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摘要　甲基丙二酸尿症的主要标志物为甲基丙二酸. 采用正丁醇衍生化, 以结合同位素化合物为内标, 用电

喷雾串联质谱快速、准确且选择性地定量检测了尿液中的甲基丙二酸. 同时定量检测了病人治疗过程中尿

液的肌酐, 应用甲基丙二酸与肌酐的比值对两例甲基丙二酸病人的治疗过程予以监控. 所建立的定量方法

具有快速、准确和高选择性等特点, 既可用于大规模和高通量的筛查 (2 m inö样) , 又可用于病人治疗过程中

的监控.
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甲基丙二酸尿症 (M ethylm alon ic academ ia, MM A em ia)是一种常见的有机酸代谢疾病, 是我国发

病率最高的遗传性代谢疾病之一. 临床表现主要为嗜睡、生长发育迟缓、发作性呕吐、脱水、呼吸困难

和肌张力低下, 少数出现肝大、昏迷、腱反射减弱或消失等症状, 约有半数病人有白细胞减少、血小板

减少和贫血的症状. 通常患病者尿液与血液中的甲基丙二酸含量大大高于同龄正常人, 检测血样或尿

样中的甲基丙二酸可进行新生儿代谢疾病筛查及病人治疗过程的监控. 由于尿液中甲基丙二酸的浓度

通常高于血清和其它体液, 且标本最易于收集, 因此将尿液作为分析对象更为适宜. 但尿液中代谢产

物的含量受人体各种因素的影响变化较大, 因此通常采用尿样中的甲基丙二酸ö肌酐比值作为检测的
指标.

目前, 对于甲基丙二酸尿症筛查或诊断的化学方法有 GC2M S [1～ 4 ]、毛细管电泳[5～ 7 ]、H PL C2
M S [8, 9 ]及M SöM S [10, 11 ]等. 甲基丙二酸尿症检测的困难在于: 尿液中同时存在浓度相当的甲基丙二酸

同分异构体 丁二酸, 它与甲基丙二酸的色谱性质及质谱碎片性质十分相近, 用GC2M S 和H PL C2
M S法不能区分甲基丙二酸与丁二酸, 而且GC2M S及H PL C2M S法的分析时间较长, 不适于大规模的

筛查应用. M SöM S 方法比 GC2M S 和H PL C2M S 法分析的速度快得多, 可同时分析多种代谢病标志

物, 应用前景广泛. 但丁二酸的质谱碎片与甲基丙二酸的基本相同, 直接的M SöM S 测定仍然无法避

免丁二酸的干扰, 这就需要探索高选择性的衍生化方法.

我们采用正丁醇衍生化甲基丙二酸与丁二酸, 发现两者的衍生化产物的特征质谱碎片有显著差

异, 从而不必采取色谱分离即可直接用串联质谱达到定量所需的选择性, 把定量分析的时间从几十分

钟缩短到 2 m in, 大大提高了分析的速度. 同时, 同位素化合物内标的使用避免了尿液复杂基质的干

扰, 保证了定量分析的准确性和精确性. 此外还采用M SöM S法同时定量检测了病人治疗过程中尿液

的肌酐含量, 应用甲基丙二酸与肌酐的比值对甲基丙二酸病人的治疗予以监控. 本文建立的衍生化结

合同位素内标串联质谱的定量方法具有快速、准确和高选择性的特点, 既可以用于大规模、高通量的

筛查 (2 m inö样) , 又可用于病人治疗过程的监控.
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1　实验部分

1. 1　试剂与仪器

甲基丙二酸 (M ethylm alon ic A cid, MM A )、丁二酸 (Succin ic A cid, SA )及肌酐均购自 Sigm a 公司;

d32甲基丙二酸及 d32肌酐均购自Cam bridge Iso tope L aborato ry; 甲醇 (H PL C 级)购自 F isher公司; 自制

饱和氯化氢的正丁醇溶液.

A P I 3000三级四极杆质谱 (Perk in E lm er公司) , 电离电压 4 800 V , 碰撞气为N 2 气, 小孔电压为

26 V. 液相泵为 PE 200二元泵, 样品浓缩仪购自 T echne公司.

1. 2　检测甲基丙二酸含量

1. 2. 1　标准溶液配置　配制甲基丙二酸及 d32甲基丙二酸贮存标准溶液, 浓度分别为 5 和

0115 mmolöL , 溶剂为甲醇. 将MM A 标准溶液依次稀释为 01010, 01040, 01016, 01400, 01600,

01800和11000 mmolöL. 将 50 ΛL MM A 标准溶液与 10 ΛL d32MM A 内标溶液混合.

1. 2. 2　衍生化条件的选择　分别取 4份 0140 mmolöL 甲基丙二酸标准溶液 50 ΛL , 加入 200 ΛL 自制

饱和氯化氢的无水正丁醇, 衍生化温度分别为 55, 60, 65和 70 ℃, 封闭加热 20 m in, 用N 2 气吹干,

加入 500 ΛL 甲醇和水 (体积比 80∶20)溶解, 留待分析.

分别取 4份 0140 mmolöL 甲基丙二酸标准溶液 50 ΛL , 衍生化步骤同上, 衍生化时间分别为 10,

15, 20和 25 m in.

1. 2. 3　尿样前处理　将 100 ΛL 尿液, 400 ΛL 甲醇及 100 ΛL 内标溶液混合, 振荡 5 m in, 在 8 000 g下

离心 10 m in, 取上清液 60 ΛL , 在N 2 气流下挥发至干, 加入 200 ΛL 饱和HC l的正丁醇溶液, 在密闭状

态下于 65 ℃加热 15 m in, 用N 2 气下吹干. 加入 500 ΛL 甲醇和水 (体积比 80∶20)留待分析.

1. 2. 4　质谱分析甲基丙二酸含量　用 0110 mmolöL 甲基丙二酸标准溶液按上述方法衍生化后优化质
谱条件, 质谱检测为多反应监测模式, 选择监测的质谱反应离子对分别为: 甲基丙二酸 231→119,

231→175; d32甲基丙二酸 234→122, 234→178.

定量分析: 采用流动注射进样; 流动相为甲醇和水 (体积比 80∶20, 含体积分数为 011%的甲酸) ,

流速为 200 ΛL öm in; 每个样品的分析时间为 2 m in, 进样量为 20 ΛL.

1. 3　检测肌酐含量

1. 3. 1　标准溶液的配制　配制浓度分别为 01002, 01008, 01020, 01040, 01060, 01080 和

0110 mmolöL的系列标准溶液, 内标 d32肌酐溶液浓度为 01068 mmolöL , 溶剂均为纯甲醇. 将 50 ΛL 标

准溶液与 10 ΛL 内标溶液混合后留待分析.

1. 3. 2　尿样前处理　将 50 ΛL 尿液与 10 ΛL 内标溶液混合, 于 4 000 g 下离心 10 m in, 取上层清液进

行分析.

1. 3. 3　质谱分析肌酐含量　质谱检测采用负离子检测多反应监测模式: 肌酐 114→44; d32肌酐 117→

47. 流动注射法分析同甲基丙二酸方法.

2　结果与讨论

2. 1　正丁醇衍生化的必要性与条件优化

图 1为检测甲基丙二酸和丁二酸未衍生化时的质谱碎片图 (负离子检测).

甲基丙二酸与丁二酸母离子裂解都可生成m öz 73碎片 (丢失CO 2) , 因此无法用m öz 73定量. 丁

二酸脱水生成m öz 99的碎片, 虽然甲基丙二酸没有发生此碎裂, 但脱水反应不是特异性裂解, 用于定

量检测稳定性不够, 因此直接的M SöM S检测无法排除丁二酸同分异构体的干扰, 衍生化前一定要进

行处理.

甲基丙二酸、丁二酸与正丁醇发生酯化反应生成二丁酯, 质谱检测采用正离子模式, 第一级M S

选择母离子 231, 二级质谱采用子离子扫描, 质谱图见图 2.

由图 2可知, 甲基丙二酸二丁酯有m öz 175, 119碎片, 而丁二酸二丁酯的这两个碎片峰强度均非
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F ig. 1　M s spectra of fragmen ts of the product ion s of MM A (A) and SA (B) w ithout der iva tion (m öz 117)

F ig. 2　M s spectra of fragmen ts of product ion s of the n-butyl esters of MM A (A) and SA (B)

常低. 对于丁二酸二丁酯, 较强的子离子为m öz 101和 157, 这是因为失去丁烯 (m öz 56)后, 更倾向于

失去H 2O (m öz 18) , 产物可形成稳定的五元环正离子, 而甲基丙二酸二丁酯无法形成五元环离子. 进

一步的实验表明, 当两者浓度相同时, 丁二酸二丁酯m öz 175和 119峰的强度约是甲基丙二酸相应峰

强度的 1%～ 5% , 其中m öz 119峰更小, 所以选择m öz 119作为质谱监测的二级离子, 从而定量地检

测甲基丙二酸, 可区分甲基丙二酸与丁二酸. 同时监测m öz 175碎片, 作为定性分析的辅助离子.

考察了加热反应的时间与温度对反应完全程度的影响. 以质谱检测离子对m öz 231→119强度为

指标, 确定检测时间 15 m in, 温度 65 ℃为最佳衍生化条件.

2. 2　甲基丙二酸定量方法的考察

线性工作曲线为 Y = 12181c～ 010026, c为标准品的浓度, 单位为mmolöL , Y 为峰面积的比值, 相

关系数R
2= 01999 6. 检测限 (S öN = 3)为 01001 mmolöL.

采用稳定同位素内标法可很好地避免基质的影响及质谱仪器的波动.

检测 3份低、中及高浓度的尿样, 连续 6 d, 每天进样测试 6次, 考察定量方法的精密度, 分析结

果如表 1所示. 处理后的样品保存在 4 ℃冰箱中.

Table 1　Prec ision sta tistics of the M SöM S a ssay

MMA concentrationö RSD (% )

(mmol·L - 1) In tra2day (n= 6) Inter2day (n= 6)

01052 6 319 616

01219 0 319 510

01485 0 116 115

　 　该定量方法的日间和日内精密度分别在 115%～ 616%和 116%～ 319%之间, 低浓度时的结果也

令人满意. 此外, 尿样衍生化后在 6 d 内检测, 结果重现性好, 说明生成的正丁酯具有很好的稳定性,

作为定量分析是可靠的.

在两份 (低和高浓度)尿液中分别加入 01080, 01320和 01600 mmolöL 和MM A 标准溶液, 每份样

品检测 5次, 计算回收率与精密度, 结果如表 2所示. 可见, 回收率在 9013%～ 10115%之间, 说明该
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定量方法具有很好的准确性.

Table 2　Recovery sta tistics of the M SöM S a ssay

Samp le c (A ddition) ö(mmol·L - 1) c (Found) ö(mmol·L - 1) Retrievability (% ) RSD (% ) (n= 5)

1 0 01138±01010 619

2 01080 01214±01009 9611 412

3 0132 01453±01005 9817 111

4 0160 01679±01024 9013 315

5 0 01575±01017 310

6 0108 01652±01014 9613 211

7 0132 01894±01013 9917 114

8 0160 11186±01032 10115 217

2. 3　肌酐定量方法的建立及考察

对肌酐和 d32肌酐标准溶液做质谱检测, 子离子扫描质谱图如图 3所示.

F ig. 3　M s spectra of fragmen ts of pruduct ion s of crea tin ine (A) and d3-crea tin ine (B)

肌酐定量分析的结果如下: 在 01001 0～ 0110 mmolöL 范围内线性良好 (R 2= 01999 3～ 01999 9) ;

加样回收率在 9213%～ 9817%之间, 日内和日间精密度分别为 119% , 512%和 217% , 618%. 说明该

定量方法具有良好的准确性和稳定性.

由于尿液中含有较多的盐, 对被测物的离子化可产生显著影响, 因此必须采用内标法来消除基质

影响. 同位素化合物与分析物具有几乎完全相同的化学性质, 基质对它们的影响完全一致, 因此, 当

定量分析甲基丙二酸与肌酐时, 均采用同位素化合物作为内标. 分析结果表明, 同位素内标定量法具

有很好的准确性与稳定性, 可满足定量分析的要求.

　　F ig. 4　Var ia tion in ur inary detection of methylma lon ic

ac id and crea tin ine w ith time

a. Case 1: MMA concentration; b. case 1: c (MMA ) ö

c (Creatin ine) ; c. case 2: MMA concentration; d. case

2: c (MMA ) öc (Creatin ine).

2. 4　检测甲基丙二酸尿症病人治疗过程中的尿样

MM A 按治疗效果可分为V it B 12有效型和V it B 12无效型两种. 对两位甲基丙二酸尿症病人治疗过

程的尿样 (首都儿科研究所提供, 经GC2M S确诊, 入院治疗后确认为V it B 12有效型, 病人甲: 男, 6个

月; 病人乙: 女, 8 岁)进行质谱分析, 结果如

图 4所示.

由图 4可知: (1) 甲基丙二酸浓度与甲基

丙二酸ö肌酐浓度比值的变化趋势不同, 仅检

测甲基丙二酸对于病人治疗过程的监控是不够

的, 检测肌酐是必要的; ( 2) 病人尿液中

MM A öC reatin ine 浓度比值在注射前最高, 注

射后下降, 后又回升, 此后的 36 h 再次下降并

回升, 到 48 h 时回复到注射前水平. 所以在

48 h 左右需再次注射V it B 12, 以缓解病人体内

的代谢异常. 这与临床治疗情况较吻合, 2 d

注射一次V it B 12在治疗过程中具有比较好的

临床效果.
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治疗过程对于甲基丙二酸患者非常重要, 合理并及时的治疗可有效地控制病症. 在治疗过程中,

首先需判断患者为V it B 12有效型, 还是V it B 12无效型, 其次需确定药量及用药时间. 这两步是治疗过

程中的关键步骤. 用所建立的检测方法可达到这两个目的, 因此本方法具有重要的临床应用价值, 对

患者的治疗具有指导意义.

3　结　　论

本文采用正丁醇衍生化与电喷雾串联质谱的定量分析方法检测甲基丙二酸尿症, 与传统的GC2
M S筛查方法相比, 每个样品的分析时间由 40 m in 缩短到 2 m in; 与其它串联质谱 (M S2M S)方法相比,

正丁醇衍生化方法的使用避免了直接质谱测定存在的同分异构体干扰, 大大提高了分析方法的选择性

及准确性; 用串联质谱同时定量尿液中的肌酐, 避免了其它生化检测方法带来的误差. 方法学验证及

初步临床实践应用表明, 该方法快速、准确且灵敏, 可以用于新生儿代谢疾病筛查及病人治疗过程的

监控, 对于提高治疗效果具有指导意义.
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Rapid D etection of M ethylmalon ic Ac idem ia by D er iva tion and

Electrospray Tandem M ass Spectrometry

SUN P ing1, L IAN G Q iong2L in1, WAN G Yi2M ing1, LUO Guo2A n13

ZHAN G T ing2, WAN G L i2W en2

(1. K ey L ab of Chem ical B iolog y of M inistry of E d ucation, Institu te of B iom ed icine,

T sing hua U niversity , B eij ing 100084, Ch ina; 2. Cap ital Institu te of P ed iatrics, B eij ing 100020, Ch ina)

Abstract　T he m ain biom arker of M ethylm alon ic acidem ia w as know n as m ethylm alon ic acid. T herefo re,

a rap id, selective and accurate m ethod is developed to determ ine m ethym alon ic acid in urine by using elec2
tro sp ray tandem m ass spectrom etry w ith n2butyl ester derivation and stable iso tope dilution. T he concen2
tration of creatin ine in urine w as also determ ined w ithout derivation. W ith th is quan titative m ethod of c

(MM A ) öc (creatin ine) , the urines samp les of two MM A em ia patien ts w ere analyzed th rough the p rocess

of treatm en t. T he result show s that it can be used no t on ly fo r the screen ing of inborn erro rs of

m etabo lism , but also in the treatm en t p rocess of MM A uria patien ts.

Keywords　M ethylm alon ic acidem ia; D erivation; T andem m ass spectrom etry
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