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長效型生物檢體 質譜代謝體之研究與開發 

The development and study of long detection window bio-specimen by 

mass spectrometry based metabolomics  

計畫編號：NSC98-2113-M-040-002 

 執行期限：98年 8 月 1 日至 99年 7 月 31 日 

主持人：張耀仁   中山醫學大學分子醫學毒理學研究所 

計畫參與人員：吳亭瑩 

 

摘要 

相對於其他檢體，毛髮檢體具有採集快速、容

易、不具侵入性、不易作假；體積小、無需冷藏冷

凍，保存運送十分方便之天生優點，而更重要是：

經長時間後仍可完整呈現出受檢者過去的生理歷程

之獨特性，遠勝於其他檢體。然而，近年來興起，

對於生物醫學將扮演極重要角色之代謝體學，對於

毛髮等長效型檢體之研究還甚少。本研究首先針對

基本檢體--尿液，建立 GC/MS 代謝體分析方法，其

結果發現使用 BSTFA 衍生化，可搜尋到最多之小分

子代謝物。進而推展至長效型檢體—毛髮，利用已

建立 GC/MS 代謝體分析方法進行分析，雖然與尿液

之重疊性不高，但分析到之小分子代謝物亦有 64

個。而進一步使用 LC- Q/TOF 代謝體分析方法，並

比較各類之真實毛髪檢體，如男性、女性、黑、白

髮與吸食毒品者，發現了更多可能存在毛髮之小分

子化合物。 

關鍵字：代謝體、尿液、毛髮。 

Abstract 

In contrast to other specimens, which 
detects only for several days, the collection of 
hair is noninvasive and easily observed, 
minimizing the risk of sample switching or 
adulteration. It can be stored and transported 
without specific precautions for its native 
stability. The most important is the wider 
window detection of hair, which makes hair an 
attractive biological matrix for monitoring. 
However the research of medicine metabolomic 
is extremely scarce, therefore this project first 
established the urine metabolomic methods by 
GC/MS method. Afterwards, this project had 
developed and studied the metabolomic for the 
long detection window specimen---hair using 
GC/MS and LC/MS (Q-TOF) analysis method 
This project establish higher sensitivity mass 
spectrum analysis for metabolomic, and carry 
on the hair analysis for male, female, white hair 
and abused hair, combination the other 
medicine information to seek new biological 
marker. 

 

Key word: metabolomic, hair urine 

 前言 

代謝體學是近年在系統生物學概念領域中迅

速發展起來的新興研究領域。由於生物體內特定

的生命現象和許多代謝產物的表現有關，而代謝

產物又可視為是基因表現之末端產物。因此，藉

由生物體內特定時空內代謝產物表現量的分析，

可以推測出該生物體的生理狀況，同時可進一步

的瞭解其基因體序列中每一個基因所代表的功

能，及其所參與之各種生理、生化途徑之調控機

制。此相關的研究方法及領域，均可納入代謝體

學之研究範疇中。因此，代謝體學可說是繼基因

體與蛋白質體學後另一受矚目的研究領域。而相

對於基因體上萬個基因，蛋白質體上百萬個蛋白

的分析，代謝體只有數千個化合物的數量，因此

相對的簡單，分析的儀器與花費也相對的低。由

於代謝體（metabolome）基因體影響之最終端領

域，因此探討代謝質體全貌對基因體學研究是非

常有幫助的。 

然而，代謝體中代謝物的數量因生物物種不

同而差異較大，且其濃度分佈範圍有 7～9個數量

級之差異。實際上，在人體和動物中，由於還有

共存的微生物代謝、食物及其代謝物本身的再降

解，到目前為止，還不能確切得知到底有多少種

代謝產物。因此對代謝體學的研究，無論從分析

平臺、數據處理及其生物解釋等方面均面臨諸多

挑戰。 

而代謝體基本上仍就處於技術開發的階段，

目前所知無一種方法可以涵蓋如此廣泛之範疇，

目前代謝體研究分析方式可分代謝物指紋

(metabolic fingerprinting)模式與代謝產物輪廓

(metabolite profiling)兩類。代謝物指紋模式：通常

不進行代謝物之鑑定，只要是希望利用高通量

(high-throughput)分析模式，快速分析代謝物，區
別不同樣品之間的生物狀態或來源。而代謝產物

輪廓模式：利用樣品製備與儀器技術，將這些代

謝產物與基質分離，並鑑定與定量與特定代謝路

徑有關的預定代謝產物。 
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代謝體主要分析技術為質譜儀分析 (mass 
spectrometry,MS) 與 核 磁 共 振 技 術  (nuclear 
magnetic resonance,NMR)，再搭配上各類之具公信

力的鑑定資料庫與多變數之統計分析軟體，進一

步鑑別生物標幟的特徵和有助於說明生物學、生

理學和病理學上的差異。核磁共振技術於化合物

之鑑定有其獨到之優點，常用於代謝物指紋分

析。不過 LC- NMR偵測極限較高，常需要比較濃
的樣本，因此通常在生物檢体中小於 1μM (~200 
ng/mL)之化合物即不易偵測。 

相對 NMR而言，質譜技術其靈敏度可近乎數

ng/mL之能力，因此於代謝體研究上，更適宜進行

各類檢體之分析。但由於內生性的代謝物極多，

包含有機酸、胺基酸、胺類、醣類、類固醇、nucleic 
acid bases及細胞代謝的中間物。這些小分子代謝
產物其物理化學特性呈現極大的差異，因此也需

結合多種的分離技術與鑑定技術來解析這些代謝

物。 

質譜技術主要是氣相層析儀質譜儀(GC/MS)
與液相層析質譜儀(LC/MS)兩類方法。質譜儀因其

所具有的高靈敏度、高鑑別能力及樣品需求量

少，早已成為現代分析化學中，不可或缺的工具。

以質譜以為偵測器，發展質譜直接分析技術，相

較於其他分析化學方法，如：IR、UV、螢光、電

化學、NMR 等，似乎具有較大的可行性。質譜儀主

要是提供待測化合物的分子量或其碎片離子的分

子量，因此，分析時首先就是要將化合物離子化。

GC/MS 目前已被證明具有高靈敏度、可得到分離

之高解析度和再現性。並有現成可利用具公信力

的 GC/MS/EI 的圖譜資料庫，來 deconvolution 和
鑑別代謝物 10。雖然 GC/MS具極高之可靠性與低
成本的硬體設備，然而，只有具揮發性的化合物

可以直接經由 GC/MS進行分析，其它極性的非揮

發性化合物則需作衍生化，使得其應用受到極大

之限制。 

LC/MS 由於它的高靈敏性和選擇性，為目前

許多醫藥和臨床分析的首選方法。相較於

GC/MS，LC/MS 通常不需作衍生化，因此除了有

較簡單的樣品製備過程，更包含較廣泛的分析範

圍，可提供一種或多種的化合物之類別分析或同

時分析。而高解析度的 LC/MS，如 Q-TOF，LTQ 

Orbital trap 等，更可利用精確質量之測定和串

聯質譜，對未知的代謝物的結構提供更加的分析

與鑑定能力，補足 GC/MS 不足，在代謝體的研究

有極大的潛力。由於近年來使用 LC/MS 來做為代

謝體的分析平台的研究數目正在迅速增加。 

長效期生物檢體：毛髮，是本研究的主要目

標，也是目前人類代謝體所未呈現之資訊。毛髮

由於可以不斷生長，只要不被剪下，可持續紀錄，

因此只要採取適當的部位加以分析，即可呈現過

去之代謝體，因此毛髮被視為目前最佳的長效性

生物檢體。毛髮是由毛囊細胞所生成的，在毛髮

生長的過程中，毛囊細胞會吸收周圍微血管與皮

脂腺中的養分，當作原料來編織新的毛髮，因此

血液與皮脂腺中的化合物或其代謝物也就一起被

編織在毛髮中；由於毛髮中沒有酵素存在，因此

在毛髮中的化合物或其代謝物十分穩定，數十年

也不會消失。由於可以不斷生長，只要不被剪下，

可持續紀錄，因此毛髮檢驗可以進行分段分析，

剖析其每個月的化合物或其代謝物歷程，了解其

生體變化。初生的頭髮在頭皮底下靠近毛囊的位

置，約五到七天才會冒出頭皮; 隨著新的毛髮不斷

合成，舊的毛髮不斷的往外推出。以頭髮為例，

平均每個月以 1-1.5公分的長度生長，因此依據頭

髮與頭皮的距離，可以向前追查，完整重現。 
 

結果與討論 

代謝體學的分析流程包括了樣品的製備、代

謝產物成分分析鑑定、及多變數統計分析。本研

究首先針對尿液 (基本檢體)與毛髮(長效型檢體)
進行代謝體研究，發展 GC/EI-MS代謝體之化合物
分離與鑑定，同時建構 GC/MS相關之資料庫搜尋

方法與工具，並以統計方法建立分類之可信度。

其次，針對毛髮(長效型檢體)，發展 LC-QFOF之
代謝體化合物之分析方法，建構相關之資料庫搜

尋方法與工具，並以統計方法加以分析。 

GC/MS 分析方式須先用 urease 酵素消化樣
品，利用 ethanol或 methanol 來將蛋白質做沉澱。
之後將混合物做混合振盪、離心、收集上清液、

吹乾最後以先以 oximation 試劑衍生，再用
silylation試劑包含 BSTFA和 MSTFA，作第二次
之衍生化。 
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Fig 1. (上)BSTFA (下) MSTFA衍生之尿液層析圖。  

 

Fig 2.  統計軟體比較 BSTFA 與MSTFA 差異性 

我們發現以 GC/MS可測得之尿液與毛髮化合物

有極大之差異，而若以數量來看，毛髮可測得之化合

物數目約為尿液的 1.5倍。總之，GC/MS其具有足夠
的靈敏度與再現性可以進行代謝體分析，並且 IST等
具公信力的 EI 圖譜資料庫來鑑定代謝物 10。除了，

極高之可靠性與較低成本的硬體設備，GC/MS 同時
具有高解析度分離結果，其時具有極大的價值。 

 

 

Fig 3.   經 BSTFA 衍生化之(上)尿液代謝體(下) 
毛髮代謝體 GC/MS層析圖 

 

 
Fig4 . 統計軟體比較尿液與毛髮小分子化合物差異性 

    LC/MS由於它的高靈敏性和選擇性，為目前許

多醫藥和臨床分析的首選方法。相較於 GC/MS，
LC/MS 通常不需作衍生化，因此除了有較簡單的樣

品製備過程，更包含較廣泛的分析範圍，可提供多種

的化合物之類別分析或同時分析。而高解析度的

LC/MS，如 Q-TOF，更可利用精確質量之測定和串聯

質譜，對未知的代謝物的結構提供更加的分析與鑑定

能力，補足 GC/MS 不足，在代謝體的研究有極大的

潛力。因此本研究隨後嘗試以 LC-QTOF進行長效型

檢體--毛髮之分析。 

       由 Fig 5 可知，以 LC-QTOF層析質譜方法，在
相同之毛髪檢體進行三重覆分析，得到極高之相似

性，證實目前使用之 LC-QTOF 層析質譜方法可用
於毛髮上。   

 
   Fig 5. 毛髮之 LC-QTOF三重覆分析。   

    隨後，我們進行不同性質頭髮之比對，我們

分別選擇黑髮(男性)、白髪(男性，同一人)、女性

(有染髮)與吸毒者(使用甲基安非他命、搖頭丸與
K它命)等不同毛髮，進行 LC-QTOF正負離子電

灑法(ESI)分析，結果發現正離子有極大之圖譜特

徵差異，而負離子之圖譜特徵差異不大。 

 
 

Fig 6. 不同毛髮之正離子 ESI  LC -QTOF分析。   
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Fig 7. 不同毛髮之負離子 ESI  LC- -QTOF分析。 
     圖 8為吸毒者毛髮 LC-QTOF分析，由上至下
分別為之 K, NK, MDA, MDEA, MDMA, MA 與 
AMP之離子萃取圖。由於事先已使用本實驗室之多

重藥物 GC/MS 毛髮分析方法進行分析，知其甲基安

非他命、安非他命、K它命與 NK各為 4213、721、
20181 與 1873 pg/mg，而於 LC-QTOF分析亦呈現類

似之強度，但偵測到微量之搖頭丸(MDMA 與其代
謝物MDA）。 

 

 
 Fig 8. 多重藥物吸食者之毛髮LC- -QTOF分析圖。 

結論 

生物體內特定的生命現象和許多代謝產物的

表現有關，而代謝產物又可視為是基因表現之末

端產物。因此，藉由生物體內特定時空內之代謝

產物表現量的分析，可以推測出該生物體的生理

狀況，同時可進一步的瞭解其基因體序列中每一

個基因代表的功能，及其所參與之各種生理、生

化途徑之調控機制。由於生體內代謝產物的表現

遠較基因體及蛋白質體為單純，樣品前處理與所

需之儀器，使得分析難度相對減少許多。 

本研究目前已針對尿液與毛髮之前處理方法，

如清洗、消化或溫浸、萃取及儀器分析等步驟之差

異，進行先期之分析探討，並進行 GC/MS 之分析
與鑑定，由滯留時間與 NIST 資料庫比對，GC/MS

之分析與鑑定，由滯留時間與 NIST 資料庫比對，

我們發現尿液與毛髮可測得之化合物有極大之差

異，而若以數量來看，毛髮可測得之化合物數目與

尿液相當。而進一步使用 LC- Q/TOF 代謝體分析方

法，並比較各類之真實毛髪檢體，如男性、女性、

黑、白髮與吸食毒品者，發現了更多可能存在毛髮

之小分子化合物。 
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