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十种一碳代谢关键产物的 HPLC-MS/MS 定量检测方法 *
张丽娟 张 敏 陈 倩 刘 驰 权 力△

（北京大学首都儿科研究所教学医院 北京 100020）

摘要 目的：利用 HPLC-MS/MS 方法对十种一碳代谢相关产物进行定量分析。方法：采用 Aglient ZORBAX SB-AQ C18 柱（2.1
mm×100 mm, 3.5 m）、电喷雾离子源（ESI），以多离子反应监测方式（MRM）进行正离子检测。对游离叶酸(FA)、5- 甲酰四氢叶酸

(5-FT)、5- 甲基四氢叶酸(5-MT)、S- 腺苷蛋氨酸(SAM)、S- 腺苷同型半胱氨酸(SAH)、胱硫醚(CYSTA)、组氨酸(HIS)、丝氨酸(SER)、
蛋氨酸(MET)、同型半胱氨酸(HCY)进行定量分析。结果：FA、5-FT、5-MT、SAM、SAH、CYSTA、HIS、SER、MET、HCY 的检测限分

别为 0.1 ng·L-1、0.25 ng·L-1、0.1 ng·L-1、0.1 ng·L-1、0.25 ng·L-1、0.25 ng·L-1、0.1 ng·L-1、0.025 ng·L-1、0.1 ng·L-1、0.1 ng·L-1。FA、5-FT、
5-MT、SAH、CYSTA 浓度测定方法线性范围为 2~50 ng·L-1，SER、SAM 浓度测定方法线性范围 20~500 ng·L-1，MET、HCY 浓度测

定方法线性范围 200~5000 ng·L-1，HIS 浓度测定方法线性范围为 400~10000 ng·L-1，r 均在 0.993 以上，全部涵盖了已报道的血清

中指标的含量范围。结论：建立了 HPLC-MS/MS 方法，可同时分析十种一碳代谢通路的关键产物，所需样品量少，检测速度快，同

时实现分项检测，可为多种代谢性疾病系统性地检测一碳代谢中间产物体液分析方法建立实验条件基础。
关键词：一碳代谢；定量检测；高效液相色谱 - 串联质谱法；叶酸

中图分类号：R446 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2012）23-4405-07

Quantitative Method of 10 Pivotal Metabolites in One-Marbon Metabolism
by High Performance Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry*

ZHANG Li-juan，ZHANG Min，CHEN Qian，LIU Chi，QUAN Li △

（Peking University Teaching Hospital-Capital Institute of Pediatrics, Beijing, 100020, China）
ABSTRACT Objective: To quantify 10 pivotal compounds in one-carbon metabolism by using high-performance liquid

chromatography tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods: The separation was carried out on a Aglient ZORBAX SB-AQ
C18 column (2.1 mm×100 mm, 3.5 m) at 25℃. ESI was performed in the positive-ion mode using the MRM mode. Using target ions
at m/z 442.1-295.3 for folate acid, m/z 474.1-299.3 for 5-FT, m/z 460.0-313.0 for 5-MT, m/z 399.0-298.3 for SAM, m/z 385.0 -136.0 for
SAH, m/z 106.0-60.0 for CYSTA , m/z 156.0-110.0 for HIS, m/z 106.0-60.0 for SER, m/z 150.0-55.9 for MET, m/z 136.0-90.0 for
HCY. Results: The LLOD of the compounds was 0.1 ng·L-1 for FA, 0.25 ng·L-1 for 5-FT, 0.1 ng·L-1 for 5-MT, 0.1 ng·L-1 for SAM, 0.25
ng·L-1 for SAH, 0.25 ng·L-1 for CYSTA, 0.1·ng L-1 for HIS, 0.025 ng·L-1 for SER, 0.1 ng·L-1 for MET, 0.1 ng·L-1 for HCY. The
calibration curve was obtained with good correlation(r≥0.993), using the concentration range of 2~50 ng·L-1 for FA, 5-FT, 5-MT, SAH,
and CYSTA; 20~500 ng·L-1 for SER, and SAM; 200~5 000 ng·L-1 for MET, and HCY; 400~10 000ng·L-1 for HIS, coverd ranges of most
compounds in serum that have published previously. Conclusion: A sensitive method for 10 pivotal compounds in one-carbon
metabolism was developed. It should be a reliable method for quantifying many compounds simultaneously with less sample and short
time. And this result can provide a quantitive detection method for the diagnosis and prevention of the diseases associated with one
carbon metabolism.
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前言

一碳代谢涉及人体多种循环通路的重要代谢途径，可以概

括为参与甲基化过程和 DNA 合成两大通路[1]。一碳单位主要

从食物中的氨基酸获取，进入人体后转移给四氢叶酸，四氢叶

酸以其不同的氧化形式去结合、转运和提供一碳单位，这些氧

化形式包括甲基、亚甲基、次甲基或 10- 甲酰，为嘌呤合成和胸

腺嘧啶的合成提供一碳单位。另一条通路是协同依赖维生素

B12 的甲基转移酶，将同型半胱氨酸转化成 S- 腺苷蛋氨酸，作

为甲基的直接供体，为 DNA、RNA、蛋白质、膜磷脂、神经递质、
激素等多种物质的甲基化过程提供甲基[2-4]。

近年来，一碳代谢逐渐在多种疾病的研究中受到关注[5]，如
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先天畸形[6, 7]、肿瘤[8-10]，心血管疾病[11-13]、贫血[14]、认知性疾病[15]

等，已经被证明与叶酸的缺乏和代谢紊乱有直接的关系。因此

对一碳代谢通路的全面研究，可以更全面的了解叶酸的作用机

制，为多种疾病的治疗提供更多的理论依据。传统检测叶酸的

方法如微生物法，竞争性蛋白结合法，操作简单，常被应用于临

床检验中。为众多疾病的临床治疗，做出了很大贡献。但微生物

法耗时长，检测限高，需要样品量大，竞争经蛋白结合法在不同

试剂盒之间检测结果差异大的特点，且叶酸多种衍生物形式与

结合蛋白的结合力有很大差别，因而很难实现同时检测多种化

合物。高效液相色谱紫外法(HPLC-UV)、高效液相色谱电化学

法(HPLC-ED)或高效液相色谱荧光法（HPLC-FD）等，方法灵敏

度和准确性高，检出限低，节约样本量，但是 HPLC 依据保留时

间定性，方法特异性有待提高，且荧光法需要复杂的衍生处理，

增加了实验难度[16, 17]。
本文建立了同时 测 定 十 种 一 碳 代 谢 相 关 代 谢 产 物 的

HPLC-MS/MS 方法，在传统方法对叶酸定量的基础上，可以对

一碳代谢通路中的叶酸(FA)、5- 甲酰四氢叶酸(5-FT)、5- 甲基四

氢叶酸(5-MT)这些叶酸辅酶形式进行分项检测定量。除此之

外，还对游离 S- 腺苷蛋氨酸 （SAM）、S- 腺苷同型半胱氨酸

(SAH)、胱硫醚(CYSTA)、蛋氨酸(MET)、同型半胱氨酸(HCY)、
丝氨酸(SER)、组氨酸(HIS)这些一碳单位的来源和中间产物同

时进行了检测，其检测范围涵盖了一碳代谢通路中的大部分关

键化合物。同时在短时间内对多种物质的检测，可以适用于大

样本量的检测，操作简单，结果重复性好。同时分项定量检测多

种化合物，可以为临床疾病机制的阐明，治疗靶点的寻找以及

队列研究提供更多信息。

1 材料和方法

1.1 仪器与装置

使用 Aglient 1200 型高效液相色谱仪，由一台真空除气装

置（G1322A）、一台二元泵（G1312B），一台柱温箱（G1316B）、
一台带有 200 L 定量环六通阀的自动进样器（G1367D）及流通

管线组成。检测器为 Aglient 6410 三重四级杆串联质谱仪

（QQQ），液相色谱系统通过电喷雾离子源（Aglient G1948B）与

QQQ 相连，使用的色谱柱为 Aglient ZORBAX SB-AQ C18（2.1
mm×100 mm，3.5 m），仪器操作和数据处理均通过 Aglient
MassHunter 液质工作站完成。

所有样品称量均在一台 METTLER TOLEDO XS205 天平

上进行，Milli Q 纯水净化装置来自 Biopak 公司。
1.2 药品与试剂

实验中使用的标准品：FA、5-FT、5-MT、SAM、SAH、CYS-
TA、HIS、SER、MET、HCY 均购自 SIGMA 公司。甲醇（色谱纯）

购自 Merck 公司，甲酸（色谱纯，批号为 50144）购自迪马公司，

甲酸铵（分析纯，批号为 17843）购自 FLUKA 公司，十二烷基苏

糖醇（DTT）（分析纯）购自科盟普瑞生物技术有限公司，柠檬酸

（分析纯，批号为 F20080901） 和抗坏血酸 （分析纯，批号为

F20080714）购自国药集团化学试剂有限公司，实验用超纯水为

屈臣氏蒸馏水经 miliipore 净水机过滤 （电阻率≥18. 2 MΩ·
cm）。
1.3 储备液配制

标准品储备液配置，标准曲线溶液储备液配制，稀释级别

见表 6。
分别称取抗坏血酸 100 mg、柠檬酸 100 mg、DDT 100 mg，

溶解于 100 mL 超纯水中。制成 10 倍浓缩抗氧化剂溶液（以下

简称 ssw 溶液），分装存放与 -20℃冰箱备用。使用时取 1 mL
加入 9 mL 超纯水，得到所需浓度，为超纯水（100 g·mL-1 抗坏

血酸 +100 g·mL-1 柠檬酸 +100 g·mL-1 DTT）。
用分析天平分别称取 5-FT、5-MT、SAM、SAH、HIS、SER、

MET、HCY 共八种标准品各 5 mg，分别置于 2 mL 的 EP 管中，

用移液枪加 ssw 溶液 1 mL 溶解，摇匀，得到八种标准品的 5
mg·mL-1 的储备液，分别称取 FA、CYSTA 各 5 mg，溶于 15 mL
离心管，用移液枪加 ssw 溶液 5 mL 溶解，超声 20 分钟以使之

充分溶解，摇匀，得到两种标准品的 1 mg·mL-1 的储备液，存放

于 -20℃冰箱备用。
1.4 标准曲线配置

取 FA、5-FT、5-MT、SAH、CYSTA 标准品储备液逐级稀释

至 5×103 ng·mL-1，取 HCY、MET 标准品储备液稀释至 5×105

ng·mL-1，取 SER、SAM 标准品储备液逐级稀释至 5×104 ng·
mL-1。分别取浓度为 5×103 ng·mL-1 的 FA、5-FT、5-MT、SAH、
CYSTA 的标准品溶液 200 L，取浓度为 5×105 ng·mL-1 的

HCY、MET 标准品溶液 200 L，取浓度为 5×104 ng·mL-1 的

SER、SAM 标准品溶液 200 L，取浓度 1×106 ng·mL-1 的 HIS 标

准品溶液 200 L。混合得 2 mL 的混合溶液储存，使用时混合溶

液稀释 10 倍得到混标溶液的最高浓度溶液。连续进样检测，记

录色谱图，如图 1。
1.5 HPLC 条件

采用 Aglient ZORBAX SB-AQ C18（2.1 mm×100 mm，3.5
m）色谱柱，流动相 A 为超纯水（含 20 mM 的甲酸铵和 0.15 %
体积的甲酸），流动相 B 为甲醇（含 0.15 %体积的甲酸）。流动

相梯度在 10 分钟内由 100 %的流动相 A 变化到 100 %的流动

相 B，实现十种化合物的梯度洗脱，之后以 100 %的甲醇冲洗

柱子流路，最后恢复到纯水相冲洗流路，平稳柱压。见表 1。流

速为 0.2 mL·min-1，进样体积为 10 L，进样针冲洗液用比例为

10:2:88 的甲醇:甲酸:水溶液，洗针程序设置为流动洗针液冲洗

进样针 5 秒。

1.6 质谱（MS/MS）条件

HPLC 系统通过电喷雾电离（ESI）与（MS/MS）相连，正离

子模式。离子源干燥气的温度为 350℃，流速为 12 L·min-1，喷

雾器电压为 50 PSI，毛细管电压为 4000 V，驻留时间 50 ms，采

Time（min） Organic gradient（%）

0 0

10 100

13 100

13.1 0

18 0

表 1 流动相梯度

Table 1 Mobile phase
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图 1 混标溶液的 MRM 色谱图。Aglient ZORBAX SB-AQ C18（2.1 mm

×100 mm，3.5 m）色谱柱，柱温 25℃。流动相 A 为超纯水（含 20 mM

的甲酸铵和 0.15 %体积的甲酸），流动相 B 为甲醇（含 0.15 %体积的甲

酸）。流动相梯度在 10 分钟内由 100 %的流动相 A 变化到 100 %的流

动相 B。流速 0.2 mL/min

Fig. 1 Multiple reaction monitoring chromatogram of each analyte in

mixture solution. The column was Aglient ZORBAX SB-AQ C18（2.1 mm

x100 mm,3.5 m）,held at 25℃.Mobile phase A was pure water containing

0.15 %(v/v) formic acid and 20 mM ammonium formate. Mobile phase B

was methanol containing 0.15 % (v/v) formic acid. The flow rate of the

mobile phase was 0.2 ml/min. The mobile phase gradient started at 100 %

mobile phase A to mobile phase B over 10 min.

Compound MRM transition Fragmenter（V） CE（V）

HCY 136.0--90.0 70 5

5-MT 460.0--313.0 115 20

5-FT 474.1--299.3 120 35

MET 150.0--55.9 80 10

FA 442.1--295.3 100 8

SER 106.0--60.0 65 10

SAH 385.0--136.0 110 14

SAM 399.0--298.3 110 4

HIS 156.0--110.0 85 12

CYSTA 223.1--134.1 90 8

表 2 各化合物的多反映模式（MRM）参数

Table 2 MRM parameters for each analyte

用多反应监测（MRM）模式检测多种目标化合物，各种目标化 合物的多反映模式参数见表 2。

2 结果

2.1 色谱结果

由色谱图（图 1）可见，在不达到基线分离的情况下，对一

碳代谢通路中十种关键化合物进行选择定量。其中 CYSTA、
HIS、MET、HCY、SER 五种化合物在 1.5 min-2.5 min 之内出

峰，SAM 在 3.5 min 左右出峰，SAH 在 6 min 左右出峰，5-MT

在 7 min 左右出峰，FA、5-FT 在 7.5 min-8 min 出峰。整个分析

过程在 8 min 内完成。
2.2 标曲和线性范围

本方法采用外标定量法，以待测物浓度为横坐标，以待测

物峰面积为纵坐标，分别做线性回归运算和平方回归运算，得

到标准曲线方程。相关标品的回归方程，FA、5-FT、5-MT、SAH、
CYSTA 浓度测定方法线性范围为 2~ 50 ng·mL-1，SER、SAM
浓度测定方法线性范围 20~ 500 ng·mL-1，MET、HCY 浓度测定

方法线性范围 200~5000 ng·mL-1，HIS 浓度测定方法线性范围

为 400~10000 ng·mL-1，r 均在 0. 993 以上。详细数据以及相关

系数见表 3。
2.3 检测限和定量限

检测限以十种标准品的标准溶液倍比稀释后分别测得。检

测标准是以信噪比≥3:1 时相应的样品浓度作为检测限，以信

噪比≥10:1 时相应的样品浓度作为定量限，检测结果见表 3。
2.4 重复性和稳定性

将十种标准品分别配制 5 个浓度，FA、5-FT、5-MT、SAH
分别配制成 2、5、10、20、50 ng·mL-1 共 5 种浓度的溶液；CYS-
TA 配制成 1、2、5、10、20 ng·mL-1 共 5 种 浓 度 的 溶 液 ；SER、
SAM 各配制成 20、，50、100、200、500 ng·mL-1 共 5 种浓度的溶

液；MET、HCY 各配制成 200、500、1000、2000、5000 ng·mL-1 共

5 种浓度的溶液；HIS 配制成 400、1000、2000、5000、10000 ng·
mL-1 共 5 种浓度的溶液（表 6）。每个浓度每天测定 5 次，连续

测定 5 天，分别以标准差比上均值得到的相对标准偏差 RSD
和变异系数 CV 来考察方法的日内精密度 （表 4） 和日间精密

度，以及稳定性和重复性（表 5）。以检测浓度均值比上理论浓

度计算得到该方法的回收率（表 7）。一日内精密度在 1 %-13 %
之间，其中只有 5-FT 和 SAM 有两个浓度超过了 10 %，原始数

据分析，5-FT 浓度较低，使得检测相对标准偏差稍大，SAM 是

双峰的形式定量，在积分过程中，误差干扰造成检测相对标准

偏差稍微偏大。日间精密度均在 8 %以下。结果表示方法的精

密度，稳定性和重复性良好，可以进行下一步的实际样品的检
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表 4 各化合物的标准溶液浓度，检测浓度，日间精密度

Table 4 Spiked concentration, detection concentration, and Inter-day precision for each analyte

Compound Regression equation Linear range(ng·mL-1) R2 LOD (ng·mL-1) LOQ (ng·mL-1)

HCY Y=-1.353 0×10-1X2+1.344 5×102X+3.217 6×105 200-5 000 0.997 6 0.01 0.025

5-MT Y=4.535 6×101X-1.866 9×101 2-50 0.997 3 0.1 0.8

5-FT Y=3.661 7×101X+5.787 4 2-50 0.995 5 0.25 2

MET Y=-3.874 2×10-1X2+3.420 2×103X+5.905 5×105 200-5 000 0.993 2 0.1 0.5

FA Y=1.633 2×102X-3.205 3×101 2-50 0.995 7 0.1 1

SER Y=1.243 4× 102X+1.406 9×103 20-500 0.999 1 0.025 0.1

SAH Y=5.801 6×102X+6.078 1×102 2-50 0.999 5 0.25 0.8

SAM Y=5.924 4×102X-7.506 7×103 20-500 0.998 7 0.1 0.5

HIS Y=-1.114 3×10-1X2+2.825 0×103X+1.027 7×106 400-10 000 0.999 2 0.1 0.3

CYSTA Y=1.260 4×102X-1.086 0×101 1-50 0.998 4 0.25 1

表 3 标准方程，10 种化合物的检测限和定量限

Table 3 The regression equations, limits of detection and limits of quantitation

Compound
Concentration

（ng·mL-1）
Inter-day（n=5, x±s）

The first day The second day The third day The forth day The fifth day CV（%）

HCY 200 180.3±10.8 169.4±7.1 165.4±7.4 189.1±7.1 172.5±6.2 5.4

500 537.1±11.5 543.3±3.7 532.8±1.5 529.0±6.4 546.6±7.9 1.4

1 000 1 023.1±19.9 1 088.1±3.5 1 060.1±27.1 1 059.3±6.2 1 090.3±6.6 2.6

2 000 1 948.4±67.0 1 902.7±39.5 1 896.0±27.0 1 857.3±16.4 1 858.0±15.5 2.0

5 000 4 427.4±109.6 4 091.6±72.4 4 029.0±72.4 4 071.3±57.9 4 202.2±59.7 3.9

5-MT 2 2.2±0.1 2.0± 0.2 2.0±0.2 2.2±0.1 2.0±0.3 4.9

5 5.0±0.1 5.0±0.5 5.4±0.3 5.1± 0.3 5.0± 0.4 3.3

10 9.6± 0.8 9.8±0.5 9.2±0.8 9.6±0.4 10.2±0.4 3.7

20 20.0±0.8 21.1±1.7 21.4±1.3 20.1±1.6 19.5± 0.9 3.9

50 49.7±1.7 50.6±2.2 50.7±1.8 50.5±1.3 50.0±0.8 0.9

5-FT 2 1.9±0.1 2.2±0.1 2.0±0.1 1.9±0.2 2.2± 0.1 6.5

5 4.8±0.5 4.6±0.5 5.1±0.4 4.9± 0.1 5.2±0.7 4.8

10 9.9± 0.6 9.7±0.6 9.5±1.0 9.9±0.2 10.1±0.9 2.3

20 20.5±1.6 20.3± 1.1 20.7±1.6 19.8±1.4 20.4±1.5 1.7

50 49.8±2.2 50.2±1.7 50.2±0.5 50.1±0.4 49.3±1.7 0.7

MET 200 182.1±0.6 171.5±2.5 169.3± 1.7 180.9±1.8 182.5±1.8 3.6

500 549.3±13.1 548.3±3.9 564.2±5.8 548.8±3.6 549.3±7.3 1.2

1 000 1 045.8±7.1 1 079.4±32.7 1 056.1±10.7 1 066.3±5.7 1 081.1± 8.9 1.4

2 000 1 831.1±23.2 1 864.7±23.8 1 877.1±16.8 1 822.±22.4 1 808.9±17.6 1.6

5 000 4 137.6±46.2 4 271.4±51.5 4 350.8± 64.4 4 167.5±41.6 4 201.2±86.8 2.0

FA 2 2.1± 0.1 1.9± 0.1 2.3±0.1 2.3±0.1 2.1±0.3 7.7

5 4.3±0.3 4.8±0.4 4.7± 0.1 4.7±0.2 4.6±0.2 4.1

10 9.9± 0.8 11.0±0.6 9.8±0.1 9.3± 0.1 10.8± 0.3 7.0

20 20.9± 0.7 19.6± 1.3 20.2± 0.7 20.6± 0.3 19.3±1.0 3.3

50 49.7±2.7 50.2±1.4 50.0± 1.7 50.0± 1.7 49.6±1.9 0.4
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Note: 1）CV：The ratio of the mean and standard deviation in five days.

SER 20 19.1±0.8 19.6±0.8 18.9±0.6 19.7±1.7 21.8±1.5 5.7

50 48.9±2.0 47.7±2.1 49.2±1.9 44.0±2.3 48.4±1.8 4.5

100 98.5±1.0 103.6±1.4 103.6±2.3 99.5±4.1 103.2±1.6 2.4

200 205.2±3.9 201.9±5.9 196.6±1.9 211.9±5.0 196.2±4.7 3.2

500 499.9±6.4 504.1±9.9 502.8±7.3 497.5± 4.6 505.2±8.4 0.6

SAH 2 1.8±0.2 1.9± 0.1 2.1±0.1 1.9± 0.2 2.1±0.1 7.1

5 5.0±0.2 4.9±0.4 5.1±0.4 5.0± 0.2 5.1± 0.3 2.0

10 10.1±0.3 9.8±0.4 9.7±0.3 10.0±0.3 9.8±0.3 1.8

20 20.0±0.4 20.2±0.3 20.2±0.6 19.8±0.5 20.1±0.6 0.8

50 49.9±0.3 50.3±0.7 49.8±0.9 50.3±1.1 49.7± 1.0 0.5

SAM 20 21.6±1.1 21.1±1.7 22.6±1.0 22.8±0.7 22.6± 1.2 3.3

50 50.5±6.2 47.1±3.4 49.8±3.2 52.5±2.2 48.2±2.2 4.2

100 96.2± 5.6 99.2±3.3 94.6± 2.7 96.2± 5.0 94.7±3.3 2.0

200 198.3±7.6 198.4±6.2 200.5±4.2 198.3±6.0 198.4±5.4 0.5

500 502.5±3.1 500.5±3.7 501.3±3.3 499.9±6.7 499.1± 6.7 0.3

HIS 400 384.1±14.5 342.5±4.0 338.6±3.9 380.4±4.5 334.4± 7.0 6.8

1 000 993.3±9.7 1 026.5±8.7 1 040.3±5.7 1 066.3±11.5 1 041.1±19.2 2.6

2 000 2 064.9±17.6 2 077.2±31.1 2 075.1±19.5 2 020.6±10.2 2 066.3±30.9 1.1

5 000 3 097.6±54.1 3 964.0±65.2 3 940.1±25.2 3 886.6±46.7 3 916.0±26.3 0.9

10 000 10 218.3±201.7 10 178.3±201.7 10 057.6±96.1 10 208.3±357.1 10 108.9±279.4 0.7

CYSTA 1 1.1± 0.1 1.0±0.2 0.9±0.1 0.9±0.1 1.0±0.1 9.7

2 2.2±0.1 1.8±0.1 2.1± 0.2 2.0±0.1 2.0±0.2 6.1

5 4.9±0.1 4.7±0.5 5.0±0.1 5.4±0.2 5.4±0.2 6.1

10 10.4±0.4 10.3±0.4 10.0±0.6 9.9±0.5 9.9±0.5 1.9

20 19.6±1.0 20.0±0.7 20.0±1.3 19.7± 0.4 19.7±0.4 1.7

Intra-day RSD（%）

Compound C1 C2 C3 C4 C5

HCY 6.0 2.1 1.9 3.4 2.5

5-MT 5.1 2.8 8.0 3.9 3.4

5-FT 6.0 10.6 6.3 7.7 4.4

MET 0.3 2.4 0.7 1.2 1.1

FA 5.7 6.3 8.2 3.5 5.4

SER 4.1 4.1 1.0 1.9 1.3

SAH 9.4 4.8 2.8 1.8 0.7

SAM 5.1 12.3 5.8 3.8 0.6

HIS 3.8 1.0 0.9 1.4 2.0

CYSTA 8.1 6.2 2.3 4.0 5.2

表 5 各化合物的日内标准偏差

Table 5 Intra-day RSD for each analyte

Note:1）Spiked concentration C1-C5 were described in table 6.
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测实验。

3 讨论

本方法旨在为多种疾病系统性地检测体液样本中一碳代

谢中间产物分析方法建立实验条件基础。一碳代谢体液样品在

处理检测过程中多会遇到的几个难点问题：1，一碳代谢相关产

物易氧化易变质，在检测过程中难以保存。2，水溶性维生素在

反向色谱柱上难以保留，分离定量困难。3，一碳代谢通路中有

多种中间产物，包括人体内一碳单位是通过摄入食物中的多种

氨基酸得到的，方法需对多种产物分项检测，才能得到更全面

的数据来反映多种疾病机理。4，儿童患者取样困难，样品量少，

一碳代谢产物血液中含量较低，对检测的灵敏度和样品用量有

较高要求。
为了控制一碳代谢产物在空气中的氧化速度，在溶液配制

过程中，通过加入了柠檬酸，抗坏血酸和十二烷基苏糖醇

（DTT）作为抗氧化剂，可以保持蝶呤环的还原状态，同时可以

通过阻止 C9-N10 键的氧化断裂而导致的叶酸变质。同时 DTT
可防止同型半胱氨酸二硫化物的产生，维持同型半胱氨酸的单

体状态[18]。实验中选用甲醇和纯水作为流动相，实验中考察了

以甲醇加入抗氧化剂来稀释进样标准品，和以纯水加入抗氧化

剂来稀释标准品的实际效果。结果表明，溶剂中含有甲醇有明

显的溶剂效应，使得待测物在柱上保留能力变弱，保留时间变

短，峰出现分叉，漂移现象，峰型不稳定，基底变宽，峰堆积在起

始处，如图 2 所示。故最后选用纯水加入抗氧化剂作为最终溶

液条件。
水溶性维生素大多数是强极性化合物，在反相色谱柱上保

留很差，难以分离。在流动相中加入离子对试剂，一定程度上缓

冲溶液的 pH 值，同时可以影响水溶性维生素的解离行为，使

之和固定相相互作用增强，从而延长水溶性维生素在柱上的保

留时间，明显改善这类化合物的保留和分离。同时，离子对试剂

Note:1）Spiked concentration C1-C5 were described in table 6.

Accuracy（%）

Compound C1 C2 C3 C4 C5

HCY 90.2 107.4 102.3 97.4 88.5

5-MT 108.6 99.4 96.0 99.9 99.4

5-FT 96.9 96.5 98.8 102.6 99.7

MET 91.1 109.9 104.6 91.6 82.8

FA 104.1 86.9 99.5 104.6 99.4

SER 95.6 97.8 98.5 102.6 99.9

SAH 89.7 100.7 101.3 99.8 99.8

SAM 108.3 101.1 96.3 99.2 100.5

HIS 96.0 99.3 103.2 99.4 102.2

CYSTA 111.2 108.5 98.2 103.9 98.2

表 7 各化合物的精确度

Table 7 Accuracy for each analyte

Spiked concentration（ng·mL-1）

Compound C1 C2 C3 C4 C5

HCY 200 500 1 000 2 000 5 000

5-MT 2 5 10 20 50

5-FT 2 5 10 20 50

MET 200 500 1 000 2 000 5 000

FA 2 5 10 20 50

SER 20 50 100 200 500

SAH 2 5 10 20 50

SAM 20 50 100 200 500

HIS 400 1 000 2 000 5 000 10 000

CYSTA 1 2 5 10 20

表 6 各化合物的标准溶液浓度

Table 6 Spiked concentration for each analyte
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的加入，还可以增加被检测物的离子化程度，提高检测的灵敏

度。本实验中通过优化流动相 A 中添加甲酸铵的含量至 20
mM，明显的改善保留时间，优化分离，全部分离化合物仅需要

8 分钟。参照 2008 年 Wang Y 等[7]的文章所检测的神经管畸形

患者相关样本以及正常血清中的十一种一碳代谢相关化合物

浓度，除叶酸外，本方法中标准品的检测范围可以完全涵盖血

清中检测浓度，适合用于儿科血清样品的检测。相比于 Wang Y
的实验，全部分离出化合物的时间由 17 分钟缩短为 8 分钟，节

省了约 50 %的时间。
对多种化合物同时分项检测，是质谱检测方法的突出优

势。一碳代谢通路中，有叶酸的多种衍生物形式存在[2]，用一般

的化学分析方法不能将各种衍生物分别进行检测，液相色谱质

谱联用方法可以将液相色谱的高分离能力与质谱的高选择性

和高灵敏度结合起来，可以同时给出化合物的保留时间、特征

结构碎片等多个信息[19, 20]。本实验可以在 8 分钟内同时检测一

碳代谢循环通路中的十种化合物，覆盖了体内一碳代谢的大部

分关键化合物。利用串联质谱的双重选择特征离子，可以对每

一个化合物单独提取色谱图，实现分项检测并且定量。本方法

可以克服复杂基质对样品分离检测的影响，极大地缩短分离时

间，并且在一次分析中单独对每一种代谢产物进行定量。因此

此方法在血液和尿液及组织标本的检测中优势较为突出。可以

为临床标本的一碳代谢紊乱提供可靠的实验室数据，为多种疾

病治疗提供更多理论依据。此外，该方法每次进样量仅为 10
L，较传统方法极大地节约了标本量，非常适合于儿科的小样品

量检测。
实验过程中，也有一些新问题的出现。SAM 化合物峰单独

提取出来，出现了双峰现象，但在每次进样中，两个峰出峰稳

定，峰型，保留时间都相近，考虑为同分异构情况。考察 SAM 的

化合物分子结构可以发现，化合物内部确实有手性碳原子的存

在，故考虑为 R 和 S 对映同分异构体，两种异构体分别对应的

峰尚且没有合理的实验依据解释，但对两个同时满足定量要求

的峰全部计算入积分面积内，根据峰面积的积分，做出线性回

归方程，线性拟合良好，相关系数达到 0.999，完全可以满足定

量要求。
本试验方法利用高效液相色谱和串联质谱的优势结合，采

用全扫描检测模式，提高了检测灵敏度，选择两种特征离子对

样品中相关代谢产物进行定量，结合保留时间，可以对代谢循

环中的十种化合物进行精准定性，避免基质以及假阳性干扰。
一碳代谢的十种化合物在 8 分钟之内全部定量，所需的样本

小，分析时间短，适合大批量的微量标本的定量检测。具有推广

作为儿科疾病研究中一碳代谢检测的基准方法的应用潜力。
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