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粪便内中短链脂肪酸柱前衍生化UHPLC-QTOF-MS/MS

分析方法研究
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摘要: 建立柱前衍生化超高效液相色谱-串联四级杆飞行时间质谱 (UHPLC-QTOF-MS/MS) 定性、定量表征

小鼠粪便内中短链脂肪酸的方法, 并用于评价其在抗生素处置前后小鼠粪便样品中的变化。动物实验方案获得

江苏省中医药研究院动物实验伦理委员会的批准。以 3-硝基苯肼为衍生化试剂, 对衍生化反应条件、色谱及质谱条

件进行优化, 建立了粪便中 16个中短链脂肪酸的定性、定量方法。所有分析物在各自浓度范围内线性关系良好

(R2>0.99), 日内、日间精密度RSD均小于 10%, 重复性RSD小于 6%, 加样回收率介于 80%～120%之间, 样品 36 h内

稳定性RSD小于 7%; 联合抗生素处置后小鼠粪便内的中短链脂肪酸种类和含量均发生了明显改变。其中, 甲酸、

乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸、乳酸等含量明显降低, 而庚酸和丁二酸的含量明显增加。该方法准确、可靠, 可作为

粪便内中短链脂肪酸的表征方法。
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Determination of medium- and short-chain fatty acids in feces by
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Abstract: A pre-column derivatization and ultra-high performance liquid chromatography quadrupole time-of-

flight mass spectrometry (UHPLC-QTOF-MS/MS) method was developed for qualitative and quantitative determi‐

nation of medium- and short-chain fatty acids in mice feces, and was further applied to evaluate variations in the

feces of mice before and after antibiotic treatment. This animal experiment had been approved by Animal Experi‐

mental Ethics Committee of Jiangsu Province Academy of Traditional Chinese Medicine. By optimizing the

derivatization conditions and UHPLC-QTOF-MS/MS parameters a new UHPLC-QTOF-MS/MS method with 3-

nitrophenylhydrazine as the derivatization reagent was developed for simultaneous determination of 16 medium-

and short-chain fatty acids. Validation studies showed that the linearity of the calibration curves was good (R2>

收稿日期: 2019-08-05; 修回日期: 2019-09-12.

基金项目: 国家自然科学基金面上项目 (81774012).
#共同第一作者 .

*通讯作者Tel: 86-25-85639640, E-mail: songlinli64@126.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2019-0631

·· 131



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(1): 131 −138

0.99), the RSD of intra-day and inter-day precision was less than 10%, the repeatability RSD was less than 6%, the

recovery rate was between 80% - 120% at three spiked levels, and the stability RSD was less than 7% within 36 h.

The types and amounts of the detected medium- and short-chain fatty acids in feces significantly changed after the

mice were treated with antibiotics. The content of formic acid, acetic acid, propionic acid, butyric acid, isobutyric

acid, valeric acid, and lactic acid decreased, whereas that of heptanoic acid and succinic acid increased signifi‐

cantly. All these results suggest that the newly established method is accurate and reliable, and can be used for

determination of medium- and short-chain fatty acids in feces.

Key words: medium- and short-chain fatty acid; UPLC-QTOF-MS/MS; pre-column derivatization; feces;

determination

中链脂肪酸 (medium-chain fatty acids, MCFAs) 和

短链脂肪酸 (short-chain fatty acids, SCFAs) 是指碳原

子数为 1～12的脂肪酸[1]。粪便中的MCFAs和SCFAs

是肠道微生物群主要代谢产物, 由膳食纤维、抗性淀

粉、低聚糖等不易消化的糖类在结肠受乳酸菌、双歧杆

菌等厌氧菌酵解而产生, 主要包括甲酸、乙酸、丙酸、丁

酸、异丁酸、戊酸、异戊酸等[2]。SCFAs具有氧化供能,

维持水电解质平衡, 降低结肠内环境 pH值, 减少有害

菌的生长, 改善肠道功能, 调节免疫、抗肿瘤和调控基

因表达等重要作用[3,4]。MCFAs亦是炎症性肠病等疾

病的重要代谢生物标志物[5], 可降低肠道 pH值, 改善

肠道微生物群[6], 降低炎症因子表达 , 保护肠屏障功

能[7], 影响体内胆汁酸和胆固醇代谢[8]等。因此, 快速、

准确的中短链脂肪酸定性定量表征方法是肠道菌与机

体功能等相关研究深入开展的重要手段。

目前, 中短链脂肪酸含量测定方法主要包括气相

色谱-质谱 (GC-MS)[9-11]、高效液相色谱-三重四极杆

质谱 (LC-TQ-MS)[12]等 , 其中针对 SCFAs 的方法研究

较多 , 而同时涵盖 MCFAs 和 SCFAs 的方法较少 , 且

LC-TQ-MS方法虽然检测灵敏度较高, 但复杂基质中

目标化合物的准确鉴定仍然是主要挑战。由于脂肪酸

挥发性较强, 在样品前处理过程中容易逸失, 会影响测

定结果的准确性; SCFAs极性也较强, 在液相色谱柱上

难保留或很难实现良好的分离, 目前常采用硅烷化、腙

化等衍生化方法进行样品预处理, 以提高其准确度和

分离度[13]。超高效液相色谱-串联四级杆飞行时间质

谱 (UHPLC-QTOF-MS/MS) 具有快速、高分离效能, 以

及高分辨率、灵敏度和准确度, 能对分析物进行准确鉴

定, 可以实现复杂基质样品中分析物的同时定性和定

量分析[14], 故更适合粪便样本中MCFAs和SCFAs的测

定。因此, 本研究拟通过系统优化衍生化条件, 采用

UHPLC-QTOF-MS/MS 技术 , 建立粪便内 MCFAs 和

SCFAs的同时定性定量分析方法, 并用于评价抗生素

处置前后小鼠粪便内MCFAs和SCFAs的变化, 考察抗

生素对肠道菌群脂肪酸类代谢物的影响。

材料与方法

仪器 AT201十万分之一电子天平 (瑞士 Mettler

公司); Waters ACQUITY UPLCTM液相色谱仪、Waters

SYNAPT G2-S Q-TOF质谱仪 (美国Waters公司); Milli-

Q 型纯水器 (美国 Millipore 公司); Sorvall™ Legend™
Micro 21R微量离心机 (美国Thermo Fisher公司); KQ-

500D 型数控超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限

公司)。

试剂与药品 甲醇 (德国Merck公司); 甲酸 (美国

ROE Scientific INC公司); 超纯水 (美国Millipore公司);

对照品甲酸、乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸、异戊酸、

三甲基乙酸、己酸、2-甲基戊酸、4-甲基戊酸、庚酸、2-甲

基己酸、乳酸、丙酮酸、甲基丙二酸、丁二酸 (上海阿拉

丁生化科技股份有限公司, 纯度均>98%); 3-硝基苯肼

盐酸盐 (3-nitrophenylhydrazine hydrochloride, 3-NPH·

HCl) [梯希爱 (上海) 化成工业发展有限公司]; 吡啶、

1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺盐酸盐 [N-(3-

dimethylaminopropyl) -N'-ethylcarbodiimide hydrochlo‐

ride, EDC·HCl] (上海国药集团化学试剂有限公司); 万

古霉素、亚胺培南-西司他丁钠、新霉素 (大连美仑生

物技术有限公司)。

实验动物 C57BL/6小鼠, SPF级, 雄性, 18～20 g,

购自扬州大学比较医学中心 [合格证编号 SCXK (苏)

2017-0007], 实验期间饲养环境温度为 (22 ± 2) ℃, 湿

度为 (57 ± 2) %, 12 h明暗交替光照, 自由饮食。实验

前适应性饲养 1周。动物实验获得江苏省中医药研究

院动物实验伦理委员会的批准 [审查编号 AEWC-

20180725-41]。

小鼠联合抗生素处置方法

联合抗生素溶液的配制 万古霉素 (500 mg·L-1)、

亚胺培南-西司他丁钠 (500 mg·L-1) 和新霉素 (1 g·L-1)

水溶液, 双蒸水配制, 每隔1天配制一次[15]。

动物分组及喂养 将小鼠随机分为两组, 每组8只。

对照组每天给予正常饮水, 实验组每天给予联合抗生

素饮用水, 自由饮用, 实验周期持续 3周。实验结束时
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收集小鼠新鲜粪便, 检测粪便内SCFAs和MCFAs的含

量变化。

UHPLC-QTOF-MS/MS分析条件

色谱条件 色谱柱 : Waters ACQUITY HSS T3

(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm) 色谱柱 ; 柱温 : 35 ℃ ; 流动

相 : 0.01% 甲酸溶液 (A)-0.01% 甲酸乙腈 (B); 流速 :

0.35 mL·min-1; 梯度洗脱: 0～2 min, 15% B; 2～10 min,

15%～30% B; 2～18 min, 30%～40% B; 18～23 min,

40%～55% B; 23～24 min, 55%～100% B; 24～27 min,

100% B; 27～28 min, 100%～15% B; 28～30 min, 15%

B; 进样量5 μL。

质谱条件 电喷雾离子源, 负离子扫描模式; 毛细

管电压 2.5 kV; 锥孔电压 40 V; 脱溶剂气温度 400 ℃;

离子源温度 110 ℃; 锥孔气流速 50 L·h-1; 脱溶剂气流

速 900 L·h-1; 碰撞能为 30～60 V; 质量扫描范围 m/z

50～600 Da; 采用亮氨酸-脑啡肽 (leucine-enkephaLin,

ESI-: m/z 554.261 5) 溶液为校正液。

混合对照品溶液的配制 对照品甲酸、乙酸、丙

酸、丁酸、异丁酸、戊酸、异戊酸、三甲基乙酸、己酸、4-

甲基戊酸、庚酸、2-甲基己酸、乳酸、丙酮酸、甲基丙二

酸、丁二酸分别用 60%乙腈配制为 1 mol·L-1, 倍半稀释

至 10 mmol·L-1, 移取该浓度对照品溶液各 50 μL混合,

60%乙腈定容至10 mL, 得50 μmol·L-1混合对照品溶液。

衍生化试剂的配制[16] 200 mmol·L-1 3-NPH·HCl:

称取 37.92 mg 3-NPH·HCl 用 1 mL 60% 乙腈溶解 , 现

用现配。600 mmol·L-1 EDC·HCl 和 7.5% 吡啶溶液适

量混合, 混合后浓度分别为 120 mmol·L-1 EDC·HCl和

6%吡啶。

衍生化条件的优化 单因素考察不同乙腈浓度

(30%、40%、50%、60% 和 70%)、不同 3-NPH 用量 (5、

10、20、40和 80 μL)、不同EDC浓度 (20、70、120、170和

220 mmol·L-1)、不同吡啶浓度 (4%、5%、6%、7% 和

8%)、不同反应温度 (20、30、40、50和 60 ℃) 及反应时

间 (10、20、30、40和50 min) 对衍生化效率的影响。

内标溶液的配制 吸取 1 mmol·L-1 的 2-甲基

戊酸 200 μL 与 200 mmol·L-1 3-NPH·HCl 100 μL 和

120 mmol·L-1 EDC·HCl-6% 吡啶溶液 100 μL 混合 ,

30 ℃水浴 30 min, 立即冷却 1 min, 最后用 10%乙腈定

容至10 mL, 即得。

粪便样品衍生化供试液的制备 称取粪便 (湿

重) 20 mg, 加入 60% 乙腈 200 μL, 涡旋 3 min, 成均质

混悬液 , 14 000 ×g、4 ℃离心 10 min, 取上清 , 即得粪

便样品溶液。取粪便样品溶液 40 μL与 200 mmol·L-1

3-NPH·HCl 溶液 20 μL 混合 , 随后向上述溶液中加入

120 mmol·L-1 EDC·HCl-6% 吡啶溶液 20 μL 的混合溶

液, 30 ℃水浴 30 min, 立即冷却 1 min, 10% 乙腈定容

至 2 mL, 14 000 ×g离心 10 min, 移取上清, 即得粪便样

品衍生化溶液。进样分析前, 内标 50 μL与衍生化溶

液950 μL混合, 即得供试液。

粪便内中短链脂肪酸的定性分析方法 通过对照

品化合物的分子式、精确质量数、相对保留时间、质

谱裂解情况以及其腙化物的相应数据对 MCFAs 和

SCFAs衍生化产物进行指认鉴定。

粪便内中短链脂肪酸的定量分析方法学验证

线性、检测限、定量限 精密吸取 50 μmol·L-1混

合对照品的溶液适量 , 稀释为 25、12.5、6.25、3.13 和

1.56 μmol·L-1以及 781.25、390.63、195.31、97.66、48.83、

24.41、12.21和 6.10 nmol·L-1的对照品溶液。按最佳衍

生化反应条件反应, 精密吸取与内标混合后的对照品

溶液各 5 μL, 注入 UPLC-QTOF-MS/MS, 全扫描模式

检测, 计算峰面积。以各脂肪酸与内标浓度之比为横

坐标 (X), 峰面积之比为纵坐标 (Y), 绘制标准曲线, 得

回归方程。以信噪比 (signal-to-noise ratio, S/N) 3∶1及

10∶1时注入仪器的浓度确定检测限 (limit of detection,

LOD) 和定量限 (limit of quantification, LOQ)。

精密度 按最佳反应条件制备粪便供试品溶液,

连续进样 6次, 测定峰面积, 得日内精密度, 以相对标

准偏差 RSD表示。将上述供试品溶液连续 3天进样,

每天 2针, 测定峰面积, 得日间精密度, 以相对标准偏

差RSD表示。

稳定性 按最佳反应条件制备粪便供试品溶液,

分别于 0、2、8、10、18、24和 36 h测定, 测定峰面积, 以

相对标准偏差RSD表示。

重复性 按最佳反应条件制备粪便供试品溶液 6

份, 测定峰面积, 以相对标准偏差RSD表示。

加样回收率 取粪便溶液20 μL, 分别加入相应量

50%、100%、150% 的对照品 , 按最佳反应条件制备粪

便供试品溶液, 测定峰面积, 计算加样回收率, 以相对

标准偏差RSD表示。

样品分析方法 吸取供试品溶液 5 μL进样, 记录

内标及各衍生物峰面积, 将衍生物与内标的峰面积比

代入回归方程计算中短链脂肪酸的含量。

数据处理 数据应用GraphPad Prism 6软件进行

统计分析。实验数据以均数±标准差 (
-
x ± s) 表示, 两

组间比较采用 t检验。

结果

1 样品中MCFAs和SCFAs的定性分析

MCFAs 和 SCFAs 中羧基和 3-NPH 中的氨基在

EDC和吡啶催化下发生加成反应, 生成苯腙类衍生物
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(路线 1)。对照品和样品的总离子流图见图 1。该类脂

肪酸衍生物在负离子条件下生成准分子离子[M-H]-,

在高能量条件下 , 产生 m/z 137 ([C6H5N2O2]
- ) 和 180

([C7H6N3O3]
-) 特征碎片离子峰, 同时也可能脱水产生

[M-H-H2O]-的特征离子峰, 以乳酸为例, 其裂解规律

见图 2。根据对照品裂解规律及保留时间, 对小鼠粪

便样品中 16个 MCFAs和 SCFAs进行鉴定, 分别是乳

酸、甲酸、乙酸、丙酸、异丁酸、丁酸、丁二酸、三甲基乙

酸、异戊酸、甲基丙二酸、戊酸、4-甲基戊酸、己酸、2-甲

基己酸、庚酸、丙酮酸 (表1)。

Figure 1 BPI chromatograms and extraction ion chromatograms of blank (A), reference (B) and sample (C). 1: Lactate; 2: Formate; 3:

Acetate; 4: Propionate; 5: Isobutyrate; 6: Butyrate; 7: Succinate; 8: Pivalate; 9: Isovalerate; 10: Methylmalonate; 11: Valerate; 12: 4-Methyl‐

valerate; 13: Hexanoate; 14: 2-Methylhexanoate; 15: Heptanoate; 16: Pyruvate; Internal standard (IS): 2-Methylvalerate

Scheme 1 Chemical reaction for the derivatization of 3-nitro‐

phenylhydrazine (3-NPH) with medium-chain fatty acids (MCFAs)

and short-chain fatty acids (SCFAs)

Figure 2 Product ion mass spectra of 3-NPH derivative of lactate
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2 衍生化反应条件优化

乙腈浓度在 60% 时甲酸、甲基丙二酸响应最强 ,

而对其他化合物响应影响不明显; 3-NPH用量为20 μL

时大部分化合物尤其是甲酸响应达最大值 ; EDC 浓

度在 120 mmol·L-1时各化合物响应均达到峰值并趋

于平稳; 吡啶浓度对各化合物的准分子离子峰响应差

别不明显 , 以中间浓度 6% 作为反应浓度 ; 反应温度

为 30 ℃时大部分化合物响应达到最大值; 反应时间对

化合物响应影响不明显, 以 30 min为反应时间。结果

见图3。

3 定量方法验证

各对照品峰面积与浓度线性关系良好 (R2>0.99)。

日内日间精密度RSD均小于 10%, 表明方法精密度良

好。重复性实验结果表明, 峰面积RSD均小于 6%, 且

在 36 h内 RSD 均小于 7%, 表明方法重复性和稳定性

良好。加样回收率介于 80%～120%之间, 表明方法准

确度良好。结果见表2和表3。

4 联合抗生素处理对小鼠粪便内中短链脂肪酸水平

的影响

采用建立的方法测定了抗生素处理前后小鼠粪便

Table 2 Regression equation, correlation coefficient, linear range, limit of detection, and limit of quantification of MCFAs and SCFAs

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16

Analyte
Lactate
Formate
Acetate
Propionate
Isobutyrate
Butyrate
Succinate
Pivalate
Isovalerate
Methylmalonate
Valerate
4-Methylvalerate
Hexanoate
2-Methylhexanoate
Heptanoate
Pyruvate

Calibration curve
Y = 2×10-4X − 0.000 8
Y = 6×10-4X + 0.056 1
Y = 2×10-4X + 0.000 4
Y = 2×10-4X − 0.000 9
Y = 3×10-4X − 0.003 4
Y = 3×10-4X − 0.002 6
Y = 8×10-4X − 0.001 5
Y = 4×10-4X − 0.003 6
Y = 4×10-4X − 0.001 4
Y = 1.1×10-3X − 0.012 3
Y = 5×10-4X − 0.005 2
Y = 7×10-4X − 0.008 3
Y = 2×10-4X − 0.001 6
Y = 1.2×10-3X − 0.016 8
Y = 1.3×10-3X − 0.014 9
Y = 4×10-4X − 0.001 4

R2

0.992 8
0.990 4
0.995 2
0.999 1
0.997 3
0.997 0
0.999 5
0.998 1
0.999 2
0.992 7
0.996 4
0.995 5
0.999 2
0.992 0
0.995 2
0.991 0

Linear range/nmol·L-1

0.46−475
0.12−237.5
0.46−237.5
1.86−950
1.86−950
0.93−950
0.46−475
0.93−950
0.93−950
0.46−950
1.86−950
0.93−950
7.42−950
0.93−950
0.93−950
0.23−475

LOQ/nmol·L-1

29.69
0.023
7.42

29.69
29.69
29.69

3.71
14.84
14.84

7.42
14.84
14.84
29.69

7.42
7.42
7.42

LOD/nmol·L-1

0.46
0.012
0.12
3.71
3.71
3.71
0.93
7.42
7.42
0.93
7.42
0.93
7.42
0.93
0.93
0.12

Table 1 Qualitative characterization of MCFAs and SCFAs by UHPLC-QTOF-MS/MS

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

IS

12

13

14

15

16

tR/min

3.67

3.68

4.02

6.05

8.36

8.69

10.74

11.13

11.35

11.69

11.90

14.39

15.04

15.49

18.10

19.26

20.11

Analyte

Lactate

Formate

Acetate

Propionate

Isobutyrate

Butyrate

Succinate

Pivalate

Isovalerate

Methylmalonate

Valerate

2-Methylvalerate

4-Methylvalerate

Hexanoate

2-Methylhexanoate

Heptanoate

Pyruvate

3-Nitrophenylhydrazine derivative

Formula

C9H11N3O4

C7H7N3O3

C8H9N3O3

C9H11N3O3

C10H13N3O3

C10H13N3O3

C16H16N6O6

C11H15N3O3

C11H15N3O3

C16H16N6O6

C11H15N3O3

C12H17N3O3

C12H17N3O3

C12H17N3O3

C13H19N3O3

C13H19N3O3

C15H14N6O5

Type of ion

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

Experiment (m/z)

224.068 1

180.042 1

194.057 4

208.073 0

222.088 9

222.088 7

387.106 0

236.104 8

236.104 7

387.106 6

236.104 4

250.120 2

250.120 3

250.120 4

264.135 8

264.135 9

357.096 3

Theoretical (m/z)

224.067 1

180.040 9

194.056 6

208.072 2

222.087 9

222.087 9

387.105 3

236.103 5

236.103 5

387.105 3

236.103 5

250.119 2

250.119 2

250.119 2

264.134 8

264.134 8

357.094 7

Error (ppm)

−4.46

−6.67

−4.12

−3.84

−4.50

−3.60

−1.81

−5.51

−5.08

−3.36

−3.81

−4.00

−4.40

−4.80

−3.79

−4.16

−4.48

Product ion (m/z)

206.038 9 [M−H−H2O]−

180.042 6 [M−C2H5O]−

137.036 7 [M−C3H6NO2]
−

137.036 8 [M−CH2NO]−

137.036 8 [M−C2H4NO]−

180.042 3 [M−CH3]
−

190.063 1 [M−H−H2O]−

137.036 5 [M−C3H6NO]−

137.036 5 [M−C4H8NO]−

204.074 9 [M−H−H2O]−

137.036 1 [M−C4H8NO]−

409.086 9 [M+Na−2H]−

137.036 4 [M−C5H10NO]−

218.096 1 [M−H−H2O]−

137.036 3 [M−C5H10NO]−

409.086 8 [M+Na−2H]−

137.036 8 [M−C5H10NO]−

232.115 3 [M−H−H2O]−

137.036 5 [M−C6H12NO]−

137.036 4 [M−C6H12NO]−

137.035 6 [M−C6H12NO]−

137.036 3 [M−C7H14NO]−

246.123 2 [M−H−H2O]−

137.036 8 [M−C7H14NO]−

137.036 7 [M−C9H9N4O3]
−
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Table 3 Stability, repeatability, precision, and recovery of MCFAs and SCFAs. n = 6,
-
x ± s

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

Analyte

Lactate

Formate

Acetate

Propionate

Isobutyrate

Butyrate

Succinate

Pivalate

Isovalerate

Methylmalonate

Valerate

4-Methylvalerate

Hexanoate

2-Methylhexanoate

Heptanoate

Pyruvate

Stability

(RSD, %)

4.42

4.25

4.56

4.48

1.82

3.41

1.85

2.97

2.58

6.57

1.69

4.08

4.87

4.02

5.01

4.74

Repeatability

(RSD, %)

5.26

5.82

1.63

2.40

2.88

2.16

5.87

4.63

4.77

4.22

2.19

5.42

4.80

3.62

2.60

1.63

Precision (RSD, %)

Intra-day

0.63

1.83

1.29

0.96

1.45

1.65

2.07

2.73

3.29

3.90

1.38

3.51

1.56

3.24

3.59

6.66

Inter-day

1.68

9.35

2.37

1.25

0.61

1.53

0.98

0.34

0.08

3.92

0.4

0.16

1.22

2.89

0.21

1.69

Recovery (RSD, %)

Low

109.80 ± 2.08

87.12 ± 2.10

96.86 ± 1.30

82.50 ± 3.82

86.78 ± 3.84

83.41 ± 2.65

102.68 ± 1.63

102.43 ± 4.56

85.63 ± 4.42

90.18 ± 6.27

91.24 ± 4.53

108.46 ± 2.44

94.85 ± 4.49

90.34 ± 2.27

104.40 ± 3.46

108.99 ± 9.88

Middle

103.20 ± 0.30

97.76 ± 1.89

111.21 ± 2.61

80.65 ± 3.49

83.19 ± 1.16

87.48 ± 2.29

116.40 ± 1.58

85.54 ± 1.64

82.53 ± 1.67

101.00 ± 3.25

88.20 ± 2.91

86.79 ± 1.04

100.70 ± 3.57

102.04 ± 3.24

100.70 ± 3.22

92.45 ± 6.36

High

116.30 ± 1.60

105.57 ± 0.32

120.15 ± 1.24

88.13 ± 0.69

80.93 ± 0.60

87.36 ± 2.00

118.65 ± 1.68

96.06 ± 2.32

89.71 ± 1.60

88.58 ± 3.91

90.79 ± 1.24

86.04 ± 2.22

117.43 ± 1.47

85.66 ± 2.61

91.41 ± 3.64

99.15 ± 6.03

Figure 3 Effect of different factors on the peak response of each analyte
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内MCFAs和SCFAs的含量, 结果如图 4, 5。由图可知,

抗生素处理组中MCFAs和 SCFAs总含量明显低于正

常组, 其中乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸、三甲基乙酸

水平显著性降低, 甲酸、异戊酸、己酸、4-甲基戊酸、乳

酸、甲基丙二酸略有降低; 但庚酸和丁二酸的含量经抗

生素处理后明显增加。

讨论

本文建立了柱前衍生化UHPLC-QTOF-MS/MS法

表征小鼠粪便内MCFAs和SCFAs的方法, 相比于已有

的 LC-TQ-MS方法, LC-QTOF-MS优势在于其高分辨

率可以做到对分析物的准确定性; 同时通过对质谱参

数的优化, 获得较理想的检测灵敏度, 加之与UHPLC

Figure 4 Contents of individual SCFAs and MCFAs in mouse feces. n = 6,
-
x ± s. **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1 vs Normal
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联用, 最终实现对分析样品的同时高效、准确的定性和

定量。

柱前衍生化反应条件优化是脂肪酸定量分析的关

键因素。本实验曾比较了不同的衍生化试剂, 包括 3-

硝基苯肼盐酸盐、4-硝基苯肼 (4-NPH)、2, 4-二硝基苯

肼 (2, 4-NPH)、2-硝基苯肼 (2-NPH)、2-硝基苯肼盐酸

盐 (2-NPH·HCl)、1- (2-嘧啶基)哌嗪 (PP)、2-硝基苯胺

(2-NAL), 发现 3-NPH·HCl 为最佳衍生化试剂。以峰

面积为指标, 对衍生化试剂浓度、催化剂浓度、反应温

度、反应时间等进行单因素考察, 得到最优衍生化反应

条件; 通过对色谱和质谱的条件优化, 在 20 min内实

现了各MCFAs和 SCFAs的有效分离; 同时对其线性、

精密度、稳定性、重复性、加样回收率等进行考察, 验证

了定量方法准确可靠。

本方法成功应用于对抗生素处理小鼠粪便内MC‐

FAs和 SCFAs的定性和定量表征, 发现使用抗生素后

MCFAs 和 SCFAs 含量均发生变化。显然 , 这些 MC‐

FAs和 SCFAs水平的改变与肠道菌群有关, 这两者之

间具体的对应关系还有待与菌群多样性等研究结果结

合加以阐释。
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