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引言 

甲基丙二酸尿症（Methylmalonic aciduria, MMA）是先天性有

机酸代谢异常中常见的一类疾病，属于常染色体遗传病。患者体

内甲基丙二酰辅酶A至琥珀酰辅酶A代谢障碍，导致体内三羧酸循

环中α-酮戊二酸到琥珀酸途径异构，产生琥珀酸的异构体——甲

基丙二酸，甲基丙二酸在体内蓄积，造成患者血液和尿液排泄物

中可检测到大量甲基丙二酸。

目前国内外报道对患者体液中甲基丙二酸的定性定量分析方

法主要包括气质联用和液质联用法 [1-4]。因为甲基丙二酸为双羧

酸结构，极性较大，因此报道的这些方法主要方式都在于前处理

时的目标待测物转化，即需要柱前衍生化使其成为适宜气相色谱

和液相色谱保留的化合物。众所周知，衍生化有处理时间长，衍

生化效率稳定性，以及衍生试剂对操作人员的危害等弊端，因此

常规分析方法中应尽量采用直接测定方式。对于极性较大的化合

物，尤其是有机酸类使用离子色谱分离分离非常方便，国内有报

道采用离子色谱法检测血清中甲基丙二酸[5]，但方法所耗样品量多

达1 mL，同时分析时间较长。

此外，琥珀酸是人体中常见的有机酸，含量较大，同时为甲

基丙二酸的同分异构体，需要甄别其他疾病导致尿液中琥珀酸增

高带来的假阳性。本试验利用离子色谱法对有机酸的选择保留优

点再结合串联质谱的高灵敏度、高准确性及高选择性优势，建立

了一种针对甲基丙二酸尿症患者尿液中甲基丙二酸和琥珀酸同时

检测的定量方法，该方法简单、快速、准确、灵敏度高。
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实验部分

样品前处理：取待测尿液500 μL，加500 μL甲醇，涡旋混合

1 min，12000 rpm离心10 min，上清液直接进样。

实验设备：940型离子色谱仪，配889型自动进样器（瑞士万通公

司），API 3200型三重四极杆质谱仪

色谱条件：流动相A相为去离子水，B相为20 mmol/L碳酸钠水溶

液。色谱柱为Metrosep A supp 5 （5×50mm），柱温设为40℃。

抑制器再生使用5%稀硫酸。进样体积：20 μL。洗脱梯度设置见

表1。

The Power of Precision
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质谱条件：喷雾电压设为-4500V，离子源温度设为450℃，气帘

气设为20 psi，GS1设为55 psi，GS2设为50 psi，碰撞气设为6。甲

基丙二酸和琥珀酸质谱 参数请见表2。

表1. 洗脱梯度设置。

时间（min） 流速（mL/min） A相（%） B相（%）

0.00 0.80 95 5

2.00 0.80 95 5

11.00 0.80 20 80

12.00 0.80 20 80

18.00 0.80 95 5



p 2RUO-MKT-02-12025-ZH-A

The Power of Precision

3. 精密度与稳定性

分别配制含琥珀酸和甲基丙二酸浓度各为0.8、10.0和40.0 μg/L

的尿样按测试条件各连续进样6针考察精密度，测得各浓度的相对

标准偏差为9.8%，8.9%和4.7%，表明方法精密度良好。配制含琥

珀酸和甲基丙二酸浓度各为10. 0 μg/L的尿样，置于具塞透明玻璃试

管中室温保存，于0、2、4、和6小时取样处理后连续进样3针考察

样品稳定性，另取处理后样品于带盖样品瓶中室温保存，于0、2、

4、6、8和12小时进样3针考察稳定性，测得结果如表3，结果表明

样品在6小时内室温保存稳定，处理后样品室温保存12小时稳定。

表2. 甲基丙二酸和琥珀酸质谱参数。

Q1 Q3 DP EP CE

甲基丙二酸 116.8 54.8 -20 -5 -25

琥珀酸 116.8 98.9 -20 -5 -16

结果与讨论

1. 线性关系与检出限

使用甲醇-水（1:1）溶液配制甲基丙二酸0.5、1.0、5.0、

10.0、20.0、50.0 μg/L系列标准溶液，按上述色谱和质谱条件进样

检测，得线性回归方程为y=1970x+2370，r=0.9996。如图 1。以信

噪比S/N为3进行计算，方法检出限为0.167 μg/L。
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图1 甲基丙二酸标准曲线
Untitled 1 (116.800 / 54.800): "Linear" Regression ("No" weighting): y = 1.97e+003 x + 2.37e+003 (r = 0.9996)
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图1. 甲基丙二酸标准曲线。

图2. 甲基丙二酸产物离子质谱图（左）琥珀酸产物离子质谱图（右）。

图3. 甲基丙二酸及琥珀酸典型色谱图。

2. 专属性

琥珀酸是人体中常见的有机酸，含量较大，同时为甲基丙

二酸的同分异构体，需要甄别其他疾病导致尿液中琥珀酸增高

带来的假阳性。分别对琥珀酸和甲基丙二酸进行产物离子扫描

（MS2），如图2。72.9为两种有机酸共同的离子碎片，此外54.8和

98.9分别为甲基丙二酸和琥珀酸特有的离子碎片。因此，甲基丙二

酸选择54.8的产物离子作为定量离子，建立116.8-54.8的MRM定量

离子对，配制含甲基丙二酸和琥珀酸的混合标准溶液在上述色谱

质谱条件下进样采集，结果表明琥珀酸对其没有干扰，色谱图如

图3。
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图2 甲基丙二酸产物离子质谱图（左）琥珀酸产物离子质谱图（右）
 -MS2 (116.80): 1.953 to 2.025 min from Sample 2 (MMA-MS2) of acid.wiff (Turbo Spray) Max. 3.2e4 cps.
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 -MS2 (116.80): 2.096 min from Sample 1 (SUC-MS2) of acid.wiff (Turbo Spray) Max. 8.6e4 cps.
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图3 甲基丙二酸及琥珀酸典型色谱图

XIC of -MRM (20 pairs): 116.800/54.800 Da  from Sample 44 (std5) of DataOGANICACID.wiff (Turbo Spray), Smoothed Max. 2091.1 cps.
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表3. 稳定性考察。

0h 2h 4h 6h 8h 12h

未处理
样品

测得值 10.1 
μg/L

9.8 
μg/L

10.3 
μg/L

10.2 
μg/L

RSD% 7.6% 4.6% 6.1% 5.2%

处理后
样品

测得值 9.9 
μg/L

9.9 
μg/L

10.2 
μg/L

10.4 
μg/L

9.7 
μg/L

10.3 
μg/L

RSD% 8.3% 6.2% 7.1% 9.6% 6.8% 5.9%
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结论

本方法使用SCIEX的三重四极杆质谱系统及Metrohm的离子色

谱系统联用，克服了分子量小、极性大的化合物干扰大和常规反

向色谱柱难以保留的挑战，同时解决了常规体内代谢物琥珀酸对

甲基丙二酸的同分异构体干扰。建立了高灵敏度、高选择性和高

稳定性的快速IC-MS/MS检测方法。该方法具有线性好、准确度高

等优点，具有较高的分析通量。
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