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引言

色氨酸及其代谢产物参与血浆蛋白的更新以及烟酸和褪黑素

的合成，并在生理功能调节中发挥重要作用。色氨酸是人体必需

氨基酸，必须通过膳食获取。它在蛋白质合成中发挥关键作用，

并作为多种重要生物活性化合物合成的前体。色氨酸参与调控多

种病理生理过程，包括神经功能、代谢、炎症反应、氧化应激、

免疫反应以及肠道稳态。

色氨酸的代谢主要涉及犬尿氨酸途径（Kyn）、5-羟色胺途

径（HT）和吲哚途径（图1）。犬尿氨酸（Kyn）途径中代谢物

Kyn、蒽尿酸、3-羟基犬尿氨酸和黄尿酸等分子可轻松穿越血脑

屏障（BBB），调节神经功能。3-羟基蒽莫酸(3-HAA)在3-羟基

蒽尿酸-3,4-双加氧酶的催化下进一步转化为神经毒性物质喹啉

酸（QA）。QA与多种脑部疾病密切相关，包括阿尔茨海默病

（AD）、抑郁症和精神分裂症。5-羟色胺（5-HT）途径中，5-HT

作为一种重要的单胺类神经递质，调节情绪、焦虑、行为等多种

中枢神经功能。此外，5-HT的生物功能依赖于不同细胞和组织中

不同亚型的5-HT受体。5-HT还可以进一步转化为褪黑素，参与调

节睡眠-觉醒周期[1-3]。吲哚途径中，研究者发现吲哚及其衍生物是

微生物-肠-脑轴中必不可少的信号分子，可影响脑功能和行为。因

此，越来越多研究证明，吲哚及其衍生物与中枢神经系统疾病关

系密切，影响着中枢神经系统疾病的发生和发展[4]。近年来，随着

与脑部相关的疾病如抑郁症等越来年轻化，因此与此疾病相关的

色氨酸代谢通路中的代谢物成为关注的焦点之一，因此该方案通
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过建立色氨酸代谢通路中的18个代谢物，为该领域的研究者提供

检测方法。18个代谢物信息见表1。
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化合物名称(中文) 化合物名称(英文) 分子式

黄尿酸 Xanthurenic acid C10H7NO4

3-羟基蒽莫酸 3-Hydroxyanthranilic acid C7H7NO3

褪黑素 melatonin C13H16N2O2

色氨酸 L-tryptophane C11H12N2O2

犬尿氨酸 L-kynurenine C10H12N2O3

5-羟基色氨酸 5-hydroxyxy-L-tryptophan C11H12N2O3

喹啉酸 Quinolinic acid C7H5NO4

3-羟基犬尿氨酸 3-hydroxykynarenine C10H12N2O4

5-羟色胺 5-hydroxytryptamine C10H12N2O

蒽酰胺酸 Anthranilic acid C7H7NO2

犬尿酸 Kynurenic acid C10H7NO3

吲哚-3-丙烯酸 3-Indoleacrylicacid C11H9NO2

吲哚-3-醋酸甲酯 Methyl3-indolyacetate C11H11NO2

3-吲哚甲醛 Indole-3-carboxaldehyde C9H7NO

3-甲基吲哚 3-Methylindole C9H9N

吲哚乙酸 Indole-3-Acetic Acid C10H9NO2

吲哚-3-乳酸 Indole-3-lactate C11H11NO3

3-吲哚丙酸 Indolyl-3-propionic acid C11H11NO2

表1. 测试化合物列表
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本文中实验方法特点

本方法使用本土化SCIEX Triple Quad™系统进行定量，方法特

点如下：

1、使用本土化SCIEX Triple Quad™系统，建立11 min 色谱梯度，同

时检测18个色氨酸代谢通路上的代谢物，包含11个氨基酸和7个

吲哚类代谢物，实现高通量定量分析。

2、方法灵敏度高（其中13个代谢物标曲中最低点浓度低至 0.1~0.5 

ng/mL，另5个代谢物最低点浓度在1-10 ng/ml）；标准溶液线

性范围宽（其中10个代谢物线性范围在10000倍或以上）；线性

关系良好（相关系数均在0.995以上）；各代谢物标曲中最低浓

度点重现性好（3针RSD均在4.97%以内），表明仪器和方法重

现性好。

3、该方案中包含的液质条件为研究与色氨酸代谢通路相关的疾病

等检测提供参考。

实验方法

1、仪器设备

时间（min） A% B%

0 95 5

0.5 95 5

7 0 100

8 0 100

8.1 95 5

11 95 5

表2. 液相梯度条件

图1. 色氨酸经由犬尿氨酸、5-羟色胺和吲哚途径代谢的概述

（ T r p ： 色 氨 酸 ( t r y p t o p h a n ) ； N F K ： N - 甲 酰 基 犬 尿 氨 酸

(N-formylkynurenine)；Kyn：犬尿氨酸(kynurenine)；3-HK：3-羟基犬尿

氨酸(3-hydroxykynurenine)；3-HAA：3-羟基蒽莫酸(3-hydroxyanthranilic 
acid)；QA：喹啉酸(quinolinic acid)；KYNA：犬尿酸(kynurenic acid)；
AA：蒽酰胺酸（anthranilic acid)；XA：黄尿酸(xanthurenic acid)；
5-HT：5-羟色胺(5-hydroxytryptamine，血清素)；5-HTP：5-羟色氨酸

(5-hydroxytryptophan)；5-HIAA：5-羟吲哚乙酸(5-hydroxyindoleacetic acid)）

图2. ExionLC™ AE系统和SCIEX LC-MS/MS系统

2、液相条件

液相：SCIEX ExionLC™ AE系统

色谱柱：HSS T3 (2.1×100 mm, 1.8 μm)

流动相：A相:  H2O (含 0.1%甲酸)

 B相:   乙腈 (含 0.1%甲酸)

流速：0.3 mL/min

柱温：40 ℃

梯度洗脱程序如表2：

3、质谱条件

本土化SCIEX Triple Quad™ 系统

数据采集方法：schedule MRM（分时间窗口多反应监测）

离子源：ESI+/ESI-同时检测

离子源参数：
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气帘气CUR：35psi              IS电压：5500V（正）/-4500（负） 源温度 TEM：550℃            雾化气Gas1：55psi

辅助气Gas2：55psi            碰撞气 CAD：Medium

多反应监测离子通道如表3.

化合物名称(中文) 英文名ID 母离子Q1(m/z) 子离子Q3(m/z) 保留时间(min) DP(V) CE(V)

黄尿酸
Xanthurenic acid 1 206.1 160.1 3 80 30

Xanthurenic acid 2 206.1 188.2 3 50 20

3-羟基蒽莫酸
3-Hydroxyanthranilic acid 1 154.1 80 3.2 20 33

3-Hydroxyanthranilic acid 2 154.1 136.1 3.1 20 18

褪黑素
Melatonin 1 233.1 174.1 4.4 30 22

Melatonin 2 233.1 216.2 4.4 30 17

色氨酸
Tryptophan 1 205.1 146.1 3.2 140 25

Tryptophan 2 205.1 188.1 3.2 140 16

犬尿氨酸

L-Kynurenine 1 209.1 146.1 2.7 50 28

L-Kynurenine 2 209.1 94 2.7 50 20

L-Kynurenine 3 209.1 174 2.7 50 25

5-羟基色氨酸

5-Hydroxytryptophan 1 221.1 204.1 2.5 35 15

5-Hydroxytryptophan 2 221.1 162 2.5 60 26

5-Hydroxytryptophan 3 221.1 134.1 2.5 35 35

3-羟基犬尿氨酸

3-Hydroxykynurenine 1 225.1 162.1 1.7 50 28

3-Hydroxykynurenine 2 225.1 110.1 1.7 50 22

3-Hydroxykynurenine 3 225.1 190.2 1.7 50 24

5-羟色胺
5-HT 1 177.1 160.1 2.5 50 20

5-HT 2 160.1 132.2 2.5 50 20

蒽酰胺酸
Anthranilic acid 1 138.1 120.1 4.2 50 16

Anthranilic acid 2 138.1 92 4.2 50 28

犬尿酸
Kynurenic Acid 1 190.1 144 3.3 70 30

Kynurenic Acid 2 190.1 172.1 3.3 70 27

吲哚-3-醋酸甲酯 Methyl3-indolyacetate 190.1 130.1 5.5 45 24

3-吲哚甲醛
Indole-3-carboxaldehyde 1 146.1 118.2 4.2 150 20

Indole-3-carboxaldehyde 2 146.1 91 4.2 150 37

3-甲基吲哚
3-Methylindole 1 132.1 117 3.1 150 26

3-Methylindole 2 132.1 77 2.9 150 30

3-吲哚丙酸
Indolyl-3-propionic acid 1 190.1 130.11 4.9 45 24

Indolyl-3-propionic acid 2 190.1 172.11 4.9 70 27

表3-1. 正离子MRM离子对信息
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4、实验结果

典型色谱图

100 ng/mL 标准溶液典型谱图见图3。从图3可以看出，该色谱

条件下，18个代谢物色谱峰峰形良好。

线性考察及重现性

以水作为溶剂配制不同浓度的标准溶液，浓度范围为

0.1~2000 ng/mL，进LC-MS/MS系统进行分析。不同浓度的峰面积及

线性回归方程见图4。从图4可见，不同化合物在各自的标曲范围

内，线性相关系数均在0.995以上，表明仪器线性关系良好，且线

性范围宽。

化合物名称(中文) 英文名ID 母离子Q1(m/z) 子离子Q3（m/z） 保留时间（min） DP(V) CE(V)

喹啉酸
Quinolinic acid 1 166.1 122.1 1.6 -40 -14

Quinolinic acid 2 166.1 78 1.6 -40 -20

吲哚-3-丙烯酸
Indoleacrylic Acid 1 186.1 142.1 4.7 -35 -24

Indoleacrylic Acid 2 186.1 116 4.7 -50 -41

吲哚乙酸 Indole-3-Acetic Acid 174.1 130.1 4.6 -40 -18

吲哚-3-乳酸 Indole-3-lactate 204.1 158.1 4.2 -25 -15

表3-2. 负离子MRM离子对信息

图3. 100 ng/ml标液典型色谱图（从左到右，第一行化合物分别为黄尿酸、3-羟基蒽莫酸、褪黑素、色氨酸、犬尿氨酸；第二行分别为5-羟基色氨酸、3-羟
基犬尿氨酸、5-羟色胺、蒽酰胺酸、犬尿酸；第三行分别为吲哚-3-醋酸甲酯、3-吲哚甲醛、3-甲基吲哚、3-吲哚丙酸、喹啉酸；第四行分别为吲哚-3-丙烯

酸、吲哚乙酸、吲哚-3-乳酸）
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The Power of Precision

For Research Use Only. Not for use in Diagnostic Procedures.

p 5

图4. 标准曲线和线性回归方程，线性相关系数均在 0.995以上

化合物名称(中文) 线性范围（ng/ml） 标曲最低点浓度（ng/ml） RSD（%）-标曲最低点

黄尿酸 0.1-2000 0.1 3.83

3-羟基蒽莫酸 0.5-2000 0.5 3.78

褪黑素 0.1-1000 0.1 2.43

色氨酸 1-2000 1 1.35

犬尿氨酸 0.2-2000 0.2 4.63

5-羟基色氨酸 0.1-2000 0.1 3.05

喹啉酸 0.5-2000 0.5 4.50

3-羟基犬尿氨酸 0.2-2000 0.2 2.42

5-羟色胺 0.1-2000 0.1 4.95

蒽酰胺酸 0.2-2000 0.2 3.26

犬尿酸 0.1-1000 0.1 3.28

吲哚-3-丙烯酸 0.5-2000 0.5 2.76

吲哚-3-醋酸甲酯 0.1-2000 0.1 1.73

3-吲哚甲醛 2-2000 2 4.86

3-甲基吲哚 2-2000 2 4.42

吲哚乙酸 2-2000 2 4.97

吲哚-3-乳酸 10-2000 10 4.58

3-吲哚丙酸 0.1-2000 0.1 4.90

表4. 18个代谢物的线性范围、标曲最低点浓度及最低浓度重复性
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为考察方法和仪器的重现性，将18个代谢物标准溶液中的最

低浓度点分别重复进样3次，计算RSD。3 针样品(表4)连续采集，

RSD均在4.97%以内，远满足方法学中对重复性要求，表明仪器和

方法的重现性好。

5、结论

本方案中使用本土化SCIEX Triple Quad™系统，建立11 min 色

谱梯度，实现高通量定量分析。该方法中18个代谢物峰形均很好；

其中13个代谢物标曲中最低浓度低至0.1-0.5 ng/ml，5个代谢物低

至1-10 ng/ml，表明仪器灵敏度高；其中10个代谢物线性范围为0.1 

-2000 ng/ml，线性关系良好，且线性范围达10000倍或以上，线性

范围宽；各代谢物标曲中最低浓度点连续3针RSD均在4.97%以内，

表明仪器和方法的重现性和稳定性好。该方案中包含的液质条件为

研究与色氨酸代谢通路相关的疾病等检测提供参考。
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