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三重四极杆质谱仪 LCMS™-8060NX分析
唾液中亲水性代谢产物的代谢组学研究
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人口腔中大约生活着约 700种、90亿个细菌，这些细菌和
肠道细菌一样，能产生短链脂肪酸。现在逐渐查明，口腔细菌产
生的短链脂肪酸对牙周组织具有危害作用。例如，牙周病的主要
病原体口腔厌氧革兰氏阴性细菌会产生大量的短链脂肪酸（尤其
是丁酸）。

近年来，代谢组学技术因其能全面分析体内代谢产物而成为
研究热点。代谢组学分析是指全面分析经细胞活动产生的氨基酸
和有机酸等小分子代谢产物，明确多个试样群中差异的学术领域，
与其他组学相比，对象组分较少，因而易于进行全面分析。

本报告介绍了一个案例，使用超高效液相色谱质谱仪（LC/

MS/MS）进行唾液代谢组学分析。众所周知，唾液中含有口腔细
菌产生的代谢产物，同时含有口腔细菌。因此，因口腔细菌的作
用而在唾液中含有的代谢产物数量会受到分析之前的唾液保存状
态的影响。因此，使用代谢组学分析调查了保存温度对唾液所含
代谢产物的影响。

T. Hattori, Y. Yamada

■  样品
唾液采自一名健康成年男性。采集后按 12000 rpm进行 10

分钟离心分离，然后将其上清液分装到 4个微型管中。各样品分
别在 -80、4、25、40℃下保存 3天。

■  预处理
在短链脂肪酸 /有机酸分析的预处理中，为了增加目标物在

ODS色谱柱上的保留，并提高MS检测的灵敏度，将样品用 3-

硝基苯肼（3-NPH）衍生化。在唾液中添加 3-NPH（衍生化试剂）、
吡啶（催化剂）、碳二亚胺（缩合剂）、2-乙基丁酸（内标物质），
室温下反应 30分钟。反应后，使用含有甲酸的甲醇溶液稀释 5倍。

在用于同时分析亲水性代谢产物的预处理当中，用超纯水对
唾液稀释 5倍。稀释时，添加了 2-吗啉乙磺酸 (MES)，使得内标
物质浓度为 1 μmol/L。
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全窒素・全リン測定 
 
 

TNPC-4110 Plus による排水中の 
全窒素・全リン測定 

 

閉鎖性海域の富栄養化の改善を図るため、当該海域へ排出
される有機汚濁物質の総量を基準値以下に削減する目的で、
1979 年から水質総量規制が施行されています。第 5 次水質
総量規制から対象項目に全窒素と全リンが追加指定され、対
象事業所の多くは、自動計測器を用いてこれらを測定してい
ます。第 5 次水質総量規制以来使用されてきたオンライン全
窒素・全リン計 TNPC-4110 シリーズはさらにその性能・機
能を向上させ、TNPC-4110 Plus シリーズとしてモデルチェ
ンジされました。 

全窒素の測定には、これまで同様に高い酸化分解力と干渉
に強い検出力を持つ「熱分解・ケミルミ方式」を採用し、夾
雑物や海水が混入する試料でも干渉影響をほぼ受けること
なく測定することができます。さらに本シリーズでは試薬と
測定シーケンスを改良し、全リンの測定においても夾雑物の
影響をできる限り低減し、高精度で測定することができるよ
うになりました。 

本稿では TNPC-4110 Plus で海水やミネラルを含む試料を
測定した例を紹介します。 

M. Tanaka 
 
 

 
 

 

 全窒素（TN）分析方法 
TNPC-4110Plus の全窒素（TN）測定は、熱分解・ケミルミ

方式を採用しています。この方式は、紫外吸光光度法では干
渉成分となる臭素イオンや金属イオンの影響を受けずに測
定できます。したがって、試料に海水が混入していても、共
存物質の影響を受けることなく測定することができます。 

海水を 2 倍に希釈した溶液に窒素化合物を 0.5 mgN/L（窒
素濃度が 0.5 mg/L）になるように添加したものを試料として、
総和法（手分析）、紫外吸光光度法（手分析）、熱分解・ケ
ミルミ法で測定しました。 

 
表 1 TNPC-4110 Plus 全窒素測定条件 

分析計 : 全窒素・全リン計 TNPC-4110 Plus 
測定項目 : 全窒素（TN） 
測定方法 : 熱分解 - 化学発光法（ケミルミ法） 
校正 : 0-2 mgN/L 硝酸カリウム水溶液による 2 点校正 

（フルスケール(FS)：2 mgN/L） 
試料 : 2 倍に希釈した自然海水に、0.5 mgN/L になるよう

に硝酸カリウムを添加した液 
 

 全窒素（TN）分析結果 
各分析法で測定した結果を表 2 に示します。総和法による

測定値を基準として、紫外吸光光度法および TNPC-4110 Plus
の測定値との差を分析計のフルスケール比として算出した
ものを表の右欄に示しています。紫外吸光光度法では大きな
値になり、海水に含まれる成分による干渉影響が出ているこ
とがわかります。一方、TNPC-4110 Plus では総和法とほぼ同
等の測定値になり、海水成分の影響を受けることなく測定で
きていることがわかります。 

 
表 2 全窒素 測定結果 

分析法 測定原理 測定結果 
（mgN/L） 

総和法との差 
（FS 比） 

手分析 総和法 0.59 ー 
手分析 紫外吸光光度法 0.84 +12.5％ 

TNPC-4110 Plus 熱分解・ケミルミ法 0.54 -2.5％ 
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■分析条件
使用 LC/MS/MS短链脂肪酸方法包和 LCMS-8060NX进行短

链脂肪酸 /有机酸分析。本分析法可分析醋酸、丙酸、丁酸等 6

种短链脂肪酸以及有关中心代谢路径的 16种有机酸。表 1所示
为 HPLC及MS的分析条件。

■利用 IonFocus™设备提高灵敏度
分析活体、食品等基质较多的样品时，通过离子源远离MS

导入部，可以降低基质的影响，但导入MS的离子会减少，造成
灵敏度下降。LCMS-8060NX的 IonFocus设备（图 1）通过聚焦
电极输送离子，高效地仅将离子导入质谱仪，去除多余的中性粒
子。因此，即使在离子源远离MS导入部的情况下，灵敏度也不
会下降，兼顾分析灵敏度与仪器稳健性。针对从唾液中检测出的
亲水性代谢产物，确认 IonFocus设备的效果后发现，即使在离子
源远离MS导入部的情况下，灵敏度也不会下降，灵敏度平均提
高约 1.4倍。图 2所示为灵敏度提高示例。

亲水性代谢产物的同时分析利用 LC/MS/MS初级代谢产物方
法包 ver.2中含有的液质采集方法，采用 LCMS-8060NX进行。
本分析方法可实现对生命科学领域代谢组学分析中已知重要的氨
基酸、有机酸、核苷、核苷酸等 97种亲水性代谢产物同时进行
分析。表 2所示为 HPLC及MS的分析条件。
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表 1 分析条件（短链脂肪酸、有机酸分析）

[HPLC conditions] (Nexera™ X3)

色谱柱 : 反相柱

流动相 : A) 0.1%甲酸水溶液
B) 乙腈 

模式 ：梯度洗脱
流速 ： 0.35 mL/min

进样量 ： 3 μL

[MS条件 ] (LCMS-8060NX)

离子源 ： ESI (正离子和负离子模式 )

喷针位置 ： +3 mm

模式 ：MRM

雾化气流量 ： 2.0 L/min

干燥气流量 ： 10.0 L/min

加热气流量 ： 10.0 L/min

DL温度 ： 250 ℃
加热模块温度 ： 400 ℃
接口温度 ： 300 ℃

表 2 分析条件（亲水性代谢产物同时分析）

[HPLC条件 ]（Nexera X3）

色谱柱 : 反相柱

流动相 : A) 0.1 %甲酸水溶液
B) 0.1%甲酸乙腈溶液

模式 ：梯度洗脱
流速 ： 0.25 mL/min

进样量 ： 3 μL

[MS条件 ] (LCMS-8060NX)

离子源 ： ESI (正离子和负离子模式 )

探针位置 ： +3 mm

模式 ：MRM

IonFocus电压 ：±2 kV

雾化气流量 ： 3.0 L/min

干燥气流量 ： 10.0 L/min

加热气流量 ： 10.0 L/min

DL温度 ： 250 ℃
加热模块温度 ： 400 ℃
接口温度 ： 300 ℃
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图 1 IonFocus 设备示意图

 

 
图 2 IonFocus 设备提高灵敏度

 

 

图 3 Peakintelligence 峰形处理
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■ Peakintelligence™波形处理
利用 LabSolutions Insight™的选配软件 Peakintelligence对检

测出的色谱峰进行峰形处理。Peakintelligence会使 AI学习熟练
操作者进行的峰形处理，实现与熟练者同等水平的解析。如图 3

所示，即使是附近有其他组分峰干扰的情况下，Peakintelligence

也可以正确地进行检测和峰形处理。由此可降低误检测及未检测
色谱峰，缩短确认和修改峰形处理结果所需的时间。
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■  代谢组学分析
短链脂肪酸、有机酸的分析结果显示，共有 6种短链脂肪酸、

14种有机酸被检出。亲水性代谢产物的检测结果中，共有以氨基
酸、有机酸、核酸类代谢产物为主的 50种组分。基于各组分对
内标物质峰面积比，利用 SIMCA®16软件进行了主成分分析。图
4、5分别所示为短链脂肪酸、有机酸分析以及亲水性代谢产物同
时分析时的得分图和载荷图。在第 1主组分轴观察到了保存温度
造成的影响。

在 40℃下保存的唾液中含有琥珀酸和谷氨酸等特征性物质。
在 25℃下保存的唾液中含有丙酮酸、组氨酸、酪氨酸等特征性物
质。在 4℃、-80℃下保存的唾液中，短链脂肪酸、有机酸、氨基
酸、核酸类代谢产物的倾向类似，几乎所有组分均未观察到较大
的浓度变化。
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图 4 短链脂肪酸、有机酸分析中的主成分分析结果

 
 

 

图 5 亲水性代谢产物同时分析的主成分分析结果
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图 6所示为因保存温度的差异而出现较大浓度变化的代谢产
物峰面积比波动。从中可知，精氨酸、谷氨酸、组氨酸等的氨基
酸以及乳酸、丙酮酸、琥珀酸等的有机酸会因保存温度的不同而
出现较大的变化。出现这种变化的原因之一是唾液中存在的口腔
细菌在保存期间消耗或产生了这些组分。

■总结
综上所述，通过使用 LC/MS/MS进行唾液的代谢组学分析，

可以全面分析口腔细菌产生的亲水性代谢产物。该分析方法在口
腔细菌群研究的代谢组学分析中非常有效。

本文件中记载的产品尚未作为医疗器械得到医药品医疗器械法的批准和认证。
无法用于治疗诊断目的，无法通过正常程序使用。
LCMS、Nexera、IonFocus、Peakintelligence和 LabSolutions Insight是岛津制作所株式会社在日本及其他国家的商标
SIMCA是 Sartorius Stedim Data Analytics AB的注册商标。
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图 6 唾液中短链脂肪酸、有机酸的变化趋势
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