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Ŷ .e \$*=D?9=GV5EF=*W./"!56@B?

C

A@B=

2

?6?959=G569HD56F?959@A6E?A6II5AJ?@5E4?DD5@H9/

56IHE?I6=6/ADE=B=D5EGA@@

K

D5>?FI59?A9?

'

T

(

$_B=6

22

H=f5

[H?\?[H?fHA6[H?]A=

#

"'!3

#

#(

$

"

%!

!&&/!&7$

'

"7

(

)0\YU

#

YgV,R

#

UPW V [

#

?@AD$,5FEHDA@56

2

A6I>59/

E?FADAI5

C

=9?45*/!''59I=L6/F?

2

HDA@?I56

C

A@5?6@9L5@B

=J?95@

K

A6I<

KC

?"I5AJ?@?9

'

T

(

$V=D,?DD06I=EF56=D

#

"'!3

#

&":

!

!!"/!"#$

'

#'

(

V0WQ [

#

QgeT

#

R.WQ Z

#

?@AD$U5>?F45EF=*W./

"7!J/#

CC

F=4=@?9B?

C

A@5ED5

C

=

2

?6?959@BF=H

2

B6?

2

A@5>?

F?

2

HDA@5=6=GAI?6=956?%m/4=6=

C

B=9

C

BA@?

$

.V)

%

/AE@5/

>A@?I

C

F=@?56N56A9?AD

C

BA!

'

T

(

$T]5=D,B?4

#

"'!3

#

"7!

$

"'

%!

!'3"%/!'3#&$

'

#!

(

U.<e**0T

#

Ve*0We/W.S.**0<0T V

#

V0*/

,.-0*TV

#

?@AD$-?EF?A9?ID5

C

5I4?@AJ=D594JH@56/

EF?A9?IR.J5=9

K

6@B?959AF?E=H

C

D?IL5@BEBA6

2

?956D5>/

?F45EF=*W.956=J?9?9HJ

8

?E@9L5@BW.RU-

'

T

(

$P6@T

eJ?9

$

U=6I

%#

"'!:

#

&!

$

&

%!

3"'/3#'$

$收稿日期!

"'!(/':/!'

"

修回日期!

"'!(/!'/"!

%

#

"

通信作者#

0/4A5D

!

8

D@A6

2

3#!:

#

!3#$E=4

)

""

本文引用格式#周娟#张惠静#胡岚岚#等
$

胍丁胺的柱前衍生方法及评价'

T

(

$

国际检验医学杂志#

"'!7

#

&'

$

"

%!

"&"/"&3$

!综
""

述!

胍丁胺的柱前衍生方法及评价
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要#胍丁胺是精氨酸脱羧基生成的内源性代谢产物!生物学作用丰富!广泛存在于植物%细菌及哺乳类

动物的各种组织中&胍丁胺极性强!相对分子质量小!其结构中无紫外和荧光吸收基团!难以气化!加之内源性

胍丁胺含量低!生物样品中干扰成分较多!一般方法难以检测&胍丁胺与荧光试剂进行柱前衍生化!不仅可以

增加胍丁胺的相对分子质量!还可以使其带上荧光!大大提高检测灵敏度!使内源性胍丁胺得到很好的分离!是

目前测定胍丁胺含量的重要方法&该文对胍丁胺近年来常用的柱前衍生化试剂进行了总结!并对各种衍生试

剂的优缺点%最佳衍生条件及检测方法做了比较全面的分析!旨在为后期测定胍丁胺的含量及生物学研究提供

方法与思路&
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胍丁胺是精氨酸脱羧基生成的内源性代谢产物#

广泛存在于植物&细菌及哺乳类动物的各种组织中)

研究表明#胍丁胺生物学作用丰富#内源性胍丁胺及

其相应的受体在中枢神经系统内构成了阿片功能的

调节系统'

!

(

+外源性胍丁胺的初步药理学研究证明#

胍丁胺能增强吗啡镇痛'

"

(

#降低其成瘾性及抗耐受作

用'

#/&

(

#而且抗抑郁'

%/3

(和抗焦虑'

:

(作用明显#具有良

好的研究及应用前景'

(

(

)胍丁胺极性强&相对分子质

量小#其结构中无紫外和荧光吸收基团#难以气化#且

内源性胍丁胺含量低#生物样品中干扰成分较多#一

般方法难以检测'

7

(

#因此#对胍丁胺的定量测定成为

研究胍丁胺生物学作用亟待解决的重要问题)近年

来#通过衍生化作用改变胍丁胺的极性#增大其在色

谱柱上的保留#并增大分析物的相对分子质量#使之

与内源性小分子杂质分离'

!'

(

#实现内源性胍丁胺的定

量测定)胍丁胺的柱前衍生定量分析方法主要有柱

前衍生化高效液相色谱法$

)̂U,

%&柱前衍生化气相

色谱法&柱前衍生化色谱
/

质谱联用技术等#这些方法

各具特点#因而适用范围各不相同)目前#常用的衍

生化试剂包括邻苯二甲醛$

e).

%类#该试剂与胍丁胺

衍生需要巯基试剂的参与#常用的巯基试剂包括巯基

乙醇$

V0

%

'

!!

(

&巯基丙酸$

#/V).

%

'

!"

(

&

#/

乙酰
/9/

半胱

氨酸$

W.,

%

'

!#

(

#以及
"

#

#/

萘二甲醛$

W-.

%

'

!&

(

&

&/

氟
/

:/

硝基
/"

#

!

#

#/

苯并氧杂二唑$

W]-/R

%

'

!%

(

&氯甲酸
/

7/

芴基甲酯$

RVe,/,D

%

'

!3

(

&乙酰丙酮$

..

%类'如三氟

乙酰丙酮$

<R..

%&六氟乙酰丙酮$

R̂..

%

'

!:

(等()

本文对胍丁胺近年来常用的柱前衍生化试剂进行了

总结#并对各种衍生试剂的优缺点&最佳衍生条件及

检测方法做了比较全面地分析#旨在为后期测定胍丁

胺的含量及生物学研究提供方法与思路)

A

"

e).

""

e).

是目前应用最为广泛的衍生化试剂#在巯

基试剂$如
V0

&

#/V).

&

W.,

等%的作用下胍丁胺和

e).

迅速反应生成具有较强荧光的异吲哚衍生物#

见图
!

)该反应所需条件较温和$室温&碱性%#反应迅

速#样品制备简单#适用于大量生物样品的分析测定)

图
!

""

胍丁胺与
e).

类衍生试剂的反应方程式

""

!77:

年
R0WQ

等'

!!

(首次利用
e)./V0

作为胍

丁胺柱前衍生化试剂#通过
)̂U,

荧光检测器测定大

鼠脑内及人血浆中胍丁胺的水平)文献中将
%'4

2

的
e).

溶解在
!4U

甲醇中#加入
%#

$

U

的
V0

和

74U

的硼酸钾缓冲溶液$

'$"4=D

"

U

#

C

^a7$&

%混匀#

于
&`

冰箱放置不超过
#I

)衍生过程取
!%

$

U

的样

品和
!%

$

U

的
e)./V0

衍生试剂在室温条件下混合

反应
"456

#后立即取
"'

$

U

进样分析)该方法选择

同型 半 胱 氨 酸 为 内 标#灵 敏 度 高#检 出 限 为

'$!

C

4=D

"

U

)该方法中单一样本检测时间长$

?a('

456

%#因此#并不适合用于常规检测)苏瑞斌等'

!(

(利

用
e)./V0

柱前衍生化
)̂U,

荧光检测法测定大鼠

不同脑区及
WQ/!'(/!%

细胞内胍丁胺的含量)结果

显示正常大鼠不同脑区和
WQ!'(/!%

细胞内胍丁胺的

含量分别为
'$('

!

!$:!

$

2

"

2

湿脑组织&

'$'&&4

2

"

2

蛋白)宋滇文等'

!7

(选择微量
e)./V0

柱前衍生技

术#通过荧光检测器测定大鼠脊髓组织中胍丁胺的含

量#检测限可达到
#$(%

C

4=D

"

U

)目前
e)./V0

作为

胺类化合物柱前衍生试剂应用广泛#但是
e)./V0

在反相柱分离过程中部分衍生化合物会发生裂解#因

此#必须严格控制衍生化反应的时间)

相关文献表明#

e)./#/V).

与多胺的衍生反应

迅速$

$

% 456

%#且具有较高的灵敏度和准确度)

V.*\eZY\P

等'

!"

(使用
e)./#/V).

进行柱前衍

生#通过
)̂U,

荧光检测器$
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&%%64

%测定人体尿液中精氨酸及胍丁胺在内的
!"

种代谢产物)方法中称取
&'4

2

e).

溶解在
'$(

4U

甲醇中#加入
&'

$

U

的
#/V).

和
:$"4U

硼酸盐

缓冲溶液$

'$"4=D

"

U

#

C

^a7$'

%混匀#于黑暗低温中

保存不超过
"I

)将制备好的
%'

$

U

样品与
%'

$

U

的

e)./#/V).

衍生试剂涡旋混合#室温下精确反应
"

456

#立即取
"'

$

U

注入
)̂U,

荧光测定系统中#胍丁

胺的检出限为
"(64=D

"

U

#保留时间为
&&456

)

多胺可以与
e).

和
W.,

反应形成相对稳定的

衍生 产 物#即
e)./W.,/

多 胺)

-.P

等'

!#

(采 用

)̂U,

荧光检测器#以
e)./W.,

作为柱前衍生化试

剂#测定猪肝脏&空肠&回肠等组织中的胍丁胺含量)

试验中称取
%'4

2

e).

和
%'4

2

W.,

溶解于
!$"%

4U

甲醇中#加入
&'44=D

"

U

硼酸钠缓冲液$

C

^7$%

%

!!$"4U

和
'$&4U]F5

8#

/#%

#轻轻混匀)该衍生试

剂须在
)̂U,

分析当天新鲜配制#并避光储存在

&`

#

"&B

内使用)此方法特异性强#不受氨基酸的

干扰#胍丁胺的保留时间约为
7456

#检测限为
'$%

64=D

"

4U

或
'$!64=D

"

4

2

生物样品组织#且衍生化

溶液中使用的
e).

对
)̂U,

系统没有不利影响)据

文献报道#与含有氨基或胺基的物质发生快速衍生化

反应最佳的
e).

浓度为
!$7% 4

2

"

4U

或
!&$%

44=D

"

U

)

e)./W.,

衍生化反应具有简单&快速&灵

敏&重现型好等特点#可用于在线自动化柱前衍生#消

除了手工操作中的错误#从而缩短反应产物形成到荧

光检测之间的时间间隔#适合各种不同特性的生物样

品和小体积"小量的衍生化反应#适用于农业和生物

医学领域研究多胺的精确分析'

"'

(

)

B

"

W-.

""

W-.

与胍丁胺在氰化物存在下反应简单快速#

且衍生产物非常稳定#见图
"

)

*e]0*<Y

等'

!&

(利用

W-.

柱前衍生
)̂U,

荧光法测定小鼠脊髓给予胍丁

胺后的药效学和药代动力学研究#实验中将组织提取

物真空浓缩并悬浮于
!''

$

U

C

^a7$&

的硼酸盐缓冲

液中+加入
WA,W

$

&'

$

U

#

'$'"%4=D

"

U

%#然后加入甲

醇配制的萘二甲醛$

!''

$

U

#

'$'%4=D

"

U

%#在室温下

反应
"' 456

#取
%

!

!'

$

U

反应混合溶液进样)

,̂ 0W

等'

"!

(通过
W-.

柱前衍生化毛细管电泳结合

发光二极管诱导荧光检测$

,0/U0-PR

%法分离啤酒样

品中的氨基酸和胺#检测到胍丁胺浓度为
(:$&

$

4=D

"

U

)另外#

_̂ .e

等'

!%

(认为用
W-.

衍生胍丁胺其衍

生产物对热稳定#且具有激光诱导荧光$

UPR

%检测有

利的检测波长$

6

?i

a&&:64

#

6

?4

a%"'64

%#但柱子对

衍生物和过多的
W-.

保留极强#难以洗脱)

C

"

W]-/R

""

荧光标记试剂
W]-/R

用于柱前衍生化#所得到

的衍生产物具有高的光稳定性和有利的最大激发波

长$

&('64

#接近氩离子激光发射器的激发波长
&((

64

%#因此可用激光诱导荧光检测器$

UPR

%进行检测)

_̂ .e

等'

!%

(利用
W]-/R

作为柱前衍生化试剂结合

UPR

检测鼠脑&胃组织及人血浆中胍丁胺的含量反应

方程见图
#

#检出限为
%64=D

"

U

#检测时间
$

!'456

)

研究中指出#

W]-/R

与胍丁胺的衍生化反应需在一定

温度下进行#如碱性环境下$

C

^a($%

%&温度
<a3'

`

时#反应时间为
&'456

)室温条件下该衍生产物存

放
"B

仍保持稳定#经乙酸乙酯萃取后#于
&`

冰箱可

稳定保存数月)另外#文献中提到#

W]-/R

的浓度直

接影响衍生物产量#当
W]-/R

与胍丁胺的比例大于

!"'o!

时#荧光信号最大)用
W]-/R

衍生胍丁胺的

有效
C

^

范围为
($#

!

7$%

#在溶液
C

^

%

7$%

时#

W]-/

R

将会发生明显的水解反应#从而导致色谱峰拖尾严

重)

).gUYeW

等'

""

(采用超高效液相
/

电喷雾串联质

谱联用技术$

g)U,/0YP/VY

%#以
W]-/R

作为柱前衍

生试剂测定肺囊性纤维化患者痰样本中胍丁胺的含

量#其检测限为
&'64=D

"

U

)总之#

W]-/R

衍生胍丁

胺反应稳定#且荧光强度适宜#灵敏度高#可用于精确

定性定量分析)但是由于该方法需要
UPR

或质谱联

用技术进行检测#一般实验室无法普及)

图
"

""

胍丁胺与
W-.

类衍生试剂的反应方程式

图
#

""

胍丁胺与
W]-/R

的反应方程式

D

"

RVe,/,D

""

RVe,/,D

能与伯胺&仲胺在介质
C

^($%

!

7$%

发生反应#该衍生过程速度快&产物稳定&荧光强度

高&灵敏度高#是一种较为理想的氨基酸定量分析的

柱前衍生化试剂)

].g_.

等'

!3

(利用
RVe,/,D

柱前

衍生
)̂U,

法测定白葡萄酒中
%

种氨基酸和
(

种胺

类物质的含量#在
"'

$

U

白葡萄酒样品中加入
%'

$

U

缓冲溶液$

C

^a($%

%和
!''

$

URVe,

试剂$

(4

2

RVe,

"

!4U.,W

%反应
#456

后#加入
#''

$

U

淬灭

剂$乙腈
/

乙酸
/

水#比例为
"'o"o#

%)该方法检测得

到胍丁胺的含量为
&$!4

2

"

U

)然而#

RVe,

衍生有

一个众所周知的缺点#即宽试剂峰'

RVe,/,D

和$或%

RVe,/e^

(的干扰效应)为了消除宽试剂峰的干

扰#

\P*Y,̂ ].gV

等'

"#

(对衍生试剂用量&淬灭试剂

最佳需要量及定量反应的最佳时间进行优化)结果

*

&&"

*
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年
!
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"

期
"
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表明#衍生过程中高浓度的
RVe,/,D

衍生试剂和过

量的淬灭试剂没有办法定量消除#氨基酸与
RVe,/

,D

的最佳反应时间为
#456

#而对于具有较低反应速

率的胺最佳反应时间为
%456

)

E

"

..

""

胍丁胺由于结构中没有吸收基团#难以气化#较

难检测)丘忠丽等'

!:

(以
R̂..

作为胍丁胺的衍生试

剂#采用同位素稀释
/

气相色谱
/

质谱法检测大鼠血浆

中的内源性胍丁胺#检出限为
'$''%:6

2

"

4U

)与同

类衍生试剂
..

&

<R..

相比#

R̂..

衍生胍丁胺产

率更高#且衍生产物最稳定&挥发度高$气化温度降

低%#从而促进了胍丁胺在气相色谱$

Q,

%上获得较好

的分离和检测)

-egQU.Y

等'

"&

(利用该反应产物成

环具有高度挥发性和良好的电捕获能力#通过负化学

电离质谱$

Q,/W,P/VY

%检测鼠脑组织中的胍丁胺#保

留时间为
"456

#检出限为
"%G4=D

"

U

)但是该方法样

品前处理较为复杂#需经过
"

次液液萃取)另外#阮

志鹏'

"%

(应用
R̂..

作衍生试剂#乙酸乙酯作催化剂#

通过气相色谱氮磷检测器$

Q,/W)-

%分析大鼠血浆中

的胍丁胺浓度#其最低检测浓度为
'$!

$

2

"

4U

#可用

于胍丁胺的血药浓度分析及药代动力学研究)

P

"

小
""

结

""

随着内源性胍丁胺的生物学作用日益被广泛关

注#以及外源性胍丁胺可能具有良好的新药开发前景

和价值#胍丁胺衍生化高特异度与灵敏度的定量检测

方法的建立成为众多研究者关注的重点)分析发现#

各衍生试剂与胍丁胺反应的条件不同#生成的化合物

稳定性&荧光强度亦有明显差异#笔者总结了几种常

用的衍生试剂与胍丁胺发生衍生反应的条件#见表
!

)

表
!

""

不同衍生试剂与胍丁胺衍生的条件

衍生试剂 衍生试剂稳定性 衍生反应时间$

456

% 反应温度 最佳
C

^

检测器

e)./V0 &`

保存
$

#I !

!

"

避光室温
7$& gS

&

RU

e)./V).

黑暗保存
$

"I !

!

"

避光室温
7$' gS

&

RU

e)./W., &`

保存
$

!I :

避光室温
7$% gS

&

RU

W-./,W M "'

避光室温
7$& RU

W]-/R %`

避光保存
&' 3'` ($% UPR

RVe,/,D M # "'` ($% RU

R̂.. M 3' !"'` M VY

&

W)-

""

注!

M

表示无此项

""

目前#柱前衍生化色谱"质谱技术广泛应用于样

品中胍丁胺的检测#常用衍生试剂包括
e).

&

W-.

&

W]-/R

&

RVe,/,D

等)

e).

类衍生试剂与胍丁胺反

应快速&简单#过量的衍生试剂对检测不产生干扰#衍

生产物具有高度荧光)但是该类衍生试剂不与次级

氨基酸发生反应+衍生试剂不稳定#通常只能保存
!

!

"I

#临用时须新鲜配制+衍生产物稳定性相对较差#限

制了样品预处理程序的使用#如样品清洁和预浓缩)

W-.

与伯胺在氰化物存在下反应简单快速#且衍生

产物非常稳定#但柱子对衍生物和过多的
W-.

保留

极强#难以洗脱)

W]-/R

与胍丁胺反应衍生产物较单

一#杂质干扰少#具有极佳的光稳定性)当溶液
C

^

%

7$%

时#

W]-/R

将会发生明显的水解反应#导致色谱

峰严重拖尾#所以需严格控制溶液的
C

^

)

RVe,/,D

能与伯胺和仲胺发生快速反应#衍生产物稳定#荧光

强度高#灵敏度高)然而#

RVe,/,D

不仅和氨基酸会

发生多重衍生反应#而且易形成宽试剂峰干扰氨基酸

分离#衍生过程中高浓度的
RVe,/,D

和过量的淬灭

试剂较难定量消除)

R̂..

与胍丁胺反应衍生物产

率高&易挥发且稳定#但反应条件苛刻#需要较高温度

和较长时间)在实际胍丁胺测定过程中选择衍生试

剂需要根据自身试验需要#综合考虑衍生试剂是否容

易获得&稳定性&衍生反应的快慢以及衍生产物的稳

定性&灵敏度&检测限等)只有充分了解这些衍生试

剂的特点#才能做出正确的选择#从而获得理想的测

定结果)
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V.WPŶ V .

#

?@AD$

0>5I?6E?9G=F@B?A

2

4A@56?56>=D>?4?6@56A6@5I?

C

F?99A6@

D5N??GG?E@=GJH

C

F=

C

5=6564=H9?G=FE?I9L54@?9@

'

T

(

$

)BAF4AE=D]5=EB?4]?BA>

#

"'!#

#

!':

$

!

%!

&"/&:$

'

3

(

^.WY/Q0*<]

#

,U.g-P.Y

#

\*PY<PWT

#

?@AD$.

2

4A/

@56A9?

#

A656AE@5>A@=F=G@B?

C

H@A@5>??6I=

2

?6=H9A6@5I?/

*

%&"

*

国际检验医学杂志
"'!7

年
!

月第
&'

卷第
"

期
"

P6@TUAJV?I

!

TA6HAF

K

"'!7

!

S=D$&'

!

W=$"



C

F?99A6@A

2

4A@56?

#

599@F=6

2

D

K

H

C

F?

2

HDA@?I56B5

CC

=EA4

C

AD

56@?F6?HF=69=G9HJ

8

?E@9L5@B4==II59=FI?F9

'

T

(

$W?HF=

C

/

BAF4AE=D=

2K

#

"'!"

#

3"

$

!

%!

"#:/"&3$

'

:

(

]*PT0Ŷ Q<
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要#正常生理情况下!止凝血过程是由多种因素参与的动态平衡过程!包括一期止血"血管收缩和血小

板血栓形成$%二期止血"凝血酶生成和纤维蛋白聚合$及纤维蛋白溶解&常规凝血试验只能反映某一环节异

常!作用相对局限&血栓弹力图分析了血小板%凝血因子等多种因素的作用!能较全面地反映整个凝血过程!已

被广泛应用于临床医疗&该文简要介绍血栓弹力图在临床上的应用新进展&
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