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摘  要 

同位素稀释质谱法是小分子及蛋白质绝对定量的金标准，是微量、痕量和超痕量元素检测的权威方法，

目前已成为国内外计量机构用于蛋白质定量和相关标准物质研制的首选方法。血清淀粉样蛋白A (SAA)
是炎症相关疾病的关键标志物，其准确测定对临床检测标准化及标准物质的研制具有重要意义。本研究

建立了一种基于氨基酸同位素稀释质谱法的SAA纯度分析方法，系统优化了水解条件、液相色谱分离条

件及质谱检测参数，实现了SAA的绝对定量。实验选取Phe、Pro和Ile三种氨基酸作为特征氨基酸，以13C
标记同位素为内标，通过重量法配制标准溶液，最终确定最优实验条件为：8 mol/L盐酸中水解40 h，采

用ZORBAX Eclipse Plus C18柱等度洗脱(流动相为97% 0.1%甲酸水溶液与3% 0.1%甲酸乙腈溶液)，并

优化了锥孔电压(200 V)及碰撞能(Phe/13C9-Phe 54 eV、Pro/13C5-Pro 78 eV、Ile/13C6-Ile 73 eV)。采用

括号法计算SAA纯度，通过系统评估氨基酸标准物质纯度、水解效率、称量误差、峰面积比、分子量及

测量重复性等不确定度分量，测得重组人SAA纯度为86.40 μg/g，扩展不确定度为1.34% (k = 2)，表明

方法重复性良好，且测量结果可溯源至SI国际单位。本研究构建的分析方法准确、可靠、具备溯源性，

为SAA纯度标准物质研制及参考测量程序建立提供了坚实的技术支持。 
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Abstract 
Isotope Dilution Mass Spectrometry (IDMS) is recognized as the gold standard for the absolute 
quantification of small molecules and proteins, as well as an authoritative method for the detection 
of trace, micro, and ultratrace elements. It has become the preferred method for protein quantifi-
cation and the development of reference materials in metrological institutions worldwide. Serum 
Amyloid A (SAA), a key biomarker for inflammation-related diseases, requires accurate determina-
tion for the standardization of clinical assays and the production of certified reference materials. 
This study established a novel purity analysis method for SAA based on amino acid IDMS. The method 
involved systematic optimization of hydrolysis conditions, liquid chromatography separation, and 
mass spectrometric detection parameters, enabling the absolute quantification of SAA. Three amino 
acids, Phe, Pro, and Ile, were selected as characteristic analytes. Using weight-based preparation of 
standard solutions with 13C-labeled isotopic analogues as internal standards, the optimal experi-
mental conditions were determined as follows: hydrolysis in 8 mol/L HCl for 40 hours, isocratic 
elution on a ZORBAX Eclipse Plus C18 column (mobile phase: 97% 0.1% formic acid in water/3% 
0.1% formic acid in acetonitrile), with optimized cone voltage (200 V) and collision energies (54 eV 
for Phe/13C9-Phe, 78 eV for Pro/13C5-Pro, and 73 eV for Ile/13C6-Ile). The purity of recombinant hu-
man SAA was calculated using the bracketing method. By systematically evaluating uncertainty 
components, including the purity of amino acid reference materials, hydrolysis efficiency, weighing 
errors, peak area ratios, molecular weight, and measurement repeatability, the SAA purity was de-
termined to be 86.40 μg/g with an expanded uncertainty of 1.34% (k = 2), demonstrating good re-
peatability. The measurement result is traceable to the International System of Units. The estab-
lished analytical method is accurate, reliable, and metrologically traceable, providing robust tech-
nical support for the development of SAA purity reference materials and the establishment of ref-
erence measurement procedures. 
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1. 引言 

血清淀粉样蛋白 A (serum amyloid A, SAA)是一种由肝脏合成的急性时相反应蛋白，是由多基因编码

的、具有 104~112 个氨基酸的低分子量蛋白质家族，也是一类亲脂性载脂蛋白[1]-[3]。在机体受到感染、

创伤、炎症等刺激后会迅速升高，发挥免疫调节作用，在炎症反应的早期(24~48 h)，血清浓度可迅速增

加至 1000 倍以上[4]，可作为类风湿性关节炎、心血管疾病、肿瘤或病毒感染等多种炎症相关疾病的标志

物，因此常用来评估炎症和感染状态[2] [5] [6]。 
目前，临床上对 SAA 的检测方法主要有胶体金免疫检测技术、酶联免疫法、免疫比浊法、荧光免疫

法等，这些方法虽具有操作简便、检测快速的优点，但通常难以实现绝对定量[7]-[9]。同位素稀释质谱法

(Isotope Dilution Mass Spectrometry, IDMS)是在试样中加入已知量的、与被测元素或物质相同但同位素丰

度不同的稀释剂，混合均匀达到同位素组成的平衡后，用质谱法测量混合样品中被测元素的同位素比值，

由此计算出被测元素或物质的含量[10]。该方法在痕量分析中表现出卓越的准确性与高度特异性，被认为
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是小分子及蛋白质绝对定量的金标准，是微量、痕量和超痕量元素检测的权威方法[11] [12]，因此，IDMS
已成为国内外计量机构用于蛋白质定量和相关标准物质研制的首选方法。 

本研究采用氨基酸同位素稀释质谱法对 SAA 的纯度进行准确测定。通过对氨基酸水解时间、液相色

谱分离条件及质谱参数进行系统优化，成功构建了一种可精准定量 SAA 的分析方法。该方法测定结果可

溯源至 SI 国际单位，并完成了不确定度评估，从而为 SAA 的准确检测提供了坚实的技术基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 主要仪器与试剂 

重组人血清淀粉样蛋白 A (纯度>98%，上海甄融生物科技有限公司)；乙腈(色谱级，德国默克)；盐

酸(优级纯，广州化学试剂厂)；甲酸(色谱级，上海麦克林)；GBW09235 L-苯丙氨酸纯度标准物质(Phe，
纯度 99.8%，Urel = 0.4，k = 2，中国计量科学研究院)；GBW(E)100084 L-脯氨酸纯度标准物质(Pro，纯度

99.0%，Urel = 1.5，k = 2，中国计量科学研究院)；GBW09238 L-异亮氨酸纯度标准物质(Ile，纯度 99.7%，

Urel = 0.3，k = 2，中国计量科学研究院)；13C9-苯丙氨酸(13C9-Phe)、13C5-脯氨酸(13C5-Pro)、13C6-异亮氨酸

(13C6-Ile) (99%，美国剑桥同位素实验室)。 
电子天平(感量 0.01 mg，CPA225D，德国赛多利斯)；超高效液相色谱串联质谱仪(1290 infinity Ⅱ-6470，

美国安捷伦)；单道手动可调式移液枪(10~100 μL，德国艾本德)；真空干燥箱(DZF-6050，上海一恒)；氮

吹仪(HGC-24A，北京恒奥)；超纯水系统(Millipore Elix Milli-Q，德国默克)。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 特征氨基酸的选择 
为确保定量结果的准确性与代表性，本研究基于 SAA 的氨基酸序列信息(UniProt 数据库登录号：

P0DJI8)，系统选择了 Phe、Pro 和 Ile 作为特征定量氨基酸。该蛋白由 104 个氨基酸残基组成，其中 Phe
残基数为 8 个，Pro 残基数为 4 个，Ile 残基数为 3 个，三种氨基酸在序列中分布均匀，残基数适中，既

能反映蛋白的整体组成特征，又便于定量计算与结果验证。从水解稳定性角度分析，Phe、Pro 和 Ile 均为

疏水性氨基酸，在酸性水解条件下表现出良好的化学稳定性，适合作为蛋白质水解定量的标志物[13]。在

质谱检测方面，三种氨基酸及其 13C 标记同位素内标(13C9-Phe、13C5-Pro、13C6-Ile)在电喷雾离子化条件下

具有明确的母离子与碎片离子特征，多反应监测通道无交叉干扰，色谱峰形对称，可实现高特异性检测。

综合以上因素，Phe、Pro 和 Ile 在序列代表性、水解稳定性、检测特异性方面均满足特征氨基酸的选择要

求，可作为 SAA 纯度定量的可靠标志物。 

2.2.2. 标准溶液制备 
SAA 样品制备：用电子天平准确称取一定量的重组人 SAA 冻干粉末，将其溶于超纯水中，使其终浓

度为 100 μg/g，配制完成后置于−80℃低温保存。 
氨基酸标准溶液母液及混合液的配制：用电子天平分别准确称量 Phe、Pro 及 Ile 固体粉末 10 mg，分

别溶于浓度为 0.1 mol/L 的盐酸中，使其终浓度为 0.2 mg/g，记为氨基酸标准溶液母液。采用重量法准确

称取一定量的三种氨基酸标准溶液母液，加入浓度为 0.1 mol/L 的盐酸中，稀释后的样品记为氨基酸标准

溶液混合液。 
氨基酸同位素标记溶液母液及混合液的配制：用电子天平分别准确称量 13C9-Phe、13C5-Pro 及 13C6-Ile

同位素固体粉末 10 mg，分别溶于浓度为 0.1 mol/L 的盐酸中，使其终浓度为 0.2 mg/g，记为氨基酸同位

素标记溶液母液。采用重量法称取一定量的三种氨基酸同位素标记溶液母液，加入浓度为 0.1 mol/L 的盐

酸中，得到氨基酸同位素标记溶液混合液。 
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低浓度、高浓度混合溶液的配制：采用重量法分别准确称取氨基酸标准溶液混合液及氨基酸同位素

标记溶液混合液配制低标及高标溶液，其中低标溶液中 Phe 及 13C9-Phe、Pro 及 13C5-Pro、Ile 及 13C6-Ile 质

量比均约为 0.9:1，高标溶液中 Phe 及 13C9-Phe、Pro 及 13C5-Pro、Ile 及 13C6-Ile 质量比均约为 1.1:1。准确

记录移液质量和溶液总质量。 

2.2.3. 样品水解条件优化 
为明确 SAA 样品的最优水解条件，本研究结合实验室前期研究基础，对水解体系中的盐酸浓度进行

优化考察，设置两组平行水解方案：方案一为 6 mol/L 盐酸，水解时长 40 h；方案二为 8 mol/L 盐酸，水

解时长 40 h。以水解效率为核心评价指标，采用同位素稀释质谱法进行定量分析，具体实验操作如下： 
(1) 水解前预处理：将 SAA 样品与 13C9-Phe、13C5-Pro 及 13C6-Ile 同位素标记溶液的混合液从冰箱中

取出，平衡至室温； 
(2) 样品制备与水解：采用电子天平精密移取 25 μL SAA 样品与 50 μL 同位素标记混合溶液，共同

加入至洁净的水解管中；随后加入 400 μL 对应浓度(6 mol/L 或 8 mol/L)的盐酸溶液，涡旋振荡 1 min 至

混合均匀，采用氮吹仪吹脱 2 min 以去除体系中的氧气；将密封后的水解管置于 110℃真空干燥箱中，进

行水解反应； 
(3) 后续处理与检测：水解反应结束后，取出水解管冷却至室温，将样品转移至氮吹仪中吹干；向干

燥后的样品中加入 1 mL 0.1% (v/v)甲酸水溶液，涡旋混匀使样品充分复溶；复溶后样品经 0.22 μm 有机

相滤膜过滤，收集滤液用于 IDMS 分析。 

2.2.4. 液相色谱条件优化 
基于相关文献报道及本实验室前期研究基础[7] [14]，为建立 SAA 样品中目标分析物的高效分离检测

体系，对液相色谱分离条件进行优化，选用两种洗脱模式(梯度洗脱与等度洗脱)进行对比考察，具体色谱

条件如下： 
1、色谱系统与核心参数：(1) 色谱柱：ZORBAX Eclipse Plus C18 柱(4.6 mm × 150 mm，5 μm，Agilent 

Technologies，USA)；(2) 进样量：2 μL；(3) 流动相流速：0.2 mL/min；(4) 柱温：30℃；(5) 流动相组

成：A 相为 0.1% (v/v)甲酸水溶液，B 相为 0.1% (v/v)甲酸乙腈溶液。 
2、洗脱方案设计：方案一：梯度洗脱程序：(0~10) min，2% B；(10~11) min，2%~95% B；(11~14) 

min，95% B；(14~14.1) min，95%~2% B；(14.1~18) min，2% B。方案二：等度洗脱程序：流动相配比保

持恒定：97% (v/v) A 相 + 3% (v/v) B 相，全程洗脱时长为 35 min。实验过程中通过对比两种洗脱模式下

目标分析物的峰形对称性、分离度及峰纯度等关键指标，筛选出适用于本研究的最优洗脱方案。 

2.2.5. 质谱条件优化 
为确保目标氨基酸与对应稳定同位素标记内标的离子化效率及裂解效率的一致性，采用仪器自动优

化功能，分别对Phe (母离子m/z 166.2→子离子m/z 120.2)、13C9-Phe (母离子m/z 175.2→子离子m/z 128.2)、
Pro (母离子 m/z 116.1→子离子 m/z 70.0)及 13C5-Pro (母离子 m/z 121.1→子离子 m/z 74.1)、Ile (母离子 m/z 
132.2→子离子m/z 86.1)、13C6-Ile (母离子m/z 138.2→子离子m/z 91.1)的锥孔电压和碰撞能进行单独优化。

其中，锥孔电压优化范围设定为 0~250 V，碰撞能优化范围设定为 0~80 eV。 

2.2.6. 蛋白含量的计算 
采用括号法对蛋白质的含量进行定量测定，3 个平行样品，每份重复检测 3 次，根据公式(1)和公式

(2)计算得到 SAA 蛋白水解后 Phe、Pro、Ile 三种氨基酸的浓度，再根据公式(3)分别以每种氨基酸浓度计

算蛋白浓度。 
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式中：IR为 SAA 中氨基酸质量比(非标记/标记)；RSAA为 SAA 中氨基酸色谱峰面积比(非标记/标记)；
I1 为低浓度混合溶液中氨基酸质量比(非标记/标记)；I2 为高浓度混合溶液中氨基酸质量比(非标记/标记)；
R1 为低浓度混合溶液中氨基酸响应比值(非标记/标记)；R2 为高浓度混合溶液中氨基酸响应比值(非标记/
标记)。 

 AA
SAA

Is Is Rm C IC
m
× ×

=  (2) 

式中：CAA 为 SAA 中 Phe、Pro、Ile 的浓度，μg/g；mIS 为 SAA 中加入 13C9-Phe、13C5-Pro 及 13C6-Ile
同位素标记混合溶液中间液的浓度，mg；CIS为 13C9-Phe、13C5-Pro 及 13C6-Ile 同位素标记混合溶液中间液

的浓度，μg/g；mSAA为 SAA 样品质量，mg。 

 AA SAA
SAA-AA

AA

C MC
M n
×

=
×

 (3) 

式中：CSAA-AA为氨基酸计算得到的 SAA 纯度；AA 为 Phe、Pro、Ile，μg/g；MSAA为 SAA 的分子量，

11682.70 g/mol；MAA为氨基酸的分子量；n 为 SAA 中氨基酸个数，其中 nPhe = 8，nPro = 4，nIle = 3。 
按照公式(4)取 Phe、Pro、Ile 含量计算得到的蛋白质浓度结果的平均值作为 SAA 纯度测定的结果，

记为 CSAA，单位：μg/g。 

 SAA-Pro SAA-Phe SAA-Ile
SAA 3

C C CC + +
=  (4) 

3. 结果与分析 

3.1. 样品水解条件优化 

为确定 SAA 样品的最优水解条件，本研究基于实验室前期研究基础，对水解体系中盐酸浓度进行优

化探究，设计两组平行水解实验：方案一采用 6 mol/L 盐酸，水解时长 40 h；方案二采用 8 mol/L 盐酸，

水解时长 40 h，相关实验结果如表 1 所示。 
以水解出的非标记氨基酸与同位素标记的氨基酸的峰面积比(R)为核心评价指标，若两者基本保持水

平，说明已经水解完全。由表 1 数据可见，方案一的水解反应未完全进行，而方案二可满足实验要求，

因此确定方案二(8 mol/L 盐酸、水解时长 40 h)作为后续实验的最优水解条件。 
 

Table 1. Optimization of hydrochloric acid concentration for hydrolysis 
表 1. 水解用盐酸浓度优化 

水解条件 
R(Phe)/R(13C9-Phe) R(Pro)/R(13C5-Pro) R(Ile)/R(13C6-Ile) 

平行 1 平行 2 平行 3 平行 1 平行 2 平行 3 平行 1 平行 2 平行 3 

6 mol/L 盐酸 0.27 0.26 0.24 0.23 0.24 0.23 0.27 0.24 0.28 

8 mol/L 盐酸 1.10 1.11 1.10 0.98 0.97 0.98 1.04 1.04 1.05 

3.2. 液相色谱条件优化 

为构建 SAA 样品中目标分析物高效、可靠的分离检测体系，本研究对液相色谱洗脱条件进行了系统
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优化，对比评估了梯度洗脱与等度洗脱两种模式对三种目标氨基酸及其同位素内标的分离效果，以色谱

峰形对称性、分离度及峰纯度为核心评价指标，结果如图 1 所示。实验结果表明，梯度洗脱模式下仅呈

现 2 个色谱峰，目标分析物未能实现基线分离，这一现象可归因于多重因素的共同影响：(1) Phe、Pro 和

Ile 均为中性氨基酸，极性差异较小，在反相 C18 色谱柱上的保留行为相似，而梯度洗脱过程中有机相比

例的变化难以有效区分三者，易导致共洗脱或分离不完全；(2) 洗脱程序在 1 min 内将 B 相比从 2%快速

升至 95%，变化速率过快，使目标物在短时间内集中洗脱，无法实现有效的色谱分离。相比之下，等度

洗脱模式采用恒定的流动相配比(97% 0.1%甲酸水溶液 + 3% 0.1%甲酸乙腈)，不仅使各目标分析物的色

谱峰分离度显著提升，且在保留时间、峰形对称性和峰纯度方面均获得显著改善，完全满足检测要求。

该配比恰好平衡了保留强度与洗脱能力，使 Phe、Pro、Ile 及其标记内标在 35 min 内实现基线分离。综

上，确定等度洗脱为后续实验的最优洗脱方案。 
 

 
Figure 1. Optimization of liquid chromatography conditions 
图 1. 液相色谱条件优化 

3.3. 质谱条件优化 

采用仪器自动优化功能，分别对 Phe、13C9-Phe、Pro、13C5-Pro、Ile、13C6-Ile 的锥孔电压和碰撞能进

行了单独优化，结果如表 2 所示。 
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Table 2. Results of mass spectrometry condition optimization 
表 2. 质谱条件优化结果 

气体温度 325℃ 

气体流速 10 L/min 

雾化器 20 psi 

鞘气温度 350℃ 

鞘气流速 11 L/min 

多反应监测条件 母离子 子离子 锥孔电压 碰撞能 碰撞池加速电压 

Phe 166.2 120.2 200 54 16 

Pro 116.1 70.0 200 78 17 

Ile 132.2 86.1 200 73 9 

13C9-Phe 175.2 128.2 200 54 16 

13C5-Pro 121.1 74.1 200 78 17 

13C6-Ile 138.2 91.1 200 73 9 

3.4. 蛋白含量的计算 
 

 
Figure 2. Mass spectrum of recombinant human SAA following optimization 
图 2. 优化后测定重组人 SAA 的质谱结果图 
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采用建立的方法，测定重组人 SAA 蛋白水解产物中 3 种氨基酸及 3 种同位素标记的质谱峰面积，质

谱结果见图 2。取 3 个平行样品，每份重复检测 3 次，结果见表 3。测得重组人 SAA 蛋白含量为 86.40 
μg/g，测定结果的相对标准偏差为 0.32%，表明该方法测定重组人 SAA 蛋白样品浓度具有良好的重复性。 

 
Table 3. Quantitative analysis results of recombinant human SAA protein 
表 3. 重组人 SAA 蛋白定量分析结果 

样品编号 Phe (μg/g) Pro (μg/g) Ile (μg/g) 平均值(μg/g) 

1 84.66 86.13 87.63 86.14 

2 84.78 85.64 87.85 86.09 

3 84.42 85.32 88.53 86.09 

4 85.70 85.67 87.82 86.40 

5 85.82 85.55 87.51 86.29 

6 86.36 86.01 87.08 86.48 

7 86.24 86.11 87.42 86.59 

8 86.24 86.94 87.49 86.89 

9 85.92 85.87 88.18 86.65 

平均值 85.57 85.91 87.72 86.40 

RSD/% 0.88 0.55 0.49 0.32 

4. 测量结果的不确定度评定 

定值过程引入的不确定度来源主要包括：氨基酸有证标准物质的纯度、水解效率、天平称量、峰面

积比(非标记/标记)重复性、分子量计算及测量结果重复性等，各分量按以下方式评定。 

4.1. 氨基酸有证标准物质引入的不确定度 urel (P) 

根据标准物质证书提供的参数，采用以下公式计算相对标准不确定度： ( ) ( )rel
rel

U P
u P

k P
=

×
，式中：

( )relu P 为标准物质的相对扩展不确定度，k 为包含因子(k = 2)，P 为标准物质纯度。 

Phe 纯度标准物质的 Urel = 0.4%，P = 99.8%，则 ( ) 0.4% 0.20%
2 99.8%relu P = =
×

；Pro 纯度标准物质的 Urel 

= 1.5%，P = 99.0%，则 ( ) 1.5% 0.76%
2 99.0%relu P = =
×

；Ile 纯度标准物质的 Urel = 0.3%，P = 99.7%，则

( ) 0.3% 0.15%
2 99.7%relu P = =
×

。 

4.2. 水解效率引入的不确定度 urel (PH) 

参考冠状病毒 N 蛋白同位素稀释质谱法测量能力计量比对项目数据及参考文献研究结果[15]，评定

其相对标准不确定度为 1.00%。 

4.3. 称量引入的不确定度 urel (m) 

实验中称量对象包括 SAA 样品、氨基酸标准物质、同位素内标及稀释溶剂，其中小质量称量对不确
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定度贡献显著，重点评定 SAA 样品及氨基酸同位素标记溶液母液称量的不确定度。称量采用“去皮–称

量”两步法，所用电子天平的最大允许误差为±0.01 mg，按矩形分布评定(包含因子 3k = )。 

以 Pro 纯度标准物质称量为例，称量不确定度计算为 ( ) 30.01 5.77 10 mg
3

su m
n

−= = = × ，相对标准不

确定度为 ( )
35.77 10 0.09%

9.41relu m
−×

= = ，其余称量过程的不确定度分量按相同方法分析，结果见表 4。 

4.4. 峰面积比(非标记/标记)重复性引入的不确定度 urel (As) 

按照 A 类不确定度评定方法进行，对样品进行 9 次重复测量，得到 9 次非标记氨基酸和标记氨基酸

的面积 A，根据以下公式计算相对标准不确定度： ( )rel s
su A

A n
= ，式中 S 为 9 次测量峰面积比的标准偏

差， A 为峰面积比的平均值，n = 9。 
经计算，Phe 对应的 ( ) 0.42%rel su A = ，Pro 对应的 ( ) 0.25%rel su A = ，Ile 对应的 ( ) 0.15%rel su A = 。 

4.5. 分子量引入的不确定度 urel (M) 

根据 SAA 的分子式(C510H800N134O155S4)及分子量(MSAA = 11682.70 g/mol)，按以下公式计算分子量的 

相对标准不确定度： ( ) [ ]21

1
re

n
l i iiu M N u

M =
= × ∑ 。 

式中：Ni 为元素 i 的原子个数；ui 为元素 i 相对原子质量的标准不确定度(取自 IUPAC 国际原子量

表)；M 为目标物分子量。各元素的相对原子质量及标准不确定度分别为：C：12.0107 ± 0.0008；H：1.00794 
± 0.00007；O：15.9994 ± 0.0003；N：14.00674 ± 0.00007；S：32.065 ± 0.005。 

因此，经计算： ( ) 5
SAA 3.55 10relu M −= × ， ( ) 5

phe 4.40 10relu M −= × 、 ( ) 5
pro 3.56 10relu M −= × 、 

( ) 5
Ile 3.75 10relu M −= × 。 

4.6. 测量结果重复性引入不确定度 urel (Rep) 

通过 9 次重复测量结果计算重复性不确定度，公式如下： ( ) ( )
( )

2

1

1
1

i
l i

n
re

x x
u Rep

A n n=

−
=

−∑ 。经计算，Pro

对应的 ( ) 0.18%relu Rep = ，Phe 对应的 ( ) 0.29%relu Rep = ，Ile 对应的 ( ) 0.17%relu Rep = 。 

4.7. 合成不确定度 urel 

将三种氨基酸的不确定度各分量按以下公式进行合成，分别得到三种氨基酸的合成相对标准不确定

度 ( )AArelu ： ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )22 2 2 2 2AArel rel rel rel rel S rel relu u P u u m u A u M u Rep= + + + + +水解 。最终取三种

氨基酸的合成相对标准不确定度的平均值记为 SAA 定量结果的合成相对标准不确定度  

( ) ( ) ( )2 2 21 Pro Phe Ile
3rel rel rel relu u u u= + + ，将合成相对标准不确定度 urel 乘以包含因子 k (置信概率 95%，k 

= 2)，即为测量结果的相对扩展不确定度 Urel。 
经计算，Pro 的合成相对标准不确定度 

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )2 2 2 2 2 2Pro 0.76% 1.00% 0.09% 0.25% 0.0036% 0.18% 1.30%relu = + + + + + = ，同理得出 

( )Phe 1.14%relu = ， ( )Ile 1.04%relu = ，因此定值结果的合成相对标准不确定度 

2 2 21 1.3% 1.14% 1.04% 0.67%
3relu = + + = ，取包含因子 k = 2 (置信概率 95%)，则相对扩展不确定度为

0.67% 2 1.34%rel relU u k= × = × = ，最终 SAA 纯度测量结果可表示为：86.40 μg/g ± 1.16 μg/g (k = 2)。 
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Table 4. Summary of measurement uncertainty for SAA purity 
表 4. SAA 纯度测量结果的不确定度汇总表 

 相对标准不确定度
(Phe) 

相对标准不确定度
(Pro) 

相对标准不确定度
(Ile) 

相对标准不确定度
(SAA) 

氨基酸有证标准物质 urel (P) 0.20% 0.76% 0.15% - 

水解效率 urel (PH) 1.00% 1.00% 1.00% - 

称量 urel (m) 0.08% 0.09% 0.08% - 

峰面积比重复性 urel (As) 0.42% 0.25% 0.15% - 

分子量 urel (M) 0.0044% 0.0036% 0.0038% 0.0036% 

测量结果重复性 urel (Rep) 0.29% 0.18% 0.17% - 

合成相对标准不确定度 urel 1.14% 1.30% 1.04%  

相对扩展不确定度 Urel (k = 2) 1.34% 

5. 结论 

本研究针对 SAA 纯度绝对定量的需求，成功建立了基于氨基酸同位素稀释质谱法的分析方法。系统

优化了 SAA 水解条件、液相色谱分离条件及质谱检测关键参数，确定了 8 mol/L 盐酸水解 40 h 为最优水

解条件，确保 SAA 完全水解为特征氨基酸；等度洗脱模式相比梯度洗脱，显著提升了 Phe、Pro、Ile 及

其同位素内标的分离度；通过仪器自动优化获得的质谱参数保障了目标物的高离子化效率与检测灵敏度。

建立了可靠的定量计算方法，以 3 种特征氨基酸为定量依据，采用括号法实现了 SAA 纯度的绝对定量，

测量结果重复性优异，且可通过氨基酸标准物质溯源至 SI 国际单位，满足计量溯源性要求。完成了全面

的不确定度评估，系统识别并量化了氨基酸标准物质纯度、水解效率、称量误差、峰面积比重复性、分

子量计算及测量结果重复性等关键不确定度分量，合成相对标准不确定度为 0.67%，扩展不确定度为 1.34% 
(k = 2)，确保测量结果的可靠性与可比性。 

本方法解决了传统免疫检测技术难以实现 SAA 绝对定量的问题，为 SAA 纯度标准物质的研制、临

床检测方法的校准及炎症相关疾病诊断的标准化提供了核心技术支撑，具有重要的计量学意义与临床应

用前景。 
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