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超高效液相色谱⁃串联质谱法定量分析尿液中
色氨酸及其代谢产物
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摘要：基于超高效液相色谱⁃串联质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）建立定量分析色氨酸（Ｔｒｐ）及代谢产物 ３⁃ＯＨ⁃犬尿氨酸（３⁃
ＯＨ⁃Ｋｙｎ）、３⁃ＯＨ⁃邻氨基苯甲酸（３⁃ＯＨ⁃ＡＡ）、黄尿酸（ＸＡ）、犬尿氨酸（Ｋｙｎ）、５⁃羟基吲哚乙酸（５⁃ＨＩＡＡ）、犬尿喹啉酸

（ＫＡ）和 ５⁃羟色胺（５⁃ＨＴ）的方法，应用该方法分析其在尿样中的含量，探讨排泄规律。 将尿样稀释、离心后，加入

丹磺酰氯（ＤＮＳ⁃Ｃｌ）衍生，经 Ｔｈｅｒｍｏ Ｃ１８色谱柱（５０ ｍｍ×３ ｍｍ， ２ ７ μｍ）分离和 ０ １％ 甲酸和甲醇梯度洗脱后，采
用电喷雾电离（ＥＳＩ）源，在正离子扫描和多反应监测（ＭＲＭ）模式下检测。 以咖啡酸（ＣＡ）为内标，定量分析。 结果

显示，８ 种目标化合物的线性关系良好，相关系数（Ｒ２）≥０ ９７４ ０，检测灵敏（ＬＯＤ 为 ０ ００５～０ ５ ｎｇ ／ ｍＬ），回收率高

（９３ ２４％ ～１０７ ６５％）。 采用本方法检测分析了健康志愿者 ７０ 个尿液样本，在尿样中检测到 Ｔｒｐ 原型及其 ７ 种代谢

产物。 结果表明，体内的 Ｔｒｐ 是通过原型和代谢两种方式排泄：Ｔｒｐ 原型的含量为 ５ ２２ ～ ２０ ８８ μｇ ／ ｍＬ；尿液中经

代谢后排泄的 Ｔｒｐ 量是原型的 １２４％ ～２６８％，即体内的 Ｔｒｐ 主要经代谢后排出体外。 方法主要研究了 Ｔｒｐ⁃５⁃ＨＴ 和

Ｔｒｐ⁃Ｋｙｎ 两条途径的代谢产物含量，Ｔｒｐ 经 Ｋｙｎ 降解生成的 ３⁃ＯＨ⁃ＡＡ 和 ３⁃ＯＨ⁃Ｋｙｎ 含量较多，即 Ｔｒｐ⁃Ｋｙｎ 是体内

Ｔｒｐ 的主要代谢途径。 方法通过 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 实现了尿液中 Ｔｒｐ 及其代谢产物含量的检测，能为临床检查提供技

术和理论支持。
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ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｔｒｐ ｗａｓ ｅｘｃｒｅｔｅｄ ｉｎ ａ ｐｒｏｔｏｔｙｐｉｃ
ｆｏｒｍ ｏｒ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅｄ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｒａｎｄｏｍ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｗｅｒｅ ０ ９９－３ ７２ （３⁃ＯＨ⁃Ｋｙｎ）， ２ ５１－２１ １１ （３⁃ＯＨ⁃ＡＡ）， ０ ２５－１ １２ （ＸＡ）， ０ １５－１ ５３
（Ｋｙｎ）， ０ ２４－２ ５８ （ＫＡ）， ０－０ ３１ （５⁃ＨＴ）， ａｎｄ ２ ２－１７ ９４ （５⁃ＨＩＡＡ） μｇ ／ ｍＬ． Ｆｏｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｄｉ⁃
ｖｉｄｕａｌ， ｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｈｅａｌｔｈ， ｔｈｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔｒｐ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｗｅｒｅ
ｌａｒｇｅ． Ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅｓｅ ｌａｒｇｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ． Ｔｈｅ ｄａｔａ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ７０ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｅｘｃｒｅ⁃
ｔｅｄ Ｔｒｐ ｂｅｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅｄ ｗａｓ １２４％－２６８％ ｏｆ ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ， ｗｈｉｃｈ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｃｒｅ⁃
ｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ． Ｕｐｏｎ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｅｔａｂ⁃
ｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｔｒｐ⁃５⁃ＨＴ ａｎｄ Ｔｒｐ⁃Ｋｙｎ ｐａｔｈｗａｙｓ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ３⁃ＯＨ⁃ＡＡ ａｎｄ
３⁃ＯＨ⁃Ｋｙｎ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｕｐｏｎ Ｔｒｐ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｋｙｎ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｄｕｃｔｓ． Ｔｒｐ ｗａｓ ｄｅｇｒａｄｅｄ ｖｉａ Ｋｙｎ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ３⁃ＯＨ⁃ＡＡ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｏｆ Ｔｒｐ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ． Ｔｈｉｓ ｍａｎｕｓｃｒｉｐｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔｒｐ
ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｒａｎｄｏｍ ｕｒｉｎｅ
ｓａｍｐｌｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｖａｌｕａｂｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒａｃｔｉｃｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）； ｐｒｅ⁃ｃｏｌｕｍｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｏｎ； ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ⁃ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ ｐａｔｈｗａｙ； ｕｒｉｎｅ

　 　 色氨酸（Ｔｒｐ）又称 α⁃氨基 β⁃吲哚丙酸［１］，是人

体必需的氨基酸之一［２］。 人体每天需要的 Ｔｒｐ 来

自内源蛋白质的分解和食物的消化吸收，这些 Ｔｒｐ
除用于蛋白质生物合成外，主要在肝、肾、脑等组织

器官发生代谢［３，４］。 Ｔｒｐ 会在吲哚胺⁃２，３⁃双加氧

酶、单胺氧化酶、犬尿甲酰胺酶等的作用下通过

Ｔｒｐ⁃５⁃羟色胺（５⁃ＨＴ）和 Ｔｒｐ⁃犬尿氨酸（Ｋｙｎ）两条主

要途径降解并排出体外［５，６］。 受机体饮食、活动量

以及机体状态的影响，每天摄入的 Ｔｒｐ 以及参与代

谢的酶会发生变化，这些细小的变化如果逐渐积累

·９１５·
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放大，就会造成机体代谢状态的差异，最终导致疾病

的发生。 研究表明，肿瘤、感染性疾病、神经性疾病

等均伴随发生 Ｔｒｐ 的代谢紊乱［７，８］，了解 Ｔｒｐ 及其

代谢产物在正常个体日常状态下的排泄规律对 Ｔｒｐ
相关疾病的普查、健康状态的监测，以及疾病的早期

诊断都具有重要意义。
　 　 Ｔｒｐ 及其代谢产物在体内含量低，检测难度较

大。 近年来，利用 Ｔｒｐ 及其代谢产物的紫外、荧光、
电化学性质，可以采用的检测方法有高效液相色谱

法（ＨＰＬＣ） ［９］、高效毛细管电泳法（ＨＰＣＥ） ［１０］ 和高

效液 相 色 谱⁃质 谱 法［１１］ （ ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ） 等。 其 中

ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 由于其高度特异性及准确性成为当前的

研究热点［１２］。 然而，现有文献关于 Ｔｒｐ 及其代谢产

物的研究报道多集中在疾病个体和正常个体的区

分，如 Ｃｈｅｎｇ 等［１３］发现肾功能不全患者血浆 Ｔｒｐ 和

其代谢产物的含量较高；Ｈｅｉｌｍａｎ 等［１４］ 发现血液中

Ｔｒｐ 及其代谢产物含量可以用于评估帕金森患者病

情；吴智明等［１５］发现大肠癌患者尿液 Ｋｙｎ 与 Ｔｒｐ 比

值较对照组显著提高。 这些报道研究多采用多时间

点收集的尿液进行检测和比较，并不能反映某一时

间点机体代谢产物的含量情况。 Ｔｒｐ 的吸收和排泄

是正常机体每天都需要进行的生理过程，受食物摄

入和活动量变化的影响较大［１６］。 了解健康志愿者

随机尿样中 Ｔｒｐ 及其代谢产物的水平是 Ｔｒｐ 等相关

代谢产物用于疾病诊断的基础。 本实验基于超高效

液相色谱⁃串联质谱法（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ），采用丹磺

酰氯（ＤＮＳ⁃Ｃｌ）柱前衍生化技术对目标化合物进行

衍生，建立了 Ｔｒｐ 及其代谢产物的定量分析方法，并
应用该方法研究了健康志愿者随机尿样中 Ｔｒｐ 及其

代谢产物的含量，探索其在尿液中的排泄规律，为临

床疾病的诊断提供理论支持。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 型超高效液相色谱系统、ＴＳＱ Ｅｎ⁃
ｄｕｒａ 三重四极杆质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司，美国）； ＡＧ ２２３３１ 低温高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司，德国）； ＭＴＮ⁃２８００Ｄ 氮吹浓缩装置（天津奥特

赛斯仪器有限公司，中国）； ＳＱＰ 电子分析天平（北京

赛多利斯科学仪器有限公司，中国）； ＲＣＴ⁃３２００ 超纯

化水机（莱博帕特科技发展有限公司，中国）。
　 　 ３⁃ＯＨ⁃犬尿氨酸（３⁃ＯＨ⁃Ｋｙｎ，纯度 ９８％） （美国

Ｓｉｇｍａ 公司）、 Ｔｒｐ （纯度 ＞ ９８ ０％）、 ５⁃ＨＴ （纯度 ＞

９８ ０％）； ３⁃ＯＨ⁃邻 氨 基 苯 甲 酸 （ ３⁃ＯＨ⁃ＡＡ， 纯 度

９８％，上海麦克林生化科技有限公司）；黄尿酸（ＸＡ，
纯度＞９６ ０％，梯希爱上海化成工业发展有限公司）；
犬尿喹啉酸（ＫＡ，纯度＞９８ ０％，上海源叶生物科技

有限公司）； Ｋｙｎ（纯度＞９８ ０％，阿拉丁试剂（上海）
有限公司）； ５⁃羟吲哚乙酸（５⁃ＨＩＡＡ，纯度＞９８ ０％，
美国 Ａｌｆａ Ａｅｓａｒ 公司）；肌酐（Ｃｒ，纯度＞９８ ０％，上
海源叶生物科技有限公司）；内标咖啡酸（ＣＡ，纯度

９９ ９％，日本 ＴＣＩ 公司）； ＤＮＳ⁃Ｃｌ 纯度 ９９％，北京百

灵威科技有限公司）；甲醇、甲酸、乙腈（色谱纯，美
国 Ｔｅｄｉａ 公司）。
　 　 尿液样本的采集对象为吉林省长春市的 ７ 名健

康男性，年龄为 ２０ ～ ２２ 岁，所有参与志愿者在采样

前均详细阅读并签署了知情同意书。
１．２　 实验方法

１．２．１　 色谱及质谱条件

　 　 色谱柱：Ｔｈｅｒｍｏ Ｃ１８ 色谱柱（５０ ｍｍ× ３ ｍｍ，
２ ７ μｍ）；柱温：３５ ℃；样品室温度：４ ℃；流动相：Ａ
为 ０ １％ 甲酸水溶液，Ｂ 为甲醇；流速：０ ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
梯度洗脱程序：０ ～ ３ ０ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ； ３ ０ ～ ９ ０ ｍｉｎ，
３０％ Ｂ～９５％ Ｂ； ９ ０～１２ ０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； １２ ０ ～ １２ ５
ｍｉｎ， ９５％ Ｂ ～ ３０％ Ｂ； １２ ５ ～ １７ ０ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ。 进

样量：２ μＬ。
　 　 采用电喷雾电离方式进行离子化，正离子、多反

应监测（ＭＲＭ） 模式扫描。 扫描范围：ｍ／ ｚ １００ ～
１ ０００；喷雾电压：４ ０００ Ｖ；鞘气压力：６ １２５ ＭＰａ；辅
助气压力：０ ８７５ ＭＰａ；传输毛细管温度：３５０ ℃；雾
化器温度：３００ ℃；针泵进样。 数据采用 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｘｃａｌｉｂａｒ 软件进行分析。 待测物的碰撞能量（ＣＥ）、
ＲＦ 透镜电压（ＲＦ ｌｅｎｓ）和其他质谱参数见表 １。
１．２．２　 样品的收集与处理

　 　 于每天 １１ ∶００ ～ １３ ∶００ 在洁净容器中收集中段

尿液 １０ ｍＬ，取 １ ｍＬ，加入 １００ μＬ １％ 甲酸水溶液，
混匀后，以 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清 ２００
μＬ，于－８０ ℃避光冷冻，备用，分析时，尿样于 ４ ℃
下解冻。
　 　 向尿液样品中加入 ５０ μＬ １００ μｇ ／ ｍＬ 的 ＣＡ 和

含 ８ ｍｇ ／ Ｌ ＤＮＳ⁃Ｃｌ 的乙腈溶液 ２００ μＬ，混匀，加入

４００ μＬ ０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＣＯ３ ⁃ＮａＨＣＯ３ 缓冲溶液，涡
旋，于 ６０ ℃金属浴加热 ２０ ｍｉｎ。 再次向反应体系

中加入 １６ μＬ ０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 三乙胺溶液。 反应 ３０ ｍｉｎ
后加入 １５％ 甲酸水溶液 １６ μＬ，终止反应，过 ０ ２２
μｍ 微孔滤膜，备用。 衍生反应的结构通式见图 １。

·０２５·
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表 １　 目标化合物的质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔＲ ／ ｍｉｎ Ｍｒ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄａｎｓｙｌ ｇｒｏｕｐ Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ ＲＦ ｌｅｎｓ
３⁃ＯＨ⁃Ｋｙｎ ３．８６ ２２４．０８ ２ ６９１．１４ １７１．１４∗ ３７．５４ ９８．３１

４５６．１５ ２７．４８
３４９．３７ １４．９８

３⁃ＯＨ⁃ＡＡ ４．２５ １５３．０４ １ ３８７．０９ １７１．１５∗ １７．５９ ８５．７３
２１６．１９ １５．３６
３４１．５０ １５．２１

ＸＡ ４．７８ ２０５．０４ １ ４３９．０６ １７０．２５∗ １９．８１ １５４．３１
２６８．１６ ９．８９
３９３．１４ １２．３７

Ｋｙｎ ５．３０ ２０８．０８ １ ４４２．１２ １７０．１５∗ ２２．２１ ８０．２５
２５１．１４ １１．３２
２７１．０４ ９．２２

Ｔｒｐ ５．３８ ２０３．８０ １ ４３８．１８ １７０．８９∗ ２３．３３ １２２．２１
２００．０２ １７．６３
２８３．５６ １６．５１

５⁃ＨＩＡＡ ６．２２ １９１．０６ １ ４２５．１１ １７１．１５∗ ２２．３９ ２４０．８３
２０５．８９ １９．３３
３８０．３５ １２．５４

ＫＡ ６．５１ １８９．０４ １ ４２３．５１ １７０．４４∗ １８．７２ １２０．３９
２５２．１０ １１．６５
３７８．２２ １２．２５

５⁃ＨＴ ７．７５ １７９．０６ ２ ６４３．３４ １７１．１３∗ ３７．９５ ８８．７５
３８０．１０ １５．６６
３９３．０２ ２８．７７

ＣＡ （ ＩＳ） ７．７８ １８２．０６ ２ ６４７．０９ １７１．１１∗ ２７．３９ １４５．２８
２３４．５７ ２０．７２
４１３．０７ １８．７０

ＲＦ： ｒａｄｉｏ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ； ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

图 １　 丹磺酰氯的衍生反应
Ｆｉｇ． １　 Ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｎｓｙｌ ｃｈｌｏｒｉｄｅ （ＤＮＳ⁃Ｃｌ）

　 　 配 制 含 有 ３ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、 ３ ８
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ、１４ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＳＯ４、７２ １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 ２ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃ６Ｈ５Ｎａ３Ｏ７·２Ｈ２Ｏ、
１８ ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＨ２ＰＯ４、０ １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２Ｃ２Ｏ４、１９ ３
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ、１７ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４Ｃｌ、４１ ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

尿素和 ９ ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｒ 的人工尿样（ｐＨ＝ ７ ４）模拟

空白基质。 在空白基质中加入不同浓度的标准溶液

作为质控（ＱＣ）样本用于监控分析序列的重复性和

稳定性，处理方法同上。

２　 结果与讨论

２．１　 色谱及质谱条件的优化

　 　 本实验所测定的化合物含有氮原子，相对分子

质量较小，在正离子扫描模式下，［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 强度很

弱，难以检测，且易发生源内裂解，检测难度较大。
同时，由于极性原因，目标化合物与尿液中强极性化

合物一同流出，基质效应较大。 本实验以丹磺酰氯

为衍生化试剂，采用柱前衍生的方法对尿液中 Ｔｒｐ
及其代谢产物进行衍生。
　 　 丹磺酰氯是一种强荧光剂，基团上的磺酰基能

够与伯胺、仲胺以及酚羟基发生取代反应，提高化合

物的相对分子质量，同时丹磺酰氯衍生后还可以改

善待测物的极性，延长保留时间，提高检测灵敏度。
待测物的二级质谱图见图 ２。
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图 ２ 衍生产物的二级质谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．２　 方法学考察

　 　 待测化合物属于内源性物质，本研究依据《中
国药典》（２０１５ 版）中“生物样品定量分析方法验证

指导原则”，采用人工尿样作为空白基质，向其中添

加标准品的方法进行方法学验证，考察了方法的专

属性、线性范围、精密度、稳定性和回收率。

２．２．１　 专属性

　 　 精密量取人工尿液样本，加入不同浓度的混合

标准溶液，建立空白基质匹配标准曲线。 按 １ ２ ２
节处理空白人工尿液和实际尿液，并将混合标准溶

液加入人工尿液中，分别得到空白人工尿液、实际尿

液和加标尿样的提取离子流色谱图（见图 ３）。
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图 ３　 衍生产物的提取离子流色谱图
Ｆｉｇ． ３　 ＴＩＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

　 ａ． ｂｌａｎｋ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅ； ｂ． ｒｅａｌ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅ； ｃ． ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｕｒｉｎｅ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ．
　 Ｐｅａｋ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ： １． Ｃｒ； ２． ３⁃ＯＨ⁃Ｋｙｎ； ３． ３⁃ＯＨ⁃ＡＡ； ４． ＸＡ； ５． Ｋｙｎ； ６． Ｔｒｐ； ７． ５⁃ＨＩＡＡ； ８． ＫＡ； ９． ５⁃ＨＴ； １０． ＣＡ （ ＩＳ） ．

表 ２　 目标化合物的线性方程、相关系数、线性范围、检出限、回收率和精密度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （Ｒ２）， ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ＬＯＤｓ，
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／
（μｇ ／ ｍＬ）

ＬＯＤ ／
（ｎｇ ／ ｍＬ）

Ｓｐｉｋｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ ｍＬ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％
ＲＳＤｓ （ｎ＝ ６） ／ ％

Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
３⁃ＯＨ⁃Ｋｙｎ Ｙ＝ ０．００８２Ｘ－０．０４６ ０．９７６４ ０．１－５．０ ０．０１ ０．１ １０５．４１ １．３１ ０．６１

２．５ １０６．２２ ２．５４ １．２３
５ ９８．４７ ３．１１ ３．２６

３⁃ＯＨ⁃ＡＡ Ｙ＝ ０．０００９Ｘ－０．０３１０ ０．９８７３ ０．５－２５ ０．１ ０．５ ９３．２４ ０．７８ ０．７８
１０ １０６．２４ ３．１１ ３．１１
２０ １０２．６１ ２．２１ ２．２１

ＸＡ Ｙ＝ ０．０６４５Ｘ －０．０６８３ ０．９７４０ ０．１－５．０ ０．０５ ０．１ １０２．９２ ０．５１ ０．５１
２．５ １０４．２３ ２．１４ ２．１４
５ ９６．９７ １．１６ １．１６

Ｋｙｎ Ｙ＝ ２．９０６４Ｘ－０．１９７２ ０．９９４１ ０．５－２５ ０．１ １ ９５．９６ １．２３ １．２３
１２ １０５．４４ ２．１１ ２．１１
２５ １０３．１２ １．１１ １．１１

Ｔｒｐ Ｙ＝ ０．５５５０Ｘ＋０．１９７２ ０．９９５４ １－５０ ０．５ ２ １０７．６５ ２．１４ ３．５９
２０ １０５．９４ ３．１２ ３．１２
４０ １０２．２１ １．４５ １．４５

５⁃ＨＩＡＡ Ｙ＝ ４．５１８４Ｘ＋０．８４９１ ０．９７９７ ０．２－１０ ０．０１ ０．２ ９６．７７ ０．８５ ０．８５
４ １０４．３３ ２．３３ ２．３３
８ １０７．２５ ２．５４ ２．５４

ＫＡ Ｙ＝ ０．０６７７Ｘ－０．０１５３ ０．９９０８ ０．１－５．０ ０．０５ ０．１ ９６．７７ ０．７５ ０．７５
２ ９８．９９ ２．６９ ２．６９
４ １０２．２１ １．７８ １．７８

５⁃ＨＴ Ｙ＝ ０．０１０５Ｘ＋０．０４５７ ０．９９９８ ０．０１－０．５ ０．００５ ０．０２ ９７．４７ ０．９９ ０．９９
０．２５ １０４．４３ １．２３ １．２３
０．５ １０３．３２ １．２５ １．２５

Ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅ ｔｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ； Ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ ｍＬ．

　 　 通过提取离子流色谱图分析可知，人工尿液中

只有 Ｃｒ 峰，而无其他目标化合物（见图 ３ａ），图 ３ｂ
中待分析物的保留时间与图 ３ｃ 中标准品一致。 说

明本方法的专属性良好。
２．２．２　 线性范围与检出限

　 　 在优化后的条件下对系列混合标准溶液进行分

析，并以浓度为横坐标、目标化合物与内标（ＣＡ）峰
面积比值为纵坐标，绘制标准曲线。 结果表明，８ 种

目标化合物各自范围内有良好的线性关系，相关系

数（Ｒ２）≥０ ９７４ ０。 检出限（ＬＯＤ）以 ３ 倍的信噪比

计算，８ 种目标化合物的 ＬＯＤ 为 ０ ００５～０ ５ ｎｇ ／ ｍＬ
（见表 ２）。
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２．２．３　 回收率和精密度

　 　 在空白基质（人工尿样）中分别添加高、中、低 ３
种不同水平的混合标准溶液，进行方法回收率的验

证，各目标化合物加标水平见表 ２。 结果表明，目标

化合物的回收率为 ９３ ２４％ ～１０７ ６５％。 每种水平各

６ 份，连续测定 ３ ｄ，计算日内和日间精密度，结果分

别为 ０ ５１％ ～３ １２％ 和 ０ ５１％ ～３ ５９％。
２．２．４　 稳定性

　 　 取人工尿液样本，加入线性范围中高点和低点

两个水平的混合标准溶液，每个水平制备 ３ 个平行

样本，分别考察样品在室温放置 ６ ｈ、反复冻融 ３ 次、
－８０ ℃冻存 １０ ｄ 及经处理后室温放置 ２４ ｈ 后的稳

定性。
　 　 结果表明，在上述考察条件下，目标化合物含量

的标准偏差均小于 １５％，表明样品在上述条件下均

保持稳定。
２．３　 尿液测定结果

　 　 将尿液进行处理和分析，得到尿液中目标化合

物的含量。 ７ 名健康志愿者的尿样连续测定 １０ ｄ，
结果见图 ４。

图 ４　 ７ 名志愿者尿样中目标化合物的含量（平均值±ＳＤ，ｎ＝１０）
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｆｒｏｍ ｓｅｖｅｎ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ （ａｖｅｒａｇｅ±ＳＤ， ｎ＝１０）

　 　 尿液中的 Ｔｒｐ 主要来源于食物中外源性的氨基

酸和机体内源性蛋白质的分解［１７］，由于志愿者未受

运动和饮食限制，尿样的色氨酸含量可能会受到饮

食和运动影响。
　 　 经测定，志愿者的尿中 Ｔｒｐ 的含量波动范围为

１ ７１～ ２５ ３４ μｇ ／ ｍＬ，经代谢后排泄的 Ｔｒｐ 是原型

量的 １２４％ ～ ２６８％。 在 Ｔｒｐ 的两条代谢途径中，经
Ｋｙｎ 途径生成 Ｋｙｎ、 ＫＡ、 ３⁃ＯＨ⁃Ｋｙｎ、 ３⁃ＯＨ⁃ＡＡ 和

ＸＡ，尿液中的含量分别是 ０ ９９～３ ７２ （３⁃ＯＨ⁃Ｋｙｎ）、
２ ５１～２１ １１ （３⁃ＯＨ⁃ＡＡ）、０ ２５～１ １２ （ＸＡ）、０ １５～
１ ５３ （Ｋｙｎ）和 ０ ２４ ～ ２ ５８ （ＫＡ） μｇ ／ ｍＬ；经 ５⁃ＨＴ
途径生成的 ５⁃ＨＴ 和 ５⁃ＨＩＡＡ，含量分别为 ０ ～ ０ ３１
μｇ ／ ｍＬ（ ５⁃ＨＴ） 和 ２ ２ ～ １７ ９４ μｇ ／ ｍＬ （ ５⁃ＨＩＡＡ）。
Ｋｙｎ 途径代谢产物含量是 ５⁃ＨＴ 代谢途径相关产物

的 １０４％ ～ １７６％，说明 Ｔｒｐ 经 Ｋｙｎ 降解生成 ３⁃ＯＨ⁃
ＡＡ 和 ３⁃ＯＨ⁃Ｋｙｎ 的是 Ｔｒｐ 的主要代谢产物。 尿中

的 Ｔｒｐ⁃Ｋｙｎ 代谢产物的测定结果与已有报道［１８］ 结

果一致。 经统计学分析，受试者 ６（Ｓ⁃６）和受试者 ７
（Ｓ⁃７）间差异较明显（Ｐ＜０ ０５），其余受试者均不存

在显著性差异。
　 　 有文献报道［１９－２１］将肌酐作为内参，通过其他化

合物浓度与肌酐含量的比值来进行计算。 本方法也

以肌酐含量为基准，比较了目标化合物含量在不同

尿样中的差异，并没有发现不同个体尿样中目标化

合物含量有显著性差异。

３　 结论

　 　 本文基于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术建立了一种测定

Ｔｒｐ 及其代谢产物的定量方法。 该方法采用 ＤＮＳ⁃
Ｃｌ 对目标化合物进行衍生，方法灵敏度高，重复性

好，可以实现尿液中目标化合物的准确定量。
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