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(57)摘要

本发明提供了一种尿液中儿茶酚胺代谢产

物浓度的检测方法，涉及儿茶酚胺代谢产物检测

技术领域。该检测方法用于检测尿液中儿茶酚胺

代谢产物变肾上腺素 (MN)、去甲变肾上腺素

(NMN)和3‑甲氧基酪胺(3‑MT)，检测方法包括先

对样品固相萃取，复溶后进行高效液相色谱结合

荧光检测分析；高效液相色谱结合荧光检测分析

中采用的内标为香兰素胺盐酸盐。该检测方法具

有稳定性好，特异性强和灵敏度高的优点。
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1.尿液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测方法，其特征在于，所述代谢产物为去甲变肾

上腺素NMN、变肾上腺素MN和3‑甲氧基酪胺3‑MT；

所述检测方法包括先对样品固相萃取，复溶后进行高效液相色谱结合荧光检测分析；

高效液相色谱结合荧光检测分析中采用的内标为香兰素胺盐酸盐；

高效液相色谱的流动相A为含有KH2PO4和EDTA‑2Na的水溶液，其中KH2PO4的浓度为10～

30mmol，EDTA‑2Na的浓度为0.1～0.5mmoL；流动相B为甲醇；高效液相色谱采用色谱柱PFP 

4.6*150mm，3.0μm；
洗脱程序为：

时间0.00min，流动相A  90％，流动相B10％；

时间1.00min，流动相A  90％，流动相B10％；

时间1.10min，流动相A  70％，流动相B  30％；

时间3.00min，流动相A  70％，流动相B  30％；

时间3.10min，流动相A  90％，流动相B10％；

时间6.00min，流动相A  90％，流动相B10％。

2.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，所述固相萃取包括：向活化过的SPE柱

中加入预混有内标的样品，施加正压或负压抽滤后依次经淋洗液淋洗和洗脱液洗脱，然后

氮吹复溶；

所述淋洗液为10～60mmol乙酸铵水溶液，所述洗脱液按照体积百分比计，含有90～

98％的乙腈，1～5％的水和1～5％的甲酸。

3.根据权利要求2所述的检测方法，其特征在于，所述淋洗液为20mmol乙酸铵水溶液。

4.根据权利要求2所述的检测方法，其特征在于，所述洗脱液中乙腈、甲酸和水的体积

比为98:2:2。

5.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，所述流动相A中KH2PO4的浓度为

20mmoL，EDTA‑2Na的浓度为0.2mmoL。

6.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，流动相的流速为1mL/min。

7.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，高效液相色谱采用色谱柱Agilent 

PFP  4.6*150mm，3.0μm，柱温为30～45℃。

8.根据权利要求7所述的检测方法，其特征在于，柱温为35℃。

9.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，所述荧光检测分析的激发波长EX为

286nm，发射波长EM为318nm。

10.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，以校准品浓度或校准品浓度与对应

内标的浓度比为x，相应校准品和对应内标的峰面积的比值为y绘制校准曲线；

将待测样品和对应内标的峰面积的比值带入校准曲线，得到待测样品中NMN，MN和3‑MT

的浓度；或，将待测样品和对应内标的峰面积的比值带入校准曲线，得到待测样品与对应内

标的浓度比，然后计算出待测样品中NMN，MN和3‑MT的浓度。

11.根据权利要求10所述的检测方法，其特征在于，校准品浓度按照如下设置：

校准品C1中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为20ng/mL、20ng/mL和8ng/mL；

校准品C2中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为50ng/mL、50ng/mL和20ng/mL；

校准品C3中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为200ng/mL、200ng/mL和80ng/mL；
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校准品C4中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为500ng/mL、500ng/mL和200ng/mL；

校准品C5中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为2000ng/mL、2000ng/mL和800ng/mL；

校准品C6中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为5000ng/mL、5000ng/mL和2000ng/mL。

12.根据权利要求10所述的检测方法，其特征在于，还包括检测质控品对检测结果进行

质量控制；所述质控品包括低值质控品、中值质控品和高值质控品；所述质控品的浓度按照

如下设置：

所述低值质控品中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为250ng/mL、250ng/mL和100ng/mL；

所述中值质控品中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为2500ng/mL、2500ng/mL和1000ng/mL；

所述高值质控品中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为4000ng/mL、4000ng/mL和1600ng/mL。

13.根据权利要求12所述的检测方法，其特征在于，所述校准品的基质为人工尿液、生

理盐水或缓冲液；

所述质控品的基质为人工尿液、生理盐水或缓冲液。

14.根据权利要求13所述的检测方法，其特征在于，作为校准品基质的缓冲液或作为质

控品基质的缓冲液为PBS缓冲液。

15.根据权利要求13所述的检测方法，其特征在于，所述校准品的基质选自人工尿液。
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尿液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及儿茶酚胺代谢产物检测技术领域，尤其是涉及一种尿液中儿茶酚胺代

谢产物浓度的检测方法。

背景技术

[0002] 嗜铬细胞瘤和副神经节瘤(pheochromocytoma  and  paraganglioma，PPGL)是分别

起源于肾上腺髓质或肾上腺外交感神经链的肿瘤，主要合成和分泌大量儿茶酚胺，引起患

者血压升高等一系列临床症候群，并造成心、脑、肾等严重并发症。激素及代谢产物的测定

是PPGL定性诊断的主要方法，包括测定血和尿去甲肾上腺素(Norepinephrine，NE)、肾上腺

素(Epinephrine，E)、多巴胺(Dopamine，DA)及其中间代谢产物变肾上腺素(MN)、去甲变肾

上腺素(NMN)、3‑甲氧基酪胺(3‑MT)和终末代谢产物香草扁桃酸(VMA)及高香草酸(HVA)浓

度。MN、NMN及3‑MT分别是E、NE及DA的中间代谢产物，它们仅在肾上腺髓质和PPGL瘤体内代

谢生成并且以高浓度水平持续存在，故是PPGL的特异性标记物，找到一种能够快速检测这3

种代谢产物的方法至关重要。

[0003] 近几年国内外都有儿茶酚胺类物质的分析方法的相关报道，这些方法包括荧光成

像法、电化学法、质谱法、色谱法、光度分析法、非损伤成像技术等，由于许多分析方法在灵

敏度、选择性及分析速度等方面达不到样品分析的要求，从而不能在临床上推广应用。所以

发展高效样品预处理、高通量、高灵敏的分析方法是未来几年的必然趋势。因此，本发明针

对现有儿茶酚胺代谢产物在尿液中的浓度检测存在的问题与不足，研究了一种快速检测尿

液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测方法，该方法对于快速高通量的测定尿液中的儿茶酚胺

代谢产物浓度具有重要的意义。

[0004] 有鉴于此，特提出本发明。

发明内容

[0005] 本发明目的在于提供一种尿液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测方法，该方法缓解

了现有技术中缺乏一种特异性强，准确度高的儿茶酚胺代谢产物浓度的检测方法的问题。

[0006] 为解决上述技术问题，本发明特采用如下技术方案：

[0007] 根据本发明的一个方面，本发明提供了一种尿液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测

方法，所述代谢产物为NMN、MN和3‑MT；

[0008] 所述检测方法包括先对样品固相萃取，复溶后进行高效液相色谱结合荧光检测分

析；高效液相色谱结合荧光检测分析中采用的内标为香兰素胺盐酸盐。

[0009] 优选地，所述固相萃取包括：向活化过的SPE柱中加入预混有内标的样品，施加正

压或负压抽滤后依次经淋洗液淋洗和洗脱液洗脱，然后氮吹复溶；

[0010] 所述淋洗液为10～60mmol乙酸铵水溶液，所述洗脱液按照体积百分比计，含有90

～98％的乙腈，1～5％的水和1～5％的甲酸；

[0011] 优选地，所述淋洗液为20mmol乙酸铵水溶液；
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[0012] 优选地，所述洗脱液中乙腈、甲酸和水的体积比为98:2:2。

[0013] 优选地，高效液相色谱的流动相A为含有KH2PO4和EDTA‑2Na的水溶液，其中KH2PO4
的浓度为10～30mmol，EDTA‑2Na的浓度为0.1～0.5mmoL；流动相B为甲醇；

[0014] 优选地，所述流动相A中KH2PO4的浓度为20mmoL，EDTA‑2Na的浓度为0.2mmoL。

[0015] 优选地，洗脱程序为：

[0016] 时间0.00min，流动相A  90％，流动相B10％；

[0017] 时间1.00min，流动相A  90％，流动相B10％；

[0018] 时间1.10min，流动相A  70％，流动相B  30％；

[0019] 时间3.00min，流动相A  70％，流动相B  30％；

[0020] 时间3.10min，流动相A  90％，流动相B10％；

[0021] 时间6.00min，流动相A  90％，流动相B10％；

[0022] 流速为1mL/min。

[0023] 优选地，高效液相色谱采用色谱柱Agilent  PFP  4.6*150mm，3.0μm，柱温为30～45

℃；

[0024] 优选地，柱温为35℃。

[0025] 优选地，所述荧光检测分析的激发波长EX为286nm，发射波长EM为318nm。

[0026] 优选地，以校准品浓度或校准品浓度与对应内标的浓度比为x，相应校准品和对应

内标的峰面积的比值为y绘制校准曲线；

[0027] 将待测样品和对应内标的峰面积的比值带入校准曲线，得到待测样品中NMN，MN和

3‑MT的浓度；或，将待测样品和对应内标的峰面积的比值带入校准曲线，得到待测样品与对

应内标的浓度比，然后计算出待测样品中NMN，MN和3‑MT的浓度。

[0028] 优选地，校准品浓度按照如下设置：

[0029] 校准品C1中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为20ng/mL、20ng/mL和8ng/mL；

[0030] 校准品C2中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为50ng/mL、50ng/mL和20ng/mL；

[0031] 校准品C3中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为200ng/mL、200ng/mL和80ng/mL；

[0032] 校准品C4中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为500ng/mL、500ng/mL和200ng/mL；

[0033] 校准品C5中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为2000ng/mL、2000ng/mL和800ng/mL；

[0034] 校准品C6中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为5000ng/mL、5000ng/mL和2000ng/mL。

[0035] 优选地，所述检测方法还包括检测质控品对检测结果进行质量控制；所述质控品

包括低值质控品、中值质控品和高值质控品；所述质控品的浓度按照如下设置：

[0036] 所述低值质控品中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为250ng/mL、250ng/mL和100ng/mL；

[0037] 所述中值质控品中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为2500ng/mL、2500ng/mL和1000ng/

mL；

[0038] 所述高值质控品中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为4000ng/mL、4000ng/mL和1600ng/

mL。

[0039] 优选地，所述校准品和所述质控品的基质分别独立的为人工尿液、生理盐水或缓

冲液；

[0040] 优选地，所述缓冲液为PBS缓冲液；

[0041] 优选地，所述校准品的基质选自人工尿液。
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[0042] 与现有技术相比，本发明具有如下有益效果：

[0043] 本发明提供的尿液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测方法检测的儿茶酚胺代谢产

物包括变肾上腺素(MN)、去甲变肾上腺素(NMN)和3‑甲氧基酪胺(3‑MT)。本发明通过高效液

相色谱法结合荧光检测法检测样本，选用香兰素胺作为内标，该方法专属性好，特异性强，

分析灵敏度高；线性最低浓度点的偏差均在±20 .0％以内，其余浓度点的偏差均在±

15.0％以内，线性回归拟合常数r大于0.990；准确度高，低、中、高浓度人的尿液加标样本的

回收率均在85～115％以内；低值质控品重复性的变异系数(CV)≤20％，高值质控品重复性

的变异系数(CV)≤15％；低值质控品的批间变异系数(CV)≤20％，高值质控品的批间变异

系数(CV)≤15％，均满足接受标准。

附图说明

[0044] 为了更清楚地说明本发明具体实施方式或现有技术中的技术方案，下面将对具体

实施方式或现有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的

附图是本发明的一些实施方式，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前

提下，还可以根据这些附图获得其他的附图。

[0045] 图1为采用实施例1提供的尿液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测方法检测样本得

到的色谱图。

具体实施方式

[0046] 下面将结合实施例对本发明的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实

施例是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通技

术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范

围。

[0047] 根据本发明的一个方面，本发明提供了一种尿液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测

方法，所述代谢产物为NMN、MN和3‑MT。MN指的是变肾上腺素，NMN指的是去甲变肾上腺素，3‑

MT指的是3‑甲氧基酪胺。所述检测方法包括先对样品固相萃取，复溶后进行高效液相色谱

结合荧光检测分析。需要说明的是，本发明提供的尿液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测方

法是非诊断和治疗目的的。

[0048] 固相萃取优选使用SPE柱进行固相萃取，固相萃取优选包括向活化过的SPE柱中加

入预混有内标的样品，施加正压或负压抽滤后依次经淋洗液淋洗和洗脱液洗脱，然后氮吹

复溶。

[0049] 其中淋洗液为10～60mmol乙酸铵水溶液，乙酸铵浓度例如可以为但不限于为10、

20、30、40、50或60mmol，更优选为20mmol乙酸铵水溶液。洗脱液按照体积百分比计，含有90

～98％的乙腈，例如可以为但不限于为90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％或

98％；1～5％的水，例如可以为但不限于为1％、2％、3％、4％或5％；和1～5％的甲酸，例如

可以为但不限于为1％、2％、3％、4％或5％。洗脱液中乙腈、甲酸和水的体积比优选为98:2:

2。

[0050] 通过固相萃取的前处理方法可以去除尿液中的大部分干扰及杂质，氮吹复溶后，

采用高效液相色谱法结合荧光检测法进行分析，能够得到更准确的结果。高效液相色谱分
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析采用香兰素胺作为内标，人体内不含有香兰素胺因此可以排除内源性干扰，同时香兰素

胺与三种待测物性质相似，在相同的前处理及色谱条件下具有一定的稳定性，与三种待测

物保留时间接近但不重叠，因此可以作为内标物，在一定程度上消除了操作条件等的变化

所引起的误差。高效液相色谱的色谱条件优选如下：

[0051] 流动相与洗脱程序的优选实施方式为：

[0052] 流动相A优选为含有KH2PO4和EDTA‑2Na的水溶液，其中KH2PO4的浓度为10～

30mmol，例如可以为但不限于为10、15、20、25或30mmol，优选为20mmoL；EDTA‑2Na的浓度为

0.1～0.5mmoL，例如可以为但不限于为0.1、0.2、0.3、0.4或0.5mmoL，优选为0.2mmoL。流动

相B优选为甲醇。流速为1mL/min；

[0053] 洗脱程序优选为：

[0054] 时间0.00min，流动相A  90％，流动相B10％；

[0055] 时间1.00min，流动相A  90％，流动相B10％；

[0056] 时间1.10min，流动相A  70％，流动相B  30％；

[0057] 时间3.00min，流动相A  70％，流动相B  30％；

[0058] 时间3.10min，流动相A  90％，流动相B10％；

[0059] 时间6.00min，流动相A  90％，流动相B10％。

[0060] 高效液相色谱优选采用色谱柱Agilent  PFP  4.6*150mm，3.0μm，柱温优选为30～

45℃，例如可以为但不限于为30、35、40或45℃，优选为35℃。

[0061] 荧光检测分析的激发波长EX优选为286nm，发射波长EM优选为318nm。

[0062] 使用高效液相色谱结合荧光检测分析样本时首先需要建立标准曲线，标准曲线是

已知浓度的校准品中待测物质的含量与其色谱图特征值之间的函数关系，例如与峰面积或

峰高之间的函数关系。然后将待测样本色谱图的特征值带入构建的标准曲线中，便可以得

到待测样本中待测物质的含量。

[0063] 在一些优选的实施方式中，以校准品浓度为x，相应校准品和对应内标的峰面积的

比值为y绘制校准曲线；将待测样品和对应内标的峰面积的比值带入校准曲线，得到待测样

品中NMN，MN和3‑MT的浓度；

[0064] 或者，以校准品浓度与对应内标的浓度比为x，相应校准品和对应内标的峰面积的

比值为y绘制校准曲线；将待测样品和对应内标的峰面积的比值带入校准曲线，得到待测样

品与对应内标的浓度比，然后计算出待测样品中NMN，MN和3‑MT的浓度。

[0065] 校准品浓度优选按照如下设置：

[0066] 校准品C1中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为20ng/mL、20ng/mL和8ng/mL；

[0067] 校准品C2中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为50ng/mL、50ng/mL和20ng/mL；

[0068] 校准品C3中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为200ng/mL、200ng/mL和80ng/mL；

[0069] 校准品C4中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为500ng/mL、500ng/mL和200ng/mL；

[0070] 校准品C5中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为2000ng/mL、2000ng/mL和800ng/mL；

[0071] 校准品C6中NMN、MN和3‑MT的浓度依次为5000ng/mL、5000ng/mL和2000ng/mL。

[0072] 在一些优选的实施方式中，尿液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测方法还包括检测

质控品对检测结果进行质量控制；所述质控品包括低值质控品、中值质控品和高值质控品；

所述质控品的浓度按照如下设置：
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[0073] 低值质控品：NMN、MN和3‑MT的浓度依次为250ng/mL、250ng/mL和100ng/mL；

[0074] 中值质控品：NMN、MN和3‑MT的浓度依次为2500ng/mL、2500ng/mL和1000ng/mL；

[0075] 高值质控品：NMN、MN和3‑MT的浓度依次为4000ng/mL、4000ng/mL和1600ng/mL。

[0076] 校准品和质控品的基质分别独立的优选自人工尿液、生理盐水或缓冲液，其中缓

冲液优选为PBS缓冲液。所述基质优选为人工尿液，使用人工尿液作为人尿液样本的替代基

质配制标准曲线的各个浓度点和/或各浓度水平的质控品，具有稳定性好又易于获得，以及

方便保存的优点。

[0077] 需要说明的是，上述校准品浓度和质控品浓度的设置方式，表达的是在制备校准

品和质控品时，对其目标浓度的期望，而非校准品和质控品的实际浓度。在实际操作中，校

准品和质控品的配制由于操作、仪器以及容器等因素会产生误差，校准品和质控品的实际

浓度与预配制的理论浓度会产生偏差。在实际操作中通常会使用更高一级的校准品对用于

建立标准曲线的校准品和用于质控的质控品进行校正与赋值，经更高一级的校准品赋值后

的校准品和质控品的标示浓度可能会与上述校准品和质控品设置的浓度点的值产生偏差，

这种偏差是本领域可接受的，经高一级的校准品赋值后的校准品和质控品呈现出的校准品

浓度和质控品浓度也属于上述校准品和质控品浓度的设置方式，属于本发明的保护范围。

[0078] 本申请提供的尿液中儿茶酚胺代谢产物浓度的检测方法专属性好，特异性强，分

析灵敏度高；线性最低浓度点的偏差均在±20.0％以内，其余浓度点的偏差均在±15.0％

以内，线性回归拟合常数r大于0.990；准确度高，低、中、高浓度人的尿液加标样本的回收率

均在85～115％以内；低值质控品重复性的变异系数(CV)≤20％，高值质控品重复性的变异

系数(CV)≤15％；低值质控品的批间变异系数(CV)≤20％，高值质控品的批间变异系数

(CV)≤15％，均满足接受标准。

[0079] 下面结合优选实施例进一步说明本发明的技术方案和有益效果。

[0080] 下述实施例使用的材料和试剂如表1和表2所示。

[0081] 表1主要试剂

[0082]
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[0083] 表2设备和仪器

[0084] 仪器名称 型号 品牌

液相色谱分析仪 LC  2300 睦仪

荧光检测器 RF‑20Axs 岛津

旋涡混匀仪 G560E VORT

高速冷冻离心机 D3024R 大龙兴创

正压固相萃取装置 SPE‑M96 艾杰尔

氮吹仪 NV96‑G‑8 Agela

96孔板振荡器 MB100‑4A 杭州奥盛

100μL移液器 10‑100μL eppendorf

200μL移液器 20‑200μL eppendorf

1000μL移液器 100‑1000μL eppendorf

[0085] 实施例1

[0086] (一)化合物储备液及次级储备液的配制

[0087] 1.分别精密称量购买的NMN、MN及3‑MT标准品，用0.05M盐酸水作稀释液，容量瓶定

容，在实际称量时需要对标准物质的纯度、所带的结晶水或者盐进行折算，分别得到浓度为

1000μg/mL的NMN、MN及3‑MT的储备液，置于‑20℃冰箱中贮存。

[0088] 2.分别精密量取上一步骤得到的三种储备液适量，用0.05M盐酸水稀释，配制成三

种代谢产物的终浓度分别为NMN：100μg/mL，MN：100μg/mL，3‑MT：40μg/mL的混合次级储备

液。以配制10.00mL次级储备液为例：

[0089] 表3次级储备液的配制

[0090]

[0091] (二)校准品的配制

[0092] 1.校准品C6、空白液H0配制

[0093] 以配制50.00mL校准品C6，空白液H0为例：

[0094] 精密移取步骤(一)中的次级储备液2.5mL，再加入人工尿液定容至50mL，上下颠倒

至少10次，混合均匀。

[0095] 表4校准品C6配制

[0096]

[0097] 表5空白液H0配制

说　明　书 6/12 页

9

CN 115015426 B

10



[0098]

[0099] 2.校准品C1～C5的配制

[0100] 以配制50.00mL  C1～C5为例，校准品C1～C5的配制是分别将校准品C6与空白液H0

稀释后得到，稀释比例见下表：

[0101] 表6校准品C1～C5配制

[0102]

[0103] (三)质控品配制

[0104] 以配制50.00mL质控品LQC，MQC，HQC为例，LQC，MQC，HQC的配制是分别将校准品C6

与空白液H0稀释后得到，稀释比例见下表：

[0105] 表7质控品LQC，MQC，HQC配制

[0106]

[0107] (四)内标储备液及内标工作液的配制

[0108] 1 .精密称量购买的香兰素胺盐酸盐，用纯化水作稀释液，在实际称量时需要对标

准物质的纯度、所带的结晶水或者盐进行折算，得到浓度为1000μg/mL的香兰素胺储备液，

即为内标储备液，置于‑20℃冰箱中贮存。

[0109] 2.精密量取内标储备液适量，用纯化水稀释，配制成终浓度为4000ng/mL的内标工

作液。

[0110] (五)样本前处理方法

[0111] 1.试剂准备：

[0112] 内标工作液：浓度为4μg/mL的香兰素胺水溶液；

[0113] 淋洗液：浓度为20mmol的乙酸铵水溶液；

[0114] 洗脱液：体积比为98:2:2的乙腈：甲酸：水的溶液。

[0115] 2.前处理步骤：

[0116] 1)样本预处理：所有校准品、质控品及尿液样本各取100μL至96孔板中，分别加入

50μL内标工作液，封膜后振荡混合5分钟，以4000rpm  4℃条件下离心5分钟，备用。

[0117] 2)活化：向新的SPE96孔板每孔加入200μL甲醇，使用正压固相萃取装置或负压装

置施加压力压下去，弃去；然后每孔加入200μL纯化水；施加压力压下去，弃去，控制流速3‑
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5s/滴。

[0118] 3)上样：向活化过的SPE96孔板加入全部步骤1处理过的样本，施加压力压下去，弃

去，控制流速3‑5s/滴。

[0119] 4)淋洗：每孔加入200μL的淋洗液(20mmol乙酸铵水溶液)，施加压力压下去，弃去；

然后每孔加入200μL甲醇，施加压力压下去，弃去，控制流速3‑5s/滴。

[0120] 5)洗脱：每孔加入200μL的洗脱液(乙腈：甲酸：水＝98:2:2)，施加压力压下去，收

集至新的96孔收集板，控制流速3‑5s/滴。

[0121] 6)氮吹复溶：将收集的洗脱液在35℃下N2吹干，然后用200μL纯化水复溶，封膜后

振荡混合5分钟后，以4000rpm  4℃条件下离心5分钟，用于液相色谱仪分析。

[0122] 7)上机分析：根据荧光响应强度，调整进样体积为5～10μL。
[0123] (六)高效液相色谱‑荧光检测分析条件

[0124] 1.高效液相色谱‑荧光检测分析条件如表8所示：

[0125] 表8高效液相色谱‑荧光检测分析条件

[0126]

[0127] 采用上述检测方法检测样本，得到的色谱图如图1所示，色谱图中NMN为去甲变肾

上腺素；MN为变肾上腺素；3‑MT为3‑甲氧基酪胺；IS为内标。

[0128] 实施例2线性

[0129] 1.线性范围

[0130] 1)验证方法：验证方法：用线性范围上限附近的高浓度样本和接近线性范围下限

附近的低浓度样本，按比例混合成7个稀释浓度(Xi)，每个稀释浓度检测3次，分别求出检测

结果的均值(`y)。以稀释浓度为自变量，以检测结果均值为因变量求出线性回归方程，按下

列公式或数据分析软件计算线性回归的相关系数r，结果应符合相关系数r应≥0.990。
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[0131]

[0132] r：线性回归相关系数；

[0133] xi：稀释浓度的理论值；

[0134] yi：检测结果的测量值。

[0135] 2)接受标准：在线性范围内NMN，MN，3‑MT的线性回归的相关系数r均≥0.990。

[0136] 2.实验结果：在线性范围(NMN:20ng/mL～5000ng/mL，MN:20ng/mL～5000ng/mL，3‑

MT:8ng/mL～2000ng/mL)内，NMN，MN，3‑MT的线性回归的相关系数r均≥0.990。

[0137] 表9

[0138]

[0139]

[0140] 3.结论：NMN，NM及3‑MT的线性回归的相关系数r均≥0.990，满足接受标准。

[0141] 实施例3方法准确度(加标回收率)

[0142] 1.方法准确度(加标回收率)

[0143] 1)验证方法：将已知浓度的高水平待测物(A液，包含NMN，MN和3‑MT三种化合物，A

液可以直接选用合适的高浓度参考物质，若无参考物质，也可用与被测量一致的纯品进行

配制，配制时应采用重量法，以减小配制过程中的不确定度)，加入到人的尿液样本B液中，

配制成至少3个不同浓度的回收样本，所加待测物A与人的尿液样本B之间的体积比例为不

大于1∶9，各重复检测3次，取平均值，计算回收率，各样本各化合物的回收率(R)应在85％‑

115％范围内。

[0144] R＝(C
实测值

‑C
本底值

)/C
理论值

×100％

[0145] R：回收率；
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[0146] C
实测值

：根据线性拟合计算出的测量值的平均值；

[0147] C
本底值

：人的尿液样本的本底值；

[0148] C
理论值

：配制后的样本的理论浓度。

[0149] 2)接受标准：NMN，NM及3‑MT的回收率(R)应在85％‑115％范围内。

[0150] 2.实验结果：如表10所示。

[0151] 表10

[0152]

[0153]

[0154] 3.结论：准确度高，NMN，MN，3‑MT的低、中、高浓度样本回收率均在85～115％以内。

[0155] 实施例4重复性

[0156] 1.重复性

[0157] 1)验证方法：在重复性条件下，按照本专利的检测方法，对于高、低浓度的质控品

重复测试10次。按照下列公式计算重复性的变异系数(CV)，低值质控品CV≤20％，高值质控

品CV≤15％。

[0158]

[0159] CV：重复性的变异系数；

[0160] 10次测量结果的平均值；

[0161] S：10次测量结果的标准差。

[0162] 2)接受标准：低值质控品的变异系数CV≤20％，高值质控品的变异系数CV≤15％。

[0163] 2.实验结果如表11所示。

[0164] 表11

[0165]
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[0166]

[0167] 3.结论：低值质控品的变异系数CV≤20％，高值质控品的变异系数CV≤15％，满足

接受标准。

[0168] 实施例5批间差

[0169] 1.批间差

[0170] 1)验证方法：按照实施例1的检验方法测试三批高、低浓度质控品，分别测试10次，

共30次。按照下列公式计算重复性的变异系数(CV)，低值质控品CV≤20％，高值质控品CV≤

15％。

[0171]

[0172] CV：重复性的变异系数；

[0173] 30次测量结果的平均值；

[0174] S：30次测量结果的标准差。

[0175] 2.接受标准：低值质控品的变异系数CV≤20％，高值质控品的变异系数CV≤15％。

[0176] 2.实验结果如表12所示：

[0177] 表12

[0178]
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[0179]

[0180] 3.结论：低值质控品的变异系数CV≤20％，高值质控品的变异系数CV≤15％，满足

接受标准。

[0181] 最后应说明的是：以上各实施例仅用以说明本发明的技术方案，而非对其限制；尽

管参照前述各实施例对本发明进行了详细的说明，本领域的普通技术人员应当理解：其依

然可以对前述各实施例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分或者全部技术特征进

行等同替换；而这些修改或者替换，并不使相应技术方案的本质脱离本发明各实施例技术

方案的范围。
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