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·检验技术与方法·

反相高效液相色谱法测定原发性肝癌患者血浆中苏氨酸、丙氨酸对映体

王毓彬１，谢　靓
２

（开县人民医院：１．普外科；２．检验科，重庆４０５４００）

　　摘　要：目的　用反相高效液相色谱法探讨原发性肝癌患者Ｌ苏氨酸（Ｌｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，ＬＴｈｒ）、Ｄ苏氨酸（Ｄｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，ＤＴｈｒ）、

Ｌ丙氨酸（Ｌａｌａｎｉｎｅ，ＬＡｌａ）和Ｄ丙氨酸（Ｄａｌａｎｉｎｅ，ＤＡｌａ）水平的变化。方法　采用邻苯二甲醛和 Ｎ乙酰Ｌ半胱氨酸柱前衍生

用反相色谱柱进行分离，流动相为２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠溶液、乙腈梯度洗脱，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，激发波长３５０ｎｍ，发射波长４５０

ｎｍ。结果　该方法可以同时分离测定血液中苏氨酸、丙氨酸氨基酸对映体，回归方程线性相关性良好，检测线分别为１１．４ｐｇ／

ｍＬ、９．７７ｐｇ／ｍＬ、４．１１ｐｇ／ｍＬ和３．５０ｐｇ／ｍＬ，回收率为９０．２２％～１０５．７％，日间、日内相对标准偏差（ＲＳＤ）为１．０４％～４．１１％。

结论　该方法准确、灵敏、适用于临床和科研。
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　　人们很早已经认识到Ｌ氨基酸是哺乳动物体内氨基酸存

在的主要形式。近年来，随着生物分析技术突飞猛进的发展、

各种高灵敏度分析方法的应用，越来越多的Ｄ氨基酸被发现

存在各种动物体内，同时这些Ｄ氨基酸的分布、生理作用以及

与疾病的关系受到了广泛的关注［１２］。研究发现，Ｄ氨基酸浓

度的异常改变与阿尔茨海默氏病［３］、抑郁症［４］、帕金森［５］以及

精神分裂症［６］等疾病的发生和发展有直接和间接的关系。同

时，还有研究表明，给予癌症患者Ｄ氨基酸营养支持治疗对纠

正肝癌患者氨基酸代谢紊乱的重要意义，表明Ｄ氨基酸可能

参与了肿瘤的发生和发展过程［７８］。因此，测定原发性肝癌患

者血浆中氨基酸对映体含量的改变具有重要的临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集重庆医科大学附属第一医院原发性肝癌

患者血浆样本２３例（原发性肝癌患者组），有明确的影像学以

及组织病理学诊断，无其他器官系统慢性疾病；收集重庆医科

大学附属第一医院健康志愿者血浆样本２０例（正常对照组）；

两组有相同的性别和年龄组成比。

仪器与试剂 高效液相色谱仪：安捷伦１１００型附荧光检测

器；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超 纯 水 过 滤 装 置 （美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司）；

ＫＱ３２００ＤＢ型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；

ＦＡ１００４电子天平（上海舜宇恒平科学仪器有限公司）。

１．２　仪器与试剂　高效液相色谱仪：安捷伦１１００型附荧光检

测器；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超 纯 水 过 滤 装 置 （美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公 司）；

ＫＱ３２００ＤＢ型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；

ＦＡ１００４电子天平（上海舜宇恒平科学仪器有限公司）。乙腈

和甲醇为色谱纯，购于美国Ｔｅｄｉａ公司；ＬＴｈｒ、ＤＴｈｒ、ＬＡｌａ、

ＤＡｌａ、邻苯二甲醛（Ｏｐｈｔｈａｌｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＯＰＡ）和 Ｎ乙酰Ｌ半

胱氨酸（ＮａｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ）均购于美国Ｓｉｇｍａ公司；磷

酸二氢钠、硼酸钠、氢氧化钠为国产分析纯，购于四川成都市科

龙化工试剂厂；实验用水均为超纯水。

１．３　标准溶液的配置　准确分别称取ＬＴｈｒ、ＤＴｈｒ、ＬＡｌａ

和ＤＡｌａ标准品０．００５ｇ，用超纯水溶解配成浓度为５００ｎｇ／

ｍＬ的标准溶液，在４℃条件下保存备用。准确分别称取ＯＰＡ

和ＮＡＣ标准品０．０２ｇ，配成浓度为２ｍｇ／ｍＬ的衍生化试剂

（ｐＨ９．８０），在４℃条件下保存备用。

１．４　色谱条件　色谱柱：菲罗门 ＧｅｍｉｎｉＣ１８柱（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５ｍ）；流动相，Ａ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠（ｐＨ９．８０），

Ｂ，乙 腈，梯 度 洗 脱 程 序 为：０ ｍｉｎ（１２．０％Ｂ）→１３ ｍｉｎ
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（１８．０％Ｂ）→２３ｍｉｎ（２６．０％Ｂ）→３０ｍｉｎ（２６．０％Ｂ）；检测器：荧

光检测器；检测波长：激发波长３５０ｎｍ，发射波长４５０ｎｍ。

１．５　样本处理　取上述标本ＥＤＴＡ抗凝血浆１００μＬ，加入

２０００μＬ甲醇（ｖ∶ｖ为２０∶１）涡旋振荡沉淀蛋白，离心取上清

液１０００μＬ在氮吹仪微气流下慢慢吹干，然后加入２０μＬ衍生

化试剂衍生反应２ｍｉｎ，离心取上清液１０μＬ进样分析。

１．６　统计学处理　数据采用ＳＡＳ９．２统计学软件处理，应用

样本均数狋检验分析组间差异性，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　对血浆稳定性的考察　本研究中对氨基酸对映体稳定性

的考察，研究者对配置的标准溶液做了稳定性评估，即将标准

溶液放４℃冰箱，相同浓度的氨基酸标准液在３个月内衍生化

以后其峰面积基本保持不变，说明本研究测得的氨基酸对映体

比较稳定；而本研究测定的临床样本，经样本前处理步骤之后

将其放－２０℃冰箱，有研究报道，在－２０℃条件下，血浆样本

中的氨基酸对映体至少能够在６个月内能够稳定存在，即完全

满足本实验测定要求。

２．２　色谱峰的确定　本方法对ＬＴｈｒ、ＤＴｈｒ、ＬＡｌａ和ＤＡｌａ

的分离效果良好，结果见图１（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”），其中图１ａ是标准溶液的色谱峰，１ｂ是血浆样

本氨基酸对映体的色谱峰。

２．３　线性范围与检出限　别将４种氨基酸对映体的标准溶液

稀释成一系列浓度的标准工作液，以浓度（ｎｇ／ｍＬ）为横坐标

（犡），峰面积为纵坐标（犢），绘制标准曲线。４种氨基酸对映体

的浓度与峰面积呈良好的线性关系，相关系数均可达到０．９９

以上，以３倍的噪音所对应的检测物浓度作为方法的检出限，

以１０倍的噪音所对应的检测物浓度作为方法的定量限，结果

见表１。

表１　　氨基酸对映体的线性关系和检出限

氨基酸

对映体
线性方程 狉２

线性范围

（ｎｇ／ｍＬ）

检出限

（ｐｇ／ｍＬ）

定量限

（ｐｇ／ｍＬ）

ＬＴｈｒ Ｙ＝４１３．９９Ｘ＋８２３．５６ ０．９９６９ ０．０５００～２５０ １１．４ ３８．００

ＤＴｈｒ Ｙ＝４４６．７４Ｘ＋４４４．２２ ０．９９９１ ０．０５００～１２５ ９．７７ ３２．５７

ＬＡｌａ Ｙ＝７１７．７８Ｘ＋１００．０４ ０．９９９９ ０．０２５０～２５０ ４．１１ １３．７０

ＤＡｌａ Ｙ＝６７１．６１ｘ＋３６６．４８ ０．９９９２ ０．０２５０～１２５ ３．５０ １１．６７

２．４　精密度和回收率　分别取含高、中、低浓度的氨基酸对映

体的血浆样本进行精密度和回收率的测定，计算相对标准偏差

ＲＳＤ，ＲＳＤ在１．０４％～４．１１％，回收率在９０．２２％～１０５．７％ ，

结果见表２。

表２　　氨基酸对映体的回收率和精密度

氨基酸对映体 回收率（％）
精密度（ＲＳＤ，％）

日内 日间

ＬＴｈｒ １０５．７±０．５７ ２．２９ １．０４

ＤＴｈｒ ９６．９０±０．２３ ２．１２ ２．１７

ＬＡｌａ ９０．２２±３．４２ ３．１４ ４．１１

ＤＡｌａ １００．３０±２．８９ ２．４５ ３．６７

２．５　实际样本的测定　本研究测定了原发性肝癌患者和健康

人血浆中的ＬＴｈｒ、ＤＴｈｒ、ＬＡｌａ和ＤＡｌａ的含量，目标氨基酸

对映体在两测定组中的含量用ＳＡＳ９．２进行统计学分析做样

本均数差别的狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。结果见

表３。

表３　　原发性肝癌血浆和正常血浆中氨基酸

　　　对映体的水平（狓±狊）

氨基酸

对映体

血浆浓度／（ｎｇ／ｍＬ）

正常对照组 原发性肝癌患者组
狋 犘

ＬＴｈｒ ５７７．１２±９０．１６ ４３９．２０±８３．６８ －３．０８ ０．００４０

ＤＴｈｒ ３５．７８±４．００ ２５．２５±３．７９ －２．９７ ０．００５０

ＬＡｌａ ４０２．１７±５０．８５ ２４３．８８±５２．２４ －５．５２＜０．０００１

ＤＡｌａ １１１．２９±５０．８０ ３０．６６±５．４０ －５．５２＜０．０００１

３　讨　　论

原发性肝癌在细胞增殖及生长过程中，需消耗某些氨基酸

以供各种异常代谢需要，有可能通过纠正氨基酸代谢紊乱来抑

制肝癌的代谢，其引起氨基酸代谢紊乱，已有很多报道［９１０］，而

在原发性肝癌患者血浆中氨基酸对映体水平的变化未见报道。

本研究建立了柱前衍生反相高效液相色谱荧光检测的方

法同时测定原发性患者血浆中ＬＴｈｒ、ＤＴｈｒ、ＬＡｌａ和ＤＡｌａ

的水平，探讨了各个氨基酸对映体水平的变化。研究结果显

示，在原发性肝癌患者血浆中ＬＴｈｒ、ＤＴｈｒ、ＬＡｌａ和ＤＡｌａ的

水平均有显著性降低（犘＜０．０５），可能为临床诊断以及选用不

同配比混合氨基酸对映体治疗肝损伤提供一定的依据。该方

法仪器操作简便，线性关系良好，重复性好，灵敏度高，适用于

临床研究与科研。
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