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ＬＣＭＳ／ＭＳ法同时测定大鼠血浆中 Ｌ色氨酸和
Ｌ犬尿氨酸浓度的研究
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摘　要　本研究运用液相色谱二级质谱连用技术，以３硝基酪氨酸（３ＮＴ）为内标，建立了可同时、快速测定大鼠血浆中Ｌ
色氨酸（ＬＴｒｙ）和Ｌ犬尿氨酸（ＬＫｙｎ）的ＬＣＭＳ／ＭＳ法，通过比较肝癌成模过程中ＬＫｙｎ和ＬＴｒｙ的变化来为肝癌的诊断提
供理论依据。色谱条件：ＲＲＨＤＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８色谱柱（３０ｍｍ×１００ｍｍ，１８μｍ），以水乙腈（含０１％甲酸）（９０∶１０）为流
动相洗脱，流速０２５ｍＬ／ｍｉｎ，进样量 ５μＬ。质谱条件：采用 ＭＲＭ模式进行定量检测，化合物质荷比分别为 ２０５１２→
１４６１０（ＬＴｒｙ），２０９０９→１４６１０（ＬＫｙｎ），２２７０９→１８１１０（３ＮＴ）。结果显示：ＬＴｒｙ和 ＬＫｙｎ的线性范围分别是９６７０～
９６７０和９９７３～９９７３ｎｇ／ｍＬ（ｒ２≥０９９９０），ＬＴｒｙ和ＬＫｙｎ的定量限分别为９６７０和９９７３ｎｇ／ｍＬ，日内、日间精密度均小
于１５％。整个分析物的回收率均大于８１１７％，并没有表现出严重的基质效应，表明肝癌成模过程中大鼠血浆ＬＫｙｎ／ＬＴｒｙ
比值呈现整体下降趋势。ＬＫｙｎ／ＬＴｒｙ比值的变化是肝肿瘤形成过程中一个非常明显的变化，可为药物代谢研究和肝癌机
制研究发挥重要作用。该方法灵敏、快捷、准确，专一性强，可用于药物代谢的分析研究及药物对肝癌的作用机制研究。
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　　色氨酸（ＬＴｒｙ）属芳香族氨基酸，是人体必需
氨基酸之一，除合成蛋白质外，可在肝、肾、脑等组

织代谢为多种生物活性分子。摄入体内的色氨酸

主要经犬尿氨酸代谢通路代谢，其中犬尿氨酸（Ｌ
Ｋｙｎ）是该代谢途径中最为重要的中间代谢产物之
一。吲哚胺２，３双加氧酶（ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ２，３ｄｉｏｘｙ
ｇｅｎａｓｅ，ＩＤＯ）是细胞内一种含亚铁血红素的单体蛋
白，是肝脏外唯一可催化色氨酸分子（Ｔｒｙ）中吡咯
环氧化裂解、沿犬尿氨酸（Ｋｙｎ）途径分解代谢的限
速酶。研究认为ＩＤＯ居于免疫调节中心，ＩＤＯ的活
力可以用ＬＫｙｎ／ＬＴｒｙ（ＫＴ）浓度比值表示，ＩＤＯ的
活力是可以用来监测体内细胞免疫活动状态的指

标［１］。ＩＤＯ在正常状态下呈低水平表达，在炎症
或癌症过程中表达显著增加，最近研究表明，在

肝癌肿瘤微环境内产生免疫耐受的机制中，多种

细胞成分通过高表达 ＩＤＯ，导致肿瘤局部色氨酸
代谢异常，降解色氨酸使细胞微环境中色氨酸含

量耗竭，并且促进调节性 Ｔ细胞形成，导致 Ｔ细
胞的增殖停滞在 Ｇ１期，抑制 Ｔ细胞增殖，在局部
制造免疫逃逸的微环境，从而介导肝癌细胞逃避

免疫系统的攻击，参与肝癌的免疫逃逸［２］。它在

恶性肝癌的发生、发展和转移过程中发挥了重要

作用。

ＬＴｒｙ、ＬＫｙｎ均为影响 ＩＤＯ活性的内源性物
质，在机体内含量较低，用常规的化学分析方法很

难测定。近年来国内外研究中主要使用了高效液

相色谱法实现了对这些物质的浓度的测定，但由于

ＬＫｙｎ不能产生荧光，使用 ＨＰＬＣＦＬＤ法时通常采
用柱后衍生法，操作复杂，应用受限［３］；使用ＨＰＬＣ
ＵＶ法测定时由于检测 ＬＫｙｎ时灵敏度较低，需要
ＬＴｒｙ负荷试验时才能检测到 ＬＫｙｎ，故无法测定

微量ＬＫｙｎ的浓度［４］。本研究建立了同时测定大

鼠血浆中ＬＴｒｙ和 ＬＫｙｎ浓度的 ＬＣＭＳ／ＭＳ法，方
法简便、快速，为后期研究药物对肝癌作用机制提

供分析方法。

!

　材　料

１１　药品与试剂
Ｌ色氨酸（ＬＴｒｙ，上海源聚生物科技有限公

司）；Ｌ犬尿氨酸（ＬＫｙｎ）、３硝基酪氨酸（３ＮＴ）
（上海源叶生物科技有限公司）；乙腈、甲酸均为色

谱纯（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；醋酸铵为分析纯，水为超
纯水系统。

１２　仪器及测试条件
ＴｈｅｒｍｏＴＳＱ三重四极杆液相质谱联用仪，

流动相为水乙腈（含０１％甲酸），梯度为 ００～
１０ｍｉｎ（９５∶５），１０～２５ｍｉｎ（７０∶３０），２５～
６０ｍｉｎ（３０∶７０），６０～７０ｍｉｎ（３０∶７０），７０～
８５ｍｉｎ（９５∶５），８５～１０ｍｉｎ（９５∶５）；流速为
０２５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为 ３６５℃，色谱柱为 ＲＲＨＤ
ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８（３０ｍｍ×１００ｍｍ，１８μｍ），进
样量为５μＬ。三重四极质谱仪配备有电喷射离
子化（ＥＳＩ）源（美国热电公司）用于质谱检测，该
检测是在正离子模式和多反应监测（ＭＲＭ）模式
下操作，雾化气（Ｎ２）压力设为 ４０ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝
６８９５ｋＰａ）；干燥气（Ｎ２）的流速设为 １０Ｌ／ｍｉｎ，
干燥气（Ｎ２）的温度设为３５０℃。多个反应监测
（ＭＲＭ）模式监测反应质荷比（ｍ／ｚ）：２０５１２→
１４６１０（ＬＴｒｙ），２０９０９→ １４６１０（ＬＫｙｎ），
２２７０９→１８１１０（３ＮＴ）。碎裂电压分别为 ４７、
６６和６１Ｖ；碰撞能量分别为１７、２１和１２Ｖ。

ＬＴｒｙ、ＬＫｙｎ、３ＮＴ的化学结构见图１。
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Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆＬＴｒｙｐｔｏｐｈａｎ（ＬＴｒｙ，１），ＬＫｙｎｕｒｅ
ｎｉｎｅ（ＬＫｙｎ，２）ａｎｄ３ＮｉｔｒｏｌＬｔｙｒｏｓｉｎｅ（３ＮＴ，ＩＳ，３）

"

　方　法

２１　标准品与内标溶液的制备
取 ＬＴｒｙ、ＬＫｙｎ、３ＮＴ的对照品适量，精密称

定后加超纯水配制成１ｍｇ／ｍＬ的混合储备液，使
用时使用超纯水进行稀释，配制 ＬＴｒｙ质量浓度
为９６７０，１９３４，９６７０，１９３４，９６７０，１９３４，９６７０
ｎｇ／ｍＬ，ＬＫｙｎ质 量 浓 度 为 ９９７３０，１９９４６，
９９７３０，１９９４６，９９７３０，１９９４６，９９７３０ｎｇ／ｍＬ
的标准溶液，３ＮＴ质量浓度为１００００ｎｇ／ｍＬ的内
标溶液。含有０４ｍｍｏＬ／Ｌ醋酸铵的流动相的配
制：在每１００ｍＬ水乙腈（含０１％甲酸）（９０∶１０）
中，加入已配制好的 １０ｍｍｏＬ／Ｌ的醋酸铵母液
４ｍＬ混匀制得。所有溶液避光保存在４℃下。
２２　空白血样预处理

经肝素抗凝后血液样本于低温４℃下４０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，按照血浆体积加入
２倍活性炭，涡旋混合，低温４℃下１００００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ后取上清液，经由０４５μｍ微孔滤膜过
滤，保存备用［５－６］。按“１２”项下条件测定，空白血
浆中的内源物不干扰目标物的测定。

２３　血样预处理
首先使用乙腈对血浆去蛋白，在每１００μＬ的

血浆加３ＮＴ内标溶液１０μＬ，再加４倍乙腈涡旋
混合，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，取上清液，４５℃
下真空干燥至干，加入含０４ｍｍｏＬ／Ｌ醋酸铵的流
动相１００μＬ复溶，涡旋混合后１３０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，取上清液于４℃下保存备用。
２４　色谱质谱行为

按“１２”项下条件测定，血浆样品色谱图见图
２Ａ，ＬＴｒｙ、ＬＫｙｎ、３ＮＴ保留时间分别是 ５５０、

４８６和４７２ｍｉｎ。ＬＴｒｙ、ＬＫｙｎ、３ＮＴ对照品加入
到空白血浆的色谱图见图２Ｂ，活性炭吸附后的空
白血浆的色谱图见图２Ｃ，可以看出空白血浆中的
内源物不干扰目标物的测定。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｃｔｉｖｅｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎＭＲＭｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＬＴｒｙ
（１），ＬＫｙｎ（２）ａｎｄ３ＮＴ（ＩＳ）．Ａ：ＰｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈＩＳ；Ｂ：
ＢｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｔｈｅｔｗｏａｎａｌｙｔｅｓａｎｄＩＳ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａａｆｔｅｒ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ

２５　方法学考察［７］

２５１　线性关系及定量限　取空白血浆１００μＬ
置２ｍＬ离心管中，精密加入标准曲线各点浓度的
标准溶液１００μＬ，制成 ＬＴｒｙ质量浓度为 ９６７０，
１９３４，９６７０，１９３４，９６７０，１９３４，９６７０ｎｇ／ｍＬ，Ｌ
Ｋｙｎ质量浓度为９９７３０，１９９４６，９９７３０，１９９４６，
９９７３０，１９９４６，９９７３０ｎｇ／ｍＬ的标准血浆样品，
经“２３”项下方法处理后，分别进样 １０μＬ，按
“１２”项下条件测定离子流峰面积；采用内标法定
量分析，用ＴｈｅｒｍｏＸｃａｌｉｂｕｒ软件进行曲线拟合，以
样品与内标峰面积之比（Ｙ）为纵坐标，样品浓度
（Ｘ）为横坐标进行线性拟合。结果表明，ＬＴｒｙ和
ＬＫｙｎ在此测定范围内线性良好。平均回归方程
分别为 Ｙ＝０００８２Ｘ＋０１８０５，Ｒ２＝０９９９７和
Ｙ＝０００２９Ｘ＋００３３２，Ｒ２＝０９９９４。定量限分别
为９６７０和９９７３ｎｇ／ｍＬ。
２５２　精密度　取 ２ｍＬ离心管加入空白血浆
１００μＬ，分别加入低、中、高３种浓度的标准溶液
（ＬＴｒｙ和ＬＫｙｎ质量浓度分别为１９３４０／１９９４６，
１９３４０／１９９４６，１９３４０／１９９４６ｎｇ／ｍＬ）１００μＬ。
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按“２３”项下方法处理，同一个样连续进样５次，
考察仪器精密度。日内测定５次，考察日内精密
度，连续测定３ｄ，考察日间精密度。计算日内和日
间ＲＳＤ结果表明，ＬＴｒｙ和 ＬＫｙｎ日内、日间精密
度ＲＳＤ均小于１５％，重复性良好。
２５３　稳定性　取 ２ｍＬ离心管加入空白血浆
１００μＬ，分别加入低、中、高３种浓度的标准溶液
１００μＬ。按“２３”项下方法处理，分析物的稳定

性用３种浓度在各种存储和工艺条件下进行了
研究。数据表明，样品在自动取样器（４℃）７２ｈ
的稳定性，３次冻融循环（在 －２０±２０℃）中冷冻
和长期储存（３０ｄ，在 －８０℃）是可以接受的。结
果表明，所有被分析物的准确度为 ８５３２０％ ～
１００１４％之间，相对标准偏差为３１６％ ～９６２％
之间。结果说明 ＬＴｒｙ和 ＬＫｙｎ在这种情况下稳
定性良好。

Ｔａｂｌｅ１　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅＬＴｒｙａｎｄＬＫｙｎｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ

Ｃｏｍｐｄ．
ｃ／

（ｎｇ／ｍＬ）
Ｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ＲＳＤ，％）
－８０°Ｃｆｏｒａｍｏｎｔｈ

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ＲＳＤ，％）
４°Ｃｆｏｒ７２ｈ

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ＲＳＤ，％）
ＬＴｒｙ １９３４×１０ ９１３２ ５３２ ８５３２ ４３２ ８８３２ ６７６

１９３４×１０２ ８９４３ ６０４ ９０２１ ７１１ ９５３１ ６５４
１９３４×１０３ ９８２１ ３１６ ８８３２ ３４５ ９７４２ ４９８

ＬＫｙｎ １９９４６×１０ １００１４ ６９９ ９２３１ ８５６ ８９４３ ４３２
１９９４×１０２ ９８１２ ７９３ ９６３２ ９６２ ９７２１ ７２１
１９９４×１０３ ９８３２ ６２８ ９９６４ ５４７ ９７４３ ４１８

２５４　回收率　取 ２ｍＬ离心管加入空白血浆
１００μＬ，分别加入（ＬＴｒｙ和ＬＫｙｎ质量浓度分别为
１９３４０／１９９４６、１９３４０／１９９４６、１９３４０／１９９４６
ｎｇ／ｍＬ）低、中、高３种浓度的标准溶液１００μＬ。同
“２３”项下方法处理，平行５份，分别进样１０μＬ，
按“１２”项下条件测定离子流峰面积，与空白血浆
按“２３”项下操作，分别以低、中、高对照品溶液重
组，进样所得峰面积比较计算各物质的回收率，结

果见表２。

２５５　基质效应　取 ５只大鼠的空白血浆各
１００μＬ，按“２３”项下条件操作，不加内标溶液，
然后分别加入高、中、低浓度的对照品１００μＬ，平
行５份，分别进样１０μＬ，按“１２”项下条件测定，
记峰面积记为 Ａ，用流动相配制相同浓度标准品
及内标溶液直接进样，记峰面积为 Ｂ，基质效应为
Ａ／Ｂ×１００％，结果见表２。低、中、高３个浓度各
物质基质效应在８５％ ～１１５％之间，均不影响定
量分析。

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｔｗｏｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ

Ｃｏｍｐｄ．
ｃ／

（ｎｇ／ｍＬ）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ＲＳＤ，％）
Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ＲＳＤ，％）
ＬＴｒｙ １９３４×１０ ９３１９ １３６２ ８９６９ ８３３

１９３４×１０２ ９４００ １００６ ８９３４ ３０２
１９３４×１０３ ８１１７ ８３４ ９２２１ ４９１

ＬＫｙｎ １９９４６×１０ ９６６８ １２７６ ８６３１ １０１８
１９９４６×１０２ ８８５３ ５５４ ９２７１ ７１９
１９９４６×１０３ １０３７８ ４３５ ９２１２ ６９９

２６　动物实验
ＳＰＦ级健康Ｗｉｓｔａｒ雄性幼鼠５只，体重１００～

１２０ｇ。分别取１ｍＬＷａｌｋｅｒ２５６细胞悬液注入幼
鼠腹腔内。１周后可见腹腔积液形成，抽取癌性
腹水，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，取下层黏
稠细胞悬液于１ｍＬ无菌注射器中备用。

取健康雄性 ＳＰＦ级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 １５只，体重
１８０～２２０ｇ。适应环境１周后用３％水合氯醛腹
腔注射麻醉，仰卧位捆绑，常规消毒、剃毛后，沿

剑突下沿正中线切口１ｃｍ，暴露左侧叶肝脏，用

１ｍＬ无菌注射器针尖与肝脏成３０°斜行刺入肝脏
１ｃｍ，注射癌细胞悬液０２ｍＬ，拔针后按压注射点
至无渗血，确切止血后以灭菌注射用水冲洗腹腔，逐

层关腹。在第０，２，４，６，８，１０，１２，１４天所有动物通
过眼底静脉丛取血０５ｍＬ，用于测定肝癌造模过
程中大鼠血浆ＬＴｒｙ／ＬＫｙｎ的比值变化规律。
２７　肝肿瘤成模过程中大鼠血浆 ＬＴｒｙ和 ＬＫｙｎ
的变化规律

１５只Ｗｉｓｔａｒ大鼠在肝肿瘤成模过程中大鼠血
浆ＬＴｒｙ的浓度见图３Ａ，ＬＫｙｎ的浓度见图３Ｂ，
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ＬＫｙｎ／ＬＴｒｙ的比值见图３Ｃ。肝癌成模过程中大
鼠血浆中 ＬＫｙｎ和 ＬＴｒｙ浓度上升或下降无明显

规律，但 ＬＫｙｎ／ＬＴｒｙ比值整体成下降趋势，随着
时间的推移下降的趋势逐渐变缓。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＬＫｙｎ（Ａ），ＬＴｒｙ（Ｂ）ａｎｄＬＫｙｎ／ＬＴｒｙｒａｔｉｏ（Ｃ）ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆｌｉｖｅｒｔｕｍｏｒｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

&

　讨　论

ＬＴｒｙ和ＬＫｙｎ都是极性相差不大的小分子两
性物质，在分离时，随流动相 ｐＨ的不同而有不同
程度的解离。当流动相在使用甲醇与乙腈为有机

相时，均未得到良好的分离度。有研究指出在流动

相中加入乙酸铵等挥发性物质时可改善分离度状

况及解离状况［８］，但这样增加了条件摸索的复杂

性以及加盐后对色谱柱的损伤，而本实验发现直接

将醋酸铵缓冲盐加入到样品中，可直接改善分离度

及峰形状况，在样品中加入 ０４ｍｍｏＬ／Ｌ醋酸铵
后，ＬＴｒｙ和 ＬＫｙｎ保留时间较适合且峰形良好。
在选用流动相时对比不加甲酸的纯水做为流动相，

峰形略有拖尾，在流动相中添加０１％甲酸后能获
得良好的峰形。

ＩＤＯ的高表达是导致肝癌免疫逃逸的一个重
要机制，在肝癌的治疗中可能是一种良好的候选治

疗靶点和预后指标［９］。利用 ＬＣＭＳ／ＭＳ方法建立
可同时检测ＬＴｒｙ和ＬＫｙｎ的高效快速检测法，观
察血浆中内源性物质 ＬＴｒｙ和 ＬＫｙｎ在肝癌形成
过程中的含量变化，来确定 ＩＤＯ酶活性（Ｋ／Ｔ），以
ＩＤＯ为关键限速酶的犬尿酸代谢途径为研究对象，
探讨药物在移植性肝癌形成过程中作用机制。研

究结果证实，由图３可知肝癌成模过程中大鼠血浆
中ＬＫｙｎ和ＬＴｒｙ浓度上升或下降无明显规律，但
ＬＫｙｎ／ＬＴｒｙ比值下降，说明在此过程中 ＩＤＯ酶活
性不断降低，ＬＫｙｎ／ＬＴｒｙ比值的变化是肝癌形成
过程中一个非常明显的变化，可为肝癌的诊断以及

基础研究提供一个分析方法。
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