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ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ检测血清２５羟维生素Ｄ
方法的建立和基本性能评价
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　　摘　要：目的　建立一种检测血清２５羟维生素Ｄ２［２５（ＯＨ）Ｄ２］和２５羟维生素Ｄ３［２５（ＯＨ）Ｄ３］的高效液相色谱串联质谱

（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）方法，以用于常规临床评价维生素Ｄ水平。方法　以稳定同位素标记的２５（ＯＨ）Ｄ２ｄ３和２５（ＯＨ）Ｄ３ｄ３作内

标，血清标本和标准品采用饱和硫酸锌和乙腈沉淀血清蛋白，正己烷提取。采用 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ技术进行分析，固定相为Ｐｏｒｏ

ｓｈｅｌｌ１２０ＥＣＣ１８正向柱，电喷雾离子源（ＥＳＩ），多反应监测模式（ＭＲＭ），干燥气温为２７５℃，干燥气流为１０Ｌ／ｍｉｎ，喷雾器压力为

５０ｐｓｉ，毛细管电压为５０００Ｖ。以甲醇（８０％）和超纯水（２０％）为流动相进行梯度洗脱，流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为５０℃，质谱采

用高温ＥＳＩ，以选择反应监测模式进行定量分析。结果　２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３内标峰面积比与对应的水平线性相关系数均

大于０．９９５，检出限（ＬＯＤ）均为１．０ｎｇ／ｍＬ，定量限（ＬＯＱ）分别为２．０ｎｇ／ｍＬ和１．５ｎｇ／ｍＬ，２５（ＯＨ）Ｄ２批内和总变异系数分别

为３．０１％～５．２３％和３．４５％～８．７２％，２５（ＯＨ）Ｄ３批内和总变异系数分别为１．７８％～３．４３％和２．１９％～４．１６％，准确度分别为

１０５．４％和９８．０％～１０４．９％，加样回收率分别为９９．６７％～１０３．９２％和９８．７２％～１０４．０４％。结论　本研究建立的 ＨＰＬＣＭＳ／

ＭＳ方法检测血清中２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３灵敏度高，准确性好，可用于常规临床评价维生素Ｄ含量。
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　　维生素 Ｄ在人体生长发育过程中具有维持钙磷水平稳

定，维持骨骼和肌肉正常功能的重要作用。维生素Ｄ的缺乏

会导致儿童佝偻病和成人软骨病及骨质疏松等骨骼疾病，并且

维生素Ｄ缺乏还与肿瘤、心脑血管疾病、糖尿病以及结核等疾

病有关［１４］。因此，准确测量人血清中维生素Ｄ水平具有重要

意义。维生素Ｄ在体内主要以来源于补充剂、植物性食物的

维生素Ｄ２和来源于动物性食物及紫外线照射自身合成的维

生素Ｄ３。维生素Ｄ２和维生素Ｄ３在肝脏中转化为２５羟维生

素Ｄ２［２５（ＯＨ）Ｄ２］和２５羟维生素Ｄ３［２５（ＯＨ）Ｄ３］，二者总

称为２５羟维生素Ｄ［２５（ＯＨ）Ｄ］。２５（ＯＨ）Ｄ性质稳定，半衰

期长，并且体内含量相对较高，是监测体内维生素Ｄ营养状况

的最佳指标［５６］。目前，基于免疫学方法的各种检测方法和商
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业化试剂盒在临床上被广泛应用于维生素Ｄ的检测。但是，

由于抗体的交叉反应和灵敏度低，免疫学方法不能区别２５

（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３，其检测的准确性值得商榷
［７］。高效液

相色谱串联质谱法（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）能够有效区分２５（ＯＨ）

Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３，并且灵敏度高，被认为是检测人血清中２５

（ＯＨ）Ｄ的金标准
［８］。本研究旨在建立一种能快速、简便、灵

敏、准确的测量人血清中２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３的方法，为

临床准确评估患者体内维生素Ｄ的水平提供可靠的依据。

１　材料与方法

１．１　仪器和试剂　安捷伦１２００高效液相色谱仪和安捷伦

６４６０三重串联四极杆质谱仪购自美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司；５４１８离心

机购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＧＥＮＩＵＳ３漩涡混合器购自德国

ＩＫＡ公司；超纯水处理系统购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。２５（ＯＨ）

Ｄ３ｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅ及２５（ＯＨ）Ｄ２标准品，２５（ＯＨ）Ｄ３ｄ３和２５

（ＯＨ）Ｄ２ｄ３稳定同位素内标，小牛血清以及甲酸购自美国

Ｓｉｇｍａ公司。２５（ＯＨ）Ｄ２／Ｄ３质控血清购自德国Ｒｅｃｉｐｅ公司。

ＳＲＭ９７２ａ参考物购自美国国家标准与技术研究院（ＮＩＳＴ）。

色谱纯甲醇、乙腈和正己烷购自美国Ｆｉｓｈｅｒ公司。

１．２　方法

１．２．１　空白血清的制备　取２．１４ｇＮａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ，

０．２６８ｇＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ，０．９ｇＮａＣｌ和５ｇ小牛血清粉剂，溶

于７５ｍＬ高纯水中，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ至７．４，将溶

液转移至１００ｍＬ容量瓶中，加水定容至规定刻度，４℃冰箱

保存。

１．２．２　标准和内标溶液的配制　分别准确称取２５（ＯＨ）Ｄ２

和２５（ＯＨ）Ｄ３标准品各１ｍｇ，加入甲醇０．５ｍＬ溶解，充分混

匀，配制成２ｍｇ／ｍＬ的标准品储备液。应用小牛血清空白基

质溶液将２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３的标准品储备液分别精密

定容稀释成水平为２００．０、１００．０、５０．０、２５．０、１２．５、５．０和２．５

ｎｇ／ｍＬ的标准品工作液，每支１５０μＬ分装，－８０℃保存。配

制２５（ＯＨ）Ｄ２ｄ３和２５（ＯＨ）Ｄ３ｄ３内标甲醇溶液，使水平为

１０００ｎｇ／ｍＬ。将内标溶液分装于１．５ｍＬ安瓿中，－２０℃保

存备用。

１．２．３　标本制备　精密吸取１５０μＬ标准溶液和血清标本，分

别置于１．５ｍＬ样品瓶中，加１５μＬ１０００ｎｇ／ｍＬ内标溶液，充

分混匀；加１５０μＬ饱和硫酸锌水溶液，加３００μＬ乙腈，涡旋震

荡３０ｓ，室温静置１５ｍｉｎ；加入７５０μＬ正己烷，涡旋震荡３０ｓ；

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；吸取上清液０．５ｍＬ置样品管中，室

温下氮气吹干，２００μＬ甲醇∶水（７５∶２５）复溶，充分混匀３０

ｓ。

１．２．４　色谱质谱条件　色谱柱为 Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣＣ１８

（２．１ｍｍ×５０．０ ｍｍ，２．７μｍ）；柱 温 为 ５０ ℃；流 速 为

０．５ｍＬ／ｍｉｎ；进样量为１０μＬ；流动相：流动相 Ａ为超纯水＋

０．１％甲酸，流动相Ｂ为甲醇＋０．１％甲酸。采用梯度洗脱：

０．０～２．３ｍｉｎ８０％Ｂ，２．３～２．４ｍｉｎ８０％Ｂ，２．４～３．９ｍｉｎ９８％

Ｂ，３．９～４．０ｍｉｎ９８％Ｂ，４．０～５．９ｍｉｎ８０％Ｂ。质谱参数：离子

源为电喷雾离子源（ＥＳＩ）；离子模式为正极；干燥气温为２７５

℃；干燥气流为１０Ｌ／ｍｉｎ；喷雾器压力为５０ｐｓｉ；毛细管电压为

５０００Ｖ。质谱多反应监测模式（ＭＲＭ）参数见表１。

１．３　方法学评价　参照美国食品和药品管理局（ＦＤＡ）的生物

分析方法验证导则标准［９］对建立的 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ进行基本

分析性能验证。

１．３．１　标准曲线的建立及检测限评估　将用小牛血清配制的

２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３系列水平的标准品按照上述ＨＰＬＣ

ＭＳ／ＭＳ条件进行测定，以标准溶液水平为犡 轴，标准和内标

峰面积的比值为犢 轴，进行线性回归分析，经“１／犡”权重得回

归方程，建立标准曲线。将标本峰面积比代入标准曲线方程，

计算血清标本２５（ＯＨ）Ｄ的水平。以信噪比（Ｓ／Ｎ）大于３，３次

测定变异系数（犆犞）小于２０％为检出限（ＬＯＤ）；以Ｓ／Ｎ大于

１０，犆犞小于２０％为定量限（ＬＯＱ）。

表１　　质谱 ＭＲＭ参数

化合物 ＭＲＭ
碰撞电压

（Ｖ）

驻留时间

（ｍｓ）

碰撞能量

（Ｖ）

２５（ＯＨ）Ｄ３ ３８３．２～４０１．３ １０６ １００ ４

１５９．１～４０１．３ １０６ １００ ２４

２５（ＯＨ）Ｄ２ ３９５．３～４１３．３ １０６ １００ ４

３５５．２～４１３．３ １０６ １００ ４

２５（ＯＨ）Ｄ３ｄ３ ３８６．３～４０４．４ １０６ １００ ４

２５（ＯＨ）Ｄ２ｄ２ ３９８．３～４１６．４ １０６ １００ ４

１．３．２　精密度测试　对含有低、中、高水平２５（ＯＨ）Ｄ的混合

新鲜人血清以及低、中、高水平的质控血清进行３次重复分析，

每次每种血清重复分析３份，每份重复进样３次，以考察方法

的精密度。

１．３．３　准确度验证　２５（ＯＨ）Ｄ３的准确度验证利用本研究建

立的方法测定ＮＩＳＴ有证标物ＳＲＭ９７２ａ的３个水平Ｌｅｖｅｌ１、

３和４，２５（ＯＨ）Ｄ２准确度验证利用ＳＲＭ９７２ａ的１个水平Ｌｅｖ

ｅｌ３，均重复测定３次，考察方法准确性。

１．３．４　加样回收试验　混合血清分别添加２５．０、１２５．０、

２５０．０ｎｇ／ｍＬ的混合标准品溶液各２５μＬ，每管重复进样３次，

计算加样回收率。

２　结　　果

２．１　质谱分析结果　本试验条件下处理标准溶液、质控品及

血清，２５（ＯＨ）Ｄ２及内标的保留时间为２．０ｍｉｎ，２５（ＯＨ）３及

内标的保留时间约２．２ｍｉｎ，分析时间为５．９ｍｉｎ，各成分分离

良好，互不干扰。以１００．０ｎｇ／ｍＬ标准品为例，其总离子图和

ＭＲＭ图，见图１。

２．２　２５（ＯＨ）２和２５（ＯＨ）Ｄ３的标准曲线和检测限　用本研

究方法测定２．５～２００．０ｎｇ／ｍＬ的标准品建立标准曲线，２５

（ＯＨ）Ｄ２的回归方程为犢＝８．６０３４８５犡＋０．０１０２４５，决定系

数（犚２）＝０．９９６２；２５（ＯＨ）Ｄ３的回归方程为犢＝９．０８２４２８

犡＋０．０１２１５３，犚２＝０．９９７，２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３在２．５～

２００．０ｎｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系，见图２。２５（ＯＨ）Ｄ２

和２５（ＯＨ）Ｄ３的ＬＯＤ均为１．０ｎｇ／ｍＬ，ＬＯＱ分别为２．０ｎｇ／

ｍＬ和１．５ｎｇ／ｍＬ，方法具有较高的灵敏度，能够满足临床低

水平维生素Ｄ准确定量分析的要求。

２．３　精密度测试　本研究分析３个水平新鲜人血清样品 ［３

个水平均含有２５（ＯＨ）Ｄ３，仅高值血清中的２５（ＯＨ）Ｄ２在线

性范围内］和３个水平质控血清 ［同时含有２５（ＯＨ）Ｄ２和２５

（ＯＨ）Ｄ３］，６种血清分别进行３次重复分析，每次每种血清重

复分析３份，结果显示２５（ＯＨ）Ｄ３，总犆犞的平均值为３．０７％

（２．１９％～４．１６％），批内犆犞 为２．３８％（１．７８～３．４３％）；２５

（ＯＨ）Ｄ２总犆犞 的平均值为６．３２％（３．４５％～８．７２％），批内

犆犞为４．２８％（３．０１％～５．２３％），见表２。同时所用质控血清

测定值均在其给定范围内，提示本方法具有较好的精密度。

２．４　准确度测试　本研究采用 ＮＩＳＴ有证标物ＳＲＭ９７２ａ进
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行准确度验证，结果显示２５（ＯＨ）Ｄ２的准确度为１０５．４％，２５

（ＯＨ）Ｄ３的准确度在９８．０％～１０４．９％，见表３。显示该方法

具有较高的准确性。

表２　　ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３的精密度

血清
２５（ＯＨ）Ｄ３

均值（ｎｇ／ｍＬ） 平均批内犆犞（％） 总犆犞（％）

２５（ＯＨ）Ｄ２

均值（ｎｇ／ｍＬ） 平均批内犆犞（％） 总犆犞（％）

Ｓ１ ９．３４ ３．０９ ４．０９ － － －

Ｓ２ ２１．２１ ２．０１ ３．２１ － － －

Ｓ３ ３４．１７ １．６５ １．８７ ４．３４ ５．２３ ８．７２

Ｑ１ ９．３２ ３．４３ ４．１６ ８．４３ ４．６７ ７．４３

Ｑ２ １８．１２ ２．３４ ２．８９ １７．４５ ４．２１ ５．６７

Ｑ３ ４４．３２ １．７８ ２．１９ ２０．１２ ３．０１ ３．４５

　　注：－表示低于检测线性下限。

　　注：Ａ为总离子色谱图；Ｂ为２５（ＯＨ）Ｄ３的 ＭＲＭ色谱图；Ｃ为２５

（ＯＨ）Ｄ２的 ＭＲＭ色谱图；Ｄ为２５（ＯＨ）Ｄ２ｄ３的 ＭＲＭ 色谱图；Ｅ为

２５（ＯＨ）Ｄ３ｄ３的 ＭＲＭ色谱图。

图１　　２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３以及内标的

ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析色谱图

　　注：Ａ为２５（ＯＨ）Ｄ２的标准曲线；Ｂ为２５（ＯＨ）Ｄ３的标准曲线。

图２　　２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３的标准曲线

表３　　ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法检测２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３

　　　准确度验证

２５（ＯＨ）Ｄ
ＳＲＭ

９７２ａ

靶值

（ｎｇ／ｍＬ）

均值

（ｎｇ／ｍＬ）

偏倚

（％）

准确度

（％）

２５（ＯＨ）Ｄ３ Ｌ１ ３０．６１ ３０．０１ １．９６ ９８．０

Ｌ３ １９．８０ ２０．７７ ４．９０ １０４．９

Ｌ４ ５５．４０ ５４．３４ １．９１ ９８．１

２５（ＯＨ）Ｄ２ Ｌ３ １３．３０ １４．０２ ５．４１ １０５．４

　　注：Ｌ１和Ｌ４中含有３ｅｐｉ２５（ＯＨ）Ｄ３，其中Ｌ１中２５（ＯＨ）Ｄ３为

２８．８ｎｇ／ｍＬ，３ｅｐｉ２５（ＯＨ）Ｄ３为１．８１ｎｇ／ｍＬ；Ｌ４中２５（ＯＨ）Ｄ３为

２９．４ｎｇ／ｍＬ，３ｅｐｉ２５（ＯＨ）Ｄ３为２６．０ｎｇ／ｍＬ，所用靶值均为两者

之和。

２．５　加样回收率　本研究测定４次试验的混合血清［２５（ＯＨ）

Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３的测定值分别为２．６１、２３．６ｎｇ／ｍＬ］添加３

种水平（２５．０、１２５．０、２５０．０ｎｇ／ｍＬ）２５（ＯＨ）Ｄ２标准品的回收

率分别为１０３．９２％、１００．６８％和９９．６７％；２５（ＯＨ）Ｄ３标准品

的回收率分别为１０２．２２％、９８．７２％和１０４．０４％。表明待测物

２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３在本研究处理过程中基本没有损

失，检测数据可靠。

３　讨　　论

　　维生素Ｄ在人体中的作用不仅体现在骨骼方面，其在肿

瘤、心脑血管病、糖尿病以及感染性疾病等方面的作用也逐渐

受到重视。维生素Ｄ在人体内主要以维生素Ｄ２和维生素Ｄ３

两种形式存在，前者主要来源于食物，后者主要来源于阳光照
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射下皮肤中生成。两种维生素Ｄ在肝脏中分别代谢生成２５

（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３，两者在体内半衰期均较长，且水平较

高，是衡量维生素Ｄ营养状况的最佳指标
［８９］。由于２５（ＯＨ）

Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３来源不同，并且生物学效应强度可能不同，

因此，研究认为需对两者进行分别测定［１０］。但现有的检测２５

（ＯＨ）Ｄ的方法主要是基于利用抗原抗体反应的免疫学原理的

检测方法，其不能区分测定２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３，部分方

法仅能测定２５（ＯＨ）Ｄ３，对准确评估体内维生素Ｄ水平有很

大的局限性［１１］。

随着色谱和质谱技术的发展，ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析技术被

迅速应用于维生素Ｄ的检测。由于 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法特异

度和灵敏度均较高，准确性好，并且能同时检测出血清中２５

（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３的水平，被认为是检测２５（ＯＨ）Ｄ的金

标准。样本前处理和质谱分析是 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ检测 ２５

（ＯＨ）Ｄ的中２个关键步骤。本研究中使用乙腈和饱和硫酸锌

沉淀血清蛋白，并用正己烷提取２５（ＯＨ）Ｄ，采用高效液相色

谱，Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣＣ１８（２．１ｍｍ×５０．０ｍｍ，２．７μｍ）色谱

柱，并以甲醇和水为流动相，分析时间为４．９ｍｉｎ。本研究的标

本前处理方法和质谱分析时间均较国际上的候选参考方法简

便快速，并且能对２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３分别定量，适用于

临床大样本量检测。本研究同时采用美国ＮＩＳＴＳＲＭ９７２ａ有

证标物对标准溶液进行靶值转移，可溯源至国际ＳＩ单位，采用

ＳＲＭ９７２ａ的水平Ｌｅｖｅｌ１、３和４验证了方法的准确性，结果显

示２５（ＯＨ）Ｄ２和２５（ＯＨ）Ｄ３的准确度在９８．０％～１０５．４％。

本研究的线性范围为２．５～２００．０ｎｇ／ｍＬ，２５（ＯＨ）Ｄ２和

２５（ＯＨ）Ｄ３的ＬＯＤ和ＬＯＱ分别为１．０ｎｇ／ｍＬ和１．０ｎｇ／ｍＬ

及２．０ｎｇ／ｍＬ和１．５ｎｇ／ｍＬ。此线性检测范围和灵敏度能够

满足维生素Ｄ日常检测的需要，与其他文献报道的线性性能

类似［１１１２］。精密度评价结果显示本方法２５（ＯＨ）Ｄ２批内

犆犞＜６．００％，总犆犞＜９．００％，２５（ＯＨ）Ｄ３批内犆犞＜４．００％，

总犆犞＜５．００％。本研究中２５（ＯＨ）Ｄ２的加样回收率均在

９９．６７％～１０３．９２％，２５（ＯＨ）Ｄ３加样回收率在９８．７２％～

１０４．０４％，提示本方法在样本处理过程中损失少，数据可靠。

本研究的线性评价、精密度及准确度的性能评价符合美国

ＦＤＡ的生物分析方法验证导则标准对建立的 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ

进行基本性能验证的要求。

有研究报道３ｅｐｉ２５（ＯＨ）Ｄ３会影响２５（ＯＨ）Ｄ３质谱法

的检测结果［１３］，但由于内源性３ｅｐｉ２５（ＯＨ）Ｄ３与２５（ＯＨ）Ｄ３

的分子大小相同，结构上仅有一个羟基空间方向上的差异，本

研究无法将３ｅｐｉ２５（ＯＨ）Ｄ３和２５（ＯＨ）Ｄ３有效区分开。但

也有研究认为人体３ｅｐｉ２５（ＯＨ）Ｄ３水平相对较低，不影响对

２５（ＯＨ）Ｄ的检测
［１４］。

总之，本研究建立的 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ测定血清２５（ＯＨ）Ｄ

的方法，样本处理简单，能够同时准确、精密测量２５（ＯＨ）Ｄ２

和２５（ＯＨ）Ｄ３，性能验证结果表明所建方法性能优异，适合于

临床评估维生素Ｄ水平。
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