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　　【摘要】　目的　建立串联质谱法（ＬＣＭＳ／ＭＳ）测定血清中２０种游离氨基酸含量，为临床血清氨基酸检测提供

可靠方法。方法　血清样本未经衍生化处理，采用ＬＣＭＳ／ＭＳ法，于电喷雾源（ＥＳＩ）正离子模式下使用选择反应性

离子扫描（ＳＲＭ）进行定量。结果　２０种氨基酸线性相关系数为０．９９５７～０．９９９９，日内、日间变异系数分别为

０．５％～９．０％和０．６％～１２．３％，加样回收率为８７．６％～１１５．５％。样本在常温放置２４ｈ，８次冻融循环及－２０℃

冻存２０ｄ等条件下稳定性良好。结论　该方法简便、稳定、定量准确，适用于血清氨基酸的临床检测，为氨基酸代

谢疾病的临床诊断提供了重要的生化依据。

【关键词】　氨基酸；　串联质谱法；　未衍生
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　　氨基酸是蛋白质、多肽的基本组成结构和新陈代谢中重要

的小分子物质。人体内参与氨基酸代谢的相关蛋白和酶发生

缺陷，或者各种病理状态都会导致氨基酸代谢异常和血清氨基

酸水平的改变［１］。研究机体在生理和病理条件下血清氨基酸

水平，不仅可监测机体的营养状况还有助于各种疾病的病理机

制认识，鉴别诊断和治疗。

因此，血清氨基酸含量已作为一项重要的临床诊断指标受

到了广泛关注。传统的氨基酸分析法多采用衍生化，使其生成

具有紫外或荧光基团的衍生物后进行检测［２３］。其方法操作繁

琐、影响因素多、分析时间长，给临床检测带来诸多不便。本文

建立了血清游离氨基酸串联质谱（ＬＣＭＳ／ＭＳ）分析法，无需衍

生，可在较短时间内完成测定［４］。本实验还对血清样本的常

温、冻融、冻存稳定性进行考察，以确定临床血清样本的存放时

间及条件。并与德国柏林医学诊断检验中心（ＭＤＩ）进行了室

间比对，进一步考察方法的准确性。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＦｉｎｎｉｇａｎＴＳＱＱｕａｎｔｕｍＵｌｔｒａｔｒｉｐｌｅｑｕａ

ｄｒｕｐｏｌｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ（ＦｉｎｎｉｇａｎＳｕｒｖｅｙｏｒＡｕｔｏｓａｍｐｌｅｒ

ＰｌｕｓａｎｄＭＳＰｕｍｐＰｌｕｓ）、微量移液器（Ｂｉｏｈｉｔ，Ｆｉｎｌａｎｄ），电子

天平（ＡＢ１３５Ｓ，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ），湘仪高速冷冻离心机（Ｈ

１８５０Ｒ，湖南湘仪），涡旋仪（ＭＳ３ｂａｓｉｃ，ＩＫＡ），氮吹浓缩仪

（ＭＤ２００，杭州奥盛），超声波清洗器，ＭｉｌｌｉＱ超纯水系统。氨

基酸对照品：α氨基己二酸（αＡＤＡ），丙氨酸（Ａｌａ），精氨酸

（Ａｒｇ），天冬氨酸（Ａｓｐ），瓜氨酸（Ｃｉｔ），胱氨酸（ＣｙｓＣｙｓ），谷氨

酸（Ｇｌｕ），甘氨酸（Ｇｌｙ），组氨酸（Ｈｉｓ），亮氨酸（Ｌｅｕ），异亮氨酸

（Ｉｌｅ），赖氨酸（Ｌｙｓ），蛋氨酸（Ｍｅｔ），鸟氨酸（Ｏｒｎ），苯丙氨酸

（Ｐｈｅ），脯氨酸（Ｐｒｏ），苏氨酸（Ｔｈｒ），色氨酸（Ｔｒｐ），酪氨酸

（Ｔｙｒ），缬氨酸（Ｖａｌ），上述对照品均购自Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ，ＮＳＫ

Ａ，乙腈（Ｍｅｒｃｋ，色谱纯），甲醇（Ｆｉｓｈｅｒ，色谱纯），纯水（ＭｉｌｌｉＱ

超纯水系统制备）。

１．２　色谱质谱条件　氨基酸经色谱柱以１０％～９０％的含酸

乙腈梯度洗脱，流速２００μＬ／ｍｉｎ，进样量３μＬ，柱温恒定为４０

℃。电喷雾电离源（ＥＳＩｓｏｕｒｃｅ）喷雾电压４５００Ｖ，毛细管温度

３５０℃，碰撞气１．５ｍＴｏｒｒ，鞘气３０ｐｓｉ，辅助气１０ｐｓｉ，正离子
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模式下选择性反应检测（ＳＲＭ），各氨基酸质谱参数见表１。

１．３　样本处理　取１０μＬ血清于ＥＰ管中，加入２３０μＬ同位

素内标溶液，２０００ｒ／ｍｉｎ蜗旋混匀３０ｓ后置于１２０００ｒ／ｍｉｎ

高速离心１０ｍｉｎ，移取２００μＬ上清液于１．５ｍＬ塑料离心管

中，５５℃下氮气吹干，复溶。１５００ｒ／ｍｉｎ蜗旋混匀１ｍｉｎ。置

于超声中提取１ｍｉｎ后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，取上清液进

样。

表１　氨基酸质谱参数

氨基酸 离子对（Ｍ／Ｚ） 扫描宽度（Ｍ／Ｚ） 碰撞能量（Ｖ） 氨基酸 离子对（Ｍ／Ｚ） 扫描宽度（Ｍ／Ｚ） 碰撞能量（Ｖ）

αＡＤＡ １６２／９８ １ １５ Ｉｌｅ １３２／８６ １ １５

Ａｌａ ９０／４４ ０．２ １０ Ｌｙｓ １４７／８４ １ １５

Ａｒｇ １７５／７０ １ １５ Ｍｅｔ １５０／１０４ １ １５

Ａｓｐ １３４／７４ １ １５ Ｏｒｎ １３３／７０ １ １５

Ｃｉｔ １７６／１５９ １ １５ Ｐｈｅ １６６／１２０ １ １５

ＣｙｓＣｙｓ ２４１／７４ １ １５ Ｐｒｏ １１６／７０ １ １５

Ｇｌｕ １４８／８４ １ １５ Ｔｈｒ １２０／７４ １ １５

Ｇｌｙ ７６／３０ ０．２ ８ Ｔｒｐ ２０５／１８８ １ １５

Ｈｉｓ １５６／１１０ １ １５ Ｔｙｒ １８２／１６５ １ １５

Ｌｅｕ １３２／８６ １ １５ Ｖａｌ １１８／７２ １ １５

１．４　方法学考察　本实验考察该方法的准确度，精密度，并对

５份血清样本常温放置、冻融循环及冻存稳定性进行考察。

１．５　临床应用　检测７例疑似氨基酸代谢患者，并与德国

ＭＤＩ（德国柏林医学诊断检验中心）测定结果进行室间对比。

２　结　　果

２．１　色谱分离及质谱鉴定　本实验质谱部分采用ＥＳＩ源正离

子模式下ＳＲＭ扫描监测各氨基酸离子对，从而进行定性定量

分析。大多数氨基酸在该质谱条件下失去 ＮＨ３（ＭＷ＝１７）形

成［ＲＣＨＣＯＯＨ］＋，或失去 ＨＣＯＯＨ （ＭＷ＝４６）重排生成

［ＲＣＨ＝ＮＨ２］
＋ ［５］。其中，亮氨酸和异亮氨酸为同分异构体，

产生的碎裂片段相同。定量时需对其进行色谱分离。优化液

相条件后，可实现该分离并精确定量。

表２　氨基酸线性回归方程、相关系数、定量范围

氨基酸 犢＝ａ犡＋ｂ
相关系数

（狉２）

定量范围

（μｍｏｌ／Ｌ）

αＡＤＡ 犢＝０．０７５犡－０．０１８ ０．９９９０ １～４０

Ａｌａ 犢＝０．０１７犡＋０．０１１ ０．９９９４ ２５～１０００

Ａｒｇ Ｙ＝０．０１２４犡－０．０６６ ０．９９９０ ７．５～３００

Ａｓｐ Ｙ＝０．０１４５犡＋０．０２６ ０．９９４４ ２．５～１００

Ｃｉｔ 犢＝０．０１６犡＋０．０３８ ０．９９９３ ３～１２０

ＣｙｓＣｙｓ 犢＝０．００１３犡－０．００１ ０．９９９９ ３．７５～１５０

Ｇｌｕ 犢＝１．１０３犡＋０．００８ ０．９９８１ １２．５～５００

Ｇｌｙ 犢＝０．００２犡＋０．０２５ ０．９９８０ １７．５～７００

Ｈｉｓ 犢＝０．００６１７犡＋０．０１２７ ０．９９９８ ３～１２００

Ｌｅｕ 犢＝０．０００１９１犡＋０．０００７２１ ０．９９９４ １０～４００

Ｉｌｅ 犢＝０．００２９犡＋０．００５５ ０．９９９８ ８～３２０

Ｌｙｓ 犢＝０．００６０犡－０．０１０６ ０．９９９８ １５～６００

Ｍｅｔ 犢＝０．０１９２犡＋０．０２９９ ０．９９８４ ４～１６０

Ｏｒｎ 犢＝０．００１９犡＋０．００２６１ ０．９９９５ ７．５～３００

续表２　氨基酸线性回归方程、相关系数、定量范围

氨基酸 犢＝ａ犡＋ｂ
相关系数

（狉２）

定量范围

（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｐｈｅ 犢＝０．４６４犡－０．０２０ ０．９９９０ ２０～８００

Ｐｒｏ 犢＝２．４５０犡＋０．６８９ ０．９９６８ ２５～１０００

Ｔｈｒ 犢＝０．０１２犡＋０．０８５ ０．９９９９ １２．５～５００

Ｔｒｐ 犢＝０．０８２４犡－０．１９９ ０．９９５７ ５～２００

Ｔｙｒ 犢＝０．０１７２犡＋０．０４４８ ０．９９９６ ８～３２０

Ｖａｌ 犢＝０．０１２４犡－０．０６６ ０．９９９３ ２４～９６０

２．２　线性回归方程与定量范围　本实验采用内标法在Ｘｃａｌｉ

ｂｕｒ工作站中进行定量。回归方程、相关系数（狉２）及定量范围

见表２。因血清中各氨基酸含量差异较大，故根据实际需要制

定各氨基酸不同定量范围。

２．３　加样回收　取血清样本，分别加入低中高３个浓度的标

准品进行加样回收实验，各浓度平行制作３份，求得加样回收

率以考察准确度。各氨基酸低浓度标准品加样回收率为

８７．６％～１１５．５％，中浓度标准品加样回收率为８７．４％～

１１２．３％，高浓度标准品加样回收率为８７．６％～１１２．７％。

２．４　精密度　考察各氨基酸低、中、高３个浓度日间和日内精

密度。日间精密度（狀＝１５）和日内精密度（狀＝１５）的ＲＳＤ分别

在０．５％～９．０％和０．６％～１２．３％之间。

２．５　稳定性　本实验平行考察了５份血清样本在常温放置６、

１２、２４ｈ，８个冻融循环及－２０℃冻存１０、２０ｄ的稳定性。测定

并计算常温、冻融及冻存测定值的平均ＲＳＤ（％）（见表３），结果

显示均小于１３．９％，提示血清样本在此条件下稳定性良好。

但－２０℃冻存２０ｄ以上的样本稳定性本实验未加以考察。

２．６　临床应用　本实验对７例疑似氨基酸代谢患者血清样本

进行检测并与德国柏林医学诊断检验中心（ＭＤＩ）进行了室间

比对，对酪氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、瓜氨酸、蛋氨酸结
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果做图表分析，见图１。经ＳＰＳＳ统计学软件配对狋检验得酪

氨酸（狋＝０．１７７，犘＝０．８６５）、缬氨酸（狋＝１．５７７，犘＝０．１６６）、亮

氨酸（狋＝２．２７７，犘＝０．０６３）、异亮氨酸（狋＝０．７５２，犘＝０．４８０）、

瓜氨酸（狋＝１．８５１，犘＝０．１１４）、蛋氨酸（狋＝３．２５５，犘＝０．０１７）。

表３　氨基酸常温、冻融、冻存稳定性考察［ＲＳＤ（％），狀＝５］

氨基酸
常温

稳定性

冻融

稳定性

冻存

稳定性
氨基酸

常温

稳定性

冻融

稳定性

冻存

稳定性

αＡＤＡ ３．０ ４．９ ５．２ Ｉｌｅ ２．９ ２．０ ２．１

Ａｌａ ２．４ １．７ １．７ Ｌｙｓ ４．９ ４．３ ５．１

Ａｒｇ ５．１ ３．１ ３．９ Ｍｅｔ ５．５ ４．５ ５．７

Ａｓｐ ３．８ ２．７ ３．７ Ｏｒｎ ４．６ ５．６ ４．０

Ｃｉｔ ３．４ ４．２ ４．１ Ｐｈｅ ３．９ １．６ ２．１

ＣｙｓＣｙｓ ３．７ ４．２ ４．７ Ｐｒｏ ６．２ ３．２ １３．６

Ｇｌｕ ４．３ ３．７ ６．０ Ｔｈｒ ２．８ ３．３ ３．１

Ｇｌｙ ２．４ ３．０ ６．８ Ｔｒｐ ３．０ ４．１ ２．０

Ｈｉｓ ２．９ ３．２ ５．３ Ｔｙｒ ２．３ ３．７ ４．２

Ｌｅｕ ２．９ ２．１ ２．３ Ｖａｌ ２．６ ２．３ ２．７

图１　氨基酸室间抽样对比

３　讨　　论

本文建立了血清中２０种氨基酸的ＬＣＭＳ／ＭＳ测定方法，

可短时间内将各氨基酸精确定量。与传统的衍生化氨基酸分

析方法相比，具有无需衍生，操作简便，干扰因素少、分析时间

短，使用样本量小等特点，在国内相关研究中处于领先水平。

本实验通过方法学考察证明了该方法具有线性范围良好、精密

准确、灵敏度高、稳定性好等优点。

同时，与 ＭＤＩ进行了室间测定值对比。分析可知，两室结

果除蛋氨酸外差异较小。蛋氨酸测定结果存在一定差异，ＭＤＩ

实验室测定结果普遍高于本实验测定结果。分析其原因，可能

由于德国实验室氨基酸检测方法中包含固相萃取及衍生步骤，

其处理时这些引入的干扰因素可能引起对含硫氨基酸测定结

果的差异。经方法学评价和室间对比和证明本实验方法准确、

可靠，可为氨基酸代谢疾病和相关器官病理性改变的临床确诊

和对症治疗提供了可信的生化指标和科学依据。
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