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摘要

⼈⾎浆中TCA循环及相关代谢物的分析是⼀道难题，因为这些代谢物的分⼦量⼩、极性强、同分异构体多、在⼈⾎

浆中的浓度范围⼴并且对⾦属敏感。为解决保留性和选择性问题，分析⽅法采⽤混合模式阴离⼦交换⾊谱和简单

的反相流动相。串联四极杆质谱技术有助于实现⾼灵敏度检测，同时MaxPeak⾼性能表⾯可减少分析物与UPLC系

统和⾊谱柱的⾦属表⾯发⽣相互作⽤。上述技术结合得到⼀种简单灵敏的分析⽅法，适⽤于⾎浆中有机酸代谢物

的定量分析。 

优势

以快速、简单的⽅法定量分析⼈⾎浆中的TCA循环及其他代谢物，⽆需使⽤复杂的流动相■

ACQUITY Premier系统解决⽅案采⽤MaxPeak⾼性能表⾯技术避免⾦属与分析物相互作⽤，显著改善分析灵

敏度和峰形

■
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简介

三羧酸循环（TCA循环）是由碳⽔化合物、脂肪和蛋⽩质分解产⽣的⼀系列酶介导的底物化学反应1。TCA循环是

⼀条受到严格调控的途径，同时⽤于细胞合成代谢和分解代谢过程1。 此外，已有研究表明，反应产⽣的代谢物可

促进线粒体的细胞信号转导作⽤2。 TCA循环中代谢物的最终归宿对于维持细胞体内平衡发挥着⾄关重要的作⽤

，因此，监测这些代谢物的成分和产物有助于深⼊了解各种疾病。 

测定TCA循环中的化合物可能⾮常棘⼿。这些化合物除存在分⼦量低、基质提取物复杂以及稳定性问题以外，携带

羧酸和磷酸基团的化合物还会与⾦属发⽣相互作⽤，导致分析灵敏度下降，峰形变差3-6。 随之⽽来的测量不确定

度（例如次级相互作⽤）可能对分析产⽣不利影响。⽬前的解决⽅法包括在流动相或样品稀释剂中添加螯合剂

，但此类流动相改性剂可能导致离⼦抑制或⾊谱变化，在解决⼀个问题的同时引发另⼀个问题7-10。 为解决⾦属相

互作⽤，沃特世开发出MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术11。 将该技术与液相⾊谱组件以及⾊谱柱硬件结合使⽤

，能够减少分析物与⾦属表⾯的相互作⽤，并且⽆需使⽤额外的流动相添加剂。 

实验

配制储备液

分析物储备液分别制成50 mM的游离酸⽔溶液，随后混合为2.5 mM的⽔溶液，得到⼯作储备液。稳定同位素标记

的内标(Cambridge Isotope Laboratories)使⽤50%⼄腈/50%⽔分别制成1 mM的游离酸溶液。然后使⽤⽔制成

38 µM顺式乌头酸-C13、2-羟基戊⼆酸-C13、富⻢酸-C13、苹果酸-C13、琥珀酸-C13与120 µM柠檬酸-C13的⼯

作内标混合物。

提取⾎浆

从BioIVT (Westbury, NY)购得捐献的健康⼥性⾎浆样品和乳腺癌阳性样品各四份。置于冰上解冻，随后将每个⾎

浆样品各取25 µL加⼊新的1.5 mL微量离⼼管中，然后加⼊5 µL⼯作内标混合物。加⼊75 µL冷甲醇，将样品涡旋

混合1分钟。在离⼼⼒21,130 rcf、温度4 °C下离⼼样品10分钟。随后取75 µL上清液转移到新的微量离⼼管中，并

在不加热的情况下使⽤离⼼蒸发器真空⼲燥1.5⼩时。之后⽴即将样品复溶于75 µL⽔中，并在20 °C下静置10分钟

。然后按照上述⽅法对复溶的样品进⾏离⼼，并将样品转移到新的硅烷化样品瓶中进⾏分析。将⾎浆样品重复进

样三次。 
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配制标准曲线标样

使⽤⽔连续稀释⼯作储备液以得到2.5 mM、1.25 mM、500 µM、250 µM、125 µM、50 µm、25 µM、12.5 

µM、5 µM、2.5 µM、1.25 µM和0.50 µM的标准储备液，制得标准曲线标样。取5 µL各标样以及5 µL内标混合物

加⼊⽤硅烷化样品瓶盛装的15 µL⽔中。这些标样分别代表与⾎浆相同的初始体积(25 µL)中浓度为500、250、

100、50、25、10、5、2.5、1、0.5、0.25和0.1 µM的校准溶液。然后加⼊50 µL⽔，使最终体积达到75 µL，与

⾎浆样品的样品制备和稀释程序匹配。因此，使⽤质谱仪测得标准曲线标样的实际浓度为167、83.3、33.3、

16.7、8.33、3.33、1.67、0.833、0.333、0.167、0.083和0.033 µM。将校准标样重复进样两次。 

制备流动相

使⽤容量瓶制备流动相，每三天准确测量⼀次安瓿瓶中的甲酸含量，确保⽅法重现性。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier

样品瓶： 沃特世全回收样品瓶，已去活（部件号186000385

DV）

⾊谱柱： ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱, 2.1 × 100 mm, 

1.7 µm（部件号186009475）

柱温： 50 °C

样品温度： 5 °C

进样体积： 3 µL

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液
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梯度

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ-S micro

电离模式： ESI-

⽑细管电压： 0.5 kV

脱溶剂⽓温度： 500 °C

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

锥孔⽓流速： 50 L/h

离⼦源温度： 150 °C
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表1.MRM通道汇总。 

数据管理

质谱软件： MassLynx v4.2

结果与讨论

TCA及相关组分的测量可通过多种LC-MS或GC-MS⽅法完成。我们之前开发的LC-MS分析⽅法是利⽤标准CSH苯

⼰基柱和液相⾊谱系统通过混合模式阴离⼦交换⾊谱法分离⼈尿液中的TCA组分12。 本研究采⽤ACQUITY 

Premier系统和ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱对该⽅法进⾏了扩展。ACQUITY Premier系统和ACQUITY 

Premier⾊谱柱均采⽤MaxPeak HPS技术来减少⾦属与分析物相互作⽤。 
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羧酸盐和磷酸盐等富电⼦基团可能充当⾦属螯合剂，与⾦属表⾯发⽣不必要的相互作⽤，从⽽导致检测器实际测

得的分析物含量减少。本研究采⽤MaxPeak Premier技术显著增加了⾦属敏感化合物的峰⾯积并改善了峰形。图

1所⽰为采⽤ACQUITY Premier系统和ACQUITY Premier⾊谱柱与采⽤标准UPLC系统和标准⾊谱柱相⽐，分析提

取⾎浆样品中的异柠檬酸和柠檬酸、苹果酸和3-磷酸⽢油酸得到的⾊谱图。可以看出，异柠檬酸和柠檬酸以及3-磷

酸⽢油酸的峰⾯积明显增加，苹果酸的峰形得到改善。异柠檬酸和柠檬酸的峰⾯积分别增加到原来的41倍和5倍

，3-磷酸⽢油酸的峰⾯积则增加到100倍以上。苹果酸在10%峰⾼处的峰拖尾减少58%。为确定MaxPeak 

Premier技术对系统和⾊谱柱适⽤性的影响，在每套系统上使⽤新⾊谱柱进样分析提取⾎浆。以柠檬酸为例，⾸次

进样时⾎浆中的峰⾯积就⾼于2个数量级（图2），表明ACQUITY Premier UPLC系统和⾊谱柱具有优异的分析灵

敏度，并且在分析前只需花少量时间进⾏样品基质平衡处理。 

图1.从⾎浆中提取的代谢物分离结果⽐较：ACQUITY Premier系统和ACQUITY Premier⾊谱柱（上图

）；标准液相⾊谱系统和标准⾊谱柱（下图）。这些结果表明，异柠檬酸和柠檬酸以及3-磷酸⽢油酸

的峰⾯积增加。此外，苹果酸的峰拖尾减少。 
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图2.在开箱直接使⽤的新⾊谱柱上第1~8次进样提取⾎浆得到的柠檬酸结果。 

使⽤分析物⽔溶液绘制标准曲线，尽可能使⽤同位素标记的内标，采⽤1/x权重进⾏线性回归。校准结果汇总⻅表

2。使⽤溶剂标准品中的内标峰⾯积⽐反算从⾎浆中提取的分析物浓度（表3，图3）。柠檬酸的TargetLynx定量

分析⽰例⻅图4。分析四份健康对照样以及乳腺癌阳性提取⾎浆样品得到的分析物叠加图展⽰了以良好的保留时间

对⻬检测到的浓度范围（图5）。 
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表2.⽅法和样品浓度汇总。 

表3.⽅法和样品浓度汇总。 
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图3.溶液中异柠檬酸(A)、柠檬酸(B)、苹果酸(C)和3-磷酸⽢油酸(D)的标准曲线。 
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图4.利⽤TargetLynx定量分析健康⼈⾎浆样品以及乳腺癌阳性⾎浆样品中的柠檬酸得到的结果。 
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图5.⾎浆样品中分析物的叠加图。 

结论

本研究证明，将MaxPeak HPS技术引⼊液相⾊谱系统和分析柱后，⼈⾎浆中TCA循环及相关代谢物的分析可以达

到出⾊的灵敏度。ACQUITY Premier系统解决⽅案能够减少分析物与⾦属相互作⽤，从⽽改善峰形以及分析灵敏

度，⽆需在流动相中添加强酸或螯合添加剂对整个系统进⾏钝化。使⽤ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱进⾏简单

的混合模式阴离⼦交换分离的操作⾮常简单快速。   
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