
2/5/2017

1

Working with metabolomics data

Steve Barnes, PhD

Examining output on XCMS

• First, we’ll logon to XCMS and inspect the 
non‐irradiated diet vs irradiated diet

• We’ll download the XCMS output file

–Make a Volcano plot

– Prepare files for MetaboAnalyst
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Logon to XCMS with your name and password

Viewing the datasets
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Viewing the data

Total ion chromatograms
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High reproducibility of retention times

Synopsis

• Opening the .zip file

• Creating the Excel file from result.tsv file

• Why a Volcano plot?

–Making a volcano plot

– Selecting ions that reach significance and fold‐
change cutoffs

• Preparing for MetaboAnalyst
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Ion chromatograms
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Double click 
on this file
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The Excel DiffReport from XCMS

This file has 3,906 lines – we need to apply filters

Content of the Excel file
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Sort the data by retention time

Delete all these records

Scroll down to Rt 5.00 min

Keep metabolites eluting between 5.00 and 25.00 minutes

Adding –log p‐value

Insert an extra column next to the "log2fold" column

In the first of this column enter "=‐log(g2) and <return>
Copy this value and paste to all the others in the same column
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Making a volcano plot

Highlight columns D and E and create a chart

Volcano plot of negative ions from irradiated and non‐irradiated diets
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Selecting cut‐offs

• We should now sort the data in the Excel file 
by p‐values (from smallest to largest)

• Copy the metabolite ions that have p‐values 
<0.01 into a new sheet

• Now resort these data by fold‐change

– these can be increased (>1.5) or decreased 
(<0.667)

Selecting all ions with p < 0.01 and 
making a new sheet
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Selecting those with fold‐change >1.5 
and new page

Selecting those with fold‐change 
increase >1.5 and new page

Sort by UP/DOWN
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Selecting those with fold‐change 
decrease >1.5 and new page

Preparing for analysis using 
MetaboAnalyst

http://www.metaboanalyst.ca



2/5/2017

13

Reducing the number of ions
Metaboanalyst will filter ions if you don’t

3087 ions – too many – need to reduce to 2000

Order intensity according to treatment group

Select the top 2000 ions
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Areas of aligned metabolites by sample

non‐irradiated diet irradiated diet

Creating .csv files for each sample

• Copy the median m/z and median Rt
values into a new Excel file. Then copy 
the column of areas from the first 
sample in Group_1. Save as an Excel 
.csv file.
• Note that the file name must not have 

spaces – use an underscore instead of a 
space.

• Leave the file open and replace the 
yellow column with the areas from the 
next Group_1 sample. Save as a second 
.csv file. 

• Continue until all Group_1 and Group_2 
samples have a corresponding .csv file.
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Preparing a .zip file

• Put each of the .csv files for group_1 samples 
into a folder named “Group_1”.

• Put each of the .csv files for group_2 samples 
into a folder named “Group_2”.

• Click on Group_1 and Group_2 folders and 
combine to form a .zip file. 
– Rename the .zip file as [your_name].zip

• You’re now ready to submit it to MetaboAnalyst

• http://www.metaboanalyst.ca



2/5/2017

16

Select MS peak list option and then load the .zip file
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Note that XCMSonline filled in peaks
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Data options before stats analysis


