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沃特世解决方案

Oasis® WCX 30 mg 96孔板
(部件号186002503)

96孔样品收集板，800 µL圆孔
(部件号186002481)

ACQUITY UPLC® BEH Amide色谱柱，
1.7 �m, 2.1 x 100 mm
(部件号186004801)

ACQUITY UPLC I-Class系统

Xevo® TQD

MassLynx®软件
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应用优势

■

■

■

无需离子对试剂即可实现单胺神经递

质与变肾上腺素的保留与基线分离

快速、同步定量尿液中的变肾上腺素

和儿茶酚胺

可得到线性、准确、精密的结果，线

性范围为0.5-500 ng/mL

简介

使用针对临床研究的混合模式SPE和亲水作用色谱(HILIC)
对尿液中的儿茶酚胺和变肾上腺素进行快速、同步分析

Jonathan P. Danaceau, Erin E. Chambers 和 Kenneth J. Fountain
沃特世公司(美国马萨诸塞州米尔福德)

临床研究者通常都很关注高浓度尿液中的儿茶酚胺及其O-甲基化

代谢产物(变肾上腺素)的测定。但是，这些化合物(尤其是去甲肾

上腺素、肾上腺素和多巴胺）由于极性较大，利用反相LC-MS/MS对

其进行分析是一项巨大挑战。因此，许多研究实验室仍采用离子

对试剂与电化学检测(ECD)分析这类物质。虽然反相LC-MS/MS已得到

成功应用，但由于尿液基质组分发生离子抑制、保留作用不足和

异丙肾上腺素与肾上腺素未完全分离，致使挑战仍然存在。

亲水作用色谱(HILIC)已逐渐成为分析极性化合物的首选1-6。通过对

之前发表的方法进行扩展6，本应用纪要介绍了尿液中单胺神经递

质与儿茶酚胺的提取与分析方法。采用沃特世(Waters®) ACQUITY 

UPLC BEH Amide色谱柱可实现基于HILIC的色谱分离。Waters Oasis WCX 

96孔板可用来提取尿液中的这些化合物。将复合模式弱阳离子交

换固相萃取(SPE)板，与用于HILIC色谱和Waters Xevo TQD质谱的色谱

柱结合使用，可获得具有出色线性、准确度和精密度的快速、稳

定方法，并且能最大限度减少基质效应。

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002503&locale=en_US
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002481&locale=en_US
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186004801&locale=en_US


实验

LC条件

LC系统： ACQUITY UPLC I-Class
色谱柱： ACQUITY UPLC BEH Amide
  色谱柱，1.7 �m, 2.1 x 100 mm
柱温：  30 ˚C
样品温度： 10 ˚C
流动相A (MPA)： 95:5 水:乙腈，

  含有50 mM NH4HCOO，pH 3.0
流动相B (MPB)： 15:85 水:乙腈，

  含有30mM NH4HCOO，pH 3.0
洗针液+： 强洗针液和弱洗针液

  同流动相B

梯度条件如表1所示，包含初始平衡条件，

随后缓慢上升且流速增大，以重新平衡色

谱柱。

MS条件

MS系统： Xevo TQD
电离模式： ESI+
毛细管电压： 0.5 kV
锥孔电压： 视化合物而定(见表2)
去溶剂气流速： 900 L/h
锥孔气流速： 0 L/h
去溶剂气温度： 350 ˚C
源温度： 150 ˚C

使用Waters MassLynx软件(4.1版；SCN 855)
对数据进行采集和分析，并用TargetLynx
进行定量。

 

时间  
(min)

流速 
(mL/min)

%A %B

0 0.6 0.0 100.0 

1.0 0.6 0.0 100.0 

2.0 0.6 10.0 90.0 

2.1 1.0 10.0 90.0 

2.5 1.0 30.0 70.0 

2.6 1.0 0.0 100.0 

3.9 1.0 0.0 100.0 

4.0 0.6 0.0 100.0 

表1.流动相梯度。流动相A和流动相B的组成在方法部分
列出。
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用含有0.1%抗坏血酸的甲醇配制多巴胺(DA)、去甲肾上腺素

(NE)、肾上腺素(EP)、3-甲氧酪胺(3-MT)、变肾上腺素(MTN)和

异丙肾上腺素(NMT)的标准品混合储液(10 µg/mL)，以防止氧化。

混标储液由10 µg/mL D3-变肾上腺素、D3-异丙肾上腺素、D4-多

巴胺、D6-肾上腺素和D6-去甲肾上腺素组成，也使用含有0.1%

抗坏血酸的甲醇配制。浓度为800 ng/mL的内标工作溶液应使

用含有0.1%甲酸的5%甲醇当天配制。

样品制备

使用10%(体积比)1-N盐酸对尿样进行预处理，模拟此方法常

用的酸化预处理过程。将50 µL内标工作溶液加入一份400 µL的

酸化尿液中，随后加入1 mL 0.5 M的NH4CH3COO。将经过预处理

的样品加载到经1 mL MeOH和1 mL H2O预处理的Oasis WCX板的各

孔中。加载样品之后，依次使用1-mL NH4CH3COO(20 mM)和1 mL

甲醇对孔进行清洗。然后将96孔板在真空条件下干燥30 s，以

尽可能多地除去柱床中的甲醇。使用2份250 µL含有2%甲酸的

85:15 ACN:H2O，将目标化合物由板洗脱到800 µL的96孔样品收

集板(部件号186002481)中。仅依靠重力使每份溶剂渗透进入

孔内，以最大限度延长与吸附剂的接触时间。取10 µL洗脱液

注入LC-MS/MS系统中。
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结果与讨论

所有化合物的结构及其logP值如图1所示，可以看出，这些化合物多数具有较高极性。表2给出

了每个化合物的保留时间和各自的MS参数，包括MRM跃迁、锥孔电压和碰撞能量。

去甲肾上腺素
logP =-0.68 

肾上腺素
logP =-0.43 

多巴胺
logP =-0.03 

异丙肾上腺素  
logP =-0.39 

变肾上腺素  
logP = 0.00 

3-甲氧酪胺
logP = 0.68 

图1. 儿茶酚胺和变肾上腺素的名称、分子结构和logP值。

表2. 分析儿茶酚胺和变肾上腺素的质谱参数。

分析物 RT  
(min)

MRM跃迁  
m/z

锥孔电压  
(V)

碰撞能量

(eV)

3-甲氧酪胺 0.83 168.1>91  
168.1>119

22  
22

24  
18

变肾上腺素 0.89 198.1>180  
198.1>165.1

18  
18

8  
18

异丙肾上腺素 1.16 184.1>166  
184.1>134.1

20  
12

8  
18

多巴胺 1.24 154.0>91  
154.0>119

22  
22

20  
18

肾上腺素 1.38 184.1>166  
184.1>107

20  
20

8  
20

去甲肾上腺素 1.93 170>152  
170>107

14  
14

6  
20
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图2A显示了采用ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱，从50 ng/mL校准标准品中得到的所有化合

物的色谱图。之前的研究结果6已经表明，MPB中30 mM NH4HCOO和15%的水实现了离子强

度和溶解度的完美平衡，得到的分离度和峰形如图2A所示。该分离作用的一个重要特点

体现在NMT和EP之间的分离度中。这两种化合物具有相同的分子量，如果未充分分离可能

会彼此干扰。在反相色谱条件下，HILIC模式中，这两种化合物之间可达到的最佳分离度

为0.05 min(3 s)和0.22 min(13.2 s)的分离。HILIC模式可实现更稳定的分离，确保以上两种

化合物可进行明确的定性与定量。图2B显示出未加标尿样的HILIC色谱图，表明HILIC具备校

正内源性3-MT、MTN、NMT、DA、EP和NE(分别为21.6、10.6、17.8、6.0、0.0和4.1 ng/mL)的

能力。未能检出EP的最大可能因素是此尿样在未进行酸化保护的情况下储存过长时间。

图2.儿茶酚胺和变肾上腺素在ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱(1.7 �m，2.1 x 100 mm)上得到的色谱图。
A. 50 ng/mL的代表性校准标准品。
B.显示内源性儿茶酚胺和变肾上腺素色谱图的未加标的尿样。在方法部分详细介绍了色谱条件。
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图3. 采用Oasis WCX 30 mg 96孔板
(N=4)从尿液中提取儿茶酚胺和
变肾上腺素的回收率和基质效应。
绿色条柱代表反相色谱分析的基
质效应。

回收率和基质效应
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-20% 
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回收率

Matrix Effects (HILIC) 

基质效应 (RP) 

定量结果

提取回收率和基质效应如图3所示。回收率范围介于36% (NE)到98.5% (3-MT)之间。重现性良

好，所有化合物的变异系数均在5%以下。基质效应范围为0%(NE)到-35%的最大值(多巴胺)。

然而多数基质效应≤-10%，揭示出HILIC方法的另一个优势。采用相同的提取方法，在反相色谱

条件下NE和EP的基质效应明显更大(约为-60%)。由于以上两种化合物的内源性浓度较低，因

而这是一项重要的改进。

通过将已知浓度分析物加标至真实尿样中制备校准曲线和质量控制样品。进行数据处理之后，

可由得出的校准曲线外推出内源性浓度。将这些数据用于校正实际浓度。例如，确定用于校

准的尿样含有6.0 ng/mL DA，因此将校准浓度由0.5–500.0改为6.5–506.0 ng/mL。得出的校准曲线

显示出良好线性，所有化合物的R2值均达到0.992或更高。图4显示出NMT和EP的代表性校准曲

线，两者的R2值均为0.999。内源性的浓度已经包含在实验浓度数据中。3-MT、MTN和DA的R2值

分别为0.998、0.999和0.992。以1.6、8.0、80和400 ng/mL加标的质量控制样品(N=4)准确精密

(见表3)。所有QC值均在其各自目标值10%的范围以内，绝大部分在5%以内。此外，仅有三

个变异系数大于10%，其余所有变异系数均小于10%。这证明了该方法在包含正常样品与病

理升高样品的整个预期值范围的校准范围中,可得到线性、准确、精密的结果。
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3-MT 变肾上腺 异丙肾上腺素

QC 加标
浓度

QC 加标
浓度

准确度 偏差 准确度 偏差 准确度 偏差

准确度 偏差准确度 偏差准确度 偏差

%CV %CV %CV

1.6 94.4% -5.6% -2.6% 98.9% -1.1% -2.9% 98.8% -1.2% -3.9%

8 95.9% -4.1% -3.0% 100.5% 0.5% -1.7% 101.0% 1.0% -4.2%

80 101.8% 1.8% -4.3% 104.0% 4.0% -0.9% 103.4% 3.4% -1.6%

400 109.8% 9.8% -5.0% 101.9% 1.9% -2.1% 100.8% 0.8% -0.5%

Mean 100.5% 101.3% 101.0%

多巴胺 肾上腺素 去甲肾上腺素

%CV %CV %CV

1.6 92.1% -7.9% -9.5% 95.6% -4.4% -6.2% 94.0% -6.0% -7.2%

8 96.5% -3.5% -11.0% 95.4% -4.6% -3.2% 98.7% -1.3% -3.3%

80 102.8% 2.8% -2.0% 103.4% 3.4% -1.5% 99.2% -0.8% -14.8%

400 103.4% 3.4% -2.4% 103.0% 3.0% -1.9% 98.3% -1.7% -12.9%

Mean 98.7% 99.4% 97.5%

表3. 尿液中儿茶酚胺和变肾上腺素的质量控制结果。浓度参考加标浓度。通过对比尿样中加标浓度与内源性计算值
的加和结果，计算出准确度。

图4. 由加标尿样中提取的异丙
肾上腺素(NMT)和肾上腺素(EP)
的校准曲线。采用1/x加权线性
拟合对数据进行拟合。NMT和EP
的基底浓度分别为17.8和0 ng/mL。
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结论

仅供研究使用。不适用于诊断。
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本文详细描述了采用Oasis复合模式弱阳离子交换(WCX)

板和ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱在HILIC模式下对尿液中

儿茶酚胺和变肾上腺素的提取和分析过程。采用Oasis 

WCX板进行提取，可实现所有化合物较低的基质效应和

一致的回收率，并能够得到较好的精密度。与经过优化

的反相分离相比，HILIC分离降低了NE和EP的基质效应，并

改善了EP和NMT之间的分离度。定量结果十分出色，在

0.5-500.0 ng/mL的范围内具有线性响应，并表现出出色的

准确度和分析精度。


