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HPLC-MS 代谢组学研究中基质效应的尿液处理方法考察 
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Abstract: The purpose of the present work was the evaluation of matrix effects due to the sample preparation 

approaches using RRLC-ESIMS technique. The result shows that urine dilution has the least relative matrix effect. 

Additionally, in an effort to reduce sample preparation time for high throughput studies and avoid analyte losses, 

urine dilution is more suitable to urinary metabonomic research.  
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基质效应（matrix effect, ME）是样品中其他成分对目标分析物测定值的影响，尤其在进行生物

样品的 ESIMS 分析时，基质效应是评价样品处理方法和检测准确度的重要指标。进行代谢组学研究

时，需要在不损失样品的情况下尽量提高检测灵敏度和准确性，因此基质效应是其样品处理方法的

重要依据之一。然而，除盐和大分子物质外，其余所有的小分子化合物均是代谢组学的研究对象，

所以难以评价其基质效应。本工作利用一组保留时间分布在不同区域的标准品，考察了采用

RRLC-ESIMS 方法进行代谢组学研究时，尿液经不同方法处理后的基质效应，从而为代谢组学研究

中尿液的处理方法提供了有利的依据。 

1  实验部分 
1.1  主要仪器 

Agilent 1200 Series RRLC system，QTRAPTM LC/MS/MS system（Applied Biosystem/MDS Sciex），

配有电喷雾离子源（ESI）及 Analyst 1.4.2 数据处理系统。 

1.2  主要试剂与材料 

乙腈、甲醇和甲酸（色谱纯）：购自 Merck 公司产品；8-溴鸟苷（3）：购于 Sigma 公司；拉米

夫定（1）、N-乙酰酪氨酸（2）、柚皮苷（4）等：购于中国药品生物制品检定所。采集 6 位志愿者的

尿液样本，保存于－80 ℃冰箱内。试验用水均为纯净水。 

1.3  样品处理 

尿液样品经 4 ℃离心 20 min 后，分别经过 3 种方法处理，（1）直接稀释法：用 4 倍的水稀释；
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（2）固相萃取法：尿液经等体积甲醇洗脱、氮吹、水复溶；（3）ACN 沉淀法：尿液经等体积 ACN

和甲醇水溶液（1:1）沉淀，合并上清，氮吹，水复溶。配制标准品储备液浓度分别为标准品①0.44 

mmol·L－1；②3.20 mmol·L－1；③6.40 mmol·L－1；④2.20 mmol·L－1。 
 1.4  实验条件 
1.4.1  色谱条件  SB-C18色谱柱(15 cm×2.1 mm×1.8 µm)；流速 0.2 m·min－1；柱温 40 ℃；梯度：

2~100% B，A＝0.1%甲酸水溶液，B＝ACN；分析时间 21 min。 

1.4.2  质谱条件  ESI 源，正离子检测，EMS 扫描模式，喷雾针电压 5 500 V。 

1.5  基质效应考察方法 

6 个不同来源的尿液样本，经 3 种方法处理后，分别加入上述标准品溶液：（1）2 µL；（2）2 µL；

（3）5 µL；（4）10 µL。200 µL 水作为空白对照，依次进行正离子检测模式的 RRLC-ESI-MS 分析。 

2  结果与讨论 
2.1  绝对基质效应  

在获得的 LC/MS 谱中，记录各标准品的选择离子质量色谱峰的峰面积，计算各尿液样本的绝对

基质效应，其计算公式为：[1－（尿液样本中标准品的质量色谱峰面积）/（空白对照中标准品的质

量色谱峰面积）]。最终获得 3 种尿液处理方法的平均绝对基质效应，结果示于图 1a。由图可见，

乙腈沉淀的预处理方法产生的绝对基质效应最大，SPE 法的最小。 

2.2  相对基质效应 

用相同方法处理的多个尿液样品进行 LC/MS 分析时，各标准品的选择离子质量色谱峰面积的

相对标准偏差（RSD），则代表其相对基质效应，示于图 1b。该结果表明，乙腈沉淀的预处理方法

产生的相对基质效应最大，直接稀释法最好。

  

图 1  不同尿液处理方法的基质效应比较 

(a) 绝对基质效应；(b) 相对基质效应 

Fig. 1  Comparison on matrix effect of different urine pretreatment method 

(a) absolute matrix effect; (b) relative matrix effect 

2.3  尿液处理方法  

绝对基质效应的大小影响检测的灵敏度，而相对基质效应显示了方法的可靠性[1]。 在代谢组学

分析中，更为重要的是检测结果的可靠性。上述结果显示，乙腈沉淀法明显较另 2 种样品处理方法

差；直接稀释法的相对基质较小，处理方法简单不易造成样品损失，同时由于代谢组学研究具有高

通量的特点，因此，尿液直接稀释法更加适合运用 LC-ESIMS 方法的代谢组学研究。 
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