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Preparing to analyze LC‐MS data

Stephen Barnes, PhD

Synopsis

• LC‐MS (and GC‐MS) analysis generates a lot of 
data and requires alignment of individual data 
sets before statistical analysis can be performed

• We will discuss 
– Uploading data sets
– Alignment principles (acknowledging the work of 
Xiuxia Du at UNC‐Charlotte and her slides used at the 
UAB Metabolomics Workshop)

• On Wednesday, Paul Benton from Scripps 
Research Institute will describe and show you 
how the online software XCMS works
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Uploading Experiments for Metabolomics 
Analyses using XCMS Online Applications

https://xcmsonline.scripps.edu/index.php

Uploading Experiments for Metabolomics 
Analyses using XCMS Online Applications

continued…

Once you have completed your LC‐MS/MS analyses of samples in your particular experiment,
files can be uploaded directly for most instrumentation types.

Select the option “Stored Datasets,” on the XCMS toolbar to access datasets already 
stored, or to upload new datasets for future analyses.
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Uploading Experiments for Metabolomics 
Analyses using XCMS Online Applications

continued…

Select the option “Add Dataset(s),” on the XCMS toolbar to open the Java directed upload
panel.  Certain instruments can directly upload raw data while other must be transformed to

a universal language such as mzXML.

RAW data file parameters per major manufacturer
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Uploading Experiments for Metabolomics 
Analyses using XCMS Online Applications

continued…

Once the Java pop‐up window 
opens, a standard file 
architecture for selecting data 
files is accessible.  Select the 
files you want to add in a 
particular group from the top 
right box (1), and drag them to 
the “Drop Files Here” box (2)
below.

(1)

(2)

Wait for the “Upload” (3) button to turn green to begin the uploading process to the XCMS 
server.  This might take a few minutes as the server determines if the files are in the correct 

format.

(3)

Uploading Experiments for Metabolomics 
Analyses using XCMS Online Applications

continued…

Activate the “Upload” button to 
begin the process.  Depending  
on the size and number of the 
files, this process can take up 
several hours.  

If any errors occur in the uploading process, the 
Exclamation point icon will have a number associated 

with the amount of files that have issues.
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Uploading Experiments for Metabolomics 
Analyses using XCMS Online Applications

continued…
After the upload is complete,  
give a descriptive name to your 
data set by typing in the 
“DataSet Name” box and 
clicking Save.

Since you will be comparing a minimum of two data sets, you will repeat the process again 
with the additional group (s) you wish to evaluate.  

Tips for naming files for upload to XCMS Online

• Before uploading, it is a good idea to create separate file folders on your hard drive
to better organize your data into the groups you want to examine.

• Add enough description to discriminate between different samples  and sample set       
names.

• Adding the ionization mode in the name is preferable, i.e. PosMode or NegMode.

• Eliminate open spaces in the data file name by using “_” (undescore) notation. 
Open spaces can cause upload errors in XCMS Online.

Example of DataSet Name:    Grubbs_UrineGroup2_NegMode
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What does a LC‐MS data set consist of?

• Using a Q‐TOF instrument, during the LC run for 
example it acquires data on a 2‐second duty 
cycle
– 0‐100 msec

• High resolution/mass accuracy MS spectrum

– 100‐2000 msec
• A succession of selected MSMS spectra
• If each MSMS spectrum is collected for 100 sec, then 19 
precursor ions can be selected in the duty cycle

• The precursor ions are selected from the MS spectrum 
observed in the current duty cycle

• Once an ion has been selected for MSMS it can be placed 
on a “don’t observe” list for say 90 sec

Xiuxia Du
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Xiuxia Du

All the ions from the analysis (MS1)

MSMS data from the fragmentation of a selected ion

Overlay of data from multiple samples
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Xiuxia Du

What ions are observed in LC‐MS data?

• Ions coming from the biological system being 
studied

• Ions from compounds introduced into the 
extract during storage and extraction

• Ions from the solvent used for the 
chromatography

• Ions from the column material

• Ions from the previous sample that was run



2/1/2015

9

Global look at the ions being eluted

Xiuxia Du

Xiuxia Du
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Features

Xiuxia Du

Xiuxia Du
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Xiuxia Du

Xiuxia Du
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Xiuxia Du

Xiuxia Du



2/1/2015

13

Xiuxia Du

Xiuxia Du
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Xiuxia Du

Xiuxia Du
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Running XCMS yourself

• Besides the XCMSonline version, you can run 
XCMS locally on your own computer

• Check the attached set of instructions to 
download R and Rstudio

• Run XCMS in Rstudio

– Check with Steve Barnes for a script to run XCMS


