
在人体的肠道内存在着多达数百种肠道细菌。通过显微镜
观察其形态时，他们成群结队的生长，看似一大片鲜花，因此，
也被称为肠道菌群。肠道细菌是将抗消化性糖类作为主要能量
来源，产生乙酸、丙酸、丁酸等短链脂肪酸。近年来，有报道
称这种短链脂肪酸被人体吸收后，与自身免疫性疾病 1）以及肥
胖、糖尿病等慢性病具有关联性，为了加深对短链脂肪酸与疾
病之间的关联性的理解，并为了更好地理解肠道细菌与宿主生
物的代谢活动，对短链脂肪酸进行定量分析的需求正在增加。

短链脂肪酸具有高挥发性和高亲水性，在常规的反相系统
中进行 LC/MS分析比较困难。另外，在常规的 GC/MS法中广
泛使用衍生化方法，需要对试样进行干燥处理，存在挥发成分
损失的可能性。因此，样品通过在水溶液中的衍生化进行分析 1）。
在本稿中，通过使用 3-硝基苯肼（3-NPH）对羧酸进行衍生化
处理，对 C2～ C5的短链脂肪酸（6种成分）和乳酸、丙酮酸、
琥珀酸等的有机酸（16种成分）进行同时分析。分析时采用了
在《LC/MS/MS短链脂肪酸方法包》中收录的 MRM参数及分
析方法（表 1）。

HPLC条件
分析柱 :  Mastro C18（2.1 mmI.D.×150   

 mmL.、3 μm）
流动相 A : 0.1% 甲酸－水
流动相 B : 乙腈
时间程序 : 梯度
流速 : 0.35 mL/min

进样量 : 3 μL

柱温箱温度 : 40 ℃

采用 2-硝基苯肼的衍生化方法很久以前就为人所知，是以
脂肪酸作为主要分析对象。在本稿中采用的不是 2-NPH，而是
3-NPH，除了短链脂肪酸之外，还可以对有机酸进行高效地衍
生化处理，支持短链脂肪酸与有机酸的合并分析。

收录的 MRM参数依据 3-NPH衍生物进行了优化。另外，
3-NPH还会和酮体发生反应，因此，具有羰基的丙酮酸、草酰
乙酸等除了羧酸之外，还对羰基进行反应的衍生物的 MRM参
数进行设置。

在这里，将存在生理性肠道菌群的 SPF（Specific Pathogen 

Free）小鼠和通过抗生素给药使肠道菌群显著减少的小鼠粪便
作为试样，进行了短链脂肪酸及有机酸分析。在对各小鼠的粪
便进行回收、秤量后，用乙醇进行提取，通过离心分离回收了
上清液。该上清液用于 3-NPH衍生化处理。在进行 3-NPH 衍
生化处理时，如图 1所示，使用吡啶作为催化剂、使用碳二亚
胺作为缩合剂，在室温下进行 30分钟的反应。反应后，使用
含有甲酸的甲醇溶液进行稀释，然后使用 LCMSTM-8060进行
了同时分析。

T. Nakanishi

MS条件（LCMS-8060）
离子源 :  ESI（Positive/Negative)

雾化气流速 : 2.0 L/min.

干燥气流速 : 10.0 L/min.

加热气流速 : 10.0 L/min.

DL 温度 : 250 ℃
加热块温度 : 400 ℃
接口温度 : 300 ℃
CID 气体压力 : 270 kPa

LC/MS

SPF及抗生素给药小鼠粪便中的短链脂
肪酸、有机酸（3-NPH衍生物）分析
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图 1 使用 3-硝基苯肼（3-NPH）进行的衍生化反应
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图 2是从 SPF小鼠及抗生素给药小鼠粪便试样中萃取的短
链脂肪酸及有机酸（3-NPH）的 MRM色谱。从中可以发现，
短链脂肪酸和琥珀酸在各自的粪便试样中均表现出特征性的波
动。这表明，抗生素给药导致的肠道细菌减少与粪便中的短链
脂肪酸的减少具有相关性。

然后，进行对照品混合溶液的衍生化，制作标准曲线，测
定了各粪便试样萃取液的短链脂肪酸及有机酸浓度。图 3就是
利用该数值而绘制的单位粪便重量中的短链脂肪酸 /有机酸量
（nmol/mg）的曲线（对各个体进行 n＝ 3的重复分析）。在
这里，从测定的 22种成分中，显示了 6种短链脂肪酸成分和
具有代表性的 4种有机酸成分的定量结果。从红色曲线所示的
短链脂肪酸的结果来看，可以发现与 SPF小鼠相比，抗生素给
药小鼠的短链脂肪酸量（nmol/mg）大幅度减少。

另一方面，发现 SPF小鼠中的直链短链脂肪酸（乙酸、丙酸、
丁酸、戊酸）与支链短链脂肪酸（异丁酸、异戊酸）的产生比
例存在个体差异。这可能是每个个体的肠道菌群差异造成的影
响。

另外，从蓝色曲线所示的有机酸的结果来看，抗生素给药
小鼠的琥珀酸呈现明显的高值。短链脂肪酸和有机酸与肠道细
菌的活动密切相关，在通过抗生素给药和无菌饲养等使肠道菌
群减少和不存在的条件下，可见非常具有特征性的短链脂肪酸、
有机酸含量波动。

如上所述，通过使用以 3-NPH衍生物为分析对象的《LC/

MS/MS短链脂肪酸方法包》，采用常规的反相 LC/MS 分析，
可以进行短链脂肪酸、有机酸的定量分析。

* 在本稿中介绍的分析试样是庆应义塾大学医学部医化学教室的杉浦悠毅先生、末松诚先生提供的。
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图 2 SPF 小鼠和抗生素给药小鼠粪便试样中的短链脂肪酸及有机酸（3-NPH）的 MRM 色谱

 

图 3 SPF 小鼠及抗生素给药小鼠粪便试样中的短链脂肪酸（6 种成分）与有机酸（4 种成分）的单位粪便重量的比较（纵轴：nmol/mg）
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図 2 は SPF マウスおよび抗生剤投与マウス糞便試料から
抽出された短鎖脂肪酸および有機酸（3-NPH）の MRM クロ
マトグラムです。短鎖脂肪酸やコハク酸がそれぞれの糞便試
料において特徴的な変動を示していることが確認できます。
このことは抗生剤投与による腸内細菌の減少が、糞便中の短
鎖脂肪酸の減少につながっていることを示唆しています。 

 
次に標準品混合溶液の誘導体化を行い、検量線を作成して、

それぞれの糞便試料抽出液の短鎖脂肪酸および有機酸濃度を
決定しました。この値から糞便重量あたりにおける短鎖脂肪
酸／有機酸量（nmol/mg）をグラフにプロットしたのが図 3
です（各個体に対して n=3 の繰り返し分析）。ここでは測定
した 22 成分のうち、短鎖脂肪酸 6 成分と代表的な有機酸 4
成分の定量結果を示しています。赤色のグラフで示した短鎖
脂肪酸の結果からは、SPF マウスに比べて抗生剤投与マウス
における短鎖脂肪酸量（nmol/mg）が大きく減少しているこ
とが確認できます。 

一方、SPF マウスにおける直鎖短鎖脂肪酸（酢酸、プロピ
オン酸、酪酸、吉草酸）と分岐短鎖脂肪酸（イソ酪酸、イソ
吉草酸）では、個体において産生比が異なることが確認でき
ます。このことは各固体における腸内フローラの違いによる
影響も考えられます。 

また青色のグラフで示した有機酸では、コハク酸に関して
抗生剤投与マウスにおいて顕著に高い値が確認されました。
短鎖脂肪酸および有機酸は腸内細菌の活動と深く関係して
おり、抗生剤投与や無菌飼育のように腸内細菌叢が減少／存
在しない条件では、非常に特徴的な短鎖脂肪酸・有機酸量の
変動が見られます。 

このように 3-NPH 誘導体を分析対象とする LC/MS/MS メ
ソッドパッケージ【短鎖脂肪酸】を用いることで、一般的な
逆相 LC/MS 分析にて、短鎖脂肪酸・有機酸の定量分析が行
えます。 

 
図 2 SPF マウスと抗生剤投与マウス糞便試料における短鎖脂肪酸および有機酸（3-NPH）の MRM クロマトグラム 

 
図 3 SPF マウスおよび抗生剤投与マウス糞便試料中の短鎖脂肪酸（6 成分）と有機酸（4 成分）の糞便重量あたりの比較（縦軸：nmol/mg） 

 
 
* 本稿で紹介しました分析試料は、慶應義塾大学医学部医化学教室の杉浦悠毅先生、末松誠先生よりご提供いただきました。 
 
参考文献 
1) Gut Microbes. 5(3):333-9. 2014. Characterization of the 17 strains of regulatory T cell-inducing human-derived Clostridia. 

Narushima S, Sugiura Y, Oshima K, Atarashi K, Hattori M, Suematsu M, Honda K. 
 
LCMS は、株式会社 島津製作所の商標です。 

SPFマウス 抗生剤投与マウス

SPFマウス

0.0

10.0

20.0

酢酸

0.0

5.0

プロピオン酸

0

0.04

0.08

0.12

イソ酪酸

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

酪酸

0
0.02
0.04
0.06
0.08

0.1

イソ吉草酸

0

0.1

0.2

0.3

吉草酸

0

0.2

0.4

0.6

乳酸

0

0.01

0.02

0.03

ピルビン酸

0

0.002

0.004

リンゴ酸

0

0.4

0.8

1.2

1.6

コハク酸

SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス

抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス

プロピオン酸

酢酸 乳酸 

酪酸 SPF マウス 抗生剤投与
マウス

乳酸
ピルビン酸

コハク酸 
吉草酸

イソ吉草酸

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

500000

450000

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

0

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

175000

150000

125000

100000

75000

50000

25000

0

(min) (min)

(Int.) (Int.)

 

分析計測事業部
グローバルアプリケーション開発センター

島津コールセンター 0120-131691
(075) 813-1691

※本資料は発行時の情報に基づいて作成されており、予告なく改訂することがあります。
改訂版は下記の会員制 Web Solutions Navigator で閲覧できます。 

 https://solutions.shimadzu.co.jp/solnavi/solnavi.htm 

会員制情報サービス「Shim-Solutions Club」にご登録ください。 

https://solutions.shimadzu.co.jp/ 
会員制 Web の閲覧だけでなく、いろいろな情報サービスが受けられます。 

 

初版発行：2018 年 3 月

Application 
News 

No. C168 

図 2 は SPF マウスおよび抗生剤投与マウス糞便試料から
抽出された短鎖脂肪酸および有機酸（3-NPH）の MRM クロ
マトグラムです。短鎖脂肪酸やコハク酸がそれぞれの糞便試
料において特徴的な変動を示していることが確認できます。
このことは抗生剤投与による腸内細菌の減少が、糞便中の短
鎖脂肪酸の減少につながっていることを示唆しています。 

 
次に標準品混合溶液の誘導体化を行い、検量線を作成して、

それぞれの糞便試料抽出液の短鎖脂肪酸および有機酸濃度を
決定しました。この値から糞便重量あたりにおける短鎖脂肪
酸／有機酸量（nmol/mg）をグラフにプロットしたのが図 3
です（各個体に対して n=3 の繰り返し分析）。ここでは測定
した 22 成分のうち、短鎖脂肪酸 6 成分と代表的な有機酸 4
成分の定量結果を示しています。赤色のグラフで示した短鎖
脂肪酸の結果からは、SPF マウスに比べて抗生剤投与マウス
における短鎖脂肪酸量（nmol/mg）が大きく減少しているこ
とが確認できます。 

一方、SPF マウスにおける直鎖短鎖脂肪酸（酢酸、プロピ
オン酸、酪酸、吉草酸）と分岐短鎖脂肪酸（イソ酪酸、イソ
吉草酸）では、個体において産生比が異なることが確認でき
ます。このことは各固体における腸内フローラの違いによる
影響も考えられます。 

また青色のグラフで示した有機酸では、コハク酸に関して
抗生剤投与マウスにおいて顕著に高い値が確認されました。
短鎖脂肪酸および有機酸は腸内細菌の活動と深く関係して
おり、抗生剤投与や無菌飼育のように腸内細菌叢が減少／存
在しない条件では、非常に特徴的な短鎖脂肪酸・有機酸量の
変動が見られます。 

このように 3-NPH 誘導体を分析対象とする LC/MS/MS メ
ソッドパッケージ【短鎖脂肪酸】を用いることで、一般的な
逆相 LC/MS 分析にて、短鎖脂肪酸・有機酸の定量分析が行
えます。 

 
図 2 SPF マウスと抗生剤投与マウス糞便試料における短鎖脂肪酸および有機酸（3-NPH）の MRM クロマトグラム 

 
図 3 SPF マウスおよび抗生剤投与マウス糞便試料中の短鎖脂肪酸（6 成分）と有機酸（4 成分）の糞便重量あたりの比較（縦軸：nmol/mg） 

 
 
* 本稿で紹介しました分析試料は、慶應義塾大学医学部医化学教室の杉浦悠毅先生、末松誠先生よりご提供いただきました。 
 
参考文献 
1) Gut Microbes. 5(3):333-9. 2014. Characterization of the 17 strains of regulatory T cell-inducing human-derived Clostridia. 

Narushima S, Sugiura Y, Oshima K, Atarashi K, Hattori M, Suematsu M, Honda K. 
 
LCMS は、株式会社 島津製作所の商標です。 

SPFマウス 抗生剤投与マウス

SPFマウス

0.0

10.0

20.0

酢酸

0.0

5.0

プロピオン酸

0

0.04

0.08

0.12

イソ酪酸

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

酪酸

0
0.02
0.04
0.06
0.08

0.1

イソ吉草酸

0

0.1

0.2

0.3

吉草酸

0

0.2

0.4

0.6

乳酸

0

0.01

0.02

0.03

ピルビン酸

0

0.002

0.004

リンゴ酸

0

0.4

0.8

1.2

1.6

コハク酸

SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス

抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス SPFマウス 抗生剤投与マウス

プロピオン酸

酢酸 乳酸 

酪酸 SPF マウス 抗生剤投与
マウス

乳酸
ピルビン酸

コハク酸 
吉草酸

イソ吉草酸

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

500000

450000

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

0

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

175000

150000

125000

100000

75000

50000

25000

0

(min) (min)

(Int.) (Int.)

SPF小鼠丁酸

丙酸

乳酸
乙酸

异戊酸
吉草酸

抗生素给药
小鼠

乳酸

琥珀酸

丙酮酸


