液（血清和血浆）、尿液、脑脊液、

唾液、汗液、胆汁等；而固体/半固体样品又可包含

粪便、动物组织、培养细胞、微生物、植物材料等种

类。以下将阐述基于 GC-MS/LC-MS 技术的代谢组学

样品采集与制备的方法，以及过程中所需注意到的

问题，重点关注血液、尿液、粪便、动物细胞、动物

组织以及微生物样品。 

1. 样品收集 

代谢组学的研究运用了统计学的方法，一次实验

所要求的样本数目较大，因此有必要采取恰当的方

式标记样品。标记的方式可以是标签纸标记或者条

形码标记。前者是手写标记，因此需要注意所用纸笔

的持久度，以及油墨的耐低温性。为了防止样品管在

储存时受低温或者水浸影响导致标签纸脱落，应在

样品管的多处进行标记，如管帽与管身。不论是哪种

标记方式，都应该选用其它的方法记录样品的详细

信息。如用计算机记录每个样品的类型、收集时间、

收集方法等；对于临床样本，还可以记录 BMI，年龄

以及性别等信息。 

2. 样品储存与转移 

为了避免代谢物之间发生化学反应，样品收集后

应尽可能切断样品内的生命活动或生化反应，一般

采取改变温度或者使用有机溶剂的方法淬灭。因此

样品收集之后通常置于-80℃或液氮中保存，也常在



处理时干燥样品再低温储存。干燥样品的方式有风

干、烘干与真空冷冻干燥（冻干）等方法，其中冻干

法较为常用。Mediani 等人
[8]
在研究以上三种不同干

燥方式对大波斯菊抗氧化能力的影响中发现，冻干

与风干处理的样品类黄酮和糖类含量比烘干处理的

更高，且冻干处理的样品中氨基酸和脂肪酸的含量

较另两种方法显著更多，突出了冻干法的优势。在样

品的转移过程中，应保持样品为干粉状态或置于干

冰中保存；在实验的过程中也应注意预冷试剂与容

器至 4℃后再进行操作。 

3. 样品淬灭 

固体/半固体材料的分析目标往往是活细胞的胞

内代谢物，由于胞内某些代谢物的含量低且半衰期

极短，在数秒内（甚至更短）就会被降解或者转变为

其它化合物（如 ATP，ADP 等）
[9,10]

，因此对于固体/

半固体材料，在处理时需要终止胞内的生化反应，该

过程被称为淬灭。对于不同的样品（微生物、细胞、

动物组织、植物材料等），所采用的淬灭方式不一，

总的来说有：低温(比如<-40℃)或高温（比如>80℃）

联合有机溶剂处理法、调节 pH 法等。具体淬灭方法

将在下一节根据样品种类进行阐述。 

4. 样品特点与样品特异的制备方法 

4.1 生物体液样品 

4.1.1 尿液 

尿液有样品量大、出样频繁等优点。针对尿液收

集时间，研究人员通常采用以下几种收集方式：随机

收集，定时收集，24 小时后收集，或间隔更长时间

收集（一般用于药代动力学研究）
[11,12]

。针对不同的

研究目的，可以选择不同的时间间隔收集样品。 

尿液样品与其它生物体液样品相比较，组成较

简单。尿液由约 95%的水、无机盐以及小分子有机物

组成，除啮齿类动物的生理性尿蛋白以外几乎不含

蛋白质
[13,14]

，因此不需要去蛋白化（deproteinize）

等处理。但是，由于尿液中富含尿素，在色谱分析中

是主要的杂质峰，压制低强度的代谢物峰信号，因此

尿液样品处理时常加入脲酶以降解尿素。考虑到尿

液各成分的含量与 pH 值随生物体的生理状态、饮水

量等因素变化较大，在代谢组学分析时需要进行归

一化处理。最常用的归一化指标是尿液样品中肌酐

的浓度、比重和渗透压
[11]

。考虑到肌酐可以被细菌利

用，即被细菌肌酐酶催化水解成肌酸，通过对尿液肌

酐的分析还可以监测尿液样品质量，判断其是否被

细菌污染
[15]

。 

4.1.2 血液衍生物 

与尿液类似，血液也是较易获得的生物体液样

品，同时也可以灵敏地对外界刺激作出反应，因此血

液可以较好地反应生物体的病理生理状态
[14,16]

。血液

中富含各种脂蛋白颗粒、蛋白质、小分子有机物、离

子等，因此血液衍生物样品的处理比尿液更为复杂，

需要进行去蛋白化等处理
[17]

。常见的血液衍生物样

品有血浆和血清。 

①血浆：血浆是不含血细胞成分的血液，一般为

亮琥珀色液体。血浆除了血细胞外，其它的蛋白质和

代谢物成分与血液一致，是优良的代谢组学研究材

料。一般制备血浆的方法是向全血中加入抗凝剂，经

离心去除血细胞后收取上清液。由于血浆成分较为

复杂，应以选择几乎不与代谢物发生反应的抗凝剂

为佳，常用的抗凝剂为肝素
[18]

。 

②血清：血清是血液自然凝固后离心得到的淡

黄色透明液体。一般血清的制备方法是将抽出的血

液保存在含或不含促凝剂的血清管中静置 30-60min，

离心后取上清液
[19]

。由于血清制备时间较长，过程中

代谢物可能被血液中的酶所降解，因此需要置于冰

上操作
[20]

。 

③血液衍生物样品的选择：血清和血浆都是代谢

组学研究中常见的血液衍生物样品，关于选择血清

还是血浆作为样品的问题，需要针对具体的研究目

的而论。Yu 等人
[21]

对以磷脂为主的 122 种代谢物进

行了分析，结果表明有 104 种的含量在血浆与血清

间有显著差异。而 Liu 等人
[19]

的研究指出，在他们所

研究的八大类代谢物中，只有肉毒碱 C2:0，肉毒碱

C3:0 与甲硫氨酸三种化合物的含量在血清与血浆之

间有显著差异，而大多数的氨基酸、胆酸、部分中长

链的酰基肉碱与一些脂肪酸的含量差异并不显著。 

血浆与血清的萃取与去蛋白化往往同时进行。常

用的去蛋白方法是有机溶剂沉淀法，即利用与水互

溶的有机溶剂（如甲醇、乙醇、丙酮和乙腈等）降低

蛋白质在水中的溶解度，从而使蛋白质沉淀
[22,23]

。为

了防止代谢物的降解或互变，去蛋白试剂通常预冷

到 0℃，常用的试剂种类与体积比有：甲醇
[24]

，甲醇

/乙醇(1:1)
[25]

，甲醇/乙腈(7:3)
[26]

等。此外还有两相

萃取法，将感兴趣的代谢物从体系萃取到另一相中，

如液液萃取（LLE）
[27,28]

，固相萃取（SPE）
[22]

，甲基

叔丁基醚萃取（MBTE）
[29]

等方法，两相萃取法的代谢

物覆盖率一般较有机溶剂沉淀法更低，这样对靶向

代谢组学样品处理更优，如脂质组学，使用 MBTE 法



可以将非极性的脂质萃取到上层有机相，保留极性

代谢物与水相中。  

4.2 固体/半固体样品 

4.2.1 粪便 

粪便样品的代谢谱分析发展较慢，这可能是由

粪便的复杂组成造成的。粪便样品中包含食物残渣、

微生物、脱落的肠道上皮细胞、生物大分子（纤维、

蛋白质、DNA等）以及各种小分子物质
[30]

。人粪质量

中位数为 128g/天，其中约 75%为水，含水量取决于

粪便内可吸水纤维的含量，而干粪中含有大约 25%-

54%的细菌或细菌残骸
[30]

。因此，粪便可以看作是微

生物样品、细胞样品和体液样品等的混合物。 

由于粪便的取样有无创、量大等特点，在临床检

测健康和疾病状态领域吸引了一批代谢组学研究者；

同时由于粪便含大量肠道微生物，粪便样品也是研

究肠道微生物群的优良对象
[31]

。临床上通过分析粪

便内特定的代谢物含量或代谢指纹图谱来寻找疾病

生物标志物，而在非临床领域，粪便样品常用来研究

饮食与微生物组-代谢组之间的关系
[31]

。 

4.2.2 微生物 

①淬灭：由于微生物之间种间差异较大，因此淬

灭方法较动物细胞更为复杂。微生物代谢组学样品

处理的方法有两种：同步取样法和分布取样法，两者

的区别在于后者将淬灭与萃取步骤分离，而前者将

两步同时进行，二者的优缺点见表 1
[32]

。 

表 1 分布取样法与同步取样法的流程及优缺点 
 

优点 缺点 

分布取样法流程 
  

冷甲醇或液氮淬灭 将生物质与上清

液分离（目标特

异地） 

淬灭中可能发

生代谢物泄露 

代谢物萃取 1. 样品基质更干

净（含盐量更

低） 

2. 独立的萃取步

骤（针对目标代

谢物） 

1. 对特异的代

谢物需要多重

萃取步骤 

2. 费力 

同步取样法流程 
  

同时淬灭并用碱、

酸、沸腾的乙醇或

水等萃取 

1. 流程更容易实

施 

2. 不需要分离生

物质和上清液 

3. 胞内胞外代谢

1. 难以解释数

据 

2. 样品基质复

杂 

3. 盐含量高 

4. 代谢物太稀

物全定量 

4. 非特异的 

而导致检测和

定量不良 

由于培养基的成分复杂且杂质含量高，分布取

样法成为如今应用较广的微生物样品处理方法，下

面将对该法进行阐述。 

最常用的分步取样法为冷甲醇法，将微生物培

养液快速过滤后在-40℃下用 50%甲醇清洗，紧接着

萃取
[33]

。随后冷甲醇法被 de Koning 和 van Dam 改

进，即直接用-40℃的 60%甲醇处理培养液
[34]

，从而

避免过滤步骤消耗时间以及可能的对细胞生理状态

的影响。该改进将淬灭时间有效地控制在了“亚秒”

级，且在酵母
[34,35]

培养液中得到了验证，因此成为了

最广泛运用的微生物样品淬灭法，大大提高了淬灭

速率。但有报告称该法会使某些酵母、细菌胞内代谢

物大规模损失
[36]

，因此 Canelas
[33]

等人对冷甲醇法进

行了进一步的改进，即用纯甲醇在-40℃条件下淬灭，

测试了酿酒酵母（S. cerevisiae）样品，得到结论：

只有用改进的方法（醇甲醇，-40℃）才能有效测定

酿酒酵母代谢物水平。 

酵母通用的冷甲醇法并不能在原核微生物（细

菌）中得到良好的应用，主要体现在普遍发生的细菌

细胞泄露，这可能是因为：1）细菌的细胞壁强度普

遍低于酵母细胞壁，且二者的组成有所不同
[32]

；2）

部分温度敏感的菌种在低温时会发生“冷激现象”，

导致胞内化合物的损失
[37]

。因此，针对不同细菌（革

兰氏阴性、革兰氏阳性等）的冷甲醇法得到了更多样

的改进。Spura等人
[38]

认为在-20℃使用 40%乙醇/0.8%

氯化钠混合液可以有效地使革兰氏阴性、革兰氏阳

性与酵母的酶失活从而淬灭生化反应，并以大肠杆

菌(E. coli)，谷氨酸棒杆菌（C. glutamicum）与酿

酒酵母(S. cerevisiae)做测试，得到了满意度结果。

Faijes 等人
[39]

认为在-40℃下使用 60%甲醇/70mM 肝

素纳（HEPES，pH5.5）或 60%甲醇/0.85%碳酸铵(pH5.5)

才可以最大限度地减少淬灭时植物乳杆菌（ L. 

plantarum）的细胞裂解（<10%），同时由于在后续的

冻干过程中碳酸铵分解挥发，因此不会对代谢物分

析造成杂质污染。近年来，针对特定细菌菌种改进的

冷甲醇法，如冷甲醇/乙二醇法（大肠杆菌）
[40]

、冷

甲醇/氯化钠法（植物乳杆菌）
[41]

、冷乙醇/氯化钠法

（大肠杆菌）
[42]

也相继被提出。因此，微生物样品淬

灭，尤其是细菌样品淬灭，需要针对不同的菌种进行

预实验以确定最佳淬灭条件。 



除了冷甲醇法外，冷甘油-盐溶液法同样可以用

于微生物样品淬灭。Vilals-Boas和 Bruheim
[43]

提出

将纯甘油：氯化钠溶液（13.5g/L）以体积比 3:2 混

合后在-20℃处理培养液可以淬灭细胞，并在荧光假

单胞菌（P. fluorescens，革兰氏阴性）、天蓝色链

霉菌（S. coelicolor，革兰氏阳性）与酿酒酵母进

行实验，发现胞内化合物损失率低于传统的冷甲醇

法。该方法利用了甘油的防冻能力，避免了低温导致

的细胞裂解，又因为不使用甲醇作为淬灭剂，使得该

方法在细菌淬灭时有显著优势。但是由于甘油粘性

大，沸点高，不易从细胞表面清除，萃取后用 NMR分

析代谢物时会显著影响化学位移；因而冷甘油-盐溶

液法一般只用于 LC-MS或 GC-MS 分析中，因为液相/

气相色谱可以方便地将杂质去除
[43]

。 

4.2.3 动物细胞 

由于动物细胞胞外不含细胞壁，在低渗条件下

细胞涨破裂解，比微生物细胞更脆弱易泄露，因此在

淬灭时往往需要通过盐离子调节淬灭剂渗透压。细

胞的生长状态有两种，分别是贴壁生长与悬浮生长。

对于贴壁细胞，常规的细胞淬灭方法是先用胰蛋白

酶处理细胞后用 PBS 冲净培养基，再用液氮
[44]

或冷

甲醇溶液法淬灭
[45]

，如 60%甲醇/0.85%碳酸氢铵（-

40℃，AMBIC）
[46]

。但是常规方法有两个缺点：一是

胰蛋白酶处理细胞破坏了胞外基质，可能会对细胞

生理状态造成干扰；二是酶解和过滤过程时间长，半

衰期短的分子可能发生降解或互变，产生误差。因此，

Teng 等人
[45]

提出了一种基于冷甲醇法的直接淬灭细

胞法，即使用冰浴预冷的磷酸缓冲液（PBS）冲洗细

胞培养基后直接用冰冷纯甲醇淬灭。 

对于悬浮细胞，除了传统的液氮或冷甲醇淬灭

外，还可以用冷生理盐水淬灭哺乳动物细胞。

Dietmair 等人
[10]

对比了三种淬灭剂（0.9%氯化钠

（0.5℃），60%甲醇（-40℃）和 AMBIC）对 CHO 细胞

的完整度的影响，发现只有 0.9%氯化钠（0.5℃）组

可以保持 CHO 细胞的完整性(<10%破裂)，并且可以

有效地降低胞内 ATP 分解成 ADP、AMP 的速率。针对

冷生理盐水的淬灭效果，后来有报告得到相反结论，

研究发现冷生理盐水淬灭细胞内 AMP 含量比 AMBIC

组的更高，接近未淬灭组，因此认为冷生理盐水并不

能有效地停止胞内生化反应
[47]

。 

4.2.4 动物组织 

动物组织的淬灭与微生物或细胞不同，由于组

织内各细胞与组织液构成微环境，使得细胞代谢物

在一定时间内保持较为稳定的状态，因此动物组织

的淬灭通常不要求在离体后的“亚秒”单位时间内完

成，但是也应遵循最短时间原则。常用的方法是在取

出组织后将组织切块，用锡纸包裹封入密封袋内，放

入液氮或-80℃保存
[48,49]

。Haukaas 等人
[50]

研究了从

离体到液氮冷冻的时间间隔对肿瘤组织代谢谱的影

响，结果发现：以 30min 为时间点，30min 以内各代

谢物水平没有显著变化；但在 30min之后，肿瘤组织

内胆碱含量提高，而肌酐、抗坏血酸、谷胱甘肽含量

降低。该实验给临床样品的收集提出了要求，即尽量

在半小时内将离体组织用液氮保存，以保证代谢谱

不发生变化。 

对于带血的组织，如骨骼肌，在冷冻前通常用去

离子水或 PBS 缓冲液冲洗样品，从而避免血液中代

谢物对组织代谢谱的影响；有时也会将含盐重水（D2O）

或 PBS 缓冲液注入器官的主要动脉内以清洗血渍
[48,51]

。 

由于大多数的组织不是均一的，为了代谢谱的完

整性与实验的可重复性，可以通过不同方法对样本

进行均一化处理，一般使用机械手段破碎组织。最常

用的破碎流程是将组织切块置于容器内，用陶瓷或

金属珠（软组织均一化：1.8-2.4mm，硬组织均一化：

2.8-6.8mm）研磨；同时可以将容器置于轨道震荡器，

加入萃取剂以萃取代谢物；也可以先干磨组织后再

加入萃取液
[52]

。 

5. 样品萃取 

样品萃取的主要目的是将代谢物纯化富集，通常

萃取与淬灭、去蛋白化等操作共同进行，因此最常用

的萃取方法就是用冷有机溶剂（如甲醇、乙醇等）处

理样品。这样处理的样品选择性比较高，适合非靶向

代谢组学研究
[14]

。而对于只研究部分代谢物的靶向

代谢组学，SPE、LLE、MTBE法更加适合
[53]

。Sitnikov

等人
[24]

比较了人血浆常用的几种萃取方法，并总结

出表 2 的结论。其中“+”号代表等级，“+”号越多

代表该萃取方法的某种特性越强。 

表 2 人血浆常用的几种萃取方法 

萃取方法 
回收

率 

基质效

应 

可重复

性 

代谢组覆盖

率 

甲醇/乙醇 +++ ++ +++ ++++ 

甲醇 ++++ ++ ++++ ++++ 

甲醇/MTBE +++ ++ +++ +++ 

MTBE ++ ++++ + ++ 

C18 (SPE) +++ ++++ + ++ 



PEP2 

(SPE) 
+++ ++ ++ ++ 

IEX (SPE) + +++ ++ + 

6. 样品衍生化 

衍生化是进行气相色谱（GC）分析的必要条件。

GC 需要将样品加热至气态，要求提取的代谢物具有

易挥发与热稳定的特性
[17,54]

，而大部分天然存在的代

谢物含有极性官能团，不易挥发，因此需要对样品进

行衍生化处理
[54]

。常见的衍生化方案是甲氧化与硅

烷化联用。1) 首先进行甲氧化反应，甲氧化可以保

护代谢物醛/酮羰基不发生缩醛/缩酮反应，并且使

得硅烷化后只生成顺式或反式的肟（>C=N-）衍生物
[17,54]

；甲氧化还可以保护α酮酸不发生脱羧反应，防

止发生酮式-烯醇式互变
[55]

，从而使衍生物种类趋于

单一化，利于后续 NMR或 MS 分析。一般使用盐酸甲

氧胺(MeOX)作为甲基化试剂，需要 65℃孵育以完成

反应
[54]

。2) 接着是硅烷化反应。硅烷化试剂与代谢

物反应，用烷基硅基（如-SiMe3）取代活泼氢
[17]

。代

谢物中的某些极性官能团的存在，如羟基、羧基、氨

基、巯基和磷酸基等，都不利于代谢物的挥发，在硅

烷化减弱了这些官能团对偶极矩的贡献，因此有利

于样品挥发
[17]

。常见的硅烷化试剂有：N-甲基-N-（三

甲基甲硅烷基）三氟乙酰胺（MSTFA）和 N,O-二（三

甲基甲硅烷基）三氟乙酰胺（BSTFA），可选 1%的三

甲基氯硅烷（TMCS）作催化剂
[54]

。 

7. 数据质量 

数据质量是任何实验者在设计实验与实验操作

中都应该考虑的一点，这关系到实验结果的一致性

与可重复性。数据质量的偏差可能来源于多个方面，

如：1) 样品处理过程中产生的误差：如不完全萃取

与衍生化、基质污染等；2) 实验人员的手法与实验

仪器的状态：不同实验人员对同一实验流程的操作

方式可能不尽相同，而实验仪器每日的运行状态不

同也可能导致数据有误差。针对前者，可以通过设置

内标（internal standard）来弥补，而对于后者，

则可以通过质量控制（QC）样品来控制误差。 

7.1 内标 

内标一般选择的是不存在于样品中、区别于待分

析物的、但与待分析物化学性质相似的化合物，通常

在样品制备过程中（衍生化前）加入。内标物分为结

构相关化合物与稳定同位素标记（SIL，如 2H, 13C, 

15N 或 17O 标记）化合物，其中 SIL 更受欢迎
[56]

。 

7.2 QC 样品 

对于实验仪器和实验人员所造成的系统误差，仅

内标不足以消除，还需要设置 QC 样品。QC 样品独立

于待分析样品，一般至少每 5~10 个样品需要添加一

个 QC 样品
[40,57]

，通过对各组 QC 样品的代谢组学分析

来反应组间差异，因此要求各组 QC样品应该具有完

全相同的组成。QC 样品可以通过分装池样品（pooled 

sample）来制备，一般将所有储存的样品各取等量均

匀混合成池样品，再均匀分装池样品，得到组分一致

的各 QC 样品。如果待分析样品数过多（如>1000）或

样品分批次获取，导致池样品不易制备，可设置两类

QC 样品，第一类 QC 样品是预制的、与待分析样品种

类相同且代谢物类似的 QC 样品，在各批次实验中都

加入分析；第二类 QC 样品是各批次内 QC 样品
[57]

。

这样可以通过第二类样品获得批次内的数据质量，

通过第一类样品来获得批次间的数据质量差别，以

实现批次间比较和标准化。 

8. 总结 

代谢组学样品的收集与制备是整个代谢组学实

验流程中的第一步，也是至关重要的一步，它关系到

后续数据采集、处理与分析的顺利进行。一个好的代

谢组学样品，从被收集到分析，一般需要经历淬灭、

去蛋白化、加内标、衍生化、萃取、冻干等步骤，同

时考虑到数据质量，样品制备时需要增设质量控制

样品。不同种类代谢组学样品的处理方式之间往往

异同共存，在设计实验时需要全面地考虑实验目的

与样品性质，以保证代谢谱的完整以及实验的一致

性与可重复性。实验过程中也要考虑样品储存、转运

的方式，否则某些活泼的代谢物（如 ATP、NADH 等）

容易降解，造成不必要的误差。 
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