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LC-MS/MS检测癫痫患者神经递质类氨基酸 *
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摘要 目的：建立液相色谱串联质谱同位素内标法检测神经递质类氨基酸并用于癫痫患者临床评价。方法：选用 AAA-C18柱色谱
柱，以乙腈水（含有 0.01%七氟丁酸、0.1%甲酸）为流动相，采用梯度洗脱进行分离，血浆样品用 iTRAQ-115衍生化试剂处理后，加
入 iTRAQ-114衍生化的氨基酸内标并进样，选用 3200QTRAP型质谱仪的多重反应监测（MRM）扫描方式进行检测。疾病组与健
康组的统计采用 t检验和主成份分析。结果：疾病组和健康组氨基酸测定结果显示：Trp、GABA两组间没有显著性差异（P>0.05），
Arg、Gly、Ser、Tau、Asp、Glu、EtN、两组间有显著性差异（P<0.05），通过 PCA分析显示，疾病组与健康组之间差异明显，Asp、Glu、
Ser等是引起差异的主要氨基酸。结论：试验方法灵敏、专属性强，并初步的用于癫痫患者体内氨基酸评价。
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ABSTRACT Obiective: To develop a LC-MS/MS method with amino acids isotope as internal standard, to detect amino acids neu-

rotransmitter in the Epileptic for clinical evaluation. Methods: After derivatizated by iTRAQ-115, plasma samples were added internal
standard which had been derivatizated by iTRAQ-114. The separation was carried out on an AAA-C18 column using acetonitrile and wa-
ter (both containing 0.01% heptafluorobutyric acid and 0.1% formic acid) as mobile phase by gradient elution. Detection was carried out
by multiple reaction monitoring (MRM) on a 3200QTRAP LC-MS/MS system. T-test and PCA analysis used as the statistics methods.
Results: There was no significant difference for Trp and GABA and significant difference for Arg, Gly, Ser, Tau, Asp, Glu, EtN between
disease group and health group. There was significant difference between disease group and health group due to Asp, Glu, Ser by PCA
analysis. Conclusion: The method is sensitive and selective and applied to detect amino acids neurotransmitter in the Epileptic for clinical
evaluation.
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癫痫是一种以中枢神经系统功能失常为特征的常见慢性

临床综合征，早在 1890年 Jackson就认为癫痫是由于神经元突
然阵发性过度发电引起的[1,2]。神经递质的变化在癫痫发作中占
有非常重要的作用。神经系统中存在大量的游离氨基酸，和中
枢神经代谢系统相关的氨基酸主要有γ-氨基丁酸(GABA)[3]、
天门冬氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)、牛磺酸(Tau)、甘氨酸(Gly)、色
氨酸(Trp)、丝氨酸(Ser)、精氨酸(Arg)、乙醇胺(EtN)等，其中 GA-
BA、Asp、Glu、Tau、Gly是十分具有代表性的与兴奋及抑制有
关的递质系统，有多篇文献报道这些氨基酸与癫痫之间的关系
[4-8]。
目前文献中报道的定量检测这些神经递质类氨基酸的方

法主要有高效液相色谱法、氨基酸分析仪以及新生儿疾病筛查

中定量氨基酸所用的串联质谱法等。高效液相色谱法和氨基酸
分析仪检测氨基酸需要好的色谱柱，繁琐的前处理，足够长的

分析时间才能分离不同的氨基酸从而达到定量氨基酸的目

的 [9-12]。一旦色谱柱无法将两种氨基酸分开就会影响甚至无法
定量。新生儿疾病筛查中检测氨基酸所用的串联质谱法，定量
氨基酸采用的是中性碎片丢失扫描模式，同分异构体没有采用

色谱分离，无法真正意义上区分和定量[14,15]。液相色谱串联质谱
同位素内标法测定内源性生物小分子是国内外常用的体内生

物小分子准确定量方法，其中质谱采用多反应监测（MRM）扫
描模式，质谱扫描不同化合物有不同的特征离子对，而质谱扫

描同分异构体具有相同离子对时可以利用液相将氨基酸分离，

如此就大大提高了检测的准确度，相较中性碎片丢失扫描模式
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定量更精确[16-19]。本研究拟采用本实验室已建立的液相色谱串
联质谱同位素内标法检测神经递质类氨基酸，通过正常组与疾

病组之间比较，来评价多种神经递质类氨基酸代谢差异。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器
3200QTRAP型液相色谱 -串联质谱仪，配有电喷雾离子

化源（ESI）以及 Analyst 1.4.2 数据处理软件，美国 Applied
Biosystem公司；UltiMate3000标准型液相色谱仪，包括双三元
梯度泵，自动进样器，柱温箱，切换阀，美国戴安公司；氮吹浓缩

仪，日本东京理化器械株式会社。
iTRAQTM 试剂盒（200 人份），批号：0709002，美国 Ap-

plied Biosystem公司，包括：400 μmol/L正异亮氨酸的 10%磺
基水杨酸溶液、标记缓冲液（0.45 mol/L硼酸盐缓冲液，pH 8.5
含有 20 μmol/L正缬氨酸）、115-iTRAQ衍生化试剂（15人份 /
瓶，每瓶用 70 μL异丙醇稀释后使用）、1.2% 羟胺水溶液、i-
TRAQ-114同位素标记的氨基酸内标。
1.2 试验分组与样本采集
试验分疾病组 10名，临床已诊断为癫痫并近期有抽搐发

生。健康组 10名，医生查体和生命体征检查正常、近 1个月内
血常规、血生化、尿常规、HBsAg、HCV-Ab、HIV-Ab、胸透检查、
心电图检查均正常或异常无临床意义。
样本采集前禁食 12 h，采血时注意空腹，不能服用果汁、饮
料、保健品、药品等。并填写健康问卷。血样采集使用肝素抗凝
管，采集全血样本大于 0.5 mL，采血后立即颠倒混匀 5~6次，于
30 min以内离心分离血浆，-20℃冰冻保存待测。同时填写调查
问卷，主要包括基本资料、健康状况、疾病状况等。
1.3 生物样本的前处理
移取 40 μL样本血浆置于 1.5 mL EP 管中，加入 10 μL

10%磺基水杨酸（含有 400 μmol/L正异亮氨酸），漩涡混匀 30
s，10000转离心 2 min沉淀蛋白。移取 10 μL上层液体置于另
一 1.5 mL EP管中，加入 40 μL标记缓冲液（含有 20 μmol/L正
缬氨酸），漩涡混匀，瞬时离心。移取 10 μL上层液体置于另一
1.5 mL EP管中，加入 5 μL稀释的 iTRAQ-115衍生化试剂，漩
涡混匀，瞬时离心，室温下孵化至少 30 min。加入 5 μL 1.2%羟
胺，漩涡混匀，瞬时离心，终止衍生化反应。样品在氮吹仪上 45
C氮气吹干。加入 32 μL含 iTRAQ-114同位素标记的内标液，
漩涡混匀，旋转离心。进样 2μL进行 LC-MS/MS分析。

1.4 色谱质谱检测条件
色谱柱：AAA-C18 柱，5 μm 粒径，150 mm×4.6 mm I.D.

AB SCIEX公司；流动相：水（含有 0.01%七氟丁酸、0.1%甲酸）-
乙腈（含有 0.01%七氟丁酸、0.1%甲酸）梯度洗脱；柱温：50°C；
进样量：2μL。
离子源：离子喷雾离子化源正离子化模式；离子喷射电压：

3000 V；温度：580 C；源内气体 1（GS1，N2）压力：345 kPa；气体
2（GS2，N2）压力：414 kPa；气帘气体（N2）压力：138 kPa；扫描方
式为多重反应监测（MRM）；碰撞气（N2）压力：Medium；解簇电
压（DP）为：35 V；碰撞能量（CE）为：30 eV，采用 MRM扫描模
式。
1.5 数据的统计分析方法
数据采用均值±标准差表示，健康组和疾病组数据分别采
用 t检验和主成份（PCA）分析（SIMCA-P软件）进行统计处理
及评价。

2 结果

2.1 氨基酸 LC-MS/MS检测
样本处理后经 LC-MS/MS平台上特定的采集方法运行，得
到总离子流图（图 1），9种氨基酸及其同位素内标均有较好出
峰，且分离较好。
2.2 氨基酸定量结果
疾病组和健康组 9种氨基酸测定结果见表 1。Trp、GABA

两组间没有显著性差异（P>0.05），Arg、Gly、Ser、Tau、Asp、Glu、
EtN、两组间有显著性差异（P<0.05），其中 Gly、Ser、Asp两组间
有显著性差异（P<0.001）。

图 1 氨基酸总离子流图
Fig.1 TIC of amino acid

Amino acids Arg Trp GABA Gly Ser Tau Asp Glu EtN

Control group

μM

Mean 94.50 50.50 1.20 275.50 140.50 51.50 3.40 38.10 9.00

SDE 18.08 7.36 0.23 22.50 14.81 6.28 0.48 10.87 0.97

Case group

μM

Mean 126.34 56.84 1.31 325.10 223.81 66.39 5.01 86.72 12.04

SDE 41.07 16.24 1.40 42.26 63.28 21.00 1.12 25.32 3.23

Case group/Control grouo 133.7% 112.6% 108.9% 118.0% 159.3% 128.9% 147.3% 227.6% 133.7%

P value 0.038 0.276 0.813 0.004 0.001 0.046 0.001 0.000 0.011

表 1 氨基酸测定结果及 t检验
Tab.1 Results of amino acid and t-test
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2.3 PCA分析结果
疾病组和健康组 9种氨基酸测定结果通过 PCA分析结果

见图 2（图 2-A：得分图，即样品分布散点图；图 2-B：载荷图）。
通过 PCA分析显示，疾病组与健康组之间有明显的界限，且健

康组比较集中，氨基酸一致性较好，疾病组样本分散较多，差异

较大。其中疾病组与健康组比较，Asp、Glu、Ser等是引起差异的
主要氨基酸。

图 2 氨基酸 PCA分析结果
Fig.2 PCA results of amino acid

3 讨论

串联质谱MRM技术是目前用于定量最好的质谱技术[15,19]。
与其他扫描方式相比，如新生儿筛查中所用的母离子扫描、中
性丢失扫描等扫描技术，此技术根据氨基酸母离子质量数与碎

片离子质量数，选择母粒子 -子离子对，允许符合要求的子离
子进入碰撞室，碰撞结束后，只记录设定子离子信号，如此通过

母粒子与子离子的两次选择，就可以去除干扰离子，降低化学

背景，提高灵敏度。其次我们在前处理过程中每一种需要检测
的氨基酸都加入了已知浓度的它自己的同位素内标，色谱行

为、质谱的离子化效率和基质效应均能完全一致，进一步确保
了检测结果的准确性。相较其他的检测方法，具有检测效率高，
分离效果好，结果准确等优点，更利于分析氨基酸与疾病间的

关系。我们日常所吃的食物，所喝的饮料中都含有大量氨基酸，
所以吃东西前与后人体血液中的氨基酸含量肯定会有很大的

差异。所以在采集样本时我们有比较严格的要求。必须清晨空
腹 12 h以上采血，而且要求不能溶血，采完血后尽快,最好半小
时以内离心取出血浆保存到 -40℃冰箱以备检测。
本实验结果表明与神经相关的氨基酸含量在癫痫病患者

体内与正常人体内相比有比较明显的差异。其中兴奋性氨基酸
Tau、Asp、Glu 疾病组血浆中含量明显高于正常组 128.9%、
147.3%、227.6%，差异有统计学意义（P<0.05），抑制性氨基酸
GABA含量疾病组与正常组之间无明显差异（P>0.05）、而 Gly
疾病组血浆中含量约高于正常组 118.0%，差异有统计学意义
（P<0.05），而其他氨基酸如 Arg、Ser、EtN等疾病组也明显高于
正常组 133.7%、159.3%、133.7%，Trp疾病组血浆中含量约高于
正常组 112.6%，实验结果与文献基本一致[10-12]。天门冬氨酸是
一种非必需氨基酸，是谷氨酸利用维生素 B6转化而来，涉及尿
素和能量代谢循环，转运血氨，参与糖原合成，增强精力，脑梗

或者癫痫常造成该氨基酸偏高。谷氨酸作为机动性的神经递
质，可以从大脑中清除过量的血氨，能帮助减轻头疼疲劳等症

状。丝氨酸可以与甘氨酸互相转换，参与神经递质、DNA、糖原、
激素和酶的生成。色氨酸可转化生成人体大脑中的一种重要神
经传递物质 5-羟色胺，而 5-羟色胺有中和肾上腺素与去甲肾
上腺素的作用，并可改善睡眠的持续时间。通常与抑郁症、失眠
症和精神分裂症有关。通过 PCA分析显示，疾病组与健康组之
间有明显的界限，Asp、Glu、Ser等是引起差异的主要氨基酸。
健康组比较集中，氨基酸一致性较好，疾病组样本分散较多，差

异较大。分析原因：由于本研究过程中，健康组年龄范围较窄，
身体基本状况通过查体有全面的控制，氨基酸水平也较为一

致，而疾疾组年龄及基本疾病况状均差异较大，且长期用药情

况可能对氨基酸的水平也有较大影响，加之疾例较少，文中反

映的氨基酸差异有待大样本量进一步验证。
本研究首次将液相色谱串联质谱同位素内标法检测神经

递质类氨基酸方法用于评价疾病组和健康组中氨基酸浓度，初

步的评价了癫痫患者体内氨基酸差异。
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