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前言

泌尿结石是泌尿系统的常见病和多发病，随着全球饮食结构

变化，尿路结石的患病率为1%~15%，且治疗后易复发,给患者带

来了极大的痛苦,给家庭带来了沉重的心理和经济负担[1]。

24小时尿液代谢评估是目前国内外泌尿外科指南推荐的，应

用于复杂性结石的患者（复发性结石、存在肾内残留结石和具有

危险因素的结石患者），为其提供系统全面代谢评估，从而制定

有效的预防结石复发的方案。24小时尿液评估是指通过收集泌尿

结石患者24小时内全部尿液，检测患者24小时尿液中草酸、枸橼

酸、胱氨酸、尿酸、肌酐、钙、磷、钾等关键代谢物的水平。在

24小时尿液检测指标中，草酸、枸橼酸、尿酸、胱氨酸及肌酐是

重要的代谢指标。

目前对于尿液中这些指标的检测，国内外常用方法为离子色

谱法和紫外分光光度仪酶法[2]。这两种方法或操作复杂，或重复

性不高，难以对尿液样品中的各项指标进行直接的定量分析。质

谱检测被认为是一种更灵敏、更准确的方法，同时与离子色谱法

和酶法相比，在操作流程中更为简便，也减少了处理过程中所带

来的误差，因此本研究旨在建立一种液相色谱串联质谱（LC-MS/

MS）方法对尿液中草酸、枸橼酸、尿酸、胱氨酸及肌酐进行直接

检测，分析结石患者尿中的代谢情况，为开展结石预防及治疗提

供新的方法和依据。

1  实验部分 

1.1 尿液样品前处理

样品采集：使用集尿容器收集患者24 h尿。尽量保证样本存放

低温环境。
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样品处理：20 μL尿液样本，加入内标，加入稀释溶液，震荡

离心后上样。

1.2  色谱条件

色谱柱为C18。流动相采用0.5 mM氟化铵水溶液和乙腈，柱温

设定为40℃。进样量为1 μL。洗脱梯度表见表1。 

表1. 洗脱梯度

时间（min） 流速(mL/min) B(%)

0.00 0.3 3

3.00 0.3 8

3.10 0.3 85

3.70 0.3 85

3.80 0.3 3

5.00 0.3 3

1.3  质谱条件

采用电喷雾离子源（Electrospray Ionization，ESI）和多反应

监测（Multiple Reaction Monitoring，MRM）模式进行质谱扫描。

离子源参数：加热气（GS1）和辅助加热气（GS2）分别为55 psi

和50 psi，脱溶剂气温度为 550℃；气帘气（ Curtain Gas，CUR）

为 35 psi，碰撞气（Collision Gas，CAD）为9；喷雾针（Ionspray，

IS）电压为+5500 V/-4500。为了获取较好的稳定性和灵敏度，各化

合物监测离子对的去簇电压（Declustering Potential，DP）和碰撞

电压（Collision Energy，CE），目标物离子对以及内标物离子对等

参数均经过系统优化，离子对信息见表2。
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2.2   样本采集谱图

在本方法条件下，化合物在各自出峰位置峰形对称，响应良

好，标准曲线定量下限（LLOQ）样品及实际人尿液样品中各分

析物色谱图如图1和2，人尿液样本中出峰位置无干扰，专属性良

好。
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表2. 待测组分和内标物质的质谱参数

名称 Q1 Q3 ID DP/V CE/V

肌酐
114 86 CR-1 69 15

114 72 CR-2 69 22

胱氨酸
241.3 152 CYS-1 52 18

241.3 120 CYS-2 63 22

肌酐内标 117 89 CR-IS 63 32

胱氨酸内标 247.3 155.2 CYS-IS 63 20

柠檬酸
191 111.1 CA-1 -80 -17

191 87 CA-2 -80 -23

尿酸
167 124 UA-1 -64 -20

167 96 UA-2 -64 -26

草酸
89 61 OA-1 -18 -11

89 45 OA-2 -18 -13

柠檬酸内标 195 132 CA-IS -15 -17

尿酸内标 168.9 124.9 UA-IS -90 -20

草酸内标 91 62 OA-IS -18 -12

2 结果与讨论

2.1 回归方程及线性

在本实验条件下，以PBS为替代基质制作标准工作曲线。各分

析物线性范围、相关系数及保留时间结果如下表3所示，各化合物

在其线性范围内线性良好，r 值大于0.995。

表3. 各分析物线性及相关系数

英文名
线性范围*
（μg/mL） 线性方程 相关系数

肌酐 1-200 y=0.01841x-6.70147e-4 0.9997

胱氨酸 0.24-48 y=0.15837x+0.01714 0.9991

柠檬酸 1-200 y=0.01940x+0.01157 0.9976

尿酸 1-200 y=0.00763x+0.00768 0.9965

草酸 1-200 y=0.05630x+0.07664 0.9967

*注：实际线性范围请根据标准品浓度和实际应用进行调整。

图1. 标准曲线LLOQ样品中各分析物的色谱图

图2. 人尿液样品中各分析物的色谱图

表4. 各分析物精密度RSD

2.3  方法性能验证

为了考察方法的重现性及准确性等，分别进行各化合物的精

密度、加标回收率的方法验证。

使用尿液样本添加标液的方式制备低、高浓度质控样本，每

个浓度平行制备4份，计算精密度RSD%，从表4可以看出，各化合

物精密度RSD在1.0%~10.9%以内。

肌酐 胱氨酸

柠檬酸 尿酸 草酸

图 1. 标准曲线LLOQ样品中各分析物的色谱图

肌酐 胱氨酸

柠檬酸 尿酸 草酸

图 2. 人尿液样品中各分析物的色谱图

RSD（n=4） 肌酐 胱氨酸 柠檬酸 尿酸 草酸

LQC 1.0% 2.8% 10.9% 6.6% 3.8%

HQC 6.2% 2.4% 5.1% 2.2% 9.0%
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取混合来源尿液样本，分为3份，1份用于测定样本浓度，另

外2份分别加入低、高2个不同浓度水平的待测溶液，用于测定添

加后浓度，根据测定结果，分别计算各化合物的尿液基质中的加

标回收率。结果如表5中，各化合物的低、高浓度的加标回收率在

91.0%~112.0%之间。

表5. 各分析物加标回收率

加标回收率 肌酐 胱氨酸 柠檬酸 尿酸 草酸

Recovery-L 99.5% 112.0% 102.3% 96.5% 101.2%

Recovery-H 102.7% 95.5% 107.5% 107.1% 91.0%

3  总结 

本方法是基于SCIEX液相色谱串联质谱系统开发，建立了可对

尿液中草酸、枸橼酸、尿酸、胱氨酸及肌酐进行准确定性定量检

测的液相色谱串联质谱方法。样本前处理采用直接稀释法，前处

理简单，不需要衍生且尿样用量少，可快速、特异的检测尿液中

草酸、枸橼酸、尿酸、胱氨酸及肌酐的含量，为分析结石患者尿

中的代谢情况，开展结石预防及治疗提供有效的参考和依据。


