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超高效液相色谱 -质谱联用法测定人尿液中 5-羟吲哚乙酸浓度
方法学验证
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摘要 目的：采用超高效液相色谱 -质谱联用法(UPLC-MS/MS)建立人尿液中 5-羟吲哚乙酸（5-HIAA）的检测方法。方法：采用人

工尿液 UR-N-CONTROL LEVEL 2 NP配制标准曲线，质控样品采用人工尿液和天然尿液配制而成，以 5-HIAA的同位素氘标记

物 5-HIAA-d5为内标，尿液样品采用乙腈进行稀释处理后，采用 UPLC-MS/MS检测。色谱柱为Waters HSS T3（100× 2.1 mm, 1.8

滋m），流动相 A为含 0.02 %乙酸的 2 mM醋酸铵水溶液，B相为：含 0.02 %乙酸的乙腈溶液，在 2.5 min内使用 5 %的 B相至 100

%的 B相进行梯度洗脱，流速为 0.5 mL/min，进样量 3.0 滋L，柱温 50℃；采用电喷雾负离子模式电离，5-HIAA和 5-HIAA-d5内标

的监测离子分别为 m/z 190.1→146.2和 m/z 195.1→151.0。结果：该方法测定的 5-HIAA在 0.0500至 50.0 滋g/mL范围内线性良
好，r ≥ 0.9948，最低定量限（LLOQ）为 0.0500 滋g/mL。5-HIAA批内、批间准确度在 89.3 %~99.8 %之间，精密度（CV）≤ 8.4 %。平

均回收率为 100.3 %~102.3 %。结论：该方法专属性强、灵敏度高，快速。人工尿液和天然尿液在定量分析时无差异，适合于人尿液

中 5-HIAA的浓度测定。
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Method Validation for Determination of 5-Hydroxyindoleacetic Acid in
Human Urine with Ultra-performance Liquid Chromatography-tandem Mass

Spectrometry

An efficient analytical method for the quantitative determination of 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) in

human urine by ultra-performance liquid chromatography (UPLC) - tandem mass spectrometry (MS/MS) was developed. The

artificial human urine UR-N-CONTROL LEVEL 2 NP was used for calibration curve preparation, artificial urine and natural urine were

used for quality control samples preparation. 5-Hydroxyindoleacetic acid-d5 (5-HIAA-d5) was used as internal standard, urine samples

were diluted with acetonitrile. The supernatants were detected by UPLC-MS/MS. Separation was carried out on a Waters HSS T3 analyti-

cal column (100× 2.1 mm, 1.8 滋m). Mobile phase consisting A: 2 mM ammonium acetate (containing 0.02 % acetic acid ) and B: ace-

tonitrile (containing 0.02 % acetic acid). Gradient elution using the proportion of mobile phase B ranged from 5 % to 100 % in 2.5 min at

a flow rate of 0.5 mL/min. The column temperature was 50℃ and the injection volume was 3.0 滋L. The electrospray source and nega-
tive ion scan were used. 5-HIAA and the internal standard (5-HIAA-d5) were monitored at m/z 190.1 146.2 and m/z 195.1 151.0, respec-

tively. The linear calibration curve was observed in the concentration range from 0.0500 to 50.0 滋g/mL, with the r ≥ 0.9948.

The lower limit of quantification was 0.0500 滋g/mL. The accuracy (intra-assay and inter-assay) for 5-HIAA was between 89.3 % and

99.8 %, with the precision (CV) ≤ 8.4 %. The mean recoveries ranged from 100.3 % to 102.3 %. The method is proved to

be highly selective, sensitive and rapid. Artificial urine and natural urine are no differences in quantitative analysis. They are suitable for

determination of 5-HIAA in human urine.
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前言
5-羟基吲哚乙酸（5-HIAA）是单胺类中枢神经递质的一
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种，是 5-羟色胺（5-HT）生成的无活性的酸性代谢终产物，是脑

内 5-HT的主要代谢途径。5-HT经 A型单胺氧化酶（MAO）作

用生成 5-羟吲哚乙醛，后者在醛脱氢酶的催化下生成 5-HI-

AA，从尿液中排出。5-HIAA是人体内重要的神经递质代谢产

物，增高或降低都会间接反映体内某些病理改变，如无先兆偏

头疼、消化系统粘膜损伤、婴儿脑积水和妊娠高血压等[1]。Page

等[2]发现并证实在转移性类癌患者尿液中 5-HIAA的水平明显

升高。检测 24小时尿液中 5-HIAA的含量可用于类癌综合征

病情的监测及治疗疗效的评估。临床上将 5-HIAA的过度分泌

作为类癌瘤最为特异性的生化指征。因此，快速有效地检测人

尿液中的 5-HIAA的含量对类癌综合征病情的评价有着重要

的意义。

由于 5-HIAA为生物体内源性物质，为了排除空白尿液本

底对测定的干扰，本实验采用人工尿液 UR-N-CONTROL LEV-

EL 2 NP进行标准曲线的配制。筛选天然基质中 5-HIAA的浓

度，并用天然尿液和人工尿液共同配制成质控样品以确认替代

基质法的可行性。本实验建立了测定人尿液中 5-HIAA的超高

效液相色谱 -质谱联用（UPLC-MS/MS）的分析方法，并对此方

法进行了确证。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

API5000型三重四级杆串联质谱仪，配有电喷雾离子源以

及 Analyst 1.6.2数据处理软件（美国 Applied Biosystem公司）；

Waters Acquity超高效液相色谱系统（UPLC）；梅特勒 -托利多

MX5分析天平。

5-羟基吲哚乙酸标准品（纯度 98.0 %）和内标 5-羟基吲哚

乙酸 -d5（纯度 98.0 %）均由 Toronto Research Chemicals Inc.

（TRC）提供；人工尿液 UR-N-CONTROL LEVEL 2 NP 由

Sciteck公司提供；实验用水为 Millipore水处理系统产生的超

纯水；实验中所使用的乙酸、乙腈和醋酸铵均为 HPLC级或化

学纯级。

1.2 液相和质谱条件

色谱条件：Waters HSS T3色谱柱（100× 2.1 mm, 1.8 滋m）；
流动相 A相为：含 0.02 %乙酸的 2 mM醋酸铵水溶液，B相为：

含 0.02 %乙酸的乙腈溶液，梯度洗脱：0-2.5 min，5 %B-100 %

B；流速：0.5 mL/min；柱温：50 ℃；进样量：3.0 滋L。5-HIAA 和

5-HIAA-d5的保留时间为 1.68 min。

质谱条件：电喷雾离子源（ESI）；离子喷射电压：-4500 V；

温度 500℃；喷雾气（N2）压力 55 psi；辅助气（N2）压力 60 psi；

气帘气体（N2）压力：30 psi；负离子方式检测；扫描方式为多重

反应检测（MRM）；用于定量分析的离子反应分别为 m/z

190.1→146.2（5-HIAA）和 m/z 195.1→151.0（5-HIAA-d5）。

1.3 标准曲线和质量控制样品的配制

准确称量 10 mg的 5-HIAA标准品，按照纯度进行校正。

溶解于 5 mL的乙腈水溶液中得到浓度为 2000℃g/mL的标准

储备液，储存于 -20℃备用。

准确称量 1 mg的 5-HIAA-d5标准品，按照纯度进行校正。

溶解于 10 mL的乙腈水溶液中得到浓度为 100℃g/mL的内标

标准储备液，储存于 -20℃备用。

使用标准储备液经乙腈水稀释后配制成浓度为 1.00、

2.00、6.00、20.0、60.0和 200 滋g/mL的标准曲线中间工作液和
浓度为 1.00、3.00和 30.0 滋g/mL的质控样品中间工作液。

使用人工尿液和标准曲线中间工作液（或标准储备液）配

制成浓度为：0.0500、0.100、0.300、1.00、3.00、10.0、45.0 和 50.0

滋g/mL的标准曲线。并用人工尿液和质控样品中间工作液（或
标准储备液）配制成浓度为 0.150、2.50和 40.0 滋g/mL的人工
尿液质控样品，用于天然空白尿液基质的筛选分析测试。从筛

选出来的天然尿液空白基质中选取本底浓度适当的空白基质，

在方法学验证分析中直接用做中浓度质控样品（MQC），筛选

结果见表 1。

Note: Lot 2 blank urine sample was used as the MQC sample, concentration is 2.24 滋g/mL.

表 1 天然人空白尿液本底浓度测定筛选结果（n=6）

Table 1 The screening results for nature blank human urine concentration determination (n=6)

Lot Number 1 2 3 4 5 6

Mean Concentration (滋g/mL) 0.754 2.24 1.09 5.42 2.12 1.38

SD 0.0196 0.0527 0.0763 0.143 0.0652 0.0207

RSD (%) 2.6 2.4 7.0 2.6 3.1 1.5

在方法学验证时，使用 MQC 加样配制成浓度为 40.0

滋g/mL的高浓度质控样品（HQC），用人工尿液稀释 MQC样品

配制成浓度为 0.150 滋g/mL的低浓度质控样品（LQC），并且用
人工尿液和质控样品中间工作液配制成浓度为 0.0500 滋g/mL
的最低定量限质控样品（LLOQ QC）。

1.4 样品处理

取 50.0 滋L的标准曲线和质控样品，加入 50.0 滋L的内标
工作液（2.0 滋g/mL）和 150 滋L的乙腈，涡旋混合 5 min，于 4000

rpm转速离心 5 min。移取 50.0 滋L上清液加入 350 滋L超纯水，
涡旋混合 1分钟后进样分析。

1.5 统计学分析方法

本文所有色谱图均由 Analyst誖 软件 1.6.2版本采集积分

产生。标准曲线由Watson LIMSTM软件 7.4.1版本采用加权

（1/x2）最小二乘法线性回归得到。对检测到的标准曲线和 QC

样品的浓度进行描述性统计计算。准确度和偏差可交换使用，

准确度要求在 85.0 %至 115.0 %（LLOQ在 80.0 %至 120.0 %）

之间，偏差可表示为在± 15.0 %（LLOQ为± 20.0 %）范围内。浓

度数据和 SD值汇报 3位有效数字，准确度和精密度均汇报 1

位小数。本文依照 FDA生物分析方法验证指导原则 [3] 以及

2015版中国药典[4]进行方法学验证。

2 方法学验证及结果

2842· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.15 AUG.2018

2.1 选择性和个体基质评价

为了评价潜在的影响分析物或内标的干扰情况，本试验对

空白人工尿液样品、仅含内标的空白人工尿液样品和仅含

5-HIAA最高定量限（ULOQ）浓度的人工尿液样品（不含内标）

进行了检测。在所有样品中未发现对 5-HIAA或内标有潜在的

干扰（见图 1）。

图 1 选择性评价样品色谱图：（A1）空白人工尿液样品中 5-HIAA色谱图，（A2）空白人工尿液样品中 5-HIAA-d5

色谱图，（B1）仅含内标的空白人工尿液样品中 5-HIAA色谱图，（B2）仅含内标的空白人工尿液样品中 5-HIAA-d5色谱图，（C1）仅含 5-HIAA

ULOQ浓度（不含内标）的人工尿液样品中 5-HIAA色谱图，（C2）仅含 5-HIAA ULOQ浓度（不含内标）的人工尿液样品中 5-HIAA-d5色谱图

Fig.1 Chromatograms of selectivity evaluation. (A1) 5-HIAA chromatogram in blank artificial urine; (A2) 5-HIAA-d5 chromatogram in blank artificial

urine; (B1) 5-HIAA chromatogram in blank artificial urine with internal standard; (B2) 5-HIAA-d5 chromatogram in blank artificial urine with internal

standard; (C1) 5-HIAA chromatogram in blank artificial urine spiked with 5-HIAA at the ULOQ without internal standard; (C2) 5-HIAA-d5

chromatogram in blank artificial urine spiked with 5-HIAA at the ULOQ without internal standard.

A1 Chromatogram of 5-HIAA detection channel in blank artificial urine

sample

A2 Chromatogram of 5-HIAA-d5 detection channel in blank artificial

urine sample

B1 Chromatogram of 5-HIAA detection channel in blank artificial urine

sample with internal standard only

B2 Chromatogram of 5-HIAA-d5 detection channel in blank artificial

urine sample with internal standard only

C1 Chromatogram of 5-HIAA detection channel in artificial urine sample

with ULOQ concentration no internal standard

C2 Chromatogram of 5-HIAA-d5 detection channel in artificial urine

sample with ULOQ concentration no internal standard

2.2 线性范围

标准曲线浓度范围从 0.0500至 50.0 滋g/mL，包括 8个非

零校正标样，以 5-HIAA浓度为横坐标，5-HIAA与内标的峰面

积比值为纵坐标，用加权（W=1/x2）最小二乘法进行线性回归运

算（应用 Watson LIMSTM v7.4.1软件进行回归运算），每个分

析批包括一条标准曲线，每个浓度水平 2个重复。

当校正标样回算准确度在± 15.0 %偏差范围内（LLOQ

为± 20.0 %偏差），该点才可纳入标准曲线内。

本试验结果表明，5-HIAA在浓度为 0.0500至 50.0 滋g/mL
范围内，浓度与峰面积比有良好的线性关系，LLOQ为 0.0500

滋g/mL。回归方程为：Y=0.135X+6.86× 10-4(r=0.9948)。

2.3 进样残留评价

在最高浓度校正标样进样结束后立即进一针空白样品以

考察前一针样品是否对后一针样品存在残留污染。若 5-HIAA
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保留时间处的响应不大于 LLOQ响应的 20.0 %，并且内标保留

时间处的响应不大于仅含内标的空白基质中内标响应的 5.0

%，则认为无进样残留。

本实验结果表明，无论是内标还是 5-HIAA均不存在明显

的进样残留，见图 2。

Carryover evaluation sample chromatogram after injection of 5-HIAA Carryover evaluation sample chromatogram after injection of 5-HIAA-d5

图 2 进样残留评价色谱图

Fig.2 Chromatograms of carryover blank sample

2.4 批内、批间准确度和精密度

配制浓度分别为 0.0500、0.150 和 40.0 滋g/mL 的 LLOQ

QC、LQC和 HQC样品，使用筛选浓度为 2.24 滋g/mL的天然空
白基质作为 MQC 样品。在这四个浓度水平的质控样品中，

LLOQ QC样品完全由人工尿液配制而成，LQC样品为人工尿

液与天然尿液混合配制而成，MQC和 HQC样品完全由天然尿

液配制，每个浓度水平 QC样品平行配制 6份，测定 3个分析

批。本试验批内和批间分析结果表明 QC样本的 CV 8.4 %且平

均准确度在 89.3 %至 99.8 %范围内，表明该分析方法具有良

好的精密度和准确度，人工尿液可替代天然尿液进行 5-HIAA

标准曲线和质控样品的制备。结果见表 2。

表 2 人尿液中 5-HIAA质控样品的精密度和准确度

Table 2 Precision and accuracy of 5-HIAA QC samples in human urine

Analyte

Theoretical

Concentration

(滋g/mL)

Intra-run

Mean Calculated

Concentration (滋g/mL)

Intra-run

CV%

Intra-run

Accuracy%

Inter-run

Mean Calculated

Concentration (滋g/mL)

Inter-run

CV%

Inter-run

Accuracy%

5-HIAA 0.0500 0.0467 1.9 93.4 0.0499 5.6 99.8

0.150 0.134 8.4 89.3 0.136 7.0 90.7

2.24 2.18 2.0 97.3 2.10 4.0 93.8

40.0 38.5 7.3 96.3 38.5 4.4 96.3

2.5 基质效应

由于 5-HIAA为内源性化合物，其稳定同位素标记内标与

其具有非常相似的结构和性质，且为非内源性物质，可通过评

估 5-HIAA-d5的基质效应来达到评价 5-HIAA基质效应的目

的。本试验在 6个个体空白基质提取物中加入内标，假定回收

率为100 %。另外配制三份相同内标浓度的纯溶液，回收率同样

假定为 100 %，按照基质效应因子 =含基质的样品平均峰面积

/纯溶液样品的平均峰面积的算法，计算得出的 5-HIAA平均

基质效应因子为 1.12。

2.6 回收率

分别提取 LQC、MQC和 HQC样品，每个浓度水平 3个重

复，提取时不加内标。在提取后的样品中加入与 5-HIAA浓度

相等的内标，假定内标的回收率为 100 %。

按照回收率% = (5-HIAA的平均峰面积 /内标的平均峰面

积)× 100 %的公式计算 5-HIAA的提取回收率。求得尿液中

5-HIAA低、中、高浓度的回收率分别为 102.3 %± 1.1 %、100.3

%± 0.7 %和 101.1 %± 0.2 %。

3 讨论

神经内分泌肿瘤（Neuroendocrine neoplasms, NENs）是一

类起源于干细胞且具有神经内分泌标记物、能够产生生物活性

胺或多肽激素的肿瘤。弥散分布于神经内分泌系统。在消化系

统瘤中，他的发病率仅次于结肠癌，居于第 2位[5]。根据 SEER

（Surveillance Epidemiology and End Results）数据，美国在 1973

年到 2004年 30年间，登记的神经内分泌肿瘤（NENs）的发病

率增长了 500 %。NENs自然病程较长，5年生存率相对其他瘤

种高，因此，处于长期带瘤生存的患者人数众多，根据 SEER数

据估计在 2004年美国的神经内分泌肿瘤患者（Prevalence）多

达 103,312人，甚至高于胃癌、胰腺癌、食管癌、肝胆肿瘤的当

年患病人数[5]。NENs可发生于全身多种器官和组织，非胰腺神

经内分泌肿瘤是起源于胰腺以外的器官或组织来源的神经内

分泌肿瘤，其中胃肠道来源的神经内分泌肿瘤最为常见，占所

有 NENs的 50.6 %[5]。近 20年来，肿瘤分析靶向治疗技术逐渐

成熟并取得良好疗效。作用于多个靶点的酪氨酸激酶受体抑制

剂舒尼替尼及索拉菲尼已经在晚期胰腺 NENs中完成了 III期

临床试验，结果证实与安慰剂比较能显著延长晚期高分化胰腺

NENs的无进展生存期[6]。另外，吉非替尼及沙利度胺等在治疗
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胃肠神经内分泌肿瘤研究中发挥了一定的效果[7]。

5-HIAA是 5-HT的主要代谢产物，对于神经内分泌瘤尤

其是肠肿瘤患者，其 24小时尿液中的 5-HIAA与临床症状密

切相关，被广泛用于监测疾病的进展及治疗疗效的评估[8]，其检

测类癌综合征的灵敏度为 100 %，特异性为 85 %-90 %。对于诊

断空回肠 NENs的灵敏度为 70 %-75 %，特异性为 100 %[9,10]。

目前 5-HIAA常用的分析方法有化学显色法、气相色谱法
[11]、毛细管电泳法[12]、伏安法[13]、免疫分析法[14]、表面辅助激光解

吸电离 -飞行时间质谱（SALDI-TOFMS）检测法[15]等。常用的检

测器有荧光检测器[16]、紫外检测器[17]、电化学检测器[18]和质谱检

测器。在众多的分离和检测方法中，液相色谱和质谱联用法[19]

具有分析方法耐用性好、操作简单（无需衍生化）、分辨率高、灵

敏度好和快速等优点，逐渐成为生物基质中 5-HIAA的主流检

测方法。目前高效液相色谱 -质谱联用法已应用于人血清[19]、人

尿液[20]和动物脑组织 [21]等生物基质中 5-HIAA的检测。

由于 5-HIAA广泛存在于不同的生物基质中，如尿液、血

浆、血清和脑脊液。如果需要对这些生物样本进行分析，则需要

对这些生物样本进行前处理，除掉生物基质中大部分的杂质和

干扰物，避免基质效应对分析物定量分析的干扰。目前，固相萃

取法（SPE）[22]和固相微萃取法[11]已用于生物基质中 5-HIAA的

分离，这些方法中使用的纳米粒子由于其拥有巨大的吸附表面

积，可以处理一些体积稀少的样品（如脑脊液）。许多有机和无

机的纳米材料可以用于生物分析中的样品前处理 [23]。Mar侏a
Teresa Garc侏a-Valverde [24] 等人采用碳包覆氧化钛纳米管

（TiO2-NT）结合分散微固相萃取（D滋-SPE）的方法对健康人尿
液样品进行前处理，并用 LC-MS/MS检测，检测限为 155.8滋g/L。
该方法虽然准确度高、精密度好、重现性好，但是样品提取过程

过于繁琐，包括预洗、结合、清洗和洗脱。而且样品提取所使用

的耗材成本较高，不太适用于普通实验室进行大量样品分析。

段虹飞[19]等人建立了人血清中 5-HIAA的 UPLC-MS/MS检测

方法，在方法学验证过程中，使用空白人血清配制标准曲线和

质控样品。由于 5-HIAA存在于天然人血清中，为了定量的准

确性，标准曲线样品中 5-HIAA与内标的峰面积比值需扣除空

白本底中的峰面积比值后，再对 5-HIAA的血药浓度作最小二

乘加权回归分析，计算得出回归方程。质控样品采用相同的方

法在扣除空白本底峰面积比后代入回归方程计算出实际浓度。

该方法虽然在扣除了天然人血清中的本底浓度后可准确定量

样品中的浓度，但是对于大量血清样品浓度的检测来说，人工

计算浓度数值会给实验数据引入人为误差，不适用于工业界大

批量的样品检测。本文采用人工尿液（UR-N-CONTROL LEV-

EL 2 NP）代替天然尿液进行标准曲线的配制，分别用人工尿

液、天然尿液和两者的混合液配制成质控样品进行方法学验

证。经过三个批内和批间的精密度和准确度的考察，所有质控

样品的结果良好。说明在质控样品中，不论人工尿液和天然尿

液占比多少，质控样品均有良好的精密度和准确度，线性范围

在 0.0500至 50.0 滋g/mL之间。人工尿液和天然尿液在该分析
方法中一致性良好，人工尿液可替代天然尿液进行内源性物质

的定量分析。除了人工尿液的使用外，目前生物基质内源性物

质的检测方法中，磷酸盐缓冲液也作为血浆的替代基质用于血

浆内源性物质的检测。Suqimoto H[25]等人使用磷酸盐缓冲液作

为人血浆的替代基质进行标准曲线和质控样品的配制，建立了

测定人血浆中类异戊二烯焦磷酸法尼酯（FPP）的 LC-MS/MS

和 LC-Q-Orbi-MS的检测方法。

替代基质法比以往使用天然基质加样再扣除空白本底[26]

的定量方法减少了人工计算引入的误差，能够更高效地进行结

果定量。另外，使用 SPE柱处理或者活性炭吸附的方法也可除

去天然空白基质中的内源性物质，但该方法实验步骤繁琐，实

验成本较高，特异性吸附效果有待考察。而使用替代基质可以

很好地模拟天然基质且不受内源性物质的干扰。除了替代基质

法外，稳定同位素标记内标作为替代分析物也应用于生物样本

中内源性物质的检测，如：大鼠脑内环核苷酸的检测[27]和人血

浆中肌酸酐的检测[28]。

另外，5-HIAA可受某些食物和药物的影响，如食用牛油

果、哈密瓜、甜瓜、菠萝、李子、梅子、核桃、香蕉、车前草、枣子、

猕猴桃、葡萄柚、西红柿、茄子、菠菜、西兰花、椰菜花和无花果

等，尿液中 5-HIAA水平会升高，遂在进行 5-HIAA尿液收集前

2天应嘱咐患者尽量避免食用上述水果和食物[29,30]。另外服用

一些药物如退热冰、非那西丁、利血平、格利西力（多种咳嗽糖

浆的常见成分）或美索巴莫等也可能会导致 5-HIAA水平升

高；而服用氯普鲁马嗪、肝素、丙咪嗪、异烟肼、左旋多巴、单胺

氧化酶抑制剂、乌洛托品、甲基多巴、吩噻嗪、普鲁米近或三环

抗抑郁剂等可能会降低 5-HIAA水平[30]。检测时应尽量控制饮

食，或在允许的情况下暂停上述药物，以防出现假阳性及假阴

性的情况[8]。另外，Adaway JE[31]等人通过测定神经内分泌肿瘤

患者和健康人血浆、血清和尿液中的 5-HIAA的浓度，发现血

浆或血清中的 5-HIAA和尿液中的 5-HIAA有非常相似的诊断

灵敏度和特异性，认为血浆或血清的检测可以替代传统的尿液

检测。若血液检测最终能代替 24小时尿液检测，这不仅提高了

临床检测的可操作性又避免了尿液中其他药物及其代谢物的

干扰。
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