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引言

苯乙酰谷氨酰胺（Phenylacetylglutamine，PAGln）是一种近年

来受到广泛关注的代谢物。人体摄入必需氨基酸苯丙氨酸以后，由

肠道微生物作用产生苯乙酸，苯乙酸在肝脏中与谷氨酰胺结合生成

PAGln，后经肾脏排出体外。PAGln可通过肾上腺素能受体调节血小

板反应性进而促进血栓形成，与心血管疾病及主要不良心血管事件

的发生具有独立相关性，微生物产生的代谢物PAG通过促进血小板

反应和肾上腺素受体形成血栓从而与人类心血管疾病和死亡相关

1。 本文开发并验证了一种LC-MS/MS方法，对PAGln进行定量检测

分析。结果表明，该方法在连续进样超过1000针的情况下，专属性

好、灵敏度高、稳定性好，可作为大队列组学分析的检测方案。

方法特点

1. 高通量，一针进样只需4 min，时间短，满足大队列检测的需

求；

2. QTRAP® 6500+系统灵敏度高，稳定性好，重现性强；

3. 前处理方法简单，血浆经过蛋白沉淀即可上样检测；

4. 灵敏度高，PAGln在正常人体内含量为3.34 +/- 0.31 μM2，本方法

中最低检出限为1ng/mL，约0.004μM，完全满足检测需求。

样品前处理

血浆样本10倍稀释，添加内标，三倍体积预冷乙醇沉淀蛋白，

涡旋，离心（21000g/4℃/15min），取上清待检测。

仪器设备

 ExionLC™ AD系统+ SCIEX QTRAP® 6500系统

液相条件

色谱柱：Acquity UPLC BEH C18 column (50× 2.1 mm, 1.7 μm)

柱温：45 ℃

进样体积：1 μL
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流动相：A 水含0.1%乙酸，B 乙腈含0.1%乙酸

流速：0.3 mL/min

梯度：见表1

溶剂稀释标准品的标准曲线线性范围为1ng/ml~500ng/ml，

可覆盖样本血浆的检测浓度，线性方程R2大于0.999，线性良好；

对中高低三个浓度的QC进行检测，天内准确度分别为95.266%、

94.006%、105.754%，正确度基本在±5%以内，天内RSD分别为

1.39%、0.8%、0.8%，天间RSD分别为6%、14%、4%，天内SRD小

于2%，天间RSD小于15%，在合理偏差范围（表4）。

表1. 液相梯度洗脱，液相总运行时间为4 min

Time (min) %B

0 5

2.5 95

3 95

3.1 5

4 5

质谱条件

SCIEX QTRAP® 6500系统

离子源：ESI源；

扫描方式：MRM采集模式 ，

IS电压: 5500 V； 气帘气CUR：40 psi；

雾化气GS1：60 psi； 辅助气：55 psi；

离子源温度为550 ℃； 碰撞气：9 psi

化合物质谱参数见表2

表2. 化合物的质谱参数

No Name Q1 Q3 DP CE

1 PAGln 265.2 130.1 50 17

2 D5-PAGln 270.1 130.1 50 20

实验结果

1  方法学验证

基质效应根据加标血浆检测值与空白血浆和标准品检测值之和

的比值计算为103%（表3），说明经内标矫正后，血浆基质对待测

物无影响；

表3. 基质效应检测结果

检测物质 添加量 检测值(ng/ml)

空白血浆 10倍稀释血浆 12.87

标准品 10ng/ml（理论值） 10.26

血浆+标准品 10倍稀释血浆+10ng/mL标准品 23.56

表4. 标准曲线及QC检测结果

2  实验结果

本方法中， PAGln出峰时间为2.23 min（图1），共检测951个样

本，每隔20个样本检测一次标准品质控：低值质控（low-QC, 6ng/

ml）、中值质控（medium-QC, 50ng/ml）或高值质控（medium-

QC, 450ng/ml），QC样本检测结果如图2，低值质控检测偏差在

92%~108%之间，中值质控检测偏差在94%到114%之间，高值质控

检测偏差在85%到120%之间，质控总体偏差在±15%以内的样本数

占98%，保证了待测样本数据的稳定性。

图1. PAGln及其内标D5-PAGln
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图 1 PAGln 及其内标 D5-PAGln 
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小结

本文使用QTRAP 6500系统进行肠道代谢衍生物苯乙酰谷氨酰

胺的定量分析，共检测951例样本，连续进样超过1000针，质控检

测偏差在82%到121%之间，质控总体偏差在±15%以内的样本数

占98%，保证了数据的准确性；仪器优异的抗污染和抗基质干扰能

力，稳定性好，保证组学研究中大批量样本的数据重现性和准确

性。

SCIEX临床诊断产品线仅用于体外诊断。仅凭处方销售。这些产品并非在所有国家地区都提供销售。获取有关具体可用信息，请联系当地销售代表或查阅https://sciex.com.cn/diagnostics 。
所有其他产品仅用于研究。不用于临床诊断。本文提及的商标和/或注册商标，也包括相关的标识、标志的所有权，归属于AB Sciex Pte. Ltd. 或在美国和/或某些其他国家地区的各权利
所有人。
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全国咨询电话：800-820-3488, 400-821-3897 官网： sciex.com.cn 官方微信：SCIEX-China
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图 1 PAGln 及其内标 D5-PAGln 

 

图2. 质控准确性统计分析


