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串联质谱法同时测定
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种胆汁酸的方法分析"
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摘
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要"目的
!

初步建立同时测定人体血清中
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种胆汁酸的超高效液相色谱
9

串联质谱"

P59Q1

)

Q1

$的分

析方法%方法
!

通过同位素标记的胆汁酸作为内标!使用乙腈对血清中的胆汁酸进行提取!采用
]FACI>T#\

5$3

色谱柱!对
$*

种胆汁酸进行分离%使用串联质谱进行检测!在负离子模式使用多反应监测模式定量分析血

清中胆汁酸的浓度%结果
!

$*

种胆汁酸在
$&'

!

.'''&'EJ;D

)

P

范围内线性关系良好!线性相关系数
!

%

%

'&44)

#目标物的定量限为
$&'

!

$'&'EJ;D

)

P

#低&中&高浓度的平均回收率为
4+&$2

!

$'3&)2

!日内&日间平

均相对标准偏差小于
+&32

%所开发的方法被应用于检测
%(

例健康志愿者的血清标本!健康者的胆汁酸以甘

氨酸结合型为主!游离型胆汁酸和牛磺酸结合型胆汁酸浓度相对较低%男性血清中脱氧胆酸浓度显著高于女

性!男性血清中甘氨熊脱氧胆酸浓度显著低于女性!差异均有统计学意义"

"

$
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$%结论
!

P59Q1
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法能

有效分离并定量检测人血清中
$*

种胆汁酸的水平!其线性范围广&灵敏度高&精密度好!有望作为临床血清
$*

种胆汁酸检测的参考方法%
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胆汁酸由胆固醇代谢产生#根据合成途径#可以

分为由胆固醇为原料直接合成的初级胆汁酸和代谢

产生的次级胆汁酸*
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)胆汁酸是胆汁的重要组成成

分#是人体脂肪代谢的必须物质*
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)胆汁酸不仅能够
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调节葡萄糖和脂代谢#还能与肠道菌群相互作用#具

有重要的临床意义*

)

+

)不同的胆汁酸亚型在临床上

具有不同的诊断意义#因此检测每一种亚型的胆汁酸

在体内水平而非简单地定量测量总胆汁酸水平#对于

肝胆和肠道疾病的筛查'诊断和鉴别诊断具有重要

意义*

(

+

)

目前临床上主要开展胆汁酸的检测方法包括气

相色谱法'液相色谱法'毛细管电泳法'气相色谱
9

质谱

联用法#以及液相色谱
9

串联质谱法等*

*94

+

#但是目前对

于检测人体血清中胆汁酸亚型的研究相对较少#方法

通量较低#也缺乏健康人参考范围)本文旨在建立一

种基于超高效液相色谱
9

串联质谱$

P59Q1

"

Q1

&分析

胆汁酸亚型的快速方法#并且初步尝试建立了健康人

血清中
$*

种胆汁酸的参考范围#现将结果报道如下)
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资料与方法
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!

一般资料
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例体检健康志愿者$其中男

$+

例#女
+

例&为研究对象#年龄
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$'

!

''7$$

!
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空腹采集静脉血#室温放置
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#
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J=E

离心
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#分离血清后于
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保存)
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仪器与试剂
!
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超高效液相色谱仪%
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EV(&$

工作站$美国
]FACI>

公司&%真空离心浓缩仪

$湖南赫西仪器公司&%台式高速冷冻离心机$上海卢

湘仪公司&%

T:$%*Y

电子天平$德国赛多利斯公司&%

电热鼓风干燥箱$上海一恒公司&%旋涡混合器$美国

1?=CEA=G=?!E<@>AI=C>

公司&%超纯水机$
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&)甘氨

石胆酸$
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种胆汁酸*胆酸$

5,

&'石胆酸$

P5,

&'脱氧

胆酸$

Y5,

&'熊脱氧胆酸$

XY5,

&'鹅脱氧胆酸$

5Y9

5,

&'牛磺胆酸$

:5,

&'甘氨胆酸$

/5,

&'牛磺石胆酸

$

:P5,

&'牛磺脱氧胆酸$

:Y5,

&'牛磺熊脱氧胆酸

$

:XY5,

&'牛磺鹅脱氧胆酸$

:5Y5,

&'甘氨脱氧胆

酸$

/Y5,

&'甘氨鹅脱氧胆酸$

/5Y5,

&'甘氨熊脱氧

胆酸$

/XY5,

&+标准品及同位素标记的内标氘代胆

酸$

<(95,

&'氘代脱氧胆酸$

<(9Y5,

&'氘代熊脱氧胆

酸$

<(9XY5,
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"

JF,D<I=?B

公司&%色谱纯乙腈和

色谱纯甲醇$德国
QCI?O

公司&%色谱级甲酸$上海阿

拉丁公司&)

$&'
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方法

$&'&$
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血清标本处理
!

移取
$''

&

P

血清于
$&*JP

离心管#加入
)''

&

P

低温保存的含内标乙腈溶液#静

置
$J=E

后旋涡振荡
*J=E

#在
(f

下高速$

$$'''I

"

J=E

&离心
*J=E

#吸取上清液
)''

&

P

#低温浓缩至接

近干燥#

$''

&

P

的乙腈与水的体积比为
)'g+'

#复

溶%在
(f

下高速$

$$'''I

"

J=E

&离心
*J=E

#取上清

液于
4.

孔板用于
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上样分析)

$&'&/
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色谱和质谱条件
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色谱柱!

]FACI>T#\5$3
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*'JJi%&$JJ

#

$&+
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J

&)流动相!

,

相为
'&$2

甲酸水溶液#

T

相为
'&$2

甲酸
9

乙腈与甲醇$体积比

为
)g$

&的溶液%流速为
'&(JP

"

J=E

%柱温为
(*f

)

梯度洗脱程序!
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!
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#

)*2

!

()2
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%

%&'
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)&*

J=E

#
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(.2

#
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%

)&*
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*&'J=E

#
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*42

#
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*&'
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*42

#

T

%

+&'
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3&+J=E
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*42
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..2

#

T

%

3&+

!

$'&+J=E

#

..2
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432

#

T

%

$'&+

!

$$&)J=E

#

)*2

#

T

)离子源!电喷雾离子源$

#1!

&)扫描方式!负

离子扫描)检测方式!多反应监测$

Q8Q

&模式)毛

细管电压!

)&'OR

)离子源温度!

$*' f

)脱溶剂气

温度!

(''f

)脱溶剂气流速!

3''P

"

B

)锥孔气流速!

*'P

"

B

)用时间分段来提高待测物响应值#

$*

种胆汁

酸质谱参数见表
$

)

表
$

!!

$*

种胆汁酸质谱参数

胆汁酸 离子对$

J

"

c

& 驻留时间$

>

& 锥孔电压$

R

& 碰撞能量$

CL

&胆汁酸 离子对$

J

"

c

& 驻留时间$

>
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& 碰撞能量$
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统计学处理
!

用
QF>>D

M

EV

软件分析
P59Q1
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Q1

结果%数据结果导出后#用
Q=?I;>;GA#V?CD%'$+

软件分析
$*

种胆汁酸水平%非正态分布的计量资料

采用中位数和四分位数间距表示*

7

$

"

%*

#

"

+*

&+#组间

比较采用秩和检验)以
"

$

'&'*

为差异有统计学

意义)

/

!

结
!!

果

/&$

!

方法学性能评价

/&$&$

!

专属性
!

分别取
.

份不同健康人的空白血

清'标准血清样品#按.

$&)&$

血清标本处理/要求操

作#在
P59Q1

"

Q1

条件下对样品进行测定)在选用

条件下#血清中内源性物质不干扰被测物和内标的测

定#专属性良好#在上述分析条件下#

$*

种胆汁酸在各

个离子通道中分离良好)

/&$&/

!

标准曲线线性范围
!

将倍比稀释的胆汁酸系

列混合标准工作溶液取
$''

&

P

#加入内标溶液
)''

(

)$(%

(
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&

P

#按.

$&)&$

血清标本处理/项下处理并测定)以待

测物浓度
W

为横坐标#相对响应值
[

$待测物与相应

内标物响应值之比&为纵坐标#用加权最小二乘法进

行线性回归分析)建立
$*

种胆汁酸的标准曲线#得

到线性回归方程和线性相关系数)其中
5,

'

5Y5,

'

Y5,

'

P5,

'

XY5,

质 量 浓 度 为
$&'

!

%'''&'

EJ;D

"

P

#

/5,

'

/Y5,

'

:5,

'

:5Y5,

质量浓度为

$'&'

!

%'''&'EJ;D

"

P

#其余物质质量浓度为
$'&'

!

.'''&'EJ;D

"

P

)

$*

种胆汁酸在其范围内呈现良好

的线性关系#线性相关系数
!

% 均大于
'&44)

)

/&$&'

!

定量限
!

按照.

$&)&$

血清标本处理/平行配

制'处理
*

份血清标准曲线最低点样品#并进行测定)

根据标准曲线计算获得
$*

种胆汁酸实测浓度#
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'
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的定量限为
$&'EJ;D
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P

#

其余物质定量限为
$'&'EJ;D

"

P

)

/&$&1
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提取回收率和精密度试验
!

向血清中分别添

加低'中'高
)

种浓度的标准溶液#其中
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5Y5,
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Y5,
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P5,
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XY5,

的
)

个加标水平分别为
)&'

'

$'''&'

和
$*''&'EJ;D

"

P

%

/5,

'

/Y5,

'

:5,

'

:59

Y5,

其余物质的
)

个加标水平分别为
)'&'

'

)'''&'

和
(*''&'EJ;D

"

P

%其余每个胆汁酸加标水平分别为

)'&'

'

$'''&'

和
$*''&'EJ;D

"

P

#按照.

$&)&$

血清标

本处理/项方法处理标本#每个添加浓度平行测定
.

次#连续测定
)<

)根据样品结果计算本法的回收率

和精密度#见表
%

)结果表明#日内'日间平均相对标

准偏差$

81Y

&

$

+&32

#平均回收率均为
4+&$2

!

$'3&)2

)测定结果表明#血清样品分析的回收率和

精密度良好)可见本试验所建立的
P59Q1

"

Q1

法测

定血清中
$*

种胆汁酸的回收率和精密度符合生物样

品测定要求)

/&$&2

!

稳定性
!

胆汁酸标准品溶液放置于进样器

中#测定
$%B

内胆汁酸浓度#得到胆汁酸对照品溶液

稳定性%将含有一定胆汁酸的血清样品按.

$&)&$

血清

标本处理/项下处理并测定
$%B

内后胆汁酸浓度#得

到处理后放置稳定性%将同一样品放置在室温#测定

%(B

内胆汁酸的浓度#得到室温放置稳定性%将血清

样标本放入
7%'f

冰箱中#第
%

天拿出复融#如此反

复
)

次#按.

$&)&$

血清标本处理/项下处理并测定#得

到反复冻融稳定性)试验结果显示相对偏差均小于

$*2

#胆汁酸浓度均未出现明显变化#说明该试验方

法稳定性良好)

/&/

!

血清标本的测定
!

收集
%(

例健康人的血清样

品#用本法测定其中胆汁酸浓度)结果显示#健康人

的胆汁酸以甘氨酸结合型$

/5,

'

/Y5,

'

/5Y5,

'

/XY5,

&为主)游离型胆汁酸和牛磺酸结合型胆汁

酸浓度相对较低)男性血清中
Y5,

浓度显著高于女

性#男性血清中
/XY5,

浓度显著低于女性#差异均

有统计学意义$

"

$

'&'*

&#其余胆汁酸差异无统计学

意义$

"

%

'&'*

&#见表
)

)

表
%

!!

$*

种胆汁酸日内和日间的回收率和精密度#

2

$

胆汁酸种类
日内$

)6.

&

回收率 精密度

日间$

)6$3

&

回收率 精密度

5, $'$&3 (&. $'(&) (&4

5Y5, $'$&$ )&. $'%&$ (&+

Y5, $'$&+ )&+ $'(&$ (&)

P5, $'3&) %&+ $'+&* )&*

XY5, $''&4 )&3 $'%&3 (&3

/5, $''&4 %&' 43&4 +&*

/5Y5, $'*&% )&+ $'.&) *&'

/Y5, $'%&) %&% $')&3 )&4

/P5, 43&4 $&. $''&+ )&.

/XY5, $'$&) %&4 $''&3 +&3

:5, 44&% %&% $'$&+ .&(

:Y5, $'(&( $&3 $'(&+ )&.

:P5, $'$&3 $&3 $'(&4 )&3

:XY5, 4+&$ $&3 44&. .&(

:5Y5, $'%&* %&' $'%&* .&(

表
)

!!

健康男性和健康女性血清中胆汁酸浓度比较&

EJ;D

)

P

(

7

#

"

%*

(

"

+*

$'

性别
) 5, 5Y5, Y5, P5, XY5,

男
$+ (3&*

$

).&$

#

.*&*

&

$($&4

$

.4&.

#

%*(&(

&

%(.&$

$

$*%&3

#

(''&*

&

3&+

$

.&'

#

$*&)

&

(%&*

$

$*&3

#

+4&(

&

女
+ ((&3

$

$)&3

#

44&.

&

$+*&'

$

%(&$

#

%)(&(

&

$*4&*

$

+4&*

#

(()&(

&

+&%

$

(&$

#

4&3

&

$3&(

$

$'&+

#

3(&$

&

性别
) /5, /5Y5, /Y5, /P5, /XY5,

男
$+ %(%&.

$

$*3&%

#

)43&(

&

$+43&.

$

$%44&*

#

%4+)&(

&

(3$&+

$

%%.&(

#

+)*&+

&

%(&*

$

$%&'

#

)3&(

&

%%$&3

$

$($&.

#

)%+&$

&

女
+ )))&3

$

$(3&)

#

(+'&4

&

%+4*&.

$

$)(%&.

#

)$((&+

&

($+&+

$

%+4&3&+%+&+

&

$)&.

$

4&)

#

%+&+

&

%.+&$

$

$(4&*

#

*(+&3

&

性别
) :5Y5, :Y5, :P5, :XY5, :5,

男
$+ $$%&4

$

*%&'

#

%$%&+

&

)+&%

$

$+&3

#

.+&3

&

(&.

$

)&*

#

*&*

&

(&)

$

%&)

#

+&'

&

%%&)

$

$$&)

#

('&'

&

女
+ $$+&3

$

+$&'

#

%'3&'

&

).&%

$

$+&(

#

3%&3

&

%&$

$

$&.

#

.&4

&

%&4

$

$+&(

#

3%&3

&

%$&*

$

$+&)

#

)'&.

&

'

!

讨
!!

论

!!

胆汁酸是胆固醇经肝脏组织代谢的最终产物#是

胆汁中的主要成分#胆汁酸的检测具有重要的临床意

义)血液中胆汁酸浓度的增加程度提示患者可能患

有不同种类的肝胆疾病)目前临床常规检测方法均

只能检测总胆汁酸的浓度变化#不能定性'定量鉴别

(

($(%

(

检验医学与临床
%'$3

年
3

月第
$*

卷第
$.

期
!

PFHQC<5D=E

!

,@

"

@>A%'$3

!

R;D&$*

!

S;&$.



不同组分的胆汁酸代谢物谱的变化%血清胆汁酸谱分

析可提供胆汁酸肠肝循环是否正常的一项非常重要

的信息%在肝脏病变早期#血清中的总胆汁酸不会发

生明显改变#而血清中各种亚型胆汁酸浓度将产生相

应的变化#因此#鉴别并测定胆汁酸代谢物谱有助于

对肝病的早期诊断)

由于
$*

种胆汁酸极性分布范围很广#试验采用

]FACI>,5bX!:[X-P5T#\5$3

'

]FACI>,5bX9

!:[X-P5\11:)

'

:BCIJ;\

MK

CI>=D

"

;D<,b

分离

柱)试验表明#

T#\5$3

对
$*

种胆汁酸分离效果最

好)本试验尝试使用甲醇
9

水作为流动相#样品峰洗脱

能力较差%使用乙腈
9

水作为流动相#乙腈洗脱能力较

强导致同分异构体分离效果较差%将有机相调整为甲

醇与乙腈的混合组分#有机相中甲醇与乙腈的比例为

$g)

时得到的峰形和响应值较理想)水相中加入甲

酸配制成
'&$2

甲酸水溶液使目标物响应增大#提高

灵敏度)本试验中血清标本采用蛋白沉淀法#经过乙

腈处理后#得到良好的效果)整个操作方便快速#简

化了样品前处理过程#降低了检测成本#又提高了检

测效率)

本文建立了一种灵敏度高'简便快速和选择性好

的
P59Q1

"

Q1

分析法用于测定人血清中胆汁酸的浓

度)试验结果显示#

$*

种胆汁酸在各个离子通道中分

离良好#在
$&'

!

.'''&'EJ;D

"

P

线性范围内线性关

系良好#线性相关系数
!

%

%

'&44)

%目标物的定量限为

$&'

!

$'&'EJ;D

"

P

%平均回收率在
4+&$2

!

$'3&)2

#

日内'日间
81Y

均小于
+&32

#符合生物样品测定要

求%胆汁酸对照样品稳定性'血清样品处理后放置稳

定性'样品室温放置稳定性'样品反复冻融稳定性的

结果显示相对偏差均小于
$*2

#胆汁酸浓度均未出现

偏差)说明该分析方法专属性强#灵敏度高#可以达

到较低的定量限#进样量少#可延长色谱柱的寿命#而

且用血量少#分析时间短#流动相使用少)在对健康

人血清标本进行检测时发现健康人的胆汁酸以甘氨

酸结合型为主#游离型胆汁酸次之#而牛磺酸结合型

胆汁酸浓度最低)牛磺酸结合型胆汁酸的离子化程

度较高#甘氨酸结合型离子化程度中等#而游离胆汁

酸较低)胆汁酸盐极性越差#越容易与未吸收的纤维

素或细菌结合#也越容易通过被动扩散被吸收#因此

在人体中的胆汁酸以甘氨酸结合型为主)甘氨酸结

合型胆汁酸浓度增加提示糖尿病和妊娠期有胆汁淤

积症风险#牛磺酸结合型胆汁酸浓度增加提示有胆汁

淤积性肝损伤*

$'9$%

+

)本研究发现#男性血清中
Y5,

浓度显著高于女性#

/XY5,

浓度显著低于女性#差

异均有统计学意义$

"

$

'&'*

&)同样可以观察到#胆

汁酸在健康者体内的变化水平较大#需要更多的临床

样本数据#从而建立人体内合理的胆汁酸血清参考范

围%而未来进一步通过对不同临床疾病样本的检测#

能够准确评估不同胆汁酸亚型对临床疾病的诊断

价值)

综上所述#本研究建立的检测方法可应用于人体

血清中
$*

种胆汁酸亚型浓度的检测#对于未来临床

诊断不同的肝胆疾病有较大的应用价值)
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