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柱前衍生高效液相色谱-荧光检测法测定血浆中同型半胱氨酸
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摘要: 建立了一种柱前衍生高效液相色谱-荧光检测法用于测定血浆中同型半胱氨酸( Hcy) 。使用三( 2-羧乙基) 膦

盐酸盐( TCEP) 为还原剂，N-( 1-芘) 马来酰亚胺( NPM ) 为衍生剂进行样品预处理，Agilent Hypersil C-18 柱( 250
mm ×4. 0 mm，5 μm ) 进行分离，流动相为 15 mmol /L 醋酸钠-乙腈-混合酸( 300 mL 水中含 1 mL 醋酸和 1 mL 磷

酸) 混合溶液，采用梯度洗脱，荧光检测激发波长为 330 nm，发射波长为 380 nm。Hcy 的回收率为( 102. 08 ±
4. 94) %。线性范围为 0. 500 ～ 100 μmol /L，检出限( 以信噪比为 3 计) 为 0. 016 μmol /L。日内与日间相对标准偏

差均小于 5%。利用该方法对 7 例高血压患者和 7 例健康志愿者的血浆进行了测定，结果表明两组间的 Hcy 含量

存在显著的差异( p ＜ 0. 05) 。本方法简单、快速、灵敏、特异，适用于血浆 Hcy 的临床定量测定。
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Determination of homocysteine in plasma by precolumn
derivatization-high performance liquid chromatography

with fluorescence detection
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Abstract: A precolumn derivatization-high performance liquid chromatographic method for the
determination of homocysteine ( Hcy ) in plasma w as established． Tris ( 2-carboxyethyl) phos-
phine hydrochloride ( TCEP ) and N-( 1-pyrenyl) maleimide ( NPM ) w ere used as the reduced
reagent and derivatization reagent，respectively． The separation w as carried out on an Agilent
Hypersil C-18 column ( 250 mm ×4. 0 mm，5 μm ) in gradient elution mode． The mobile phase
consisted of A ( 15 mmol /L sodium acetate solution ) ，B ( acetonitrile ) and C ( 300 mL w ater
containing 1 mL acetic acid and 1 mL phosphoric acid) ． The eluate w as monitored by the fluo-
rescence detector at an excitation w avelength of 330 nm and an emission w avelength of 380
nm ． The mean recovery of Hcy w as ( 102. 08 ± 4. 94 ) %． The linear range w as from 0. 500
μmol /L to 100 μmol /L，w ith a detection limit o f 0. 016 μmol /L． The intra-day and inter-day
relative standard deviations ( RSDs ) fo r Hcy w ere less than 5%． Seven plasma samples of
patients w ith hypertension and seven plasma samples of healthy contro ls w ere tested，and the
results demonstrated that the Hcy in the plasma from the hypertension group w as significantly
different from that o f the contro l group ( p ＜ 0. 05 ) ． The developed method is simple，fast，
accurate，and suitable for clinical measurement．
Key words: high performance liquid chromatography ( HPLC ) ; fluorescence detection ;

homocysteine ; plasma
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同型半胱氨酸( homocysteine，Hcy ) 是一种含

硫氨基酸，为甲硫氨酸( methionine，Met) 代谢过程

中的重要中间产物。研究表明同型半胱氨酸与肾

病、老年痴呆症、高血压等多种疾病有关，是导致心

血管疾病的一个独立危险的致病因子［1 － 4］。另有研

究指出同型半胱氨酸是致癌的又一危险因子［5］。
因此定量监测血浆中 Hcy 浓度可为一些疾病的诊

断、治疗及预防提供实验依据。目前检测 Hcy 的方

法有气相色谱-质谱( GC-MS ) 联用法［6］、荧光偏振

免 疫 法 ( FPIA ) ［7］、酶 联 免 疫 吸 附 测 定 法

( ELISA) ［8］、循环酶法以及柱前衍生高效液相色谱

( HPLC) -荧光检测法［9］。HPLC 荧光检测法应用最

为广泛，是一种经典的检测方法。柱前衍生最常用

的衍生剂是 7-氟苯呋咱-4-硫酸铵盐( SBD-F ) ［10，11］。
但因其是弱反应剂，需要较高的反应温度和较长的

反应时间，且对光不稳定，需避光操作，增加了操作

的难度［12］。本文建立了一种柱前衍生 HPLC 荧光

检测法用于测定血浆中的 Hcy，选用 N-( 1-芘) 马来

酰亚胺( NPM) 为 Hcy 的衍生剂( 见图 1) 。NPM 是

巯基的特异性衍生剂［13］，该衍生反应在室温下仅

10 min 便可完成，产生的荧光效率高且稳定，色谱

峰形良好，是一种理想的硫醇物荧光衍生剂。本方

法简便、快速、灵敏、特异，适用于血浆中 Hcy 的临

床定量测定。

图 1 NPM 与同型半胱氨酸的反应
Fig． 1 Reaction scheme of N-( 1-pyrenyl) maleimide ( NPM) with homocysteine

1 实验部分

1． 1 仪器与试剂

Agilent 1100 高效液相色谱仪( 美国 Agilent 公

司) ; HIMAC-cf 15 低温台式离心机( 日立工机株式

会社) ; FA1004A 电子天平( 上海精天电子仪器有

限公司) ; Millipore 超纯水过滤装置及 Millipore 真

空泵( 美国 Millipore 公司) ; SB-3200 超声波清洗

器( 上海必能信超声有限公司) ; DKZ-2 型电热恒温

振荡水槽( 上海一恒科技有限公司) 。
Hcy、三( 2-羧乙基) 膦盐酸盐( TCEP ) 、NPM 购

于美国 Sigma 公司; 甲醇、乙腈为色谱纯，购于美国

Tedia 公司; 醋酸钠、醋酸、磷酸均为国产分析纯。
实验用水为经 Millipore 系统纯化得到。

标准液的配制: 配制 10 mmol /L Hcy 储备液，

分装后置于 － 20 ℃下保存备用; 使用时取适量储备

液，稀释成所需浓度的标准工作液。还原剂的配制:

100 g /L TCEP 用 25 mmol /L 磷酸盐缓冲液 ( pH
7. 4) 配 制，置 于 4 ℃ 下 保 存 备 用，使 用 时 用 25
mmol /L 磷酸盐缓冲液 ( pH 7. 4 ) 稀释成 10 g /L。
衍生剂的配制: 1 mmol /L NPM 乙腈溶液，置于 4 ℃
下保存备用。
1． 2 样品采集与预处理

7 例高血压患者取自重庆医科大学附属第一医

院内分泌科，其中男 5 例、女 2 例，平均年龄( 50 ±
7) 岁，同时无肝、肾、肺、血液系统等疾病。19 例健

康志愿者标本取自重庆医科大学附属第一医院体检

健康者: 其中 7 例性别、年龄与高血压患者相匹配;

另 12 例中男 6 例、女 6 例，平均年龄( 29 ± 2) 岁。取

空腹静脉血 2 mL 置于乙二胺四乙酸( EDTA) 抗凝

管内，立即置于碎冰上，1 h 内于 4 ℃、2 000 g 离心

力下离心 15 min，分离血浆，置于 － 20 ℃ 冰箱内保

存。本实验取得了重庆医科大学附属第一医院伦理

学委员会和受试者的一致同意。
取 EDTA 抗凝血浆 100 μL，加入 10 μL TCEP

( 10 g /L) ，涡漩混匀，于 37 ℃ 水浴 10 min，再加入

400 μL NPM( 1 mmol /L) ，边加边涡漩混匀，室温静

置 10 min，于 4 ℃、13 000 g 离心力下离心 10 min
以沉淀血浆中的蛋白质，取上清液 400 μL 加入 10
μL 50% ( v /v ) 醋 酸，涡 漩 混 匀，取 20 μL 进 行

HPLC 分析。
1． 3 HPLC 条件

色谱柱为 Agilent Hypersil C-18 柱( 250 mm ×
4. 0 mm，5 μm ) ; 流动相 A 为 15 mmol /L 醋酸钠溶

液，B 为乙腈，C 为混合酸溶液( 300 mL 水中含 1
mL 醋酸和 1 mL 磷酸) ，溶液 A 和 C 使用前用 0. 22
μm 的滤膜过滤并超声脱气; 柱温 25 ℃ ; 荧光检测

激发波长为 330 nm，发射波长为 380 nm。样本测
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定前用流动相 A-B-C ( 20 ∶ 60 ∶ 20，v /v /v ) 在 0. 5
mL /min 流速下平衡色谱柱。梯度洗脱程序: 0. 00
～ 0. 40 min，B-C ( 70 ∶ 30， v /v ) ，流 速 为 0. 5
mL /min ; 0. 41 ～ 3. 00 min，A-B-C( 28∶ 60∶ 12，v /v /
v ) ，流速为 0. 9 mL /min ; 3. 01 ～ 5. 50 min，A-B-C
( 20∶ 60∶ 20，v /v /v ) ，流速为 0. 5 mL /min ; 5. 51 ～
8. 00 min，A-B-C ( 20 ∶ 60 ∶ 20，v /v /v ) ，流速为 0. 9
mL /min。分析时间为 8 min。

2 结果与讨论

2． 1 HPLC 条件的确定

为了获得较好的分离度和峰形，本文分别对流

动相添加成分、洗脱条件和流速进行了考察。参照

文献［14］，在含醋酸、磷酸和乙腈的流动相中添加醋

酸钠溶液能使 Hcy 的保留时间缩短。固定乙腈比

例，Hcy 的保留时间随醋酸钠溶液比例的增加而缩

短，但与其前的血浆内源物质峰逐渐重叠; Hcy 的保

留时间随混合酸溶液比例的增加而延长，但与其后

的血浆内源物质峰逐渐重叠。经过反复试验，综合

考虑分离度和分析时间，本文采用梯度洗脱和变流

速方式，实现了 Hcy 与其他内源性物质的有效分

离，使 Hcy 的分离度大于 1. 5，且单次样品分析时间

仅需 8 min。
2． 2 样品处理方法的优化

正常人血浆中约 2% 的 Hcy 为游离型，20% ～
30%以 Hcy-Hcy 二聚体形式存在，70% ～ 80% 以二

硫键形式与清蛋白结合。目前总同型半胱氨酸为临

床上公认评估疾病的指标，虽有文献报道游离型

Hcy 可能比总 Hcy 更能反映疾病状态，但无系统论

证，且游离型 Hcy 含量低，易被氧化，准确定量较困

难，不适合临床常规测定。本研究的目的为建立测

定总 Hcy 的 HPLC 荧光检测方法。在测定总 Hcy
浓度时应将结合型还原为游离型，用于还原二硫化

物的 还 原 剂 有 二 硫 苏 糖 醇 ( DTT ) 、三 丁 基 氧 磷

( TMP ) 及 TCEP。其中 DTT 易与衍生剂反应，产生

荧光杂质。TMP 特异还原硫醇物，但不易溶于水。
本研究选用 TCEP 为还原剂，TCEP 易溶于水，稳

定，还原效率高，用量超过完全还原二硫化合物量少

许即可［9］。本研究取混合血浆，分别考察了还原剂

量在 1、5、10、20、30、40 g /L 时对 Hcy 的还原情况，

按 1. 2 节方法操作，重复测定 3 次。发现还原剂质

量浓度达 5 g /L 时 Hcy 衍生物的色谱峰峰面积趋于

稳定。本实验对还原温度和还原时间进行了考察，

发现在 37 ℃水浴 5 min 后，Hcy 衍生物峰面积趋于

稳定。本实验最终选择还原剂质量浓度为 10 g /L，

还原温度为 37 ℃，还原时间为 10 min。
本研究对衍生剂用量和衍生时间进行了考察，

发现 100 μL 血浆加 400 μL 浓度为 1 mmol /L 的

NPM 乙腈溶液，既能使衍生反应充分，又能达到良

好的去蛋白效果。对衍生时间的考察，固定其他样

品处理条件，取混合血浆，经预处理后加入 NPM 衍

生剂，分别在室温衍生 1、5、15、30、45 和 60 min，按

1. 2 节方法操作，每个时间点重复测定 3 次。Hcy
衍生 物 峰 面 积 测 定 结 果 依 次 为 ( 202. 6 ± 6. 4 ) 、
( 675. 7 ± 2. 1 ) 、( 678. 0 ± 1. 0 ) 、( 682. 7 ± 2. 5 ) 、
( 662. 3 ± 7. 5) 和( 668. 3 ± 4. 2) LU·s。结果表明，

衍生时间在 5 到 60 min 之间，Hcy 色谱峰的峰面积

基本保持不变。为了保证 Hcy 衍生化反应完全，本

研究选择衍生化时间为 10 min。
2． 3 方法学评价

2． 3． 1 标准曲线及检出限

在混合血浆中加入 Hcy 标准液，使其在血浆中

的浓度分别为 0. 500、1. 00、5. 00、10. 0、25. 0、50、100
μmol /L。按 1. 2 节方法操作。每一浓度样品重复

测定 3 次。以扣除混合血浆中 Hcy 峰面积后增加

的峰面积( y ) 对加入的 Hcy 的浓度 x ( μmol /L) 绘

制标准曲线，得到线性方程为 y = 83. 773x － 6. 559 4
( r = 0. 999 7) 。结果显示 Hcy 在 0. 5 ～ 100 μmol /L
浓度范围内线性关系良好。最低检出限( 以信噪比

为 3 计，即 S /N = 3) 为 0. 016 0 μmol /L。
2． 3． 2 精密度和回收率

分别取含高、中、低浓度 Hcy 的血浆样本进行

精密度测定，按 1. 2 节方法操作。日内每个浓度水

平重复测定 5 次，连续测定 5 天。日内相对标准偏

差( RSD) 在 2. 2%与 3. 0%之间，日间 RSD 在 1. 6%
与 3. 2%之间，结果见表 1。在 90 μL 健康人混合血

浆中加入 10 μL 高、中、低不同浓度的 Hcy 标准液，

按 1. 2 节方法操作进行回收率测定。平均回收率为

( 102. 08 ± 4. 94) %，表明本方法准确可靠。

表 1 Hcy 的回收率和精密度( n =5)
Table 1 Recoveries and precisions of Hcy ( n =5)

Added /
( μmol /L)

( Recovery ±
SD) /%

Precision ( RSD) /%
Intra-day Inter-day

2． 5 96． 49 ± 4． 17 2． 9 1． 6
5． 0 103． 89 ± 3． 72 2． 2 3． 3
25 105． 86 ± 4． 30 3． 0 3． 2
SD: standard deviation． RSD: relative standard deviation．

2． 3． 3 稳定性

全血收集后，在去除血细胞前，Hcy 浓度随放置

时间和温度的增加而增加。在室温中，Hcy 每小时

约增加 10%［15］。这种增加可通过立即离心去除血
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细胞或将样品放置在碎冰直到离心而被阻止［16］。
本实验中取空腹静脉血后，立即置于碎冰上，并于 1
h 内离心分离血浆。样品处理后，将衍生物置于碎

冰上，以 RSD 不超过 5% 为稳定性良好的标准。结

果显示，Hcy 在 0 ℃下避光保存，24 h 内其峰面积无

明显改变，具有良好的稳定性。
2． 3． 4 干扰实验

根据美国国家临床实验室标准委员会 ( NC-
CLS) 制订的关于干扰试验的评价方案考察了胆红

素和溶血对 Hcy 测定的影响。将胆红素标准品冻

干粉溶于蒸馏水制成胆红素标准溶液，取健康人混

合血浆 90 μL，分别加入 10 μL 不同浓度的胆红素

标准溶液，按 1. 2 节方法操作，每一浓度重复测定 3
次。测定未加入胆红素标准溶液时血浆中 Hcy 的

浓度( XC ) 和加入胆红素标准溶液后血浆中 Hcy 的

浓度( X T ) 。干扰值为( X T － XC ) ，其值在 ± 1. 96s
( 95%可信限) 范围内为无显著干扰，其中 s 为本方

法日内精密度中中浓度的标准偏差 ( s = 0. 299 ) 。
正常 人 血 浆 中 总 胆 红 素 的 参 考 范 围 为 2 ～ 20
μmol /L。结果表明，血浆胆红素病理性增高对 Hcy
测定结果无影响( 见表 2) 。取正常人 EDTA 抗凝全

血分成两份，一份在 － 70 ℃和 37 ℃间反复冻融，镜

下观察至全部溶血; 另一份在 4 ℃、2 000 g 离心力

下离心，分离血浆。用血浆配制成 5%、10%、15%、
30%、50% ( v /v ) 的溶血标本。按 1. 2 节方法操作。
每一浓度样品重复测定 3 次，见表 3。结果显示，

10%的溶血即可影响 Hcy 的测定，且 Hcy 测定结果

随着溶血程度的增加而逐渐减小。

表 2 胆红素对 Hcy 浓度的影响( n =3)
Table 2 Effect of bilirubin on the concentration

of Hcy ( n =3)

Added bilirubin /
( μmol /L)

c( Hcy ) / ( μmol /L)

XT ± SD XT － XC
1． 96s

0 7． 48 ± 0． 25 0． 586
20 8． 03 ± 0． 43 0． 55 no effect
40 8． 00 ± 0． 19 0． 52 no effect
80 7． 44 ± 0． 38 － 0． 04 no effect
160 7． 59 ± 0． 27 0． 11 no effect
200 6． 91 ± 0． 14 － 0． 57 no effect
250 7． 28 ± 0． 12 － 0． 20 no effect
300 7． 48 ± 0． 35 0． 00 no effect

s : the standard deviation of Hcy at middle concentration in
intraday precision evaluation． XC = 7． 48 μmol /L．

2． 4 实际样品测定

应用本文建立的方法分别测定了 7 例高血压患

者和 19 例健康志愿者血浆中 Hcy 的浓度，色谱图

如图 2 所示。Hcy 测定结果在高血压组为( 12. 40 ±

2. 89) μmol /L，在年龄、性别与高血压匹配的健康

对照组为( 8. 25 ± 2. 53) μmol /L，在年龄为( 29 ± 2)

岁的健康志愿者为( 5. 07 ± 0. 93) μmol /L。高血压

组的 Hcy 高于健康对照组，而健康对照组间平均年

龄在( 50 ± 7 ) 岁的高于平均年龄在( 29 ± 2 ) 岁的。
方差分析显示，三者间的差异具有统计学意义( p ＜
0. 05) 。提示高血压患者的 Hcy 代谢发生了紊乱，

且健康者不同年龄间 Hcy 也具有显著差异，因此在

用 Hcy 来对疾病进行诊断、治疗和预防时应建立相

应年龄段的正常参考值范围。

表 3 溶血对 Hcy 浓度的影响( n =3)
Table 3 Effect of hemolysis on the concentration

of Hcy ( n =3)

Hemolysis
degree /%

c( Hcy ) / ( μmol /L)

XT ± SD XT － XC
1． 96s

0 9． 79 ± 0． 27 0． 586
5 9． 60 ± 0． 33 － 0． 19 no effect
10 8． 95 ± 0． 38 － 0． 84 effect
15 8． 95 ± 0． 26 － 0． 84 effect
30 8． 92 ± 0． 42 － 0． 87 effect
50 7． 69 ± 0． 60 － 2． 10 effect

s : the standard deviation of Hcy at middle concentration in
intraday precision evaluation． XC = 9． 79 μmol /L．

图 2 ( a) 健康人血浆和( b) 高血压患者血浆的色谱图
Fig． 2 Chromatograms of ( a) the plasma of a

healthy control and ( b) the plasma of a
patient with hypertension

3 结论

在参考文献的基础上在色谱流动相中添加了醋

酸钠溶液，并采用梯度洗脱缩短了分析时间。样品
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处理过程中去蛋白和衍生同时进行，减少了操作步

骤。本方法简便，快捷，线性相关性好，准确度高，具

有较高的实用价值，可用于血浆 Hcy 的科研和临床

定量测定。
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