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摘　要：目的   建立一种高效、灵敏、准确的方法测定手足口病患者血清中多胺水平。方法   柱前衍生-高效液相

色谱(HPLC)测定20例手足口病患者和20例对照者血清中亚精胺和精胺水平。结果   精胺与亚精胺线性关系良好，相关

系数大于0.99；低、中、高质量浓度亚精胺回收率为87.98%~96.70%，精胺为96.84%~105.15%。手足口病患儿血清中

亚精胺和精胺含量明显高于对照组(P<0.01)。结论    柱前衍生-HPLC可用于检测血清中精胺和亚精胺含量。
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Abstract: Objective  To establish an efficient, sensitive and accurate method for determination of serum polyamines in 

hand-foot-mouth disease (HFMD). Methods  Serum concentrations of spermine and spermidine were measured by precolumn 

derivatization high performance liquid chromatography (HPLC) in 20 HFMD patients and 20 healthy controls. Results  There 

was a linear relationship between spermine and spermidine, with a correlation coefficient > 0.99. The recovery rates of low, 

medium and high concentrations were 87.98%-96.70% for spermidine and 96.84%-105.15% for spermine. Serum spermine 

and spermidine levels were higher in  HFMD patients than in healthy controls (P<0.01). Conclusion The precolumn 

derivatization HPLC is suitable for detecting serum levels of spermine and spermidine.

Key words: high performance liquid chromatography; polyamine; hand-foot-mouth disease

准确称取亚精胺和精胺标准品100 mg，用超纯

水定容至10 mL，放置-20 ℃冰箱保存；用超纯水分

多胺是一类含氮的低分子量有机化合物，具有

生物活性，一般包括亚精胺(SPD)和精胺(SPM)，它

们具有促进细胞分化、增生、生长，在调节核酸与

蛋白质的合成及生物膜稳定性等方面起着重要的作
[1]用 。体内SPD和SPM水平与恶性肿瘤、心血管疾

[2-4]病、脑血管疾病等疾病的发生发展密切相关 。目
[5]前多胺检测在红斑狼疮 、恶性肿瘤患者中均有报

[6] [7]道 ，主要采用高相液相色谱法(HPLC) 。手足口

病(HFMD)是一类由肠道病毒感染引起的一种发生于
[8]5岁以下儿童中的常见疾病 。本实验采用柱前衍生

-HPLC测定手足口患儿和健康体检者血清多胺的浓

度，旨为临床诊断和疾病预防提供参考。

1　材料和方法

1.1　仪器与试剂

LC-20A高效液相色谱仪、SIL-20A自动进样器、

CTO-20A柱温箱、RF-20A xs荧光检测器(Shimadzu)，

5417R 冷冻高速离心机(Eppendorf)，氮吹仪 REX- 

C100，电动旋涡混旋震荡器Vortex-Genie2，Milli-Q 

超纯水仪(Millipore)，电热恒温水温箱(精宏公司)；

亚精胺标准品、精胺标准品和丹磺酰氯均购于sigma 

公司；乙腈为色谱纯，氨水、高氯酸、NaOH、NaH-

CO3等均为分析纯。

1.2　标准溶液配制
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表1　梯度洗脱程序
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A：空白，B：标准品，C：样品

图1　衍生后亚精胺(1)和精胺(2)的HPLC色谱图
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别稀释以上标准品为1 g/L，混合以上单标，再用冷

5%高氯酸稀释成终溶度分别为20、10、4、2、1、

0.5、0.1、0.02 mg/L的混合标准溶液，置于4 ℃冰箱

保存。

1.4　衍生化处理

1.3　样本收集与前处理

根据中国卫生部于2018年发布的《手足口病治

疗指南》和粪便手足口病病毒检测阳性诊断结果，

收集手足口病患儿(20例)和同期健康体检者(20例)的

血清。

样本前处理：取250 μL血清，然后12 000 r/min，

4 ℃，离心5 min，取200 μL血清，加入冷300 μL 5% 

HCLO4沉淀蛋白，涡旋，12 000 r/min，4 ℃，离心
[9]10 min，转移上清400 μL，放置4 ℃待衍生 。

400 μL的 标 准 液 和 样 品 加 入 200 μL 2 mol/L 

NaOH和400 μL饱和NaHCO3，然后加上400 μL丹磺

酰氯(5 g/L，乙腈做溶剂)，在60 ℃水浴加热避光反

应45 min，反应结束后加入100 μL的氨水终止反应

并除去多余的丹磺酰氯。

1.5　衍生物的萃取

加800 μL三氯甲烷萃取，3 000 r/min，10 min，

吸取下层有机相700 μL，以氮气吹干，残渣用500 

μL乙腈复溶，0.22 μm 有机滤膜过滤上样检测。

1.6　色谱条件 

2　结果

亚精胺和精胺色谱图见图1。亚精胺和精胺保留

时间分别为14.9、18.8 min，分离效果较好。

色谱柱：C18柱(4.6 mm× 250 mm，5 μm)，流动

相：A项为超纯水，B项为乙腈，梯度洗脱，梯度洗

脱程序见表1；检测器：荧光检测器，激发波长为

340 nm，发射波长为510 nm；流速：1 mL/min，进

样体积：10 μL；柱温：40 ℃。　

2.1　亚精胺和精胺色谱图。

将冷5%高氯酸稀释成终质量溶度分别为20、10、

4、2、1、0.5、0.1、0.02 mg/L的混合标准溶液，置

于4 ℃冰箱保存，经衍生化进样测定。以亚精胺和

精胺浓度与峰面积采用外标法进行回归得出标准曲

线方程，线性方程亚精胺为y=827 755x+38 250和精

胺为y=957 264x+34 436，相关系数均>0.997，亚精

胺最低检测限(LOD)为0.02 mg/L，精胺的最低检测

限(LOD)为0.01 mg/L。

按“1.4衍生化处理”项下方法, 考察衍生pH分

别为9、10、11时多胺的峰面积，结果见图2A；考

察衍生剂用量分别为100、200、400、800 μL时多胺

的峰面积，结果见图2B；考察衍生剂温度分别为

30、40、50、60、70 ℃时多胺的峰面积，结果见  

图2C；考察反应时间分别为10、20、30 、40、45、

50 min时多胺的峰面积，结果见图2D。最终确定衍

生体系pH约为10，衍生剂量为200 μL，反应温度为

60 ℃，反应时间为45 min。

2.3　标准工作曲线 

分别取标准溶液质量浓度0.1、1、10 mg/L作为

低中高质量浓度，于上述色谱条件，1 d内重复检测

5次，计算日内精密度和日间精密度。结果见表2，

SPD日 内 精 密 度(RSD%)为0.18~2.38， 日 间 精 密 度

2.2 　衍生条件优化

2.4　精密度实验
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2.5　稳定性

分别配制低、中、高(0.1、1、10 mg/L)3种质量

浓度标准溶液，分别置于-20 ℃3个月、室温(25 ℃) 

24 h、冻融3次循环以及衍生反应后24 h来考察SPD 

和SPM的长期、短期稳定性，结果(表3)表明SPD和

SPM在本实验条件下稳定可测；衍生后SPD和SPM 

并不太稳定，提示不能重复检测。 

(RSD%) 为 0.11~3.14， SPM日 内 精 密 度 (RSD%)为

0.54~0.85，日间精密度(RSD%)为0.1~1.28。

2.6　回收率

表2　亚精胺和精胺的精密度 (n=5)

均值±标准差(mg/L) 日内(RSD%) 日间(RSD%)
质量浓度等级

低

中

高

SPD

0.098±0.0022

0.94±0.016

9.65±0.071

SPM

0.12±0.0011

0.94±0.0030

10.86±0.052

SPD

2.38

0.18

1.36

SPM

0.56

0.54

0.85

SPD

2.03

3.14

0.11

SPM

1.28

0.020

0.10

表3　亚精胺和精胺的稳定性 (n=3)

多胺

SPD

SPM

质量浓度等级

低

中

高

低

中

高

3个月，-20℃ (RSD%)

4.21

0.23

1.52

2.12

0.79

1.61

24 h，25℃ (RSD%)

0.48

2.56

0.47

1.72

2.60

1.70

3次冻融循环 (RSD%)

1.99

1.55

2.50

1.26

1.45

2.01

柱后反应24 h，25℃(RSD%)

6.45

2.33

4.62

5.20

0.89

4.88
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图2　不同衍生条件下亚精胺和精胺的峰面积
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[6] CASERO RA J R, MURRAY STEWART T, PEGG A E. 

Polyamine metabolism and cancer: treatments, challenges 

and opportunities[J]. Nat Rev Cancer, 2018, 18(11): 681-

695. 

在优化后的实验条件下，经上述处理，测定20 

例手足口病患儿及20例健康对照者血清中多胺的水

平，SPD和SPM含量见表5。

3　讨论

[1] 张映, 王静, 胡玲琴, 等. 多胺及其代谢产物对脑缺血的影

响与治疗[J]. 现代生物医学进展, 2014, 14(32): 6762-6765.

2.7　HFMD患儿和健康对照者血清中SPD和SPM含

量的检测

衍生剂质量浓度在5 g/L时得到最优结果，对衍

生剂用量进行优化发现衍生剂量在200 μL时衍生化

产物与其他更大剂量相差不大，考虑到成本，确定
[10]衍生剂用量为200 μL 。有报道发现衍生剂的用

量、衍生反应的温度和时间以及衍生体系的pH值对
[11]丹磺酰氯衍生反应影响很大 ，pH值过低会影响衍

生反应不完全，过高则会干扰，对pH进行优化结果

表示在10.0左右衍生反应最合适；衍生化温度及衍

生时间对实验结果也会有较大的影响，衍生温度过

高衍生物易分解，衍生温度过低时衍生反应不完
[5]全 ，经反复试验发现，60 ℃衍生反应45 min吸收

信号最强。
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4
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101.41
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1.96
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1.06

4.55

表5　HFMD患儿和健康对照者血清亚精胺和精胺含量

(x±s，n=20，mg/L)
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