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建立LC-MS/MS检测血清中5种脂溶性维生素的
方法及临床验证*
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  摘 要:目的 建立液相色谱-串联质谱(LC-MS/MS)方法同时检测血清中维生素 A、维生素D(25-OH-
D2、25-OH-D3)、维生素E和维生素K1 水平,并通过血清样品验证。方法 以同位素标记的维生素A-d4、25-
OH-D2-d6、25-OH-D3-d6、维生素E-d6和维生素K1-d7作为内标,在血清样品中利用甲醇/乙腈混合溶液沉淀

蛋白质,然后用正己烷萃取脂溶性维生素,采用Phenomenex
 

Kinetex
 

C18(50.0
 

mm×3.0
 

mm,2.6
 

μm)色谱

柱,柱温设置为40
 

℃,流动相分别为0.1%甲酸水溶液和0.1%甲酸甲醇溶液,以0.6
 

mL/min的流速进行梯度

洗脱,质谱采用大气压化学电离正离子 MRM模式。结果 维生素A、25-OH-D2、25-OH-D3、维生素E和维生

素K1 在相应浓度范围内线性关系良好,线性相关系数均大于0.998,其日内精密度和日间精密度在1.87%~
9.81%,加标回收率在91.47%~107.30%,携带污染率在-6.03%~2.14%,均在可接受范围之内。结论 成

功建立了LC-MS/MS方法同时测定人血清中维生素A、25-OH-D2、25-OH-D3、维生素E和维生素K1 的水平,
该方法前处理简便,分析速度快,灵敏度高,专属性强且各被检测物质的线性关系良好,整个检测过程简单、规

范,适合临床血清样品的检测。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

the
 

LC-MS/MS
 

method
 

for
 

simultaneously
 

determining
 

serum
 

vitamin
 

A,vitamin
 

D
 

(25-OH-D2,25-OH-D3),vitamin
 

E
 

and
 

vitamin
 

K1 levels,and
 

to
 

pass
 

the
 

serum
 

sample
 

valida-
tion.Methods Isotopically

 

labeled
 

vitamin
 

A-d4,25-OH-D2-d6,25-OH-D3-d6,vitamin
 

E-d6
 

and
 

vitamin
 

K1-
d7

 

served
 

as
 

the
 

internal
 

standards.The
 

methanol/acetonitrile
 

mixture
 

in
 

serum
 

samples
 

was
 

used
 

to
 

precipi-
tate

 

the
 

protein,then
 

normal
 

hexane
 

was
 

used
 

to
 

extract
 

the
 

fat-soluble
 

vitamins.A
 

Phenomenex
 

Kinetex
 

C18
 

(50.0
 

mm×3.0
 

mm,2.6
 

μm)
 

column
 

was
 

used
 

with
 

the
 

column
 

temperature
 

set
 

at
 

40
 

℃
 

and
 

the
 

mobile
 

pha-
ses

 

were
 

0.1%
 

formic
 

acid
 

aqueous
 

solution
 

and
 

0.1%
 

formic
 

acid
 

methanol
 

solution,and
 

the
 

gradient
 

elution
 

was
 

performed
 

at
 

a
 

flow
 

rate
 

of
 

0.6
 

mL/min.The
 

mass
 

spectrometry
 

adopted
 

the
 

atmospheric
 

pressure
 

chemi-
cal

 

ionization
 

positive
 

ion
 

MRM
 

mode.Results Vitamin
 

A,25-OH-D2,25-OH-D3,vitamin
 

E
 

and
 

vitamin
 

K1 

showed
 

good
 

linearity
 

in
 

the
 

corresponding
 

concentration
 

ranges
 

with
 

linear
 

correlation
 

coefficients
 

greater
 

than
 

0.998,and
 

their
 

intra-day
 

precision
 

and
 

inter-day
 

precision
 

were
 

1.87%-9.81%.The
 

spiked
 

recoveries
 

ranged
 

91.47%-107.30%,and
 

the
 

carryover
 

contamination
 

rates
 

ranged-6.03%-2.14%,which
 

all
 

were
 

within
 

the
 

acceptable
 

range.Conclusion The
 

LC-MS/MS
 

method
 

is
 

successfully
 

established
 

for
 

the
 

simulta-
neous

 

determination
 

of
 

vitamin
 

A,25-OH-D2,25-OH-D3,vitamin
 

E
 

and
 

vitamin
 

K1 in
 

human
 

serum.The
 

method
 

is
 

simple
 

in
 

pretreatment
 

and
 

fast
 

in
 

analysis
 

with
 

high
 

sensitive
 

and
 

strong
 

specificity,moreover
 

the
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linear
 

relationship
 

among
 

various
 

detected
 

materials
 

is
 

good,and
 

the
 

whole
 

detection
 

procedure
 

is
 

simple
 

and
 

standardized,which
 

is
 

suitable
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

clinical
 

serum
 

samples.
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  脂溶性维生素是人体保持最佳新陈代谢状态所

必需的微量营养素,主要包括维生素A、维生素D、维
生素E和维生素K

 

4种[1]。随着研究的深入,脂溶性

维生素的作用早已不局限于人们的初步认识,比如夜

盲症[维生素 A(VA)缺乏]、骨软化症(维生素D缺

乏)、氧化应激异常[维生素E(VE)缺乏]和异常出血

(维生素K缺乏)等,而是发现脂溶性维生素的异常变

化与越来越多的疾病及其他生理状态有关[2]。有研

究表明 VA 可促进免 疫 系 统 发 育[3],增 强 免 疫 能

力[4],其含量低甚至与成人早期肥胖有关[5];维生素

D在某些精神性疾病和糖尿病的预防方面有一定作

用[6-7];适宜浓度的VE对癌症预防和糖尿病肾病、非
酒精性脂肪肝的治疗有所帮助[8-9];维生素 K则与儿

童的矮小症和成人的冠心病有一定关联[10-11]。因此,
建立一种快速、准确的临床检测多种脂溶性维生素的

方法愈发重要,这将大大加快人们研究以及运用各种

脂溶性维生素的进程。
近年来,国 内 外 液 相 色 谱-串 联 质 谱(LC-MS/

MS)技术正在快速发展。放射免疫法和酶联免疫法

等传统检测方法[12-13]存在放射污染的潜在风险及易

与其他非目标化合物发生交叉反应而导致特异性差

等缺点。LC-MS/MS具有高特异度、高灵敏度、高准

确性等优势,使之在检测领域的各个方面被快速推

广[14],特别是在维生素检测方面[15],LC-MS/MS可

以同时检测25-羟基维生素D2(25-OH-D2)和25-羟基

维生素D3(25-OH-D3)的精确浓度,使之成为国际上

公认的维生素D检测的金标准[16]。当然,该方法也

面临所需样品量大、前处理复杂耗时且仪器操作较为

复杂等问题。为了进一步拓展LC-MS/MS在检测维

生素方面的应用,大量学者开展了相关研究,例如陈

敏纯等[17]开发了仅需200
 

μL血清样品即可检测4种

脂溶性维生素的方法。本研究则将针对VA、维生素

D(25-OH-D2、25-OH-D3)、VE和维生素 K1(VK1)5
种脂溶性维生素建立LC-MS/MS的检测方法,实现

利用更少的样品(100
 

μL血清),进行简单的前处理过

程,使用同位素标记法在短时间内同时对5种脂溶性

维生素实现精准定量,并对临床血清样品进行验证,
为临床医生的准确判断提供真实、可靠的体内脂溶性

维生素水平。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究所选仪器:天津国科医疗科

技发展有限公司生产的 HTQ
 

2020高效液相色谱串

联质谱检测系统,德国Eppendorf公司生产的高速冷

冻离心机,杭州奥盛仪器有限公司生产的氮吹仪;所
选试剂:购于美国Sigma-Aldrich公司的VA、25-OH-
D2、25-OH-D3、VE,购于上海甄准生物科技有限公司

的VA-d4、25-OH-D2-d6、25-OH-D3-d6、VE-d6,购于

上海谱芬生物科技有限公司的 VK1、VK1-d7,甲酸、
甲醇、正己烷、乙腈等均为色谱级试剂;所选样品为

2021年10月至2022年6月在沈阳市妇幼保健院健

康查体的19例随机健康人血清。
1.2 样品前处理 取100

 

μL标准溶液或样品,为消

除人体血清中的不同内源性物质对维生素检测的基

质效应,加入10
 

μL同位素内标工作液,加入200
 

μL
甲醇/乙腈混合溶液涡旋混匀2

 

min,加入600
 

μL正

己烷,涡旋混匀2
 

min,4
 

000
 

r/min离心5
 

min,取500
 

μL上清液,室温氮气吹干,加入乙腈水溶液复溶后上

机测试。
1.3 液相色谱条件 采用Phenomenex

 

Kinetex
 

C18
(50.0

 

mm×3.0
 

mm,2.6
 

μm)色谱柱,柱温设置为40
 

℃,流动相A相为0.1%甲酸水溶液,流动相B相为

0.1%甲酸甲醇溶液,洗脱程序见表
 

1,流速为0.6
 

mL/min,进样体积为20
 

μL。
表1  梯度洗脱时间程序

时间(min) A(%) B(%) 流速(mL/min)

0 20 80 0.6

0.50 8 92 0.6

1.00 2 98 0.6

5.50 2 98 0.6

5.51 20 80 0.6

6.50 20 80 0.6

1.4 质谱条件 采用多反应监测(MRM)、大气压化

学电离正离子模式(APCI+),离子源温度300
 

℃,气
帘气压10

 

psi,喷雾气压50
 

psi,加热气压10
 

psi,碰撞

气压9
 

psi;5种脂溶性维生素的 MRM 离子参数见

表2。
1.5 定量下限 根据脂溶性维生素的临床检测需求

及仪器设备的灵敏度,设置本方法的定量下限:VA为

50
 

ng/mL、25-OH-D2 为2
 

ng/mL、25-OH-D3 为2
 

ng/mL、VE为1
 

000
 

ng/mL、VK1 为0.5
 

ng/mL,连
续检测12次,计算检测值和理论值的偏差以及测试

结果的相对标准偏差(RSD)。
1.6 精密度、加标回收率和携带污染测定 (1)按
1.2样品前处理方法在含5%BSA标本中添加不同浓

度的标准溶液作为质控样品(低浓度质控QCL、中浓
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度质控QCM、高浓度质控QCH),每个浓度质控样品

重复制备3份,按上述分析条件对质控样品进行每天

3次检测,连续检测3
 

d,以衡量其日内精密度和日间

精密度。(2)在收集的健康人血清样品中添加不同浓

度的标准溶液(QCL、QCM、QCH)获得不同浓度的加

标样品,按1.2样品前处理方法对健康人血清样品和

加标样品进行处理,每个浓度样品重复制备6份,按
上述的检测方法对各加标回收样品进行分析,利用各

标准品的校准曲线计算不同样品浓度,各浓度质控样

品与实际血清样品的检测值差值与实际添加的标准

品浓度的比值作为加标回收率。(3)对该方法的携带

污染进行评估,先重复进样低浓度标本,然后交替进

样高浓度标本和低浓度标本。通过比较第1次进样

的低浓度标本检测结果与随后进样的低浓度标本检

验结果的差异,得到携带污染率。
表2  5种脂溶性维生素及其内标的 MRM离子参数

化合物 母离子 子离子
去簇电压

(V)
入口电压

(V)
碰撞动能

(V)
出口电压

(V)

VA 269.1 93.1 36 8 30 18

VA-d4 273.1 95.1 40 8 32 18

25-OH-D2 413.3 337.3 40 8 16 24

25-OH-D2-d6 419.3 337.3 44 5 17 22

25-OH-D3 401.3 365.3 35 10 17 10

25-OH-D3-d6 407.3 371.4 35 9 18 20

VE 431.1 165.2 45 10 33 10

VE-d6 437.1 171.2 45 8 30 12

VK1 451.1 187.1 50 10 35 10

VK1-d7 458.1 194.1 50 9 33 13

2 结  果

2.1 定量下限标本测试结果 VA、25-OH-D2、25-
OH-D3、VE、VK1 测试值和理论值的偏差均在15%
以内,测试的平行标本RSD在15%以内。见表3。
2.2 MRM色谱图与线性测试结果 经上述1.2样

品前处理后,在上述色谱条件及质谱条件下获得5种

脂溶性维生素及其内标的 MRM色谱图,见图1。
  根据 VA、25-OH-D2、25-OH-D3、VE、VK1 的临

床检测需求确定检测范围,并在检测范围需求内设置

浓度梯度,检测梯度浓度的标准品,将目标分析物和

内标峰面积的比值与梯度浓度进行拟合,得到工作曲

线,拟合曲线及曲线方程如图
 

2所示。由图可知标准

曲线呈良好的线性关系,且r 值均在0.998以上,因
此该检测方法的线性范围分别是 VA为50~2

 

000
 

ng/mL、25-OH-D2 为2~150
 

ng/mL、25-OH-D3 为

2~250
 

ng/mL、VE为1
 

000~16
 

000
 

ng/mL、VK1 为

0.5~20
 

ng/mL。
2.3 精密度测定结果 日内精密度和日间精密度结

果如表4所示,日内精密度在1.87%~8.50%,日间

精密度在2.85%~9.81%。
2.4 加标回收率测定结果 加标回收率测定结果如

表5所示,结果显示在91.47%~107.30%。
表3  定量下限标本测试结果(n=12)

化合物 检测结果(ng/mL) 准确度(%) RSD(%)

VA 52.68±3.19 105.36±6.37 6.05

25-OH-D2 1.97±0.14 98.47±7.05 7.16

25-OH-D3 1.97±0.15 98.41±7.46 7.58

VE 990.00±50.00 99.05±4.58 4.62

VK1 0.49±0.02 97.35±4.85 4.98

图1  5种脂溶性维生素标准溶液及其相对应的内标

MRM色谱图

表4  脂溶性维生素低、中、高浓度样品日内精密度和日间精密度考察结果(n=3)

化合物 日内检测结果(ng/mL) 日内精密度(%) 日间检测结果(ng/mL) 日间精密度(%)

VA 104.21±3.93 3.77 104.71±3.10 2.96

789.36±14.76 1.87 797.75±36.78 4.61

1
 

596.01±34.00 2.13 1
 

572.20±44.81 2.85

25-OH-D2 4.84±0.34 7.03 4.89±0.35 7.23

50.04±3.82 7.64 50.90±3.30 6.48

102.56±8.72 8.50 101.83±7.73 7.59

25-OH-D3 4.92±0.21 4.36 4.94±0.30 6.01

105.69±3.65 3.45 106.49±4.17 3.92

214.94±10.21 4.75 216.27±9.56 4.42
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续表4  脂溶性维生素低、中、高浓度样品日内精密度和日间精密度考察结果(n=3)

化合物 日内检测结果(ng/mL) 日内精密度(%) 日间检测结果(ng/mL) 日间精密度(%)

VE 2
 

004.98±103.06 5.14 2
 

029.98±111.04 5.47

7
 

744.37±277.25 3.58 7
 

879.37±465.67 5.91

13
 

181.13±255.71 1.94 12
 

797.75±502.95 3.93

VK1 0.51±0.04 8.06 0.49±0.05 9.81

4.06±0.13 3.25 4.15±0.19 4.52

10.56±0.51 4.86 10.42±0.52 4.98

图2  5种脂溶性维生素的标准曲线图

表5  脂溶性维生素低、中、高浓度样品加标回收率考察结果(n=6)

化合物 本底值(ng/mL) 加标值(ng/mL) 检测值(ng/mL) 回收率(%)

VA 245.82 100 344.78±9.73 98.96

800 977.60±18.95 91.47

1
 

600 1
 

724.68±90.99 92.43

25-OH-D2 0.36 5 5.23±0.23 97.37

50 54.01±1.64 107.30

100 100.30±7.63 99.94

25-OH-D3 6.02 5 10.94±0.40 98.37

100 202.88±13.86 104.23

200 216.27±9.56 98.43

VE 6
 

350.21
 

2
 

000 8
 

433.21±86.06 104.15

8
 

000 13
 

975.92±445.07 95.32

12
 

000 18
 

150.34±835.03 98.33

VK1 0.74 0.5 1.24±0.03 99.67

4 4.70±0.19 98.92

10 10.61±0.42 98.67
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2.5 携带污染 各脂溶性维生素携带污染率如下:

VA为1.32%,25-OH-D2 为-0.05%,25-OH-D3 为

-6.03%,VE为-3.93%,VK1 为2.14%。

2.6 血清样品检测 使用本方法对19例健康者血

清 样 品 进 行 处 理 检 测,检 测 结 果 如 下:VA 为

250.00~730.00
 

ng/mL,25-OH-D2 为0.46~5.82
 

ng/mL,25-OH-D3 为3.97~42.47
 

ng/mL,VE为

2
 

200.00~13
 

100.00
 

ng/mL,VK1 为0.13~1.51
 

ng/mL。空白样品的 MRM色谱图如图3所示,人血

清样品的 MRM色谱图如图4所示。

图3  空白样品中5种脂溶性维生素及其相对应的

内标 MRM色谱图

图4  人血清样品中5种脂溶性维生素及其相对应的内标 MRM色谱图

3 讨  论

不同脂溶性维生素在不同人群体内的含量差别

十分明显,其作用也各不相同,而且往往是多种维生

素共同起作用而产生影响。有研究证明孕妇这一特

殊群 体 更 易 出 现25-OH-D2、25-OH-D3 缺 乏 的 现

象[18],而缺乏VA和VE的新生儿更易发生低体质量

和免疫力低下等问题[19],另外骨质疏松症的患者更可

能存在维生素D和维生素 K缺乏的现象[20]。然而,
传统的检测方式难以同时实现对多种脂溶性维生素

的准确定量检测。LC-MS/MS可以在较宽的检测范

围内快速、准确地获得未知样品中待测物质的浓度,
具有更高的特异度和准确度,可以为临床检测提供更

为可靠的参考结论,从而更快速地为患者制订治疗方

案。但该技术需要的样本量相对较多,操作具有一定

的复杂性,使之难以在普通医院推广[21]。因此本研究

进一步简化其操作流程,减少样品用量,规范整个检

测过程,医护人员仅需简单培训即可掌握该操作,在
几分钟内完成整个检测过程。

另外,本 研 究 针 对 血 清 中 VA、25-OH-D2、25-
OH-D3、VE和 VK1 建立的LC-MS/MS方法检测结

果显示,各种脂溶性维生素在标准曲线浓度范围内线

性程度良好,日内精密度和日间精密度较为理想,利
用新鲜血清进行加标检测证明加标回收率良好,在检

测高浓度及其以下浓度标本时不存在明显的携带污染,
可满足临床检测要求。而且,针对真实健康者血清样品

的检测结果显示,各种脂溶性维生素水平符合当地人群

的特点[22],证实本研究所建立的方法切实适合临床

检测。
综上所述,本研究成功建立了一种针对人血清中

5种脂溶性维生素快速定量的LC-MS/MS方法,不仅

操作简单,而且定量准确,适合临床血清样品的检测,
可以为临床医生的医学诊断提供真实、可靠的体内脂

溶性维生素水平,帮助不同人群进行健康水平判断和

相关疾病治疗。
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