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  摘 要:目的 建立一种稳定、灵敏、可靠且可以同时检测尿儿茶酚胺及其代谢产物的方法。方法 采用

超高效液相色谱串联质谱法(UPLC-MS/MS)检测晨尿标本中儿茶酚胺及其代谢产物。采用固相萃取的前处

理方法,对液相色谱条件及质谱条件进行优化,并对该方法的检测限、定量下限、线性、精密度、准确度和基质效

应及稳定性进行性能验证。检测100例体检健康者晨尿及其中20例体检健康者24
 

h尿液,根据肌酐检测值对

稀释差异进行归一化,考察晨尿与24
 

h尿液收集这两种不同采样方法之间检测儿茶酚及其代谢产物的相关性,
并建立了晨尿检测6种分析物的参考区间。结果 6种分析物在相应的浓度范围内均线性关系良好,精密度、
准确度、基质效应均<10%,室温放置24

 

h、4
 

℃放置24
 

h、4
 

℃放置48
 

h及—80℃放置7
 

d稳定性均较好,变

化≤6.2%。晨尿与24
 

h尿液标本检测结果呈正相关(r=0.93~0.97,P<0.000
 

1),6种分析物的参考区间去
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

stable,sensitive
 

and
 

reliable
 

method
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

urinary
 

cate-
cholamines

 

and
 

their
 

metabolites.Methods The
 

catecholamines
 

and
 

their
 

metabolites
 

in
 

morning
 

urine
 

sam-
ples

 

were
 

detected
 

by
 

ultra
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry
 

(UPLC-MS/
MS).Solid

 

phase
 

extraction
 

was
 

used
 

as
 

the
 

pretreatment
 

method,and
 

optimized
 

the
 

conditions
 

of
 

liquid
 

chro-
matography

 

and
 

mass
 

spectrometry,and
 

verified
 

the
 

performance
 

of
 

the
 

method,including
 

limit
 

of
 

detection,
limit

 

of
 

quantitation,linearity,precision,accuracy,matrix
 

effect
 

and
 

stability.Morning
 

urine
 

of
 

100
 

apparently
 

healthy
 

subjects
 

and
 

24
 

h
 

urine
 

of
 

20
 

cases
 

of
 

them
 

were
 

measured.The
 

difference
 

of
 

dilution
 

was
 

normalized
 

according
 

to
 

the
 

creatinine
 

measured
 

value.The
 

correlation
 

between
 

the
 

results
 

of
 

6
 

kinds
 

of
 

analytes
 

detected
 

by
 

morning
 

urine
 

and
 

24
 

h
 

urine
 

were
 

analyzed,then
 

established
 

the
 

reference
 

interval
 

of
 

6
 

kinds
 

of
 

analytes
 

detected
 

by
 

morning
 

urine.Results Within
 

the
 

corresponding
 

concentration
 

range,the
 

linear
 

relationship
 

of
 

the
 

6
 

kinds
 

of
 

analytes
 

was
 

good,the
 

precision,accuracy
 

and
 

matrix
 

effect
 

were
 

all
 

less
 

than
 

10%.The
 

stability
 

of
 

the
 

analytes
 

was
 

good
 

when
 

placed
 

at
 

room
 

temperature
 

for
 

24
 

h,at
 

4
 

℃
 

for
 

24
 

h,at
 

4
 

℃
 

for
 

48
 

h
 

and
 

at
 

-80
 

℃
 

for
 

7
 

d,with
 

the
 

change
 

equal
 

or
 

less
 

than
 

6.2%.The
 

results
 

of
 

morning
 

urine
 

and
 

24
 

h
 

urine
 

samples
 

significantly
 

correlated
 

(r=0.93
 

—
 

0.97,P<0.000
 

1).The
 

reference
 

interval
 

of
 

catecholamines
 

were
 

as
 

fol-
lows,noradrenaline

 

2.6-140.4
 

μg/g
 

Cr,adrenaline
 

0.3—37.2
 

μg/g
 

Cr,dopamine
 

43.4—561.8
 

μg/g
 

Cr,3-
methoxytyramine

 

18.0—165.7
 

μg/g
 

Cr,normetanephrine
 

15.1—241.5
 

μg/g
 

Cr,matanephrine
 

6.8—192.0
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μg/g
 

Cr.Conclusion A
 

convenient,rapid
 

and
 

sensitive
 

UPLC-MS
 

/
 

MS
 

method
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

6
 

kinds
 

of
 

catecholamines
 

and
 

their
 

metabolites
 

is
 

established,which
 

is
 

expected
 

to
 

provide
 

a
 

simple,convenient,

accurate
 

and
 

sensitive
 

new
 

method
 

for
 

the
 

routine
 

detection
 

and
 

clinical
 

application
 

of
 

catecholamines.
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  尿液儿茶酚胺及其代谢产物的检测对嗜铬细胞

瘤的诊断具有重要意义[1-2]。近年来,国内外已建立

了多种液相色谱串联质谱法(LC-MS/MS)用于定量

检测尿液中的儿茶酚胺及其代谢产物[3-6]。这些方法

大多留取患者24
 

h的尿液进行检测,存在诸多不足之

处,如标本用量多、检测耗时长、标本前处理操作复杂

等,限制了儿茶酚胺及其代谢产物检测的临床应用。
因此,本研究旨在建立一种快速且可同时检测尿液儿

茶酚胺及其代谢产物的超高效液相色谱串联质谱法

(UPLC-MS/MS),采用简单、特异的微量尿样固相萃

取,一次进样同时检测尿液中多种儿茶酚胺及其代谢

产物,并建立健康成年人群尿液儿茶酚胺及其代谢产

物的参考区间,为临床嗜铬细胞瘤的诊断提供帮助。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择青岛大学附属医院体检健康者

100例为研究对象,其中男51例,年龄19~65岁;女
49例,年龄22~52岁。纳入研究对象均同时满足以

下条件:(1)2020年1—7月来青岛大学附属医院健康

体检的18~65岁成人;(2)经体格检查未见异常;(3)
血常规、尿常规、血清生化检测均未见异常;(4)影像

学检查肾上腺未见异常。纳入研究对象排除具有以

下任意一项条件者:(1)有严重心、肺、肝、肾等器质性

疾病,身体状况差;(2)不愿意参与本研究,拒绝签署

知情同意书;(3)既往或目前患有或疑似患有肾上腺

疾病。本研究获得青岛大学附属医院医学伦理委员

会的批准,所有研究对象均自愿参与本研究,并签署

知情同意书。

1.2 仪器与试剂 Agilent
 

Technologies
 

1290
 

Infin-
ity

 

Ⅱ超高效液相色谱仪(安捷伦,美国);QTRAP
 

5500三重四极杆质谱仪(AB
 

SCIEX,美国);色谱柱

(Agilent
 

Pursuit
 

PFP
 

2×150
 

mm);PWCX
 

96孔固

相萃取板。试剂:标准品肾上腺素(E)盐酸盐、去甲肾

上腺素(NE)盐酸盐、多巴胺(DA)盐酸盐、甲氧基肾

上腺素(MN)盐酸盐、甲氧基去甲肾上腺素(NMN)盐
酸盐、3-甲氧酪胺(3-MT)盐酸盐、高香草酸(HVA)、
香草扁桃酸(VMA)及其对应的同位素内标 E-d3、

NE-d6、DA-d4、MN-d3、NMN-d3、3-MT-d4、HVA-
d3、VMA-d3(Sigma,美国),醋酸铵(北京化工,中
国),乙 腈(色 谱 级,anaqua,美 国),甲 醇(色 谱 级,

anaqua,美国),实验用水为超纯水(18.2
 

MΩ·cm,25
 

℃),由BureWATER超纯水仪制备。尿肌酐检测采

用日立7180全自动生化分析仪,试剂盒购自北京利

得曼生化股份有限公司。

1.3 方法

1.3.1 工作液制备及质控品 采用0.2
 

mol/L的盐

酸溶液配制10
 

μg/mL的儿茶酚胺及其代谢产物的储

备液,并配制成不同浓度的标准品,浓度范围为0.5~
1

 

000.0
 

ng/mL。

1.3.2 标本采集 嘱所有研究对象在研究过程中不

食用或饮用任何富含儿茶酚胺的食物及饮料,不服用

任何药物,不进行剧烈运动,并保持日常生活方式,嘱
其体检前一天晚上8点后禁食、禁饮,体检当天清晨

6:00采集晨尿,并选择其中20例志愿者采集24
 

h尿

液,采用6
 

mmol/L盐酸防腐,标本于—80
 

℃冰箱

保存。

1.3.3 标本前处理 将标准品、质控品及尿液标本

取出放置至室温,并混匀,将96孔固相萃取板预先用

甲醇和水各1
 

mL进行活化和平衡。(1)患者标本:采
用0.22

 

μm尼龙滤膜过滤得到尿滤液,取480
 

μL,加
入20

 

μL内标工作液和1
 

mL
 

0.5
 

mol/L的乙酸铵溶

液,涡旋5
 

s。(2)标准品及质控品:取20
 

μL不同浓

度的标准品和质控品,加入
 

460
 

μL超纯水,混匀后分

别加入20
 

μL混合内标工作液和1
 

mL
 

0.5
 

mol/L的

乙酸铵溶液,涡旋5
 

s。将尿液标本、标准品及质控品

分别加入96孔固相萃取板中,之后分别用1
 

mL
 

20
 

mmoL/L的乙酸铵溶液和1
 

mL甲醇进行洗脱,最后

用500
 

μL的乙腈水溶液进行洗脱,收集洗脱液70
 

μL
至96孔固相萃取板内,上机检测。

1.3.4 色谱分析条件 色谱柱柱温为40
 

℃,流速为

600
 

μL/min,流动相 A为水(0.1%甲酸),流动相B
为乙腈(0.1%甲酸),梯度洗脱程序为0

 

min,5%B;

2.5
 

min,50%B;3.0
 

min,95%B;3.5
 

min,5%B;5.0
 

min,5%B。

1.3.5 质谱分析条件 电喷雾离子源(ESI),正离子
 

MRM
 

扫描分析,使用气体为高纯氮气,离子源电压为

5
 

500
 

V,脱溶剂气温度为500
 

℃,气帘气为25
 

psi,雾
化气(GS1)为60

 

psi,辅助加热气(GS2)为55
 

psi,碰
撞气(CAD)为medium,取上清液上机检测,每次进样

量15
 

μL,其他部分质谱检测参数见表1。

1.4 方法验证

1.4.1 检出限(LOD)及定量下限(LOQ) 
 

用标准

曲线的最低浓度连续重复检测10次,可计算出LOD
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和LOQ,公式如下,LOD=3×SD/Slope,LOQ=
10×SD/Slope。其中SD 为这10次最低浓度的响应

标准差,Slope为校准曲线的斜率。

1.4.2 线性评估和标准曲线的建立 使用不同浓度

的标准品,每个浓度重复检测3次,对6种分析物分

别建立多元回归方程进行线性评估,分别记录6种分

析物的线性方程和相关系数。
表1  儿茶酚胺及其代谢产物质谱参数优化

分析物
Q1
(Da)

Q3
(Da)

去簇电压

(V)

碰撞能量

(eV)

碰撞室出口

电压(V)

E 166 135.1 85 23 9

E-d3 169 135.1 90 23 9

NE 152 106.9 85 24 9

NE-d6 158 139.2 90 22 9

DA 137 91.1 90 24 8

DA-d4 141 122.2 90 22 8

MN 180 148.2 80 24 10

MN-d3 183 151.1 85 24 10

NMN 166 134.0 70 23 10

NMN-d3 169 137.0 75 22 10

3-MT 151 119.1 80 23 9

3-MT-d4 155 123.1 80 23 9

1.4.3 精密度 取5例体检健康者的尿液标本分成

3等份,分别加入高、中、低3个浓度的标准品,每个浓

度每天重复检测5次,连续检测3
 

d,用重复检测的变

异系数(CV)表示精密度。

1.4.4 准确度 用回收实验进行评估,取5例体检

健康者的尿液标本分成3等份,检测目的分析物浓度

后,分别加入高、中、低3个浓度的标准品,检测加入

标准品后的浓度。检测值应在理论值的±15%以内,
低浓度点在理论值的±20%以内。准确度=尿液标

本加入标准品后测定的浓度/样品中内源性分析物与

加入标准品浓度之和。

1.4.5 基质效应 尿样和空白溶剂用相同的固相萃

取程序处理,取5例体检健康者的尿液标本分成3等

份,检测目的分析物浓度后,分别加入高、中、低3个

浓度的标准品,检测加入标准品后的浓度,比值应为

0.85~1.15。基质效应=(本底加入标准品后的目的

分析物浓度—本底中目的分析浓度)/溶剂中目的分

析物浓度。

1.4.6 稳定性 取10例体检健康者的尿液标本,分
成5等份,1份立即检测,1份室温下放置24

 

h后检

测,1份于4
 

℃冰箱中保存24
 

h后检测,1份于4
 

℃冰

箱中保存48
 

h后检测,1份于—80
 

℃冰箱中保存7
 

d
后检测。分别分析标本在室温及4

 

℃冰箱的短期稳

定性及—80
 

℃长期保存的稳定性。一般认为浓度变

化<15%时分析物是稳定的。稳定性(%)=(放置后

检测的浓度—立即检测的浓度)/立即检测的浓度。

1.5 临床应用

1.5.1 晨尿检测儿茶酚胺及其代谢产物的有效性 
分析晨尿与24

 

h尿液收集这两种不同采样方法之间

检测结果的相关性,选择20例研究对象,收集其晨尿

及24
 

h尿液,根据肌酐输出值对稀释差异进行归一

化,表示为分析物与肌酐的比值(μg/g
 

Cr)。

1.5.2 参考区间 采用建立的方法检测100例研究

对象晨尿中各种儿茶酚胺及代谢产物,每种分析物的

尿排泄量以其浓度与肌酐浓度的比值表示,单位为

μg/g
 

Cr。

1.6 统计学处理 所有数据处理和量化均采用AB-
SCIEX 公 司 的 Analyst

 

1.6.1软 件 包 进 行,使 用

SPSS26.0进行其他统计分析。采用K-S正态性检验

对检测结果进行正态性检验,由于6种目的分析物均

呈非正态分布,因此参考区间采用P2.5 和P97.5 分别

作为下限值、上限值,采用Pearson相关和Logistic线

性回归分析评价晨尿与24
 

h尿分析物的相关性。

2 结  果

2.1 LOD、LOQ和线性评估 LC-MS/MS检测各

种儿茶酚胺及其代谢产物的LOD和LOQ,在相应的

浓度范围内,比较各种分析物浓度及其响应的线性和

二次多项式回归,经1/x加权拟合的二次多项式回归

显示,线性评估决定系数(r2)均>0.99,且标准偏差均

较小,因此所有6种分析物均采用1/x加权的二次多项

式回归。每种分析物的LOD、LOQ和线性参数见表2。

表2  儿茶酚胺及其代谢产物的LOD、LOQ和线性参数

分析物 LOD(ng/mL) LOQ(ng/mL) 斜率 截距 r2 线性范围(ng/mL)

E 0.091 0.303
 

0.099
 

3 0.008
 

7 0.997
 

6 0.5~400.0

NE 0.313 1.043
 

0.037
 

2 0.007
 

2 0.998
 

3 2.5~400.0

DA 0.495 1.650
 

0.047
 

4 0.001
 

4 0.997
 

5 2.5~1
 

000.0

MN 0.196 0.653
 

0.021
 

9 0.004
 

3 0.996
 

9 0.5~1
 

000.0

NMN 0.468 1.560
 

0.008
 

5 0.005
 

8 0.999
 

1 2.5~1
 

000.0

3-MT 0.189 0.630
 

0.019
 

7 0.013
 

6 0.998
 

4 5.0~800.0
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2.2 精密度 LC-MS/MS
 

检测6种分析物在3种浓

度下的重复性均较好,批内精密度和总精密度为

1.1%~8.5%,均能满足临床检测要求,见表3。

表3  LC-MS/MS检测儿茶酚胺及其代谢产物的精密度

分析物

低浓度

平均浓度

(ng/mL)

批内精密度

(%)

总精密度

(%)

中浓度

平均浓度

(ng/mL)

批内精密度

(%)

总精密度

(%)

高浓度

平均浓度

(ng/mL)

批内精密度

(%)

总精密度

(%)

E 0.5 2.9 7.5 5.3 2.3 3.8 411.2 1.1 1.7

NE 2.7 3.1 6.4 10.4 1.5 2.9 399.1 2.4 3.5

DA 2.8 4.6 6.9 26.8 2.4 3.4 992.7 1.8 2.3

MN 0.6 1.6 8.1 26.3 1.9 4.5 1
 

010.0 1.2 1.9

NMN 2.5 3.3 7.8 24.9 1.7 2.7 1
 

009.2 1.4 2.4

3-MT 5.2 6.8 8.5 405.5 3.2 5.3 807.8 2.6 4.1

2.3 准确度和基质效应 6种儿茶酚胺及其代谢产

物的准确度为97.2%~108.5%,s均在10%以内,均
符合检测值应该在靶值的±15%以内的标准,见表4。

6种分析物的基质效应为93.7%~108.5%,基质效

应的CV 为3.4%~7.3%,符合基质效应的CV 应小

于15%的标准,见表4。
表4  LC-MS/MS检测儿茶酚胺及其代谢产物的

   准确度和基质效应

分析物
添加标准品

(ng/mL)

准确度

x
(%)

s
CV
(%)

基质效应

x
(%)

s
CV
(%)

E 0.5 106.1 2.8 2.6 102.3 4.7 4.6
 

5.0 102.6 6.3 6.1
 

104.5 3.6 3.4
 

400.0 103.2 5.0 4.8
 

99.2 5.1 5.1
 

NE 2.5 104.8 5.5 5.2
 

93.7 4.9 5.2
 

100.0 98.1 4.9 5.0
 

94.1 5.3 5.6
 

400.0 97.4 2.2 2.3
 

97.3 3.6 3.7
 

DA 2.5 105.4 6.4 6.1
 

107.9 6.8 6.3
 

25.0 104.8 5.7 5.4
 

106.3 4.9 4.6
 

1
 

000.0 97.2 4.3 4.4
 

104.8 7.6 7.3
 

MN 0.5 106.3 5.8 5.5
 

106.2 6.7 6.3
 

25.0 102.9 4.5 4.4
 

105.2 5.3 5.0
 

1
 

000.0 98.3 3.1 3.2
 

102.7 5.9 5.7
 

NMN 2.5 108.5 7.1 6.5
 

105.4 5.8 5.5

25.0 102.9 6.4 6.2
 

107.7 4.2 3.9
 

1
 

000.0 101.4 4.3 4.2
 

108.5 4.5 4.1
 

3-MT 5.0 107.8 7.6 7.1
 

108.3 6.7 6.2
 

400.0 105.3 5.9 5.6
 

107.6 4.4 4.1
 

800.0 100.9 6.2 6.1
 

105.1 4.2 4.0

2.4 稳定性 不同情况下尿液标本中儿茶酚胺及其

代谢产物的稳定性,见表5。稳定性均较好,所有目的

分析物浓度变化均≤6.2%。
表5  儿茶酚胺及其代谢产物的稳定性(%)

分析物
室温放置

24
 

h

4
 

℃冰箱

放置24
 

h

4
 

℃冰箱

放置48
 

h

—80
 

℃冰箱

放置7
 

d

E —1.5 0.8 1.1 1.4

NE —2.4 —1.6 —1.9 1.8

DA 0.8 2.1 3.3 0.8

MN 1.3 0.4 0.8 0.9

NMN —0.7 —1.1 —1.6 0.7

3-MT 0.2 2.8 6.1 5.4

HVA 5.1 5.5 6.2 4.6

VMA 4.1 5.2 5.5 4.1

2.5 临床应用

2.5.1 晨尿检测儿茶酚胺及其代谢产物的有效性 
晨尿与24

 

h尿液收集这两种采样方法之间所有的分

析物检测结果呈正相 关(n=20,P<0.000
 

1,r:

0.93~0.97,斜率:0.52~1.05)。晨尿与24
 

h尿儿茶

酚胺及其代谢产物的相关性结果如下:NE线性回归

分析斜率为0.683,r=0.952,P<0.000
 

1;E线性回

归分析斜率为0.522,r=0.905,P<0.000
 

1;DA线

性回归分析斜率为0.941,r=0.964,P<0.000
 

1;3-

MT 线性回归分析斜率为0.980,r=0.963,P<
0.000

 

1;NMN 线 性 回 归 分 析 斜 率 为 0.622,r=
0.937,P<0.000

 

1;MN线性回归分析斜率为1.050;

r=0.969,P<0.000
 

1。

2.5.2 参考区间 儿茶酚胺及其代谢产物检测结果

箱形图见图1,取P2.5 和P97.5 建立参考区间,参考区间

NE为2.6~140.4
 

μg/g
 

Cr,E为0.3~37.2
 

μg/g
 

Cr,
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DA为43.4~561.8
 

μg/g
 

Cr,3-MT为18.0~165.7
 

μg/g
 

Cr,NMN 为15.1~241.5
 

μg/g
 

Cr,MN 为

6.8~192.0
 

μg/g
 

Cr。

图1  100例健康体检者儿茶酚胺及其代谢产物

检测结果箱式图

3 讨  论

  嗜铬细胞瘤是一种罕见的神经内分泌肿瘤,起源

于肾上腺髓质细胞,发病率约为0.05%[7]。嗜铬细胞

瘤可大量释放儿茶酚胺,因此患者可出现各种严重的

并发症,如果不能尽早诊断和治疗,会导致致命的后

果[8-10]。儿茶酚胺及其代谢产物的联合检测可提高对

嗜铬细胞瘤诊断的敏感性和选择性,可辅助诊断仅分

泌DA的特殊类型嗜铬细胞瘤,对不同生化表型嗜铬

细胞瘤的鉴别也发挥着重要作用[11-12]。临床通常通

过检测尿液或血浆中的儿茶酚胺对疑似嗜铬细胞瘤

患者进行筛查。然而,由于儿茶酚胺在体液中水平极

低、极性高,使其准确检测十分困难[13]。另一方面,血
浆儿茶酚胺水平很低,受试者采集标本时的姿势对检

测结果影响很大,准确检测采集条件要求高,如不能

充分满足采集条件则不能达到临床检测性能要求[14]。

24
 

h尿液采集繁琐,收集过程非常耗时且容易出错,
与其相比,晨尿的留取更加方便,并且利用了与夜间

卧床休息时交感肾上腺系统活性降低的优势,避免了

较多原因造成的交感肾上腺系统的激活,可以提高诊

断性能[15-16]。

  目前,用于儿茶酚胺及其代谢产物检测的常用方

法有酶免疫检测法、液相色谱电化学分析法、LC-MS/

MS。LC-MS/MS较前两者具有诸多优势,与酶免疫

检测法相比,LC-MS/MS的灵敏度和特异度更高,前
处理时间更短,并且能够准确检测前者无法检测的3-
MT;与液相色谱电化学分析法相比,LC-MS/MS采

样更便捷,标本前处理更简单,并且能够避免前者在

分析时无法避免的干扰。本研究建立了检测晨尿儿

茶酚胺及其代谢产物的 UPLC-MS/MS,该方法具有

简单、快速、灵敏度高、选择性高的优点,用晨尿标本

代替24
 

h尿液收集进行检测,使标本采集更加简单方

便,简化了pH 值调节过程,并获得了更高的萃取效

率,优化了梯度洗脱程序,在较短的运行时间内将潜

在的干扰降至最低,并能获得较好的分离效果。
本研究建立了一种简单、快速,同时检测尿儿茶

酚胺及其代谢产物的 UPLS-MS/MS,并且进行了方

法评价。这种方法采用晨尿标本替代24
 

h尿液收集,
标本采集更加简单、方便。良好的验证数据和对实际

尿样检测的成功应用表明,该方法灵敏、特异、可靠,
可用于儿茶酚胺及其代谢产物排泄量的监测和嗜铬

细胞瘤的鉴别及辅助诊断。
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