
 

 

基于四极杆-线形离子阱串联质谱研究髓母细胞瘤
氨基酸生物标志物定量分析方法

刘粮泽1,2,3，时正媛4，屈子裕1，易可可1，刘文科1,3，张　谛1，叶子弘3，

戴新华1，方　向1，谢　洁1，江　游1

（1. 中国计量科学研究院前沿计量科学中心，国家市场监管技术创新中心（质谱），北京　100029；

2. 中国计量大学计量测试与仪器学院，浙江 杭州　310018；3. 中国计量大学生命科学学院，浙江 杭州　310018；

4. 首都医科大学附属北京世纪坛医院，北京　100038）

摘要：本研究基于自主研制的 QLIT-6610MD四极杆-线形离子阱液相色谱-质谱联用仪，建立了血浆中髓母细胞

瘤氨基酸生物标志物（亮氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸、胱氨酸）的准确定量分析方法。采用异丙醇沉淀血浆样品蛋

白，6-氨基喹啉基-N-羟基琥珀酰亚胺基甲酸酯（AQC）对上清液进行氨基酸衍生化后，使用 QLIT-6610MD四极

杆-线形离子阱串联质谱仪进行定量检测。采用同位素内标法对亮氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸进行定量分析，在

1～400 μmol/L浓度范围内的线性关系良好，相关系数（R2）分别为 0.996 4、0.993 5、0.999 5，定量限为 1 μmol/L，

质控品精密度均小于 15%，准确度均在±14%范围内；采用外标法对胱氨酸进行定量分析，定量限为 1 μmol/L，在

1～400 μmol/L浓度范围内的 R2≥0.997 9，质控品精密度在 1.2%～11.6%之间，准确度在−7.4%～10.8%范围内。

使用 QLIT-6610MD和 AB QTRAP 6500+两台液相色谱-质谱联用仪测定 60例临床血浆样本，其中，亮氨酸、苯

丙氨酸、酪氨酸、胱氨酸含量分别为 17.16～127.06、13.21～57.89、11.14～60.97、4.70～22.97 μmol/L。采用 Pearson

系数分析数据相关性，QLIT-6610MD和 AB QTRAP 6500+之间的相关系数（R）≥0.996，两者呈显著正相关

（P＜0.01）；采用 Bland-Altman分析数据一致性，数据界外点数百分比均≤10%，表明数据一致性良好。该方法能

够满足临床实际监测的需求。
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Abstract: A  method  of  liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry  (LC-MS/MS)  was
developed  based  on  the  self-developed  QLIT-6610MD  quadrupole-linear  ion  trap  liquid
chromatography-mass  spectrometry  for  the  accurate  quantification  of  amino  acid  biomarkers
including  leucine,  phenylalanine,  tyrosine,  and  cystine  in  plasma  for  medulloblastoma  research.
Plasma samples were processed by proteins precipitation with isopropanol,  and the supernatant  was
quantified using a QLIT-6610MD quadrupole-linear ion trap tandem mass spectrometer after amino
acid  derivatization  with  6-aminoquinolinyl-N-hydroxysuccinimidylformate  (AQC).  Leucine,
phenylalanine and tyrosine were quantified by an isotope internal standard method, and the linearity
is  good  in  the  range  of  1-400  μmol/L  with  the  determination  coefficients  (R2)  of  0.996 4,  0.993 5,
0.999 5, respectively, and the limit of quantification (LOQ) is 1 μmol/L. The precision of the quality
control  samples  is  less  than  15%,  and  the  accuracies  are  within  the  range  of  ±14%.  Cystine  was
quantified by an external standard method, the LOQ is 1 μmol/L, and R2 of the target is not less than
0.997 9  in  the  range of  1-400 μmol/L,  and the  precision of  the  quality  control  samples  ranges  from
1.2%  to  11.6%,  the  accuracy  is  within  the  range  of −7.4%  to  10.8%.  Two  liquid  chromatography-
mass  spectrometry  instruments,  QLIT-6610MD  and  AB  QTRAP  6500+,  were  used  to  analyze  60
clinical plasma samples, in which the concentrations of leucine, phenylalanine, tyrosine, cystineis are
in  the  range  of  17.16-127.06,  13.21-57.89,  11.14-60.97,  4.70-22.97  μmol/L,  respectively.  Data
correlation  was  analyzed  using  the  Pearson  coefficient,  and  the  correlation  coefficient  (R)  between
QLIT-6610MD  and  AB  QTRAP  6500+  is  ≥0.996,  indicating  a  significant  positive  correlation
(P<0.01).  Data  consistency  was  analyzed  using  Bland-Altman,  and  the  percentage  of  data  out-of-
bounds  points  is ≤10%,  indicating  that  the  data  consistency  is  good  and  meets  the  actual  clinical
monitoring needs.
Key words: liquid  chromatography-tandem mass  spectrometry  (LC-MS/MS)；quadrupole-linear  ion
trap mass spectrometry；biomarkers；medulloblastoma；amino acids

癌症是世界范围内备受关注的公共卫生问

题，其发病率与死亡率长期居高不下 [1]。在我

国，2022年新增癌症确诊病例 482.47万人，死亡

病例 257.42万人 [2]。癌症的早期发现对患者的

生存和生活质量具有重要意义，不仅能够降低癌

症的死亡率，在某些情况下，尽早干预甚至仅需

简单治疗即可获得理想的预后效果。然而，目前

癌症的早期筛查手段仍未能达到预期效果[3]。

髓母细胞瘤（medulloblastoma，MB）是一种可

发生在大脑任何部位的胚胎源性肿瘤，是儿童最

常见的恶性脑肿瘤，其患儿数量约占儿童脑肿瘤

患者的 30%，具有极高的致死率和极差的预后。

世界卫生组织（WHO）在中枢神经系统肿瘤分级

中将其列为 WHO IV级，表明该肿瘤在组织学上

具有高度恶性特征 [4-6]。但针对髓母细胞瘤的准

确诊断仍是目前面临的重要临床难题 [7]。因此，

筛选髓母细胞瘤的特征生物标志物并进行精确

定量，对于疾病的早期诊断及治疗指导具有重要

的临床意义。

生物标志物是可用于测量、评估或指示生

物体状态的物质或特征，主要包括蛋白质、核酸、

多肽及一系列有机小分子化学物质 [8]。生物标

志物在评估机体功能或定量诊断中具有重要作

用，能够提供关于一种或多种特定疾病发生的潜

在机制信息。这些标志物通常可指示疾病的发

展和演变趋势，被用作药物靶标[9-10]。目前，已有

多种生物标志物应用于临床实践，临床上通常采

取对生物标志物的定性或定量分析，实现癌症的

诊断、预后和治疗 [11-12]。然而，已知的生物标志

物在检测灵敏度和诊断特异性等方面存在一系

列问题，因此，亟需建立新的检测方法，以实现对

肿瘤代谢标志物更快速、更灵敏的筛查与检测。

髓母细胞瘤生物标志物的鉴定通常采用非

靶向代谢组学分析方法[13]。然而，该方法在代谢

物识别的准确性和可信度方面存在局限，且重复

性较差、线性范围较窄，可能导致假阳性结果[13]。
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为解决这一问题，首都医科大学附属世纪坛医院

研究团队对髓母细胞瘤患者血浆样本中的全谱

氨基酸进行了靶向代谢组学分析 [14]。该研究利

用相应的标准品对氨基酸进行精确的定性定量

分析，最终筛选出髓母细胞瘤患者血浆中的 4种

氨基酸生物标志物，包括亮氨酸（Leu）、苯丙氨

酸（Phe）、酪氨酸（Tyr）和胱氨酸（Cys）[14]。目前，

在新生儿疾病筛查 [15]、临床 25-羟基维生素 D定

量分析 [16-17]、类固醇类激素检测 [18]、血药浓度监

测[19-20]等方面，四极杆-线形离子阱质谱展现出显

著优势。

本研究采用课题组自主研制的QLIT-6610MD
四极杆-线形离子阱液相色谱-质谱联用仪 [15]，建

立血浆中氨基酸标志物的检测方法。其中，QLIT-
6610MD使用一种基于 Q-LIT质谱的同步碎裂

和累积技术（简称“同步技术”），可以克服杂质

离子对目标离子稳定存储和精确操控的干扰，降

低基质效应并有效抑制空间电荷效应 [16]。为提

高检测的灵敏度与准确度，血浆样品经蛋白沉淀

后进行衍生化处理。其中，胱氨酸采用外标法定

量分析，亮氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸采用同位素

稀释质谱法定量分析。 

1    实验部分 

1.1    仪器与试剂

QLIT-6610MD液相色谱 -串联质谱系统：安

徽砺沐医疗器械有限公司产品；AB QTRAP 6500+
液相色谱-串联质谱系统：美国 AB Sciex公司产

品；VORTEX-GENE2涡旋混合器：美国 Scientific
Industries公司产品；G20型高速医用离心机：北

京白洋医疗器械有限公司产品；Sigma 3K15高速

离心机：德国 Sigma公司产品；Sartorius BT 125D
电子天平：德国赛多利斯集团产品；恒温金属浴

振荡混匀器：杭州米欧仪器有限公司产品；DGG-
9146A电热恒温鼓风干燥箱：上海精密试验设备

有限公司产品；KQ-600DE型数控声波清洗器：

昆山市超声仪器有限公司产品；冰箱：韩国 LG
公司产品；Five Easy Plus pH计：梅特勒-托利多仪

器（上海）有限公司产品；微量可调移液器：德国

Eppendorf公司产品；Phenomenex Kinetex C18色

谱柱（150 mm×2.1 mm，2.6 μm）：美国 Phenomenex
公司产品。

亮 氨 酸 （纯 度 99.8%）、 苯 丙 氨 酸 （纯 度

99.7%）、酪氨酸（纯度 99.4%）标准物质：购自中

国计量科学研究院；胱氨酸：德国 Sigma公司产

品；亮氨酸 -D7、苯丙氨酸 -D10、酪氨酸 -D10标

准品：加拿大 TRC公司产品；6-氨基喹啉基-N-羟
基琥珀酰亚胺基甲酸酯（AQC）：上海麦克林生化

科技股份有限公司产品；甲醇、乙腈、甲酸、超

纯水：均为质谱级，美国 Thermo Fisher公司产品。 

1.2    混合人血浆样本来源与保存

血浆样本：来自首都医科大学附属北京世纪

坛医院。本研究方案经首都医科大学附属北京

世纪坛医院科学研究伦理委员会批准（伦理号

sjtky11-1x-2021(21)）。所有参与者均提供书面知

情同意书，其中包含 37例髓母细胞瘤患者血浆

样本、23例正常人血浆样本。

为确保样品的稳定性，混合人血浆样本的容

量不少于 500 μL，干冰运输，且于−80 ℃ 保存。

使用前，样品在室温平衡 1 h。 

1.3    溶液配制

由于所测氨基酸均为内源性组分，无法获取

空白血浆溶液，基于氨基酸的溶解度，本实验采

用 50%乙腈水溶液作为溶剂配制标准品溶液。 

1.3.1    氨基酸混标工作液的配制　称定各 1 mg
胱氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸标准品，加

入 50%乙腈水溶液，涡旋混匀，配制成浓度为

1 000 μmol/L标准储备液，分装，于−20 ℃ 避光保

存。临用前，用 50%乙腈水溶液稀释成浓度分别

为 1、2、4、10、20、40、100、200、400 μmol/L的

工作液。 

1.3.2    氨基酸同位素内标工作液的配制　称定

1 mg氨基酸同位素混标，用 50%乙腈水溶液溶

解，得到 1 000 μmol/L储备液，分装，于−30 ℃ 避光

保存。 

1.3.3      质量控制（QC）工作液的配制　制备 3、
30、300 μmol/L QC工作液。 

1.3.4      衍生化试剂的配制　称定 1 mg AQC试

剂，用 1 mL 乙腈溶解，得到 1 000 mg/L衍生化试

剂储备液。使用前于 55 ℃ 孵育不少于 15 min。 

1.4    样品前处理

向 10 μL血浆样本中加入 10 μL水和 5 μL内

标，适当混匀，加入 40 μL异丙醇，振荡 10～20 min，
沉淀蛋白。于 4 ℃ 以 12 000 r/min离心 15 min，
取 10 μL上清液于 1.5 mL离心管中，加入 70 μL
硼酸盐缓冲液，调至 pH 8～10，再加入 20 μL衍
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生试剂溶液，迅速振荡 10 s。待反应 1 min（确保

衍生完全）后，用过量的衍生剂水解，衍生反应结

束；将离心管放在 55 ℃ 加热装置中加热 10 min。
样品衍生完毕，加入 900 μL水稀释，上机检测。 

1.5    LC-MS/MS 条件 

1.5.1      QLIT-6610MD　色谱条件 ： Phenomenex
Kinetex C18色谱柱（150 mm×2.1 mm，2.6 μm），柱

温 45 ℃；流动相为 0.1%甲酸水溶液（A）和 0.1%
甲酸乙腈溶液（B），流速 0.6 mL/min；进样器温度

4 ℃；进样量 3  μL；梯度洗脱程序 ： 0～0.5  min

（96%A），0.5～2.5 min（96%～90%A），2.5～5.0 min
（90%～72%A）， 5.0～5.1  min（72%～5%A）， 5.1～
6.1  min（5%A）， 6.1～6.2  min（5%～96%A）， 6.2～
7.2 min（96%A）。

质谱条件：电喷雾离子源正离子模式，子离

子扫描（QTPIS）与多级子离子扫描（QTPISn）；电
喷雾电压 4 500 V，离子源温度 350 ℃，大气压接

口温度 300 ℃，鞘气压强 4.14×105 Pa，辅助气压

强 2.07×105 Pa，反吹气压强 5.52×105 Pa，其他质

谱参数列于表 1。
 
 

表 1    QLIT-6610MD 质谱参数

Table 1    Mass spectrometry parameters of QLIT-6610MD

氨基酸
Amino acid

母离子
Parent ion （m/z）

子离子
Product ion （m/z）

碎裂能量
Fragmentation energy/%

碎裂q点
q Point

离子化时间
Ionization time/s

Leu 302.1 171.1 25 0.28 0.01

Leu-d7 309.1 171.1 25 0.28 0.01

Phe 335.1 171.1 25 0.3 0.01

Phe-d10 345.1 171.1 25 0.3 0.01

Tyr 352.1 171.1 25 0.3 0.01

Tyr-d10 362.1 171.1 25 0.3 0.01

Cys 291.1 171.1 25 0.35 0.3
 
 

1.5.2    AB QTRAR 6500+　色谱条件同 1.5.1节。

质谱条件：电喷雾离子源正离子模式，多反应监

测（MRM）模式；电喷雾电压 5 500 V，离子源温

度 450 ℃，雾化气压强 3.79×105 Pa，辅助加热气

压强 3.45×105 Pa，气帘气压强 2.41×105 Pa，碰撞

解离气Medium，其他质谱参数列于表 2。
 
 

表 2    AB QTRAP 6500+ 质谱参数

Table 2    Mass spectrometry parameters of AB QTRAP 6500+

氨基酸
Amino acid

母离子
Parent ion （m/z）

子离子
Product ion （m/z）

去簇电压
Decluster potential/V

碰撞能量
Collision energy/V

驻留时间
Dwell time/s

Leu 302.1 171.1 50 34 0.01

Leu-d7 309.1 171.1 50 31 0.01

Phe 335.1 171.1 50 38 0.01

Phe-d10 345.1 171.1 50 30 0.01

Tyr 352.1 171.1 50 34 0.01

Tyr-d10 362.1 171.1 50 38 0.01

Cys 291.1 171.1 50 23 0.01
 
 

2    结果与讨论
 

2.1    氨基酸衍生化反应条件的优化

在本研究中，由于样本量有限、血浆基质复

杂且待测物为内源性物质，无法获取空白血浆，

从而难以配制基质匹配标准曲线进行定量分

析。为克服这一问题并最大程度降低基质效应

对检测结果的影响，本研究采用 AQC试剂对血

浆样品中的待测氨基酸进行衍生化处理。该方

法[21]的氨基酸衍生效率可达 90%以上，适用于小

体积生物样本的定量分析。

AQC试剂可与伯胺和仲胺按 1:1比例发生

反应。AQC氨基酸衍生化示意图示于图 1，过量
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的 AQC试剂与水反应可生成 6-氨基喹啉（AMQ），

AMQ可与过量的 AQC试剂缓慢反应形成双

脲。这些衍生物不会干扰肽或蛋白质水解产物

中氨基酸的分离、鉴定和定量分析。由于衍生

物在数天内能够保持稳定，因此可以进行批处理

或者重复分析。
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图 1    AQC 氨基酸衍生化示意图[21]

Fig. 1    Schematic diagram of amino acid derivatization of AQC[21]

 
 

2.1.1      反应 pH优化　取 10 μL 100 μmol/L 4种

氨基酸标准品溶液于 1.5 mL离心管中，边振荡

边加入 70 μL硼酸盐缓冲液和 20 μL 1 000 mg/L

衍生试剂溶液，使用 0.5 mol/L NaOH与 0.5 mol/L

HCl将 pH值分别调至 7、7.5、8、8.5、9、9.5、10，

迅速振荡 10 s。待反应 1 min后，使用过量的衍

生剂水解，将离心管于 60 ℃ 加热装置中加热

15 min。样品衍生完毕后加入 900 μL水稀释，上

机检测，结果示于图 2a。可见，在 pH 8～10范围

内，4种氨基酸均可获得较好的衍生化效果，加

入 70 μL硼酸盐缓冲液即可满足衍生化反应 pH

值的要求。
 

2.1.2    反应温度优化　取 10 μL 100 μmol/L 4种

氨基酸标准品溶液于 1.5 mL离心管中，边振荡

边加入 70 μL硼酸盐缓冲液和 20 μL 1 000 mg/L

衍生试剂溶液，迅速振荡 10 s。待反应 1 min后，

使用过量的衍生剂水解，将离心管分别置于 40、45、

50、55、60、65 ℃ 加热装置中加热 15 min。样品
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图 2    衍生化条件的优化结果

Fig. 2    Optimization results of derivatization conditions
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衍生完毕后加入 900 μL水稀释，上机检测，结果示

于图 2b。可见，在 55 ℃ 时，4种目标氨基酸的峰

面积达到最高值；在 55～65 ℃ 范围内，峰面积的变

化不明显。因此，最佳的衍生化温度应不低于 55 ℃。 

2.1.3    反应时间优化　取 10 μL 100 μmol/L 4种

氨基酸标准品溶液于 1.5 mL离心管中，边振荡

边加入 70 μL硼酸盐缓冲液和 20 μL 1 000 mg/L
衍生试剂溶液，迅速振荡 10 s。待反应 1 min后，

使用过量的衍生剂水解，将离心管置于 55 ℃ 加

热装置中加热 5、10、15、20 min。样品衍生完毕

后加入 900 μL水稀释，上机检测，结果示于图 2c。
可见，在衍生化时间 10～20 min之间，4种氨基

酸的峰面积变化不明显，且远大于衍生化时间

5 min的峰面积。因此，氨基酸衍生化时间至少

需要 10 min。 

2.2    定量离子对的选择

使用外置注射泵在 5 μL/min流速下流动注

射 10 μmol/L经衍生化处理的 4种氨基酸及其内

标的混合标准溶液，正离子模式扫描分析。衍生

化反应后，单胺类氨基酸会与单个 AQC反应生

成单一衍生物，在正离子模式下形成[M+AQC+H]+

离子；而部分多胺类（如胱氨酸、赖氨酸）由于具

有多个反应位点，可产生多个 AQC加合物。经

分析，4种氨基酸在 m/z 50～40扫描范围内的基

峰均为[M+AQC+H]+，具体为 m/z 291.1（胱氨酸）；

m/z  302.1（亮氨酸 ）、 m/z  309.1（亮氨酸 -d7）； m/z
335.1（苯丙氨酸）、m/z 345.1（苯丙氨酸-d10）；m/z
352.1（酪氨酸）、m/z 362.1（酪氨酸-d10）。

分别对 4种氨基酸及其内标的母离子施加

一定的碎裂能量，得到的二级质谱图示于图 3～
6。可知，4种氨基酸及其同位素内标的子离子

均为 m/z 171.1，这是由于氨基酸衍生化后，AQC
试剂会产生 1个共同的片段离子 m/z 171.1，该离

子由 AMQ分子的损失产生。在先前的研究 [21]

中，通常选择由母离子和这一共同片段组成的离

子对进行检测。因此，确定 4种氨基酸及其内标

的定量离子对分别为 ： m/z  291.1＞171.1（胱氨

酸）；m/z 302.1＞171.1（亮氨酸）、m/z 309.1＞171.1
（亮氨酸 -d7）；m/z 335.1＞171.1（苯丙氨酸）、m/z
345.1＞171.1（苯 丙 氨 酸 -d10）； m/z  352.1＞171.1
（酪氨酸）、m/z 362.1＞171.1（酪氨酸-d10）。优化

后的提取离子色谱图示于图 7。 
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图 3    亮氨酸（a）及其内标（b）的质谱图

Fig. 3    Mass spectra of leucine (a) and its internal standard (b)
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Fig. 4    Mass spectra of phenylalanine (a) and its internal standard (b)
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2.3    方法确证 

2.3.1    线性关系　取 10 μL水，加入 10 μL氨基

酸混标工作溶液，按 1.4节方法进行前处理及衍

生化。以胱氨酸待测成分峰面积为纵坐标（y），
待测成分浓度为横坐标（x）；以亮氨酸、苯丙氨

酸、酪氨酸待测成分与内标成分的峰面积比值

为纵坐标（y），待测成分浓度为横坐标（x），得到

标准曲线，具体结果及线性范围列于表 3。4种

氨基酸的线性关系良好，胱氨酸的线性相关系数

（R2）为 0.997 9，亮氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸的

R2≥0.993 5。 

2.3.2      定量限　  以 10倍信噪比作为定量限

（LOQ），且满足重复测定 5次峰面积相对标准偏

差（RSD）≤15%，4种氨基酸的 LOQ为 1 μmol/L，
RSD≤7.81%。 

2.3.3    准确度与精密度　将 10 μL超纯水放入离

心管中，随后加入 10 μL QC工作液和 5 μL内标

溶液，配制低、中、高 3个浓度的 QC质控样品，

然后按照 1.4节方法进行样品处理和衍生化。

在同一天内，对每个浓度的样品制备 5份，连续

进样，以获得日内精密度和准确度；连续 3天，每

天制备 5份样品，综合 3批结果得出日间精密度

和准确度，结果列于表 4。可知，精密度变异系数

（CV）值均小于 15%，相对偏差在±15%范围内。 
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Fig. 5    Mass spectra of tyrosine (a) and its internal standard (b)
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Fig. 6    Mass spectrum of cystine
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Fig. 7    Extracted ion chromatograms of
4 amino acids

 

表 3    4 种氨基酸的线性关系与定量限

Table 3    Linear relationship and limit of quantification of 4 amino acids

氨基酸
Amino acid

标准曲线
Calibration curve

相关系数
Correlation coefficient (R2)

线性范围
Linearity range/（μmol/L）

定量限
LOQ/（μmol/L）

Cys y=32539.6x+672.523 0.9979 1～400 1

Leu y=0.117283x+0.0134711 0.9964 1～400 1

Phe y=0.346144x+0.0254845 0.9935 1～400 1

Tyr y=0.936181x+0.0753799 0.9995 1～400 1
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2.4    实际样品检测

本实验分别采用QLIT-6610MD和AB QTRAP
6500+液质联用仪测定 60例人血浆样本中的胱

氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸，其含量分别为

4.70～22.97、17.16～127.06、13.21～57.89、11.14～
60.97 μmol/L。通过 Pearson相关系数分析发现，

QLIT-6610MD和 AB QTRAP 6500+之间的相关

系数（R）达 0.996以上，表明存在显著正相关（P＜
0.01）。进一步采用 Bland-Altman法分析数据一

致性，数据界外点的百分比均不超过 10%，结果

示于图 8、9。表明两者之间的数据一致性较好，

可靠性较高。 

 

表 4    4 种氨基酸的准确度与精密度

Table 4    Accuracy and precision of 4 amino acids

氨基酸
Amino acid

理论浓度
Theoretical concentration/

（μmol/L）

日内精密度
Intra-day precision

（n=5）

日间精密度
Inter-day precision

（n=5）

实际浓度
Actual concentration/

（μmol/L）

相对偏差
Relative

deviation/%

变异
系数
CV/%

实际浓度
Actual concentration/

（μmol/L）

相对偏差
Relative

deviation/%

变异
系数
CV/%

Cys 3 3.22 7.2 7.2 2.81 10.8 11.6

30 29.04 −3.2 5.1 29.44 −0.6 9.7

300 278.41 −7.2 5.0 277.83 −7.4 12.3

Leu 3 2.77 −7.7 11.6 2.91 −2.9 7.6

30 27.84 −7.2 3.2 29.04 −3.2 6.2

300 269.39 −10.2 7.1 280.84 −6.4 6.9

Phe 3 2.72 −9.5 16 2.95 −1.8 14.4

30 27.96 −6.8 2.5 28.77 −4.1 3.6

300 266.41 −11.2 7.1 273.95 −8.7 7.0

Tyr 3 2.82 −6.0 8.0 2.69 −10.3 8.8

30 28.08 −6.4 4.4 28.77 −4.1 4.7

300 267.93 −10.7 5.7 274.80 −8.4 7.1
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图 8    60 例实际血浆样本中 4 种氨基酸的 Bland-Altman 分析图

Fig. 8    Bland-Altman analysis of 4 amino acids in 60 actual plasma samples
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3    结论

本研究基于自主研制的液相色谱-四极杆-线

形离子阱串联质谱仪建立了血浆氨基酸检测方

法，准确定量分析了髓母细胞瘤血浆中胱氨酸、

亮氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸等 4种氨基酸生物标

志物。使用 AQC试剂氨基酸进行衍生化，以目

标氨基酸待测物峰面积为指标，对衍生化体系

的 pH值、温度、时间进行优化。结果表明，当

pH值为 8～10、衍生化温度不低于 55 ℃、衍生

化时间不低于 10 min时，氨基酸衍生化效率最

高。实验测定了 60例实际血浆样本中 4种氨基

酸生物标志物，胱氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、酪

氨酸的含量分别为 4.70～22.97、17.16～127.06、

13.21～57.89、11.14～60.97 μmol/L。采用 Pearson

系数分析 QLIT-6610MD和有证进口商业仪器检

测的 60例实际血清样本，2台仪器所测数据显

著相关。通过 Bland-Altman法分析表明，该数据

具有良好的一致性，能够满足临床监测需求。本

方法适用于检测氨基酸小分子疾病标志物，可为

临床髓母细胞瘤以及相关疾病生物标志物的监

测提供可行高效的国产仪器选择。
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Fig. 9    Results of 4 amino acids in 60 actual plasma samples
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