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Examining the XCMS output
Stephen Barnes, PhD

The XCMS parameters I used
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Chromatography of mouse urine samples

The dotted lines are the genistein‐containing samples – they cause a disturbance of retention times between 15‐20 min
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Interactive Cloud plot (p<0.05)
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Pathway analysis

Data organized by 
p‐values

Organize data by 
retention times
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See the 13C‐isomers

See the evidence for a 
doubly charged state

The true m/z value is 661.9921. This mass suggests that the compound contains an 
odd number of nitrogen atoms and it is highly oxygenated and contains sulfate or 
phosphate groups, 

Let’s download all the XCMS data

This should produce a ~50 MB zip file – unzip it!

Then open the Results folder
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npeaks is the number of times 
a feature is detected

Only seen in the genistein group

These are the peaks areas of features in the dataset 
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Let’s do some data filtering

Copy the entire sheet and copy it to a new sheet

Sort the data according to Rtmed

Delete those rows with RT > 5 min and <25 min
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Create .csv files for each sample

Copy the m/z, RT and 
sample column data from 
the filtered Excel file

Save this file in .csv format.
Note the name you give the 
file must not have a space 
in it

To create the next file, copy 
just the neg_c2 column (the 
m/z and RT don’t change) and 
save as before as a .csv file

Preparing the .zip file for uploading

• Take all the .csv files for the control group and put them in a folder 
labelled “control” – note, whatever you call the folder it must not 
have a space in it.

• Now repeat the exercise for the genistein group and make the .csv 
files and put them in a folder labelled “genistein”.

• Highlight the two folders and convert them to a .zip file and rename 
it – again, no spaces

• Now we’re ready for Metaboanalyst
(http://www.metaboanalyst.ca) 
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Choose the Statistical Analysis option
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Click on MS peak list and choose file. Then submit
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Mean centering

= Xi – mean (Xij)
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Homework for Friday’s class

• Group 1
• Read and analyze a 2011 Nature paper on the discovery of trimethylamine N‐
oxide (TMAO) – I’ll send it to you separately

• Break it down to address (1) why the experiment was done, (2) the approach 
used, (3) how they identified/validated TMAO and (4) how it had a microbial 
origin

• Group 2
• Since the publication of this paper, there have been 51 further papers on 
TMAO – I did a PubMed search and again I’ll send it to you

• Divide the 51 papers into 4 groups
• Describe the significance of work in each group 


