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摘　要　建立大鼠血浆中胆汁酸、胆红素和牛磺酸的ＬＣＭＳ／ＭＳ同时测定方法。血浆样品经甲醇沉淀蛋白后ＬＣＭＳ／
ＭＳ分析，色谱柱为ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８（１５０ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇１０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵溶液（ｐＨ３０）梯度洗脱；检测
系统采用电喷雾离子源（ＥＳＩ）三重四极杆质谱仪于负离子模式下进行选择性反应检测（ＳＲＭ）。方法学验证结果表明，建
立的方法灵敏度高、专属性好，可用于血浆样品中胆汁酸、胆红素和牛磺酸的含量测定。
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　　胆汁酸是胆固醇的主要代谢产物，对机体中胆
固醇的消除具有重要的生理学意义，其主要合成于

肝脏并储存于胆囊中，进食时分泌入肠道，通过形

成胶束结构以促进膳食中的脂类和脂溶性维生素

的吸收，近期研究已将胆汁酸确定为核转录因子的

内源性活化剂（类法尼醇 Ｘ受体），其对机体中胆
固醇和胆汁酸代谢物的稳态调节具有重要作

用［１］。胆红素为血红蛋白的代谢产物，可有效氧

化自由基，防止低密度脂蛋白的氧化修饰，从而保

护血管内皮功能，多年来一直被认为是肝胆疾病诊

断的重要依据［２］。而作为哺乳动物体内含硫氨基

酸的主要代谢产物，牛磺酸具有抗氧化、保护心肌、

提高机体免疫力、促进脂类消化吸收等多种重要的

药理学和生理学作用，是体内必不可少的一种营养

元素［３－４］。目前，对于体内胆汁酸、胆红素及牛磺

酸水平的监测已成为疾病诊断的重要依据。因此，
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建立一种灵敏、简便的同时测定体内胆汁酸、胆红

素及牛磺酸含量的方法对于疾病的预防与治疗具

有重要意义。

迄今为止，虽然有研究报道通过ＬＣＥＬＳＤ、ＬＣ
ＭＳ等分析手段对动物及人体血浆或组织中胆酸
类成分的含量进行测定［１，５－６］，但是对于胆红素及

牛磺酸的含量测定（尤其是生物样本中的含量测

定）仍具有明显不足，系统全面地测定血浆中胆汁

酸、胆红素及牛磺酸的含量仍是空白。本研究以大

鼠为动物模型，依托 ＬＣＭＳ／ＭＳ现代分析技术，建
立一种简便、灵敏的同时测定大鼠血浆中胆汁酸、

胆红素及牛磺酸的方法，旨在为此类成分的检测和

临床应用提供方法学借鉴。

!

　材　料

１１　药品及试剂
胆酸（ＣＡ）、去氧胆酸（ＤＣＡ）、鹅去氧胆酸

（ＣＤＣＡ）、猪去氧胆酸 （ＨＤＣＡ）、熊去氧胆酸
（ＵＤＣＡ）、胆红素（ＢＩＬ）、牛磺酸（ＴＡＵ）及格列苯脲
（ＧＬＩＢ）（中国药品生物制品检定所）；石胆酸
（ＬＣＡ）、牛磺胆酸（ＴＣＡ）、牛磺去氧胆酸（ＴＤＣＡ）、
牛磺鹅去氧胆酸（ＴＣＤＣＡ）、牛磺熊去氧胆酸
（ＴＵＤＣＡ）、甘氨胆酸 （ＧＣＡ）、甘氨去氧胆酸
（ＧＤＣＡ）、甘氨鹅去氧胆酸（ＧＣＤＣＡ）、甘氨熊去氧胆
酸（ＧＵＤＣＡ）（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）。甲醇（色
谱纯，德国Ｍｅｒｃｋ公司），其余试剂均为市售分析纯。
１２　仪　器

ＦｉｎｎｉｇａｎＴＭＴＳＱＱｕａｎｔｕｍＤｉｓｃｏｖｅｒｙＭＡＸ液质
联用系统，包含 ＦｉｎｎｉｇａｎＴＭ Ｓｕｒｖｅｙｏｒ液相色谱仪，
ＦｉｎｎｉｇａｎＴＭ Ｓｕｒｖｅｙｏｒ自动进样器，ＦｉｎｎｉｇａｎＴＭＴＳＱ
Ｑｕａｎｔｕｍ三重四极杆质谱仪，电喷雾电离源和图谱
应用软件 Ｘｃａｌｉｂｕｒ２０（美国 ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ公
司）。

１３　动　物
雄性ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠，体重（２００±２０）ｇ，由中

国药科大学动物实验中心提供 （许可证号：

ＳＣＸＫ２００９０００１）。

"

　方　法

２１　ＬＣＭＳ／ＭＳ测定条件
色谱柱：ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８（１５０ｍｍ×２１ｍｍ，

５μｍ）；柱温：３０℃；流动相：（Ａ）甲醇（Ｂ）
１０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵溶液（甲酸调ｐＨ至３０）梯度洗
脱；流速：０２５ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０μＬ；梯度程序
（Ａ∶Ｂ）如下：０～３ｍｉｎ，１∶９９；７～２０ｍｉｎ，７０∶３０；
４０ｍｉｎ，８０∶２０；５０～７０ｍｉｎ，９８∶２。

质谱采用ＥＳＩ离子源，负离子条件下选择反应
监测（ＳＲＭ）模式测定各成分含量，检测离子和各
子离子碰撞能量见表１。ＥＳＩＭＳ／ＭＳ主要工作参
数如下。喷雾电压：－４０ｋＶ；毛细管加热温度：
３７０℃；鞘气（氮气）压力：４１ａｒｂ（１ａｒｂ＝６８９４７６
Ｐａ）；辅助气（氮气）压力：２５ａｒｂ；碰撞气压力（氩
气）：１５ｍＴｏｒｒ（１ｍＴｏｒｒ＝０１３Ｐａ）；扫描时间：
０５ｓ。
２２　标准溶液的配制

精密称量标准品制备标准品储备液：ＢＩＬ溶于
ＤＭＳＯＣＨＣｌ３ＣＨ３ＯＨ（２∶２∶１）混合溶剂体系；ＴＡＵ
溶于ＣＨ３ＯＨＨ２０（３∶２）混合溶剂体系，其余标准品
甲醇溶解。将各标准品储备液以不同比例混合制

备混合标准品溶液，各胆汁酸、胆红素及牛磺酸质

量浓度分别为６２５，１２５，２５０μｇ／ｍＬ。
２３　血浆样品处理

精密量取血浆样品１００μＬ，置１５ｍＬ高速离
心管中，精密加入内标格列苯脲溶液（１０μｇ／ｍＬ）
１０μＬ，甲醇４００μＬ，涡旋５ｍｉｎ混匀，４℃、１６０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，转移上清液２００μＬ至进样小
瓶，供ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。

#

　结　果

３１　方法学研究
３１１　标准曲线和检测限　精密量取“２２”项下
制备的混合标准品溶液，按照不同比例稀释得到

一系列浓度的混合标准溶液后，加入到空白混合

血浆样品１００μＬ中，按照２３项下方法操作，并
进行色谱分析（图１），分别记录各成分色谱峰面
积（Ａｓ）、空白血浆中各成分色谱峰面积（Ａ０）与内
标色谱峰面积（Ａｒ）。重复测定５次，以峰面积比
Ｒ［Ｒ＝（Ａｓ－Ａ０）／Ａｒ］对质量浓度（ｃ，μｇ／ｍＬ）进行
线性回归（ω＝１／ｃ２）。由于血样中含有内源性成
分，各物质的最低检测限（ＬＯＤ）和最低定量限以
标准方程中截距标准差与斜率比值的３３及 １０
倍计算［６－７］，结果见表１。
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Ｔａｂｌｅ１　ＬＣＭＳ／ＭＳｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｅａｃｈａｎａｌｙｔｅ

Ａｎａｌｙｔｅ
［Ｍ－Ｈ］－

（ｍ／ｚ）
ＳＲＭ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ／Ｖ

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｅｑｕａｔｉｏｎ

Ｒ２
Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／
（μｇ／ｍＬ）

ＬＯＤ／
（μｇ／ｍＬ）

ＬＣＡ ３７５３ ３７５３→３７５３ １８ Ｒ＝１３２７２ｃ－０５１４７ ０９９５９ ００５５０ ０００５
ＵＤＣＡ ３９１３ ３９１３→３９１３ １５ Ｒ＝８５９７５ｃ－０４３２１ ０９９７２ ００５５０ ０００３
ＨＤＣＡ ３９１３ ３９１３→３９１３ １５ Ｒ＝７０３２１ｃ－０１１７９ ０９９４７ ００５５０ ０００７
ＣＤＣＡ ３９１３ ３９１３→３９１３ １５ Ｒ＝６７１２２ｃ＋００５６６ ０９９７９ ００５５０ ０００６
ＤＣＡ ３９１３ ３９１３→３９１３ １５ Ｒ＝２６３１５５ｃ－０００１８ ０９９８６ ００５５０ ０００５
ＣＡ ４０７３ ４０７３→３４３３ ３６ Ｒ＝１８６５４ｃ－００７１５ ０９９７１ ００５５０ ０００４
ＧＵＤＣＡ ４４８３ ４４８３→７４０ ５０ Ｒ＝１２８６９ｃ＋００９１６ ０９９８６ ００５５０ ０００５
ＧＣＤＣＡ ４４８３ ４４８３→７４０ ３０ Ｒ＝１２３２４ｃ－０４６７７ ０９９９０ ００５５０ ０００５
ＧＤＣＡ ４４８３ ４４８３→７４０ ４２ Ｒ＝２１５７８ｃ－０１０７９ ０９９９２ ００５５０ ０００３
ＧＣＡ ４６４３ ４６４３→７４０ ３６ Ｒ＝１８１６９ｃ－０２１２８ ０９９８８ ０２２００ ００１５
ＴＵＤＣＡ ４９８３ ４９８３→１２４０ ３６ Ｒ＝１０２４１ｃ－０６７７７ ０９９６５ ００５５０ ００１０
ＴＣＤＣＡ ４９８３ ４９８３→１２４０ ３２ Ｒ＝１１１７９ｃ＋０２３２２ ０９９７６ ００５５０ ０００３
ＴＤＣＡ ４９８３ ４９８３→１２４０ ４９ Ｒ＝０６８６７ｃ－０３１４９ ０９９７３ ００５５０ ００１２
ＴＣＡ ５１４３ ５１４３→８００ ５８ Ｒ＝０５１２５ｃ－０２８３６ ０９９８５ ００５５０ ００１０
ＴＡＵ １２４０ １２４０→１２４０ １９ Ｒ＝０２１５９ｃ－０３４７５ ０９９８６ ０２２００ ００２４
ＢＩＬ ５８３３ ５８３３→２８４８ ２３ Ｒ＝５０１２３ｃ－０７９４６ ０９９４７ ０１５１５０ ００３１
ＧＬＩＢ ４９２０ ４９２０→１６９８ ２８ 　　　－ － － －

３１２　精密度　按标准曲线测定方法，配制含各
组分的３种不同浓度水平的样品，按“２３”项下方
法同样操作。在同一分析批内连续测定５次，计算
批内精密度；在不同天连续制备并测定５批，计算
批间精密度。结果表明该方法精密度良好，ＲＳＤ
在４２７％～１２５８％之间。
３１３　稳定性　按标准曲线测定方法，配制含各
组分的３种不同浓度水平的血浆样品，每种浓度水
平各５份，分别于室温下放置０和２４ｈ，按“２３”项
下方法处理，测定各组分浓度。结果表明，样品测

定的准确度在９００７％ ～１１２４５％之间，ＲＳＤ％均
小于１５％，说明样品室温放置２４ｈ稳定。
３１４　回收率　取大鼠混合血浆６份，不加任何
标准品及内标溶液，按“２３”项下方法处理后进样
分析，计算各组分平均色谱峰面积 Ａ０，作为空白以
校正血浆中内源性成分的干扰。

另取大鼠混合血浆１８份，按标准曲线方法配
制含各组分的 ３种不同浓度水平的血浆样品各
６份，按“２３”项下方法处理，于上清液中精密加
入１０μｇ／ｍＬ的内标溶液１０μＬ，涡旋混匀３０ｓ，
４℃高速离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ，转移上清液
供 ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。分别计算各组分（扣除血浆
中内源性成分含量）与内标色谱峰面积比［（Ａｓ－
Ａ０）－ｒ］。

再取大鼠混合血浆 ６份，按“２３”项下方法
处理后，于上清液中精密加入与前一步骤等量的

混合标准品溶液及内标溶液适量，配成各浓度水

平样品各 ２份，涡旋混匀 ３０ｓ，４℃高速离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ，转移上清液供 ＬＣＭＳ／ＭＳ
分析。分别计算各组分（扣除血浆中内源性成分

含量）与内标色谱峰面积比［（Ａｒ－Ａ０）－ｒ］。
对上述（Ａｓ－Ａ０）－ｒ、（Ａｒ－Ａ０）－ｒ按［（Ａｓ－

Ａ０）－ｒ］／［（Ａｒ－Ａ０）－ｒ］×１００％计算，即得各组分
血浆样品处理方法的回收率（％），结果表明，各组
分高、中、低 ３种浓度水平的平均回收率均大于
８０％且稳定。
３１５　基质效应

Ａ组（空白基质组）：取大鼠混合血浆６份，不
加任何标准品及内标溶液，按“２３”项下方法处理
后进样分析，计算各组分平均色谱峰面积 Ａ０，作为
空白以校正血浆中内源性成分的干扰。

Ｂ组（基质样品组）：取大鼠混合血浆１８份，按
“２３”项下方法处理后，取上清液２００μＬ，参照标准
曲线方法，于上清液中分别精密加入混合标准品和

内标溶液适量，配制成含各组分３种浓度水平的血
浆样品各６份。涡旋混匀３０ｓ，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
高速离心 ５ｍｉｎ后，转移上清液供 ＬＣＭＳ／ＭＳ分
析。分别记录各组分和内标的色谱峰面积Ａｓ。

Ｃ组（基质对照组）：取１５ｍＬ高速离心管数
支，加入甲醇２００μＬ，分别精密加入混合标准品和内
标溶液适量，配制成含各组分３种浓度水平的标准
对照品各６份。涡旋混匀３０ｓ，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ

５４３
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高速离心 ５ｍｉｎ后，转移上清液供 ＬＣＭＳ／ＭＳ分
析。分别记录各组分和内标的色谱峰面积Ａｒ。

以上述各组峰面积比值（Ａｓ－Ａ０）／Ａｒ考察基
质效应。结果表明，生物基质对样品和内标质谱响

应的影响基本稳定。

３２　方法应用
应用所建立的方法，随机测定了６只大鼠血浆

中各种胆汁酸、胆红素及牛磺酸的含量。结果显

示，不同个体中的各待测物质含量存在较大差异

（表２，图１）。

Ｔａｂｌｅ２　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅａｃｈａｎａｌｙｔｅｉｎｖａｒｉｏｕｓｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｏｆｒａｔｓ（μｇ／ｍＬ）

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｎｏ

１ ２ ３ ４ ５ ６
Ｍｅａｎ／
（μｇ／ｍＬ）

ＲＳＤ／％

ＬＣＡ ０１３４ ０４３５ ０６４３ ０２４１ ０３３３ ００７５ ０３１０ ６７３２
ＵＤＣＡ ０７８４ ３２１９ ０８８８ １５７９ ４５５６ ２１３２ ２１９３ ６６７２
ＨＤＣＡ ０３３８ １１３３ １９６５ ２４５８ ０９６５ １１１７ １３２９ ５７０６
ＣＤＣＡ ０９０５ １９９８ ４３３２ ３２１９ ０６５７ ２２２３ ２２２２ ６２６１
ＤＣＡ ０７３６ ５４３５ ３２１９ ７９３８ ０８８５ ２４１３ ３４３８ ８１４０
ＣＡ １０３６ ９５４５ １１７８８ １４９３２ １３２１３ １２９５９ １０５７９ ４７２９
ＧＵＤＣＡ ０４２１ ０９８９ ０５５６ ０４９３ ０９９８ ０７８５ ０７０７ ３５８２
ＧＣＤＣＡ ０３２８ ０８３２ ０９４９ ０５３６ １３２３ ０５７４ ０７５７ ４６８６
ＧＤＣＡ ０７０４ ００８９ １３５４ １３６５ １００３ ０５４５ ０８４３ ５８９５
ＧＣＡ ４２９２ １２１５ ２３４３ ３９１４ １８９８ １０７６ ２４５６ ５５４２
ＴＵＤＣＡ ０１１７ ０２３４ ００５９ ００５３ ０１４７ ０２１２ ０１３７ ５５２８
ＴＣＤＣＡ ００８２ ００５５ ０１１３ ００７８ ００５９ ０１４２ ００８８ ３７９８
ＴＤＣＡ ０１０５ ０１５７ ０１４３ ００８８ ０６５５ ０３０２ ０２４２ ８９４６
ＴＣＡ ００５１ ０１３５ ０１３２ ０２６５ ０３４７ ００５４ ０１６４ ７２３７
ＴＡＵ ８７８５ １２４５６ １０３２１ １３１４５ ７５５４ ９３２１ １０２６４ ２１１４
ＢＩＬ ２５７９ ４８３３ ２９９８ ３２１９ ５３４６ ６７３２ ４２８５ ３７８０

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｐｌａｓｍａ
ｓａｍｐｌｅ（Ｂ）ｂｙＬＣＭＳ／ＭＳ
１：ＴＡＵ；２：ＬＣＡ；３：ＵＤＣＡ；４：ＨＤＣＡ；５：ＣＤＣＡ；６：ＤＣＡ；７：ＣＡ；８：ＧＵＤ
ＣＡ；９：ＧＣＤＣＡ；１０：ＧＤＣＡ；１１：ＴＣＡ；１２：ＧＣＡ；１３：ＴＵＤＣＡ；１４：ＴＣＤＣＡ；
１５：ＴＤＣＡ；１６：ＢＩＬ；１７：ＧＬＩＢ（ＩＳ）

$

　讨　论

４１　样品前处理方法优化
由于胆汁酸、牛磺酸及胆红素溶解性存在较大

差异，选择合适的多溶剂体系对溶解和提取多种成

分十分重要。胆汁酸类成分由于其强极性可较好

地溶于甲醇、水等溶剂，而胆红素仅在二甲基亚砜、

氯仿或酸性溶剂中才有较好的溶解性［８］，本研究

选用二甲基亚砜、氯仿与甲醇的混合溶液溶解胆红

素标准品。此外，牛磺酸不能完全溶于纯甲醇溶

液，因此在牛磺酸标准品的制备过程中加入了一定

比例的水以确保牛磺酸标准品的完全溶解。

合适的样品前处理方法较为显著地影响样品

中有效成分的提取效率（尤其是多成分的同时提

取）。本研究以各成分峰面积为标准，分别比较了

甲醇、乙腈沉淀蛋白法，乙酸乙酯、氯仿溶剂萃取法

等不同的样品前处理方法，考虑到单一的溶剂体系

不能同时溶解多种待测成分，最终选用甲醇沉淀蛋

白法为样品前处理方法。

４２　色谱条件优化
ＬＣＭＳ／ＭＳ技术由于其高灵敏性、高选择性，

６４３
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已越来越多地用于体内外成分的定量分析［９］。胆

汁酸类物质的同分异构体结构不利于各种构型胆

酸的有效分离。本研究系统考察了不同的色谱柱

类型、流动相体系、梯度洗脱程序、柱温及流速等色

谱条件对分离效果的影响，发现 ｐＨ对各待测成分
的分离影响尤为显著，使用甲酸作为改性剂可有效

提高各成分的质谱响应和分离效果。

４３　质谱条件优化
选择性反应监测（ＳＲＭ）检测模式具有更高

的灵敏度和专属性，更适用于分析成分相对复杂

的生物样本以及微量成分的定量分析，对于同一

成分而言，选择合适的前体离子和产物离子对于

提高待测成分的专属性和灵敏度至关重要［１０］。

本研究采取流动注射模式对各待测成分的前体

离子、产物离子以及碰撞能进行了系统优化，牛

磺酸及非结合胆酸（ＣＡ除外）在不同的碰撞能下
均未产生显著的产物离子，最终选用［Ｍ－Ｈ］－作
为前体离子及产物离子，可有效消除基质背景的

干扰。此外，在一级质谱模式下胆红素几乎没有

明显的准分子离子峰，此种现象可能与该物质本

身的热不稳定性有关，然而在 ＳＲＭ模式下该物质
可获得较为稳定的产物离子（ｍ／ｚ２８４８），可满
足该物质的定量分析要求。

４４　含量测定结果分析
既往文献报道牛磺酸的定量测定常需要进行

柱前衍生化处理，测定方法繁琐、费时且干扰因素

较多，难以应用于基质成分复杂的生物样品测

定［１１－１４］；《中华人民共和国药典》（２０１０年版）采用
分光光度法测定胆红素含量，该方法灵敏度较低，

测定结果受背景干扰大，应用范围有限。本研究建

立的 ＬＣＭＳ／ＭＳ分析方法同时测定大鼠血浆中胆
汁酸、胆红素及牛磺酸含量，方法简便、灵敏，专属

性强，不受血浆中内源性物质的干扰，适用于生物

样品中此类成分的定量分析。
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