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超高效液相-串联质谱法快速测定癫痫患者血清

4种氨基酸类神经递质的应用研究

漆明1,王宇1,李春2,黄翔1

(1.广西脑科医院检验科,广西 柳州 545005;

2.广西脑科医院神经内科,广西 柳州 545005)

摘 要:目的 建立用超高效液相-串联质谱仪(UHPLC-MS)快速测定癫痫患者血清4种氨基酸类神经递质[谷氨酸

(Glu)、天冬氨酸(Asp)、甘氨酸(Gly)和γ-氨基丁酸(GABA)]的方法;同时观察癫痫患者4种氨基酸类神经递质的血清

学特征。方法 采用岛津临床用 UHPLC-MS测定80例癫痫患者及30例健康正常人血清Glu、Asp、Gly和GABA含

量,血清样品前处理采用去蛋白沉淀剂处理,非衍生化、等度洗脱检测,流动相为0.1%甲酸水溶液-0.1%甲酸乙腈溶液。

结果 ①UHPLC-MS法线性关系良好(r>0.9970),4种氨基酸平均回收率RSD为87.30%~122.40%,日内和日间精

密度分别为3.68%~7.94%和4.71%~9.61%,进样精密度好,长期稳定性好;②癫痫组血清Glu、Asp高于对照组(P
<0.01),Gly、GABA低于对照组(P<0.01)。结论 ①UHPLC-MS法前处理简便、快速、准确、稳定性好,适合临床大

样本研究神经、精神等疾病患者血清氨基酸类神经递质含量。②血清Glu、Asp水平增高和Gly、GABA降低可能是癫痫

患者的特征性生物学指标。
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ApplicationofUHPLC-MSinrapiddeterminationoffouramino
acidneurotransmittersintheserumofepilepticpatients

QiMing1,WangYu1,LiChun2,HuangXiang1

(1.DepartmentofClinicalLaboratory,GuangxiBrainHospital,Liuzhou545005,Guangxi,China;

2.DepartmentofNeurology,GuangxiBrainHospital,Liuzhou545005,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toestablishamethodofultraperformanceliquidchromatography-tandem mass
spectrometry(UHPLC-MS)inrapiddeterminationoffourtypesofaminoacidneurotransmitters[glutamic
acid(Glu),asparticacid(Asp),glycine(Gly)andgamma-aminobutyricacid(GABA)]intheserumofpa-
tientswithepilepsy.Wealsoobservedtheserologicalcharacteristicsofthese4typesofaminoacidneurotrans-
mitters. Methods ThecontentsofGlu,Asp,GlyandGABAintheserumof80epilepticpatientsand30
healthysubjectsweredeterminedbyShimadzuclinicalUHPLC-MS.Serumsampleswerepretreatedwithpro-
tein-removingprecipitator,andthendetectedbynon-derivatizationandisometricelution.Themobilephase
was0.1%formicacidaqueoussolutionand0.1%formicacidacetonitrilesolution. Results ①Thelinearre-
lationshipofUHPLC-MSwasgood(r>0.9970).TheaveragerecoveryrateRSDofthefouraminoacidswas
87.30%~122.40%.Theintra-dayprecisionandinter-dayprecisionwere3.68%~7.94% and4.71%~
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9.61%,respectively.Theinjectionprecisionandthelong-termstabilitywerealsogood.②Thecontentsofse-
rumGluandAspintheepilepsygroupwerehigherthanthoseinthecontrolgroup(P<0.01),whilethecon-
tentsofserumGlyandGABAwerelowerthanthoseinthecontrolgroup(P<0.01). Conclusion ① UH-
PLC-MSpretreatmentissimple,rapid,accurateandstable,whichisapplicableforlarge-sampleclinicalstudy
ofserumaminoacidneurotransmittersinpatientswithneurologicalandmentaldiseases.②Theincreaseofse-
rumGluandAspandthedecreaseofserumGlyandGABAmaybethecharacteristicbiologicalindicatorsofpa-
tientswithepilepsy.
  Keywords: UHPLC-MS;aminoacid;epilepsy;neurotransmitter

  小分子氨基酸:谷氨酸(Glu)、天冬氨酸(Asp)、甘
氨酸(Gly)和γ-氨基丁酸(GABA)是人体内重要的氨

基酸类神经递质,在人体内属低水平游离氨基酸,参与

维系脑部的血液循环,对神经系统的功能起着重要的

介导作用[1]。其中 Glu、Asp是兴奋性氨基酸,Gly、

GABA是抑制性氨基酸。目前检测此类氨基酸的方

法主 要 有 柱 后/柱 前 衍 生 反 相 高 效 液 相 色 谱 法

(HPLC)、高效阴离子交换色谱-积分脉冲安培检测法

(HPAEC-IPAD)及高效液相色谱-蒸发光散射检测法

(HPLC-ELSD)[2]及高效毛细管电泳法[3]等方法。传

统的高效液相色谱法检测血清低水平游离氨基酸需经

过衍生化处理及荧光检测器才能完成测定,分离时间

较长、检测限偏高、操作繁琐。本研究采用岛津临床用

超高效液相色谱-串联质谱法(UHPLC-MS),在参考

文献[4]的基础上,建立了人血清中这4种氨基酸类神

经递质的快速测定方法,检测了80例癫痫患者及30
例健康正常人血清 Glu、Asp、Gly和 GABA含量,报
道如下:

1 对象和方法

1.1 入组样本选择 选取2018年8月—2019年11
月本院神经内科门诊或住院病人中符合2010年国际

癫痫联盟诊断标准及分类方案的癫痫病患者80例为

研究组,男37例,女43例,年龄18~74岁,平均年龄

(37.80±12.60)岁。排除严重心、肝、肾等器质性疾

病、脑血管疾病、急性脑外伤、失语、瘫痪等神经系统严

重器质性病变和精神障碍患者。另选取同期健康体检

者30例作为对照组,男16例,女14例,平均年龄

(37.80±9.10)岁。研究组与对照组性别构成比及年

龄相比,差异无统计学意义(P>0.05)。所有研究对

象及对照组均志愿加入研究并签署知情同意书,本研

究获本单位医学伦理委员会批准。

1.2 血清样品采集及前处理 采集研究及对照组空

腹静脉血5~6ml,离心10min(3000r/min),吸取血

清于2ml冻存管中,低温(-70℃)保存;检测时将血清

样品室温解冻,离心10min(3000r/min),吸取100μl
离心后的上清液到新的离心管中,加入300μl甲醇乙

腈去蛋白沉淀剂(乙腈∶甲醇=1∶1),静置3min,涡

旋2min混匀,离心10min(13000r/min),取120μl
上清液,按1.4~1.5色谱及质谱条件分析,进样体积

1μl。

1.3 标准贮备液制备 本实验所用试剂均为质谱纯。

Glu、Asp、Gly和GABA购自中国食品药品检定研究

院;甲醇、乙腈为德国默克(Merck)公司生产。准确称

取4种氨基酸标准品各20mg,分别置于50ml容量

瓶中,用0.1mol/L乙酸定容至刻度,配制成400μg/

ml的氨基酸储备溶液,4℃冰箱保存备用。

1.4 UHPLC-MS色 谱 条 件  岛 津 LabSolutions
Ver.5.91色谱工作站;LC-20ADXRCL×2(输液泵);

DGU-20A5RCL(在线脱气机);SIL-20ACXRCL(自
动进样器);CTO-20ACXRCL(柱温箱);CBM-20A
CL系统控制器。色谱柱采用氨基酸专用色谱柱(岛
津);流动相A:0.1%甲酸水溶液;流动相B:0.1%甲

酸乙腈;流速:0.35ml/min;柱温:40℃;洗脱方式:采
用等度洗脱,B相浓度为10%;进样体积1μl。

1.5 UHPLC-MS质谱条件 分析仪器:三重四极杆

质谱仪(LCMS-8040CL);离子源:离子喷雾离子化源

正离子化模式(ESI+);雾化气流速:3.0L/min;干燥

气流速:15.0L/min;DL温度:250℃;加热模块温度:

400℃;扫描模式:多重反应监测 (MRM);MRM 优化

参数:见表1。

表1 MRM参数

AA
MRMchannel
(M/Z)

Q1Pre

Bias(V)
CE(V)

Q3Pre

Bias(V)
Asp 134.00→74.00 -16 -12 -30
Glu 148.10→84.05 -18 -17 -17
Gly 76.00→30.10 -10 -14 -27
GABA 104.10→87.00 -12 -13 -28

1.6 统计学方法 计量资料数据用(췍x±s)表示,采用

SPSS19.0统计学软件进行数据分析,组间比较采用

独立样本t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 出峰时间及 MRM 谱图 标准品及血清4种氨

基酸在1.5min内达到完全分离,峰形均呈良好对称
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性。各氨基酸的出峰时间依次为:Gly:0.985min;

Asp:1.020min;GABA:1.076min;Glu:1.082min;

MS色谱图见图1。

图1 4种氨基酸标准分析 MS色谱图

2.2 标准曲线、线性范围、准确度及定量下限分析

 将4种氨基酸贮备液用纯水稀释成浓度为10~
4000ng/ml若干梯度浓度的混合标准溶液,按1.2~
1.3的条件及处理方法处理后上机进样分析。利用外

标法,以氨基酸浓度为横坐标,以氨基酸峰面积为纵坐

标建立标准曲线,进行线性回归分析。结果显示,4种

氨基酸在线性浓度范围内线性相关性良好,相关系数

均在0.9970以上;定量下限的确定:各取4种氨基酸

3个浓度接近检测限的样本,每个浓度分为6份进行

处理,每份样本重复测定3次,连续测定3个批次,分
别评估每个浓度样本的总精密度(CV)及其浓度测定

均值与理论浓度的偏差,将CV≤20%,准确度<15的

最低浓度样本的测定均值作为本方法的定量下限。4
种氨基酸的检测限分别为7.00~14.00ng/ml,其线

性方程、相关系数、线性范围和准确度,见表2。

表2 4种氨基酸标准曲线相关参数

名称 线性方程
线性范围/

(ng·ml-1)
相关

系数

准确

度/%

定量下限/

(ng·ml-1)
Asp Y =0.30236X-0.0228 21.50~1503.60 0.9980 95.60~104.10 14.00
Glu Y =0.02713X-0.0524 12.70~1623.80 0.9991 91.90~107.40 7.510
Gly Y =0.53621X+0.0870 23.60~1305.20 0.9997 92.70~105.20 12.60
GABA Y =0.18634X+0.0251 25.80~1143.50 0.9997 90.50~103.80 10.30

2.3 回收率与精密度实验 在已知本底值的混合体

检血清样品中加入浓度分别为40ng/ml、400ng/ml、

4000ng/ml的低、中、高各6份混合标准溶液,按1.3
血清样品前处理方法处理并测定,以测得值与加入值

的比值计算回收率;同时在1d内重复6次和2周内重

复6次测定浓度,计算日内、日间误差和回收率。4种

氨基酸的加标回收率在87.30%~122.40%之间,

RSD<5%;日内精密度(RSD)均≤7.94%,日间精密

度精密度(RSD)均≤9.61%。表明各氨基酸在本检测

方法下准确度高、检测精密度良好,符合生物样本检测

要求。结果见表3。

表3 4种氨基酸的回收率及精密度结果 (n=6)

AA
加入量/

(ng·ml-1)

方法回收率

平均回收率/% RSD/%

日内精密度

实测值/(ng·ml-1) RSD/%

日间精密度

实测值/(ng·ml-1) RSD/%

Asp 40 108.40 4.08 40.90 4.58 39.40 6.52
400 101.50 2.61 404.20 4.92 398.20 5.81
4000 113.20 1.40 4007.30 4.65 4002.50 4.93

Glu 40 99.10 4.16 39.50 3.68 40.60 5.62
400 110.30 2.54 401.70 5.91 403.50 9.61
4000 122.40 3.85 4006.20 4.52 3998.60 6.81

Gly 40 97.50 3.82 40.30 7.94 39.40 8.97
400 101.60 2.47 402.60 5.22 394.20 5.85
4000 103.50 2.13 4001.50 3.92 3994.60 4.71

GABA 40 87.30 4.01 40.60 4.05 39.40 7.22
400 97.10 1.96 401.30 4.79 401.40 5.38
4000 102.90 0.95 4005.70 7.57 4002.20 8.82
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2.4 稳定性分析 配制低、中、高浓度的混合氨基酸

标准液若干份(浓度为40ng/ml、400ng/ml、8000ng/

ml),于室温下放置0h、4h、8h、12h及24h后进样分

析;同时将低、中、高浓度的混合氨基酸标准液反复冻

融及低温(-70℃)冻存1个月、6个月、12个月后,分别

进样分析,观察几种状态下检测值的相对误差(RE)及
相对标准差(RSD),4种氨基酸(RSD)均<8%,结果样

品在-70℃条件下冷冻放置1年内稳定,长期稳定性

好,可以满足科研标本长期保存及检测要求。见表4。

表4 4种氨基酸的稳定性结果

氨基酸
浓度/

(ng·ml-1)

室温稳定性

RE/% RSD/%

反复冻融稳定性

RE/% RSD/%

冻存1个月

RE/% RSD/%

冻存6个月

RE/% RSD/%

冻存1年

RE/% RSD/%

Asp 50 5.37 2.83 -9.30 2.86 -10.38 4.16 -10.94 3.86 -10.40 5.31
500 -7.11 3.52 -3.47 1.74 -4.55 0.82 -6.56 2.83 5.25 3.53
4000 6.21 1.76 -0.35 2.83 4.72 0.91 -1.03 4.77 -0.82 5.61

Glu 50 -3.02 3.64 -9.36 3.92 -3.99 1.28 3.73 4.73 -7.41 4.89
500 4.16 1.73 5.84 3.01 3.26 2.91 8.68 1.18 8.63 2.16
4000 -7.73 3.79 3.95 6.10 -2.53 4.53 -3.64 3.64 5.81 5.27

Gly 50 -8.30 2.51 -7.63 2.19 -1.80 3.16 -8.59 2.05 8.60 3.15
500 -9.20 1.68 -8.72 3.28 1.07 3.78 3.53 1.55 6.03 2.46
4000 324.00 3.05 4.01 4.37 6.34 4.41 -8.51 2.01 3.16 3.08

GABA 50 -4.06 4.42 6.74 2.53 -9.61 1.03 3.46 1.46 5.88 1.92
500 -2.93 5.79 9.47 1.55 7.88 2.66 -8.42 3.91 -7.57 4.61
4000 7.50 7.16 -10.20 2.64 -8.51 4.28 3.37 2.37 -5.29 3.95

2.5 两组样本血清氨基酸含量分析 按前述条件处

理研究及对照组血清样本,利用前述建立的标准曲线

进行定量分析,癫痫组血浆Glu,Asp水平高于正常对

照组(P<0.001),差异有统计学意义;Gly,GABA水

平低于正常对照组(P <0.001),差异有统计学意义。
见表5。

表5 研究组与对照组氨基酸测定结果比较 单位:ng/ml

组别 n Asp Glu Gly GABA

研究组 80 10.00±1.76 38.00±2.26 45.00±3.18 27.00±3.49
对照组 30 2.53±1.17 9.10±1.48 63.00±4.31 54.00±2.72
t 21.502 64.916 23.891 38.206
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

3 讨论

由于氨基酸的小分子特性,常用的柱后/柱前衍生

反相高效液相色谱法测定血液中游离小分子氨基酸大

多需经过衍生化处理及配备荧光检测器才能完成。此

类方法由于衍生化反应产物不稳定,易受反应温度、反
应时间以及光线等因素影响,需精确控制反应条件,且
梯度洗脱操作繁琐费时,平衡时间长,基线容易漂移,
重现性差,这为临床测定和科研带来极大的不便。高

效液相色谱-串联质谱法整合了高效液相色谱仪对复杂

样本的高分离性能与质谱仪的高灵敏性、高选择性等

优势,目前已广泛应用于科研及临床检验各领域中,如
药物浓度监测、新生儿遗传代谢病筛查等医学项目检

测,尤其在生物小分子物质的定量检测上应用越来越

广泛[4]。本研究采用岛津临床用UHPLC-MS系统,检
测癫痫患者血清中小分子氨基酸:Glu、Asp、Gly和

GABA含量,对临床血清标本的前处理方法、色谱流动

相及质谱条件进行了优化,取得了比较满意的检测效

果。与童天颖等[5]采用的以水-甲醇分为A、B流动相、
梯度洗脱方法不同,本方法是以0.1%甲酸水溶液(A
相)和0.1%甲酸乙腈溶液(B相)为流动相、等度洗脱

检测血清中氨基酸,4种氨基酸在1.5min内达到完全

分离。氨基酸的完全分离时间优于黄晓[6]及吴强恩

等[7]采用的反相高效液相色谱荧光法检测的35min
及18min。本实验A相中加入0.1%甲酸,能改善峰

形、促进氨基酸在色谱柱上的保留。0.1%甲酸作用是

提供质子,降低定量限,增强正离子化信号,提高氨基

酸色谱峰信噪比,使样本达到最佳定量分析效果;但甲

酸加入的浓度过高会对质谱的负离子扫描有影响,抑
制质谱信号,因此甲酸用量一定要合适。经实验观察:
若采用乙腈-水作为流动相,氨基酸的峰形会产生宽峰

及拖尾等现象。当A流动相比例为90%,B流动相比

例为10%时,各氨基酸检测灵敏度能达到最强,各氨基

酸峰形态呈良好对称性,各峰无拖尾、交叉等现象。本

方法线性关系良好:在10~4000ng/ml范围内4种氨

基酸浓度的相关系数均在0.997以上,4种氨基酸的检

测下限可达到10ng/ml左右,高于宣柳等[3]采用的高

效毛细管电泳法及黄晓[6]采用的改良柱前衍生高效液

相色谱法。本方法准确度为90.50%~107.40%,平均

回收率为87.30%~122.40%,日内和日间精密度分别

为3.68%~7.94%和4.71%~9.61%,进样精密度

好,长期稳定性好。本法专属性强,前处理简便,无需

衍生化处理,分析速度快,能在1.5min之内测出4种

氨基酸浓度,适合临床大样本研究神经、精神类疾病患

者血浆氨基酸类神经递质含量变化。
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癫痫是神经内科常见病,流行病学显示[8]:目前我

国约有900万人患癫痫,患病率为0.90‰~4.80‰;与
此同时,有30%~40%癫痫患者伴有认知功能障碍[9],
因此,对癫痫及其认知功能障碍的早期诊断和及时治

疗对改善患者预后有重要意义。癫痫发病机制较复杂,
兴奋性和抑制性氨基酸类神经递质的不平衡是导致癫

痫发作的原因之一。张赟等[10]认为:在中枢神经系统

中,与癫痫的发作密切相关的Glu与GABA,分别是最

重要的兴奋性与抑制性神经递质。蔺建文等[11]研究发

现:Glu是诱发癫痫发作的主要兴奋性神经递质,而
GABA有阻抑中枢神经元异常放电的作用,可以减缓

癫痫的发作。李姊瑶等[12]在对癫痫患儿使用丙戊酸钠

(VPA)治疗前后血液中氨基酸变化情况,发现其血液

氨基酸Glu、Gly和Lys等明显高于对照组,定期检查

患儿血液氨基酸的变化情况,对临床治疗癫痫具有一

定的意义。研究表明[13]:癫痫的发生及局脑缺血再灌

注后大量神经元死亡等,都与中枢神经系统兴奋性及

抑制性氨基酸类神经递质失衡相关。凌卫明[14]发现癫

痫患者血浆 Glu、Asp高于健康人群,Gly低于健康人

群。刘伟等[15]发现特发性癫痫患者脑脊液中 GABA
含量低于正常对照者,Glu高于正常对照者。血清及

脑组织中氨基酸绝对水平之间存在一定差异,血脑屏

障(Bloodbrainbarrier,BBB)中氨基酸转运体系统能

将血浆氨基酸转运至大脑,同时又能将脑中氨基酸类

神经递质(GABA、Asp和 Gly等)逆浓度梯度转运至

血液,使静脉血与脑脊液内氨基酸水平保持一定的相

关性。导致癫痫患者血清 Gly、GABA浓度降低的原

因比较复杂,可能由以下几个方面因素单独或叠加影

响所致:①外周氨基酸合成功能降低;②中枢神经系统

抑制类神经递质水平降低而导致向外周转运减少;③
BBB转运体功能的改变导致向外转运氨基酸水平降

低;而血清兴奋性氨基酸类神经递质Glu、Asp水平增

高的原因则与之相反。秦晋等[16]认为:神经递质是影

响癫痫患者的认知功能障碍的重要因素。癫痫发作时

干扰神经递质的释放,引起兴奋性与抑制性递质失衡,
其中,谷氨酸是重要的兴奋性中枢神经递质,过量的谷

氨酸可通过结合谷氨酸受体激活神经毒性导致神经元

凋亡。Glu、Asp和GABA、Gly作为神经调控的重要

介质,参与了大脑神经调节活动,与癫痫的发展发生及

智力改变有密切关系[1]。兴奋性谷氨酸和 GABA 能

抑制神经传递的失调,会导致癫痫的发作,其潜在的分

子机制还有待进一步研究[17]。本研究依托岛津临床用

UHPLC-MS检测系统,检测了80例癫痫患者及30例

健康正常人血清Glu、Asp、Gly和GABA含量,发现癫

痫组血清Glu、Asp高于对照组,Gly、GABA低于对照

组,与前述凌卫明等[14]的研究结论相似,说明氨基酸类

神经递质参与癫痫的发病机制,血清氨基酸水平可成

为反映脑内氨基酸水平而成为癫痫发病的生物标志物

之一。本研究从血清学角度,检测癫痫患者血清中

Glu、Asp、Gly和GABA浓度,为癫痫的临床诊治提供

快速的血清学参考依据。
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