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摘　要：目的　建立反相高效液相色谱（ＲＰＨＰＬＣ）紫外检测法同时测定血浆Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸浓度的方法并应用于

临床。方法　采用三氯乙酸结合加热法除血浆蛋白，用异硫氰酸苯酯（ＰＩＴＣ）进行柱前衍生化反应，梯度洗脱，柱温４６℃，

波长２５４ｎｍ，进样２０μｌ，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ；通过分析２１例消化道晚期恶性肿瘤病人、２１例非恶性肿瘤病人和３９例健康人

的空腹血浆Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸浓度，验证方法的可行性。结果　两种氨基酸的峰面积和浓度之间呈线性关系，线性范

围从０～１０００μｍｏｌ／Ｌ，两者狉＝０．９９９９５。Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸的定量下限分别为０．２４０μｍｏｌ／Ｌ和０．４４８μｍｏｌ／Ｌ。日内

和日间变异系数（犆犞ｓ）分别小于３．４％和７．２％，平均回收率在９５．２％～１０４．１％。血浆Ｌ瓜氨酸／Ｌ精氨酸的比值均值，

消化系统肿瘤病人组高于年龄性别相匹配的健康对照组，差异有统计学意义（狋检验，犘＝０．００９）；两种氨基酸比值诊断消

化系统恶性肿瘤的敏感度和特异度分别为８１％和７１．４％。结论　这一新方法可用于临床测定血浆Ｌ瓜氨酸／和Ｌ精氨

酸浓度；与浓度相比，血浆两种氨基酸浓度比值也许是评估消化系统恶性肿瘤更加敏感的指标。
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　　精氨酸是一种半必需氨基酸，内源性的合成满

足不了人体的需要，因此，人类所需的精氨酸通常

由食物提供。在人体内，内源性的精氨酸合成是一

个涉及到多个器官的过程，主要在小肠内皮细胞合

成瓜氨酸，并从循环中提取，然后在肾脏的近曲小

管细胞内转化成精氨酸，最后返回循环；少量的精

氨酸也能够在肝脏合成。目前的研究表明精氨酸

及其主要代谢产物瓜氨酸水平变化与许多疾病有

关，包括恶性肿瘤［１～６］。有关氨基酸的分析，比较

多的采用氨基酸分析仪等方法［７］，但是氨基酸分析
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仪价格较昂贵。因此，有必要建立一种简单及准确

地测定血浆精氨酸和瓜氨酸浓度的方法。由于精

氨酸及瓜氨酸缺少芳香环或其它生色基团，因此在

用ＨＰＬＣ法测定以前通常需要作衍生化处理。常

用的柱前衍生化试剂有丹酰氯（ＤａｎｓｙｌＣｌ）、异硫

氰酸苯酯（ＰＩＴＣ）、９芴甲基氯甲酸酯（ＦＭＯＣ）、４，

４二甲胺基偶氮苯４’磺酰氯（ＤＡＢＳＣｌ）和邻苯二

甲醛（ＯＰＡ）等。ＤａｎｓｙｌＣｌ，ＤＡＢＳＣｌ及ＦＭＯＣ存

在一些缺点，例如，衍生副产品干扰氨基酸的测定，

ＯＰＡ试剂本身不稳定，容易降解，而且它的衍生产

物也不够稳定［８～１２］，而ＰＩＴＣ试剂没有这些缺点，

并且衍生化反应敏感，衍生产物稳定；对于血浆除

蛋白，大部分的文献报道采用单一的方法。为此，

我们用ＰＩＴＣ作衍生化试剂，同时首次采用三氯乙

酸结合加热法除血浆蛋白，建立了反相高效液相色

谱（ＲＰＨＰＬＣ）紫外检测法同时测定血浆Ｌ精氨

酸和Ｌ瓜氨酸的新方法，并应用于消化系统肿瘤

患者。

１　材料与方法

１．１　研究对象　病人组为２１例消化道晚期恶性

肿瘤患者，来自上海市浦南医院肿瘤科以及东方医

院肿瘤和消化医学部住院病人，年龄４８～８３岁，平

均年龄６３岁，男性１４例，女性７例。其中，肝癌５

例，胃癌７例，食道癌４例，结肠癌３例和直肠癌２

例；２１例非恶性肿瘤患者，年龄和性别与消化道恶

性肿瘤病人相匹配，为东方医院消化医学部住院和

门诊部病人，其中，慢性胃炎３例，胃溃疡２例，胆

结石３例，慢性肾炎１例，子宫肌瘤２例，脂肪肝２

例，小叶增生３例，良性前列腺增生３例，强直性脊

柱炎２例。健康对照组３９例，男性２１例，女性１８

例，年龄２３～７３岁，平均年龄４６岁，经东方医院健

康体检部检查均无明显器质性疾患。

１．２　试剂和仪器

１．２．１　主要试剂：Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸标准品以

及 异 硫 氰 酸 苯 酯 （ＰＩＴＣ）由 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ

（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）公司提供。ＨＰＬＣ级甲醇

和乙腈由上海国药集团化学试剂有限公司提供。

ＨＰＬＣ级超纯水由 Ｍｅｒｃｋ（Ｄａｒｍｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）

公司提供。其余所用分析纯试剂均由上海国药集

团化学试剂有限公司提供。衍生化试剂：甲醇∶乙

醇∶三乙胺∶超纯水∶ＰＩＴＣ为６∶１∶１∶１∶１，

现配现用。流动相 Ａ：５００ｍｌ水溶液含４．７７ｇ

ＮａＡｃ，１２．５ｍｌ乙腈，１２５μｌ１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，过

滤、超声脱气；流动相Ｂ：由７５ｍｌ甲醇，２２５ｍｌ乙

腈及２００ｍｌ超纯水混合组成，过滤、超声脱气。准

确称重Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸标准品，用 ＨＰＬＣ级

超纯水溶解后，分别配成浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的储

存液，４℃保存。使用时用 ＨＰＬＣ级超纯水稀释至

所需浓度。

１．２．２　主要仪器：ＬＣ１０Ａ型高效液相色谱仪（包

括 两个ＬＣ１０ＡＴ输液泵、ＳＩＬ１０ＡＤ自动进样器、

ＳＣＬ１０Ａ控制器、ＣＴＯ１０Ａ 柱温箱、ＳＰＤ１０Ａ 紫

外可见分光光度检测器，梯度混合器及 ＣＬＡＳＳ

ＶＰ色谱工作站），日本ＳＨＭＡＤＺＵ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　血浆样品和标准品的预处理：空腹抽取静

脉血，采用ＥＤＴＡ或肝素抗凝，离心分离血浆。取

血浆２００μｌ，加８０μｌ浓度为０．１ｇ／ｍｌ三氯乙酸，

旋涡混匀，于７５～８０℃孵育１５ｍｉｎ，然后室温离

心，１００００×ｇ，１５ｍｉｎ。吸上清液５０μｌ于另一试

管中，加入１００μｌ衍生化试剂，混匀，室温反应２０

ｍｉｎ。冰冻干燥后，用流动相Ａ定容至１５０μｌ，０．２

μｍ针形滤器过滤，待测。用超纯水将每种标准储

存液分别稀释为０，７．８１，１５．６２，３１．２５，６２．５，１２５，

２５０，５００以及１０００μｍｏｌ／Ｌ浓度系列。标准品的

处理和分析条件同血浆样本。

１．３．２　色谱条件：采用ＰＩＣＯＴＡＧ（３００×３．９ｍｍ

ｉ．ｄ．，５μｍ ｐａｒｔｉｃａｌｓｉｚｅ，Ｗａｔｅｒｓ，Ｍｉｌｆｏｒｄ，ＭＡ，

ＵＳＡ）梯度洗脱，０～１３．５ｍｉｎ，０％～９７％Ａ；１３．５

～２０ｍｉｎ，９７％～９６％Ａ；２０～２０．５ｍｉｎ，９６％～

２０％Ａ；２０．５～２２．５ｍｉｎ，２０％～０％Ａ；２２．５～

３０．０１ｍｉｎ，０％Ａ。柱温４６℃，波长２５４ｎｍ，进样

２０μｌ，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ。

１．３．３　方法的特异度、除蛋白方法的选择、衍生化

产物的稳定性试验、检测限、定量下限、日内、日间

变异系数及回收试验：将一份血浆样本一分为二，

其中一份加入标准品，一份不加，观察色谱峰的变

化，同时与Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸标准品色谱图比

较，进行方法的特异度试验。采用乙腈、甲醇、超滤

以及三氯乙酸结合加热除蛋白方法，观察色谱峰的

变化，选择最佳的除蛋白方法。将衍生化产物放置

４℃，采用作图法，分别观察标准品和血浆样本的衍

生化产物的稳定性。定义检测限为 ＨＰＬＣ分析时

组分所产生的信号等于基线噪声３倍时的量；定义

定量下限为 ＨＰＬＣ定量分析时信噪比等于１０时

的组分浓度。取一份正常人混合血浆，一天内连续

分析十次以及每天分析两次连续分析十个工作日，

分别计算日内和日间变异系数。在已知Ｌ瓜氨酸

和Ｌ精氨酸浓度的三份血浆样本中，分别加入

１７．５，３５和７０μｍｏｌ／Ｌ浓度的标准品，每份样品平

行测定三次，计算平均回收率。

１．４　 统 计 学 分 析 　 所 有 统 计 学 分 析 采 用

ＳＰＳＳ１４．０版软件。用最小二乘法计算峰面积和浓

度之间的线性关系。血浆Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸浓
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度以平均值±标准差（珚狓±狊）表示，所有指标经

ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ正态性检验呈正态分布，两

组均值之间的比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异具

有统计学意义。诊断的敏感度和特异度分别用公

式［ＴＰ／ＴＰ＋ＦＮ］×１００和［ＴＮ／ＴＮ＋ＦＰ］×１００

计算，以百分比表示（ＴＰ：真阳性，ＦＮ：假阴性，

ＴＮ：真阴性，ＦＰ：假阳性）。根据ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ（ＲＯＣ）曲线分析两种氨基酸比

值对消化系统肿瘤的诊断价值。

２　结果

２．１　分析方法的特异度　方法的特异性色谱图如

图１所示。由图可见，不同的保留时间能将这两种

物质的色谱峰特异地鉴别开来。图中有一些来自

于血浆的未知峰，但是，这些未知峰不干扰这两种

氨基酸的测定。

　　Ａ．Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸标准品的色谱图，峰１为Ｌ瓜氨酸，

峰２为Ｌ精氨酸，Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸的保留时间分别为１５．９７５

ｍｉｎ和２０．３５８ｍｉｎ；Ｂ．未加入Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸标准品的血浆

样本色谱图；Ｃ．加入Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸标准品后的血浆样本色

谱图。

图１　分析方法的特异度试验

２．２　血浆除蛋白方法对色谱峰的影响　比较乙

腈、甲醇、超滤以及三氯乙酸结合加热除蛋白方法，

发现用乙腈除蛋白有杂质峰干扰，甲醇除蛋白分析

的敏感度较低，超滤法除蛋白，增加背景峰面积。

如果单纯用三氯乙酸除蛋白，能除去９５％的血浆

蛋白，而采用三氯乙酸结合加热法，除去的血浆蛋

白达９８％。经比较，三氯乙酸结合加热法除蛋白

效果最好，血浆样本Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸的分离

度分别可以达到３．０３和４．７０，高于其它三种方法

（图２）。

　　２Ａ．三氯乙酸结合加热方法除血浆蛋白以后的色谱图；２Ｂ．乙

腈除血浆蛋白以后的色谱图；２Ｃ．甲醇除血浆蛋白以后的色谱图；

２Ｄ．超滤法除血浆蛋白以后的色谱图。图中，峰１为Ｌ瓜氨酸，峰

２为Ｌ精氨酸。

图２　不同的血浆除蛋白方法对色谱峰的影响
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２．３　衍生化产物的稳定性　衍生化产物的稳定性

通过作图来观察［１３］。Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸标准品

的衍生化产物在４℃条件下至少稳定两周；血浆样

本的衍生化产物在４℃条件下最多稳定两天。

２．４　工作曲线　以Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸标准品

峰面积为纵坐标，浓度为横坐标绘制工作曲线。计

算曲线的斜率、截距、斜率和截距的标准差，以及回

归线的标准差。两种氨基酸的峰面积和浓度之间

呈线性关系，两者狉＝０．９９９９５；线性范围从０～１

０００μｍｏｌ／Ｌ。Ｌ瓜氨酸的线性回归方程为犢＝１５

５３１．０２＋４２７２．１３犡（狊ｙｘ＝３０１６０，狊ａ＝１３３４５，狊ｂ＝

３３．９９；狊ｙｘ，狊ａ，狊ｂ分别代表残余标准偏差，斜率标准

偏差和截距标准偏差）；Ｌ精氨酸的线性回归方程

为犢＝８９２．１７＋４２７８．０３犡（狊ｙｘ＝６７６７．０５，狊ａ＝２

７５７．２７，狊ｂ＝７．１６７）。血浆Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸

浓度由工作曲线或回归方程得到的结果并乘以稀

释倍数１．４后获得。

２．５　检测限和定量下限　Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸

的检测限分别为 ０．０２０１μｍｏｌ／Ｌ 和 ０．０４７６

μｍｏｌ／Ｌ；Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸的定量下限分别为

０．２４０μｍｏｌ／Ｌ和０．４４８μｍｏｌ／Ｌ。

２．６　精密度及回收试验　Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸

的日内和日间变异系数（犆犞ｓ）分别＜３．４％和

７．２％（见表１）。在已知Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸浓

度的血浆中，加入低、中、高标准品后，两种氨基酸

的平均回收率在９５．２％～１０４．１％范围之间，见表

２。

　表１　混合血浆样本的精密度试验（μｍｏｌ／Ｌ血浆）

分析物
日内（狀＝１０）

珚狓 狊
犆犞（％）

日间（狀＝２０）

珚狓 狊
犆犞（％）

Ｌ瓜氨酸

Ｌ精氨酸

６４．５８

２３．２３

２．１６

０．７２

３．３４

３．１１

５６．９９

３７．５８

２．７８

２．７０

４．８９

７．１９

　表２ 　血浆Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸加入标准回收试验

分析物
加入（μｍｏｌ／Ｌ血浆）

Ｌ Ｍ Ｈ
　

实测（μｍｏｌ／Ｌ血浆）

Ｌ Ｍ Ｈ
　

平均回收率（％）

Ｌ Ｍ Ｈ
　

相对标准偏差（％）

Ｌ Ｍ Ｈ

Ｌ瓜氨酸

Ｌ精氨酸

１７．５

１７．５

３５

３５

７０

７０
　

１８．２

１７．６

３４

３３．５

６６．６

６８．５
　

１０４．１

１０３．５

９７．２

９５．８

９５．２

９７．８
　

０．６

０．１

０．８

０．４

０．４

０．４

　　注：每一值为三次独立测定的均值。

２．７　临床应用　用本方法测定了３９例健康对照

样本的血浆两种氨基酸浓度，Ｌ瓜氨酸浓度为

６０．７７±９．１８μｍｏｌ／Ｌ，Ｌ精氨酸浓度为５８．１９±

１６．４３μｍｏｌ／Ｌ，Ｌ瓜氨酸／Ｌ精氨酸比值为１．１１±

０．２８μｍｏｌ／Ｌ，两种氨基酸浓度和比值均无性别差

异。２１例消化系统肿瘤患者血浆两种氨基酸浓度

与年龄匹配的１４例健康对照样本（年龄５０～７３

岁，平均年龄５９岁）比较（见表３）结果显示，在肿

瘤病人中血浆Ｌ瓜氨酸浓度较正常人稍微增加，

血浆Ｌ精氨酸浓度较正常人稍微降低，但差异无

统计学意义，然而，血浆Ｌ瓜氨酸／Ｌ精氨酸的比

值，肿瘤病人组显著高于对照组，图３是一正常人

和一食道癌患者血浆样本色谱图比较；２１例非肿

瘤患者血浆Ｌ瓜氨酸、Ｌ精氨酸浓度和两者的比

值与健康对照组比较差异均无统计学意义；与２１

例消化系统肿瘤患者比较，血浆两种氨基酸浓度差

异均无统计学意义，但 Ｌ瓜氨酸／Ｌ精氨酸的比

值，肿瘤组高于非肿瘤组，差异有统计学意义。

　表３ 　消化道恶性肿瘤组血浆Ｌ瓜氨酸、Ｌ精氨酸水平

　　及比值与健康对照及非肿瘤组的比较（珚狓±狊，μｍｏｌ／Ｌ）

分析物 健康对照（狀＝１４） 肿瘤患者（狀＝２１） 非肿瘤患者（狀＝２１）

Ｌ瓜氨酸

Ｌ精氨酸

Ｌ瓜氨酸／Ｌ精氨酸

６５．００±１０．９７
６６．７３±１２．５０
０．９８±０．１３

７１．８５±２９．６４
５３．００±２３．０５
１．５４±０．７３

６９．２３±２０．９１
６７．８２±２４．３１
１．０５±０．３４＃

　　注：与健康对照比较，狋＝２．９８４，犘＝０．００９；＃与肿瘤患者组

比较，狋＝２．４９０，犘＝０．０２２。

　　Ａ．一正常人血浆色谱图；Ｂ．一食道癌患者血浆色谱图。图

中，峰１为Ｌ瓜氨酸，峰２为Ｌ精氨酸。

图３　正常人血浆和消化系统恶性肿瘤患者的色谱图比较

２．８　ＲＯＣ曲线分析　ＲＯＣ曲线分析血浆Ｌ瓜氨

酸／Ｌ精氨酸比值对消化系统恶性肿瘤的诊断价

值。ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ）为０．８４７。当ｃｕｔｏｆｆ

值为２．８３时，血浆Ｌ瓜氨酸／Ｌ精氨酸比值诊断

消化系统恶性肿瘤的敏感度为８１％；特异度为

７１．４％，见图４。
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　　纵坐标为临床诊断的真阳性率（敏感度），横坐标为诊断的假

阳性率（１特异度）。

图４　ＲＯＣ曲线

３　讨论　有关采用 ＨＰＬＣ法同时测定血液和其

它体液中瓜氨酸和精氨酸浓度的方法已有报道，可

是大部分采用荧光检测器，或者采用其它的衍生化

试剂，各种除蛋白方法也与本法不同［８，９］。本实验，

我们采用紫外检测器；用ＰＩＴＣ作衍生化试剂，衍

生产物比较稳定；采用三氯乙酸沉淀结合加热的方

法，由于同时可以除去部分热变性蛋白，提高了除

血浆蛋白的效率。

　　基体效应可以影响Ｌ瓜氨酸和Ｌ精氨酸浓度

的测定。实验表明血浆样本衍生化产物的稳定性

不如标准品，同时，加入标准品的浓度不同，回收率

也明显不同，这些差别可能由基体效应引起。

　　健康人血浆Ｌ精氨酸浓度，各文献报道不完

全一致，有的文献报道采用 ＨＰＬＣ法，平均浓度为

４９．８０μｍｏｌ／Ｌ，也 有 报 道 平 均 浓 度 为 １１７．７５

μｍｏｌ／Ｌ以及２３６μｍｏｌ／Ｌ
［８］；采用氨基酸分析仪

法，依据仪器不同平均浓度在 ７０．７６～９３．５４

μｍｏｌ／Ｌ之间
［７］。我们的结果介于４９．８０～７０．７６

μｍｏｌ／Ｌ的平均浓度。可是，血浆Ｌ瓜氨酸平均浓

度高于以前的有关报道［１４］。为此，我们测定了氨

基酸标准品混合物（ｓｉｇｍａｐｒｏｄｕｃｔｎｏＡ６４０７，

ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ），将Ｌ瓜氨酸标准品的浓度分别稀

释为２５及５０μｍｏｌ／Ｌ，实际分析结果显示，Ｌ瓜氨

酸标准品的浓度分别为２２．９９±２．７９μｍｏｌ／Ｌ和

５０．１０±０．１６μｍｏｌ／Ｌ（每一浓度测定两次的均

值），十分接近理论值。由此推测，血浆Ｌ瓜氨酸

平均浓度与有关报道的差别，可能与样本例数、种

族、饮食习惯等因素有关。

　　消化系统肿瘤患者的血浆Ｌ瓜氨酸／Ｌ精氨

酸比值显著高于健康对照和非肿瘤患者组，提示与

两种氨基酸浓度相比，两者的比值应该是评估消化

系统肿瘤更加敏感的指标。同时，根据血浆两种氨

基酸浓度的比值诊断消化系统肿瘤的敏感度和特

异度结果，进一步提示这一新方法用于临床的可行

性。

　　肿瘤的发生、浸润和转移是复杂而有序的多阶

段生物学过程，受到多种酶的调控，是在一系列酶

诱导下原癌基因的激活以及抑癌基因失活，继而引

发细胞的过度增殖和异常的程序性死亡所致［１５］。

在细胞形态发生明显变化之前，已经在分子及代谢

水平发生了异常的改变［１６］。因此明确肿瘤的代谢

调节改变对进一步预防肿瘤的发生及指导临床治

疗具有重要意义。

　　在细胞内，一氧化氮合酶（ＮＯＳ）催化精氨酸

生成一氧化氮（ＮＯ），伴随的代谢产物还有瓜氨酸，

瓜氨酸通过两种尿素循环酶精氨基琥珀酸合成酶

（ＡＳＳ）和精氨基琥珀酸裂解酶（ＡＳＬ）经过瓜氨酸

ＮＯ通路或精氨酸瓜氨酸通路再循环合成精氨

酸［８］。通过一氧化氮（ＮＯ）瓜氨酸通路和尿素循

环，精氨酸能够产生ＮＯ、瓜氨酸、鸟氨酸、尿素、肌

酐、多胺、脯氨酸等代谢物。体外研究表明，精氨酸

是肿瘤细胞生存必需的氨基酸，肿瘤细胞的生长依

赖于精氨酸［５］。在尿素循环和瓜氨酸ＮＯ 通路

中，精氨酸是ＮＯＳ及精氨酸酶的共同底物。本实

验发现，在消化系统恶性肿瘤患者中血浆Ｌ瓜氨

酸／Ｌ精氨酸比值明显增加，可能由于ＮＯＳ活性增

强所致。然而，Ｌ瓜氨酸不仅是Ｌ精氨酸代谢的

产物，而且也是鸟氨酸氨甲酰基转移酶与鸟氨酸作

用的产物；有意思的是包括胰腺、肝脏、前列腺和恶

性胸膜间皮瘤在内的肿瘤细胞中不表达 ＡＳＳ，不

能从Ｌ瓜氨酸合成Ｌ精氨酸
［１７，１８］，从而导致Ｌ瓜

氨酸和Ｌ精氨酸之间的不平衡；同时，鸟氨酸通过

精氨酸酶催化，由精氨酸合成，一旦精氨酸酶活性

变化，也能够导致这种不平衡。总之，血浆Ｌ瓜氨

酸／Ｌ精氨酸比值的改变反映了精氨酸代谢通路中

一系列酶的反应。所以，开发同时测定相关的酶、

氨基酸及其代谢产物的分析方法，应该具有重要的

临床应用价值。
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