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·论著·

高效液相色谱法检测尿中儿茶酚胺代谢产物含量
在神经母细胞瘤早期诊断中的价值

王亚柱1 ,李强2 ,张锦华1 ,段树德3 ,郭兑山2 ,张海鹏4

(中国医科大学第二医院 11 血液研究室 ; 　21 中心实验室 ; 　31 内科 ; 　41 病理生理教研室 ,辽宁 沈阳 　110004)

　　[摘 　要 ] 　目的 　尿中香草扁桃酸 (VMA) 及高香草酸 ( HVA) 的检测是目前早期诊断神经母细胞瘤 (NB) 的

重要指标 ,以前的检测方法干扰因素多 ,结果不够准确。该文探讨高效液相色谱法 ( HPLC) 检测随机尿中 VMA、

HVA 的含量在 NB 诊断和早期诊断中的价值。方法 　用 HPLC 方法 (流动相 p H 4. 3 ,甲醇含量 2 % ,正辛烷磺酸钠

溶液3. 0 mmol/ L)检测 50 例正常儿童 (正常对照组) 、27 例 NB 患儿 (NB 组) 及 15 例急性淋巴细胞性白血病患儿

(ALL 组)随机尿中 VMA、HVA 浓度。用比色法测定同一样品中肌酐浓度。以 VMA、HVA 与肌酐的比值表示

VMA、HVA 含量。结果 　NB 组患儿随机尿 VMA/ Cr 及 HVA/ Cr 的含量 (51. 60 ±4. 53μmol/μmol Cr ,58. 00 ±

3. 75μmol/μmol Cr)明显高于正常对照组 (8. 42 ±3. 61μmol/μmol Cr ,10. 12 ±3. 88μmol/μmol Cr) 及 ALL 组患儿

(8. 78 ±3. 50μmol/μmol Cr ,11. 50 ±2. 68μmol/μmol Cr) ,其差异均有显著性 ( P < 0. 05) 。以正常对照组儿童随机

尿中 VMA/ Cr 及 HVA/ Cr 均值加2. 5个标准差为异常判定值 ,分别为17. 5、19. 8μmol/μmol Cr ,超过此值为异常 ,则

尿 VMA/ Cr 或 HVA/ Cr 异常对 NB 的诊断效率为96. 3 %。结论 　HPLC 同时测定随机尿中 VMA、HVA 含量 ,能为

NB 的早期诊断提供可靠的实验依据 ,并且可用于 NB 的诊断及鉴别诊断。

[中国当代儿科杂志 ,2004 , 6 (1) : 34 - 37 ]
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Signif icance of measuring urinary catecholamines metabolites levels by high performance

liquid chromatography ( HPLC) in the early diagnosis of neuroblastoma

Ya2Zhu WA N G , Qiang L I , Jin2Hua ZHA N G , S hu2De DUA N , Dui2S han GUO , Hai2Peng ZHA N G. Depart ment of

Hem atology , Second Hospital of China Medical U niversity , S henyang 110004 , China ( Em ail : w angyaz hu815 @ya2
hoo. com . cn)

　　Abstract : 　The detection of the levels of urinary catecholamines metabolites , vanillylmandelic acid ( VMA) and

homovanillic acid ( HVA) , is an important approach to the early diagnosis of neuroblastoma ( NB) . The previous

measurment of chromatometry , however , was usually affected by many factors as result of an inaccurate findings. This

paper aims to study the significance of measuring urinary VMA and HVA levels in children by high performance liquid

chromatography ( HPLC) in the early diagnosis of NB. Methods 　Fifty healthy children (Normal control group) , 27

children with NB (NB group) and 15 children with ALL (ALL group) were enrolled in this study. The levels of VMA

and HVA in random urine were measured by HPLC with the flow2phase of p H of 4. 3 , 2 % methanol and IPRB8 of

3. 0 mmol/ L and the creatin ( Cr) level in random urine was measured by chromatometry. VMA and HVA were

expressed as VMA/ Cr and HVA/ Cr. Results 　The values of VMA/ Cr and HVA/ Cr in random urine of the NB group

(51. 60 ±4. 53 and 58. 00 ±3. 75μmol/μmol Cr , respectively) were significantly higher than those of the Normal control

group (8. 42 ±3. 61 and 10. 12 ±3. 88μmol/μmol Cr , respectively) and the ALL group (8. 78 ±3. 50 and 11. 50 ±2. 68

μmol/μmol Cr , respectively) ( P < 0. 05) . The values of VMA/ Cr and HVA/ Cr being higher than 17. 5μmol/μmol Cr
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and 19. 8μmol/μmol Cr respectively , the levels of those of the Normal control group plus 2 standard deviations , were

considered as abnormal. As a result , the diagnosis rate of abnormal VMA or HVA for NB was 96. 3 %. Conclusions 　

The detection of VMA and HVA levels in random urine by HPLC can provide reliable experimental evidence for early

diagnosis and differential diagnosis of NB. [ Chin J Contemp Pediatr , 2004 , 6( 1) : 34 - 37]

　　Key words :　Neuroblastoma ; High performance liquid chromatography ; Vanillylmandelic acid ; Homovanillic acid ;

Creatin

　　小儿神经母细胞瘤 ( Neuroblastoma , NB) 是目

前威胁儿童生命的主要肿瘤之一 ,发病率约占全部

恶性肿瘤患儿的 7 % ,而病死率却占其 15 % ,仅次于

白血病[1 ,2 ] 。目前 NB 诊断方法有 B 超定位、香草

扁桃酸 (vanillylmandelic acid , VMA)层析法、骨髓细

胞形态学、病理及单克隆抗体检测等。B 超定位能

发现肿瘤的部位、大小 ,但肿瘤小于 2 cm 时不易发

现[3 ] 。骨髓细胞形态学检查只能对有骨髓转移的

NB 患儿作出诊断[4 ] ,单克隆抗体是检测患儿血液、

骨髓或病理活体组织的一种免疫方法 ,难以早期诊

断 NB。NB 产生儿茶酚胺 , 其终末代谢产物为

VMA 和高香草酸 ( nomovanillic acid , HVA) ,在 NB

早期 ,患儿尿中 VMA 及 HVA 浓度即可升高 ,因而

VMA、HVA 的检测仍是目前早期诊断 NB 的重要

指标[5 ,6 ] 。以往检测 VMA、HVA 的比色法干扰因

素多、特异性差 ,结果不够准确。本研究参考 HPLC

(high performance liquid chromatography , HPLC) 测定

VMA、HVA 的原理[7 ] ,利用 HPLC 法测定随机尿中

VMA、HVA 的含量 ,以尿中肌酐 (creatin , Cr) 量标化

标本中的 VMA、HVA 浓度 ,表示 VMA、HVA 的含量 ,

探讨其在 NB 早期诊断及筛查中的意义。

1 　资料与方法

1 . 1 　实验分组

1. 1. 1 　NB 组 　中国医科大学第二附属医院 1998

年 10 月～1999 年 4 月在儿科血液门诊及小儿外科

住院的 NB 患儿 27 例 ,男 18 例 ,女 9 例 ;年龄 8 月

～16 岁 ,平均年龄 6 岁。NB Ⅲ、Ⅳ期 25 例 , Ⅰ、Ⅱ

期 2 例。诊断符合 NB 国际诊断分期标准[8 ] 。

1. 1. 2 　ALL 组 　急性淋巴细胞性白血病 (ALL) 患

儿 15 例 ,男 9 例 ,女 6 例 ;年龄 1～11 岁 ,平均 6 岁 ;

诊断符合 1985 年 FAB 诊断标准。

1. 1. 3 　正常对照组 　体格检查正常儿童 50 例 ,男

35 例 ,女 15 例 ;年龄1. 5～13 岁 ,平均年龄4. 2岁。

1 . 2 　标本收集

随机留取中段尿 2 ml ,贮存于 - 20 ℃。贮存日

期 1 个月～24 个月。

1 . 3 　HPLC 的装置和条件

HPLC 采用 Resolve C18 柱 , 464 电化学检测

器。日立 7100 全自动生化分析仪。

选择流动相 pH 4. 3 ,流速为0. 9 ml/ min。电化学

检测器设定电压为0. 75 V (Ag/ AgCl) ,灵敏度为 100

nA/ V。在此条件下 VMA、HVA 和 DHBA(3 ,4二羟基

苄胺)三种化合物与杂峰有很好的分离 ,且最后一个

出峰的 HVA 保留时间能缩短到满意的效果。

1 . 4 　测定方法

取被测尿液离心 (3 000 r/ min ,5 min) ,其上清

经孔径0. 22μm滤膜加压过滤。滤液用0. 01 mol/ L

盐酸 10 倍稀释 ,并加入 DHBA 至4. 0μmol/ L 。尿

稀释液 20μl 注入 HPLC 分析仪中 ,用流动相洗脱 ,

电化学检测器检测。取尿样 100μl ,用比色法在日

立 7100 全自 动 生 化 分 析 仪 上 测 定 尿 Cr 量

(μmol/ L) 。

采用标准品保留时间及样品加标准品相结合的

方法做为定性指标。标准品测得的保留时间范围 �x
±2 s ,VMA 为1. 50 ±0. 05 min ;每日试验时 ,分别

取不 同 浓 度 的 标 准 液 ( VMA 为 2. 50、1. 25、

0. 625μmol/ L , HVA 为 5. 00、2. 50、1. 25μmol/ L ,

DHBA 为4. 0μmol/ L) 20μl 进行 HPLC 分析。用内

标法 ,以峰面积计算被检尿液中 VMA、HVA 浓度

(μmol/ L) ,再用尿 Cr 含量予以标化尿中 VMA、

HVA 浓度 (μmol/μmol Cr) 。

1 . 5 　回收试验

取正常人 10 倍稀释的尿液 ,加入已知量的标准

品 ,使其浓度在测定线性范围内 ,并加入 DHBA ,使

其浓度为4. 0μmol/ L ,取 20μl 进行 HPLC 分析测

定 ,不同浓度的 VMA 及 HVA 的平均回收率分别为

104 %及 94 % ,见表 1 ,2。

表 1 　VMA 回收试验结果

Table 1 　Results of VMA collection test

标本号
尿中含量

(μmol/ L)

加入量

(μmol/ L)

测得值

(μmol/ L)

回收值

(μmol/ L)

回收率

( %)

1 0. 83 1. 25 2. 25 1. 42 114

2 0. 69 2. 50 3. 01 2. 32 93
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表 2 　HVA 回收试验结果

Table 2 　Results of HVA collection test

标本号
尿中含量

(μmol/ L)

加入量

(μmol/ L)

测得值

(μmol/ L)

回收值

(μmol/ L)

回收率

( %)

1 1. 95 2. 50 4. 37 2. 42 97

2 0. 97 5. 00 5. 57 4. 60 92

1 . 6 　线性关系

取标准品 (VMA 50μmol/ L ,HVA 100μmol/ L)

用0. 01 mol/ L盐酸进行 5 ×、10 ×、20 ×、40 ×、80 ×

稀释后 ,取 20μl 进行 HPLC 色谱分析。分别以浓

度 (C ,μmol/ L)为纵座标 ,以峰面积 (As·f s) 为横痤标

作线性回归 ,标准曲线在所作浓度范围内呈良好线

性关系。见图 1。VMA、HVA 回归方程分别为 :

CVMA = 93825. 77 ×10 - 6 + 2. 538 ×10 - 6 Ai. fi

RVMA = 0. 9970

CHVA = 46200. 755 ×10 - 6 + 1. 275 ×10 - 6 Ai. fi

RHVA = 0. 9985

图 1 　VMA、HVA 的标准曲线

Figure 1 　Standard curve of VMA、HVA

(As 标准品峰面积 ,fs 标准品校正因子)

2 　实验结果

2 . 1 　VMA/ Cr 和 HVA/ Cr 测定结果

NB 组患儿尿 VMA/ Cr 和 HVA/ Cr 值分别高

于正常对照组及 ALL 组 ,其差异均有显著性 ( P <

0. 05) ;ALL 组患儿尿 VMA/ Cr、HVA/ Cr 与正常对

照组无差别 ( P > 0. 05) 。见表 3。2 例 NB 早期患

儿 VMA/ Cr 分 别 为 32. 6、18. 9 μmol/μmol Cr ;

HVA/ Cr 分别为30. 3 ,21. 4μmol/μmol Cr。

表 3 　三组随机尿 VMA/ Cr、HVA/ Cr 结果比较

Table 3 　Comparison of the levels of

VMA/ Cr and HVA/ Cr in the 3 groups

( �x ± s ,μmol/μmol Cr)

组别 n VMA/ Cr VMA/ Cr

正常对照组 50 8. 42 ±3. 61 10. 12 ±3. 88

ALL 组 15 8. 78 ±3. 50 11. 50 ±2. 68

NB 组 27 51. 60 ±4. 53a ,b 58. 00 ±3. 75a ,b

　　注 : a 与正常对照组比较 P < 0. 05 ; 　b 与 ALL 组比较 P <

0. 05

2 . 2 　VMA/ Cr、HVA/ Cr 异常判定值的确定

考虑使用 HPLC 一次性筛查 ,再检率不能过

高 ,同时 NB 的早期患儿又不漏掉 ,参考逆井悦子

等[9 ,10 ]筛查经验 ,以正常对照组儿童 VMA/ Cr 及

HVA/ Cr 均值加2. 5个标准差作为异常判定值 ,分别

为17. 5、19. 8μmol/μmol Cr ,大于此值为异常。

2 . 3 　异常 VMA/ Cr、HVA/ Cr 及其对 NB 诊断性能

的比较

NB 组患儿中 VMA/ Cr 异常者占85. 2 % ( 23/

27) , HVA/ Cr 异常者占 70. 4 % ( 19/ 27) , VMA/ Cr

异常和 (或) HVA/ Cr 异常者占88. 9 % (24/ 27) 。两

例早期 NB 患儿 VMA/ Cr 及 HVA/ Cr 均异常 ,其它

两组患儿随机尿中 VMA/ Cr 及 HVA/ Cr 无一例异

常。VMA/ Cr 及 HVA/ Cr 异常对 NB 诊断性能的

比较见表 4。

表 4 　VMA/ Cr、HVA/ Cr 异常对 NB 诊断性能比较

Table 4 　Comparison of diagnostic value of

the abnormal VMA/ Cr and HVA/ Cr levels in urine for NB

( %)

诊断

敏感性

诊断

特异性

阳性

预期率

阴性

预期率

诊断

效率

VMA/ C r 异常 85. 2 100 100 93. 2 95. 1

HVA/ C r 异常 70. 4 100 100 87. 3 90. 2

VMA/ Cr 和

HVA/ Cr 异常
88. 9 100 100 94. 8 96. 3

3 　讨论

　　NB 是一种源于肾上腺髓质或交感神经节的恶

性肿瘤 ,大多数含有低分化的原始神经母细胞 ,能分

泌多巴、多巴胺、肾上腺素。VMA、HVA 分别为肾

上腺素及多巴胺的代谢产物 ,通过肾脏排泄。尿中
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VMA、HVA 的含量受尿液的浓缩、稀释影响变化很

大 ,以单位容积中的浓度来表示结果不准确。故以

往不同的方法都是测定 24 小时尿中含量表示其浓

度 ,但准确留取小儿的 24 小时尿液极其困难。Cr

是肌酸的代谢终产物 ,由肾脏排泄。人体内源性 Cr

含量极为恒定 ,故一般情况下 24 小时尿中 Cr 排泄

量也是恒定的 ,不受 24 小时尿量的影响 ,故常常用

来校正尿中物质的浓度 ,避免尿量对物质浓度的影

响。本研究采用这个原理 ,留取随机尿测定 VMA、

HVA、Cr ,以 VMA/ Cr、HVA/ Cr 表示 VMA 及 HVA

的含量 ,从而避免了尿量对测定结果的影响 ,避免了

留取 24 小时尿的麻烦和误差。佐藤泰昌等[10 ]利用

HPLC筛查 5 000 名婴幼儿随机尿中 VMA , HVA

与 Cr 的相关性 ,研究结果显示 :婴幼儿随机尿中

VMA ,HVA 与 Cr 具有良好的相关性及 Cr 辅正的

VMA ,HVA 值呈正态分布 ,设定均值加2. 5个标准

差为 VMA/ Cr、HVA/ Cr 异常判定值的标准 ,则 NB

筛查具有较高的灵敏度和较低的复查率。本组实验

结果如用μmol/ L 作单位计算 VMA、HVA ,则正常

儿童测定值波动范围很大 ,和 NB 患儿测定值重叠

较多 ,2 例早期患儿均在正常值范围内。而以μmol/

μmol Cr 作单位计算 VMA、HVA ,则正常儿童波动

范围较小 ,NB 患儿测定值与正常值范围区别明显 ,

2 例 NB 早期患儿测定结果均高于异常判定值。

用化学检测器检测尿中 VMA、HVA 时 ,杂峰

很多 ,内标 DHBA 的色谱峰在杂峰之间 , HVA 的保

留时间约 40 分钟。为缩短 HVA 保留时间 ,并将

DHBA 色谱峰与杂峰分开 ,本研究对流动相 p H 值、

甲醇浓度、正辛烷磺酸钠 IPRB8 浓度进行了优选 ,

最后选定流动相 p H 4. 3 ,甲醇含量为 2 % , IPRB8 为

3. 0 mmol/ L ,此时 DHBA 与尿样杂峰分离清晰 ,

HVA 保留时间缩短至18. 54 min ,取得了良好的分

离效果 ,并使每份标本的测定时间由原来的 1 小时

缩短到 40 分钟。分析方法的日内变异 VMA 为

4. 00 % , HVA 为 1. 02 %。平均回收率 VMA 为

104 % ,HVA 为 94 %。线性测定范围 VMA 为0. 32

～10μmol/ L ,HVA 为0. 64～20μmol/ L 。方法学性

能良好 ,可供科研和常规应用。而且此方法灵敏度

高 , VMA 最低检出限为 0. 16μmol/ L , HVA 为

0. 32μmol/ L ,并可同时检测 VMA、HVA 含量 ,从而

可以检测出 VMA 非分泌型的 NB 患儿 ,弥补了

Spot 法的不足。本文 27 例 NB 患儿结果显示

VMA/ Cr 升高者占 23/ 27 (85. 2 %) , HVA/ Cr 升高

者占 19/ 27 (70. 4 %) ,同时检测 VMA、HVA 诊断敏

感性可达88. 9 % ,与诸福棠等报道的 90 % NB 患儿

尿中儿茶酚胺代谢产物增高相近。因此同时检测

VMA、HVA 可提高诊断率。对早期诊断有重要

意义。

关于 NB 患儿的鉴别诊断 ,只对 ALL 患儿的

VMA、HVA 进行了检测 ,结果显示 ALL 患儿随机

尿中 VMA 及 HVA 含量明显低于 NB 患儿 ,至于神

经节细胞瘤 , 嗜铬细胞瘤等其它肿瘤患儿尿中

VMA 及 HVA 结果如何 ,有待以后探讨。

HPLC 法检测小儿随机尿中儿茶酚胺终末代谢

产物 VMA 及 HVA ,标本采集简便可行 ,检测前处

理简单 ,并且能定量检测 ,方法可靠 ,具有良好的灵

敏度和特异性 ,能对 NB 患儿进行早期诊断及鉴别 ,

而且可用于 NB 筛查。
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