
摘要
氨基酸及生物胺类物质是体内重要的代谢物，涉及多种代谢途

径，和中枢系统、胰岛素抵抗、氧化应激、免疫系统等疾病

密切相关，是生命科学和临床上研究的重点领域。本文建立

了41种内源性氨基酸和生物胺类物质的靶标代谢组学分析方

法，采用异硫氰酸苯酯作为衍生化试剂进行衍生，以0.2%FA 

的乙腈和H2O为流动相，结果表明：TSQ Altis 测定41种代谢

物线性及重现性良好，R2>0.99；灵敏度极佳，柱上LOD低至

0.002~8.3fmol水平。采用该方法，结合稳定同位素标记化合物

作为内标，可排除不同生物基质样品带来的基质干扰，适用于

血浆、血清、尿液、组织样本中的检测。

前言
代谢组学是近些年广受关注的热点，作为精准医学研究的重要

组成部分，已迅速发展成为系统生物学的一个重要分支，是目

前最炽手可热的研究方向之一[1-5]。在肿瘤、代谢性疾病、神经

退行性疾病、心血管疾病等科学难点领域发挥着重要作用。在

依托质谱技术开展的代谢组学研究中，通常有两种主流的分析

研究策略：立足于发现差异表达生物标记物的非靶向代谢组学

分析（untargeted metabolomics）；以及对预定科学假说进行

定量验证或确证的靶标代谢组学（targeted metabolomics）[6-8]
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。通常意义上，一个完整流程的代谢组学研究大多始于基于高

分辨质谱的非靶标代谢组学，而后演进到串联质谱的靶标代谢

组学定量确证[9]。靶标代谢组学通常用于特定的代谢物有目标

的进行精确定量分析，研究具有特定结构和生物学功能的代谢

物。随着科学家对疾病研究的不断深入，目前成熟的检测分析

方案多集中于氨基酸、能量代谢、酰基肉碱、胆汁酸、神经递

质、生物胺等途径的研究[10]。代谢物的准确定量将使代谢组学

研究更全面更可靠，有助于建立临床疾病预测指标，推动个性

化医疗体系的建立。

在靶标代谢组学研究中，通常超高效液相色谱-串联四级杆质谱

平台，具有检测线性范围宽的优点，可以最大程度的满足复杂

样本中代谢物的检测，它的重复性好，使得大量样本分析时数

据的可靠性得以保证，且无需对得到的谱图进行峰匹配，在对

非靶标代谢组学提出的科学假说进行生物学意义验证中应用越

来越广泛。

本文拟采用TSQ Altis分析平台建立41种小分子代谢物的定量分

析方法，以期通过对关键代谢物的准确定量，帮助建立研究代

谢物在不同人群中的变化规律的方法。
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时间 流速mL/min A% B%

0 0.8 100 0

0.25 0.8 100 0

1.5 0.8 88 12

2.7 0.8 82.5 17.5

4 0.8 50 50

4.5 0.8 5 95

5 0.8 5 95

5.1 0.8 100 0

图1：Thermo Fisher 公司靶标代谢组学研究方案

2. 实验部分
2.1  1.1 仪器、试剂与材料

2.1.1 Thermo ScientificTM VanquishTM Flex超高效液相色谱仪

Thermo ScientificTM TSQ AltisTM三重四极杆质谱仪

2.1.2乙腈（色谱纯，美国Thermo Fisher公司）；实验用水为

Milli-Q去离子水；甲酸（色谱纯，SIGMA）；异硫氰酸苯酯（

色谱纯，SIGMA）

2.2 化合物信息及溶液配制

41种代谢物及内标来源于AbsoluteIDQ® p400 HR Kit试剂盒，

按照体内代谢物分布水平进行配制成8个浓度，标准曲线浓度为

0.025~2000 μ mol不等。

     

表1：41种氨基酸及生物胺类化合物信息

2.3色谱条件：

色谱柱：Thermo p400 HR C18（2.6 µm, 50 x 2.1 mm）；

柱温：50℃；

进样量：5 µL；

流动相：A：0.2%FA+H2O；B: 0.2%FA+ACN，梯度洗脱程序

（表2）

表2　梯度洗脱程序



2.4 质谱条件：

可加热电喷雾电离源（HESI），正离子扫描模式；扫描方

式：SRM；喷雾电压 (+)： 3500V；离子传输管温度：320℃；

鞘气压力40 arb；辅助气压力 10 arb；离子源温度：350℃；碰

撞气压力：1.5 mTorr。

2.5 样品前处理

按照试剂盒推荐的样品处理流程，取10 μL标准曲线及尿液样

品，加入10μL内标，采用异硫氰酸苯酯进行衍生化[11]，具体

流程见下图：

 

图2: 样品前处理流程

3. 实验结果与讨论
氨基酸及生物胺类物质是体内重要的代谢物，涉及多种代谢途

径，和中枢系统、胰岛素抵抗、氧化应激、免疫系统等疾病密

切相关，如多巴胺、多巴、五羟色胺等均为脑内重要的神经递

质，一直是生命科学和临床上研究的重点领域。但这类氨基代

谢物质的检测存在一定的难点，如极性较大，在反相色谱柱上

难保留；亲水性色谱柱上色谱峰形较差，稳定性不好等问题。

本文建立了异硫氰酸苯酯作为衍生化试剂进行衍生，稳定同位

素标记化合物作为内标的方法，通过衍生化手段可以有效解决

这些问题。

3.1 色谱图

采用衍生化处理后，41种代谢物的保留行为较好，可获得良好

的色谱峰形，同时灵敏度也得到了提升，下图为41种代谢物的

提取离子流图。

图3　41种小分子代谢物提取离子流图

3.2 线性范围、灵敏度及重现性

代谢组学研究中其中一个难点在于，代谢物在体内分布极广。

除了对仪器的线性范围提出了极高的要求之外，对体内检测浓

度范围的确定同样重要。本文中采用的线性范围通过大量样本

的检测，确立下来41代谢物的线性范围，浓度见表3（注：因

前处理过程中，标曲和样品稀释了60倍，处理后进样的样品

线性范围需除以60）。各代谢物在浓度范围内线性良好，线

性相关系数r2均大于0.99，灵敏度柱上低至0.002-8.33 fmol，

其中37个代谢物的RSD在0.05~4.66%之间，4个代谢物在

9.4~15.6%之间。41种代谢物线性范围、线性相关系数、柱上

LOD及RSD结果见表3，部分化合物标准曲线及LOD图见图4，

图5。

 

表3　41种化合物的线性范围、相关系数及柱上LOD



 

图4：亮氨酸标准曲线性良好，R2=0.9993

图5：亮氨酸柱上LOD：0.083fmol

3.3 实际样品检测

取正常人的尿液，按照本文建立的方法进行分析，各代谢物含

量见下表：
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 4. 总结

靶标代谢组学作为代谢组学组学的重要组成部分，可用于验证

非靶标代谢组学提出的假说，采用串联质谱方法对筛选出来的

潜在生物标志物定量，进行临床验证。代谢物的准确定量将使

代谢组学研究更可靠，有助于更深入地研究疾病机制。本文建

立了41种内源性氨基酸和生物胺类异硫氰酸苯酯衍生化，结合

稳定同位素标记化合物作为内标的方法，排除不同生物基质样

品带来的基质干扰，适用于血浆、血清、尿液、组织样本中的

检测。
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