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1α，25-（OH）2 D3 生物样品含量测定方法的研究进展
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摘要：1α，25- 二羟基维生素 D3（1α，25-（OH）2 D3）是维生素 D 体内代谢的重要活性物质，被证实与多

种疾病的生理病理进程相关。操作简单且高灵敏度的 1α，25-（OH）2 D3 生物样品含量测定方法的开发有

很高的科研和临床应用价值。本综述主要讨论免疫分析法和色谱分析法在 1α，25-（OH）2 D3 生物样品测

定中的应用，重点阐述液相色谱 - 串联质谱联用技术在该领域的应用。
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Abstract：1α，25-dihydroxyvitamin D3 （1α，25-（OH）2 D3） is the most important metabolites of vitamin D in 
vivo，and has been proved to be related to the pathophysiology of various diseases．The development of a simple，
highly sensitive 1α，25-（OH）2 D3 method for the determination of biological samples has high value in research 
and clinical application．In this review，we discuss the applications of immunoassay and chromatographic methods 
for the determination of 1α，25-（OH）2 D3 biological samples and mainly illustrate the applications of liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry in this field．
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1α，25- 二羟基维生素 D3（1α，25-（OH）2 D3） 
又名骨化三醇（calcitriol），是维生素D体内代谢的重要活

性物质，是评价体内维生素D营养状况最直观且有效的

指标。因此，准确测定 1α，25-（OH）2 D3 的体内水平对
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于多种钙磷代谢相关疾病的预防和治疗有重要意义。本

文从 1α，25-（OH）2 D3 的生物学特性出发，重点对测定

生物样品内 1α，25-（OH）2 D3 含量的方法进行综述和

评价，为 1α，25-（OH）2 D3 的临床用药、疾病监测和

代谢组学等研究提供参考。

1　1α，25-（OH）2 D3 的生物学特性

维生素 D 是类固醇类衍生物，是人体必需的营

养素，在机体钙磷调节［1］、癌症［2］、心脑血管疾病［3］

和自身免疫疾病［4］中发挥着重要的作用。人体内

自然存在的维生素 D 有 2 种形式，分别是维生素 D3

（胆钙化醇）和维生素 D2（麦角钙化醇），其中维生

素 D3 是主要存在形式［5］。维生素 D3 在肝脏中经

CYP27A1、CYP2R1 和 CYP2D25 代谢为 25- 羟基维

生素 D3（25-（OH） D3），随后被肾脏中的 CYP27B1
转换为活性最高的 1α，25-（OH）2 D3

［6］。1α，25-
（OH）2 D3 体循环浓度在 pg·mL-1 水平，受甲状旁腺

激素、钙、磷水平的调节［7］。1α，25-（OH）2 D3 在光

下不稳定，容易在 C-23 或 C-24 位发生氧化，形成更

稳定、无活性的共轭形式［8］。1α，25-（OH）2 D3 主

要与体内的维生素 D 结合蛋白（vitamin D-binding 
protein，DBP）、白蛋白结合，血浆蛋白结合率可达

99.9%［9］。

循环体系中 1α，25-（OH）2 D3 一方面具有钙调作

用，在肠、骨、甲状旁腺等组织器官中调节血钙和磷酸

盐的浓度［10］；另一方面具有非钙调作用，在免疫系统、

骨髓（破骨细胞前体和淋巴细胞）、皮肤、乳腺和前列

腺上皮细胞等细胞类型中调节细胞分化和抗增殖［11］。 
大量的分子生物学研究揭示，1α，25-（OH）2 D3 通

过维生素 D 受体（vitamin D receptor，VDR）介导相

关转录机制实现生物学功能，其与 VDR 结合后可

以直接调节靶细胞中多种维生素 D 依赖性基因的 
表达［12］。

一直以来，人们都认为循环体系中的 25-（OH） D3

是反映人体内维生素 D 水平的重要指标，但有文献指

出，1α，25-（OH）2 D3 血浆浓度相对于 25-（OH） D3

或 24R，25-（OH）2 D3（维生素 D3 在体内代谢失活

的产物）的血浆浓度，可以更好地反映维生素 D 的状

态。临床上，测定血清中的 1α，25-（OH）2 D3 可用

于评估慢性肾衰竭、甲状旁腺功能减退、高磷血症、低

镁血症和肉芽肿性疾病等［13］。因此，操作简便、高灵

敏度的 1α，25-（OH）2 D3 生物样品含量测定方法的

开发有很高的科研和临床应用价值。

2　1α，25-（OH）2 D3 生物样品含量测定方法

综合以往的分析技术和方法，1α，25-（OH）2 D3

生物样品含量测定方法主要有 2 大类：免疫分析法

和色谱分析法。免疫分析法常常由于交叉反应导致

特异性不足，而色谱分析法可有效分离待测物，获得

足够的特异性，尤其是液相色谱 - 质谱联用（liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry，LC-MS/
MS）技术显示出很大的优势。下文将讨论免疫分析

法和色谱分析法在 1α，25-（OH）2 D3 生物样品含量

测定中的应用，重点讨论 LC-MS/MS 技术在该领域

的应用。

2.1　免疫分析法 
测定生物样品中 1α，25-（OH）2 D3 的免疫分析

法主要有放射免疫分析（radioimmunoassay，RIA）、酶

免疫分析（enzyme immunoassay，EIA）和蛋白结合分

析（protein-binding assay，PBA）3 种方法。这些方法

都已经商业化，例如 Diasorin-RIA 试剂盒目前应用

在一些医院和临床实验室。免疫分析方法的开发从

一开始就受到抗体或受体特异性较差的阻碍，都需要

大量且烦琐的样品前处理过程来减小其他物质的干

扰，尤其与维生素 D 的其他代谢产物产生交叉反应，

无法准确区分 1，25-（OH）2 D2、1，25-（OH）2 D3 以

及其他非 1 位羟基化代谢物［14］。目前 RIA 最好的

1α，25-（OH）2 D3 抗体的交叉反应在 1% 左右［15］。

2.1.1　RIA 法　RIA 的原理是在某一特定的环境下抗

原抗体相互作用，根据质量守恒定律，这种作用达到

平衡状态时，抗体上结合的有放射性的抗原与没有放

射性的抗原的量成反比［16］。用 RIA 法测定 1α，25-
（OH）2 D3 时往往需要示踪剂和 1α，25-（OH）2 D3 的

特异性抗体。在以往的研究中有用 3H 作为示踪剂，

且大部分验证过的方法都需要 HPLC 的预分离；现

在常用放射性 125I 作为示踪剂。与 3H 相比，用放射

性 125I 作为示踪剂的 RIA 需要较少的样品预纯化，

不需要使用单个样品内标来评价 1α，25-（OH）2 D3

的内源性损失，省去了 HPLC 分离纯化的步骤［17-18］。

1α，25-（OH）2 D3 的特异性抗体主要是羊抗血清，

主要与 1 位羟基化的维生素 D 反应［19］。与其他免

疫分析方法相比，RIA 有明显的速度优势，但工作还

是比较烦琐，检测限一般可在 2.0 pg·mL-1 左右［20］；

与 LC-MS/MS 法相比，RIA 法灵敏度高但特异性差，

同时其放射性污染不容忽视。有研究报道，在 RIA
中，24，25（OH）2 D3、25，26（OH）2 D3 可对 1α，25-
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（OH）2 D3 的表观浓度存在影响，用高碘酸处理样品

后该影响大大降低，提高了定量的准确性［21］。

2.1.2　EIA 法   EIA 是一非放射性标记免疫分析技

术，以酶标记抗原或抗体作为示踪物，由高活性的酶

催化底物显色或发光，达到定量分析目的。英国 IDS 
（Immunodiagnostic Systems Limited）公司开发了一种

与 DiaSorin-RIA 有着相似操作流程，但样本体积更

低的酶免疫测定试剂盒 IDS-EIA。IDS-EIA 使用单

克隆绵羊抗体包被的微孔板、生物素化的 25 位羟基

化维生素 D 的示踪剂，还具有用于从其结合蛋白解

离 25-（OH） D 的专有缓冲试剂［22］。Alsalem 等［23］

在眼屏障上皮细胞表达维生素 D3 机制的研究中应

用 EIA 法测定细胞培养液中 1α，25-（OH）2 D3 的含

量，为后续的试验提供数据支持。

2.1.3　蛋 白 结 合 分 析 法　Nichols Advantage 的 化

学发光蛋白结合测定（chemiluminescence protein-
binding assay，CLPBA）是一种快速和自动化的竞争

性蛋白结合分析法。在测定中，1α，25-（OH）2 D3

包被的磁性颗粒与内源性分析物竞争结合外源性人

DBP 和吖啶标记的抗 DBP 单克隆抗体，将样品在常

温下孵育。在洗涤步骤后，加入底物，最终反应产生

的光强度与样品中的 1α，25-（OH）2 D3 浓度成反 
比［20］。但是有研究指出 CLPBA 方法的精密度较差，

方法特异性不足［24］。

2.2　色谱分析法

文献报道的色谱分析方法主要是 HPLC-UV 法

和 LC-MS/MS 法。随着超高效液相色谱仪的使用，

LC-MS/MS 方法以其高灵敏、快速检测等特点迅速成

为研究的热点。

2.2.1　HPLC-UV法　血清或血浆中 1α，25-（OH）2 D3

的HPLC测定法主要均为离线方法，将样品引入测

量仪器之前需要一组手动操作［25］。Mata-Granados
等开发了一种用于净化 / 预浓缩的自动化装置，在

HPLC 上可在线分离、检测血清中维生素 D3 的代谢

产物［26］。在大多数 HPLC-UV 方法中需要大量的样

品前处理过程，萃取等操作过程的损失需要通过内标

物校正。用 HPLC-UV 法测定生物样品中 1α，25-
（OH）2 D3 主要有 3 个优点：①样品在进入仪器分析

之前要经过一系列的分离提取，减少了蛋白质、脂质

等物质的干扰；②可实现 1α，25-（OH）2 D2 和 1α，

25-（OH）2 D3 的分离和准确检测；③相对于免疫测

定法而言，HPLC-UV 法具有较好的精密度，与 LC-

MS/MS 法是相当的［27］。

2.2.2　LC-MS/MS 法　LC-MS/MS 法 继 承 了 HPLC-
UV 法优点的同时，显示出更加强大的分离检测能

力，特异性高，也是目前应用最多的方法。LC-MS/MS
法被认为是测定类固醇激素的“金标准”［28］。Hunty
等分析比较了 RIA 法、HPLC-UV 法和 LC-MS/MS 法

检测维生素 D 代谢产物的结果，推荐 LC-MS/MS 法

作为首选方法［29］。为了获得较好的分离度和灵敏

度，大部分研究使用了超高效液相色谱仪，少部分采

用了普通的高效液相色谱仪。

LC-MS/MS 法在分析生物样品前也需要对样品

进行一些前处理，以减少其他内源性物质干扰，降低

基质效应并且能够保护仪器。大部分测定 1α，25-
（OH）2 D3 的文章中都是先用有机试剂沉淀蛋白，再

采用液液萃取或固相萃取法进一步提取，最后浓缩和

复溶，这样的前处理过程还是相对复杂的。有的研究

采用在线自动固相萃取法或液液萃取法［30］。Frederick
等［31］研究中用到了免疫亲和提取的样品前处理方法。

有的研究采用乙腈或丙酮沉淀蛋白后直接进行分析

或浓缩后分析，但这些研究均采用 APCI 源或 APPI 源
的新一代质谱仪，离子化效率更高［32-33］。

当然，直接串联质谱分析 1α，25-（OH）2 D3

很具有挑战，原因在于 1α，25-（OH）2 D3 的化学

结构缺少离子化位点，在电喷雾电离（electrospray 
ionization，ESI）下离子化效率低［34-35］。为了获得较

高的灵敏度，许多研究都应用了 4 位取代的 1，2，3-
三 唑 啉 -3，5- 二 酮（1，2，3-triazoline-3，5-dione， 
TAD）对 1α，25-（OH）2 D3 进行衍生化反应。通

过衍生化反应引入 1 个含丰富 N 原子的基团后，衍

生化产物在 ESI+ 模式下很容易形成［M+H］+ 峰，

分析灵敏度大大提高［36］。Netzel 等［37］评价了 5 种

不同的 TAD 类衍生试剂，他们发现对于 TAD 的

表观离子抑制更多依赖于样品基质而不是所使用

的 TAD 的类型。目前应用较多的还是 4- 苯基 - 
1，2，3- 三唑啉 -3，5- 二酮（4-phenyl-1，2，3- triazolin-3，
5-dione，PTAD），Aronov 等［38］ 在 LC-MS/MS 分 析

前用 PTAD 衍生化，最低定量限可达 25 pg·mL-1。 
由于 1α，25-（OH）2 D3 的 C-3 差向异构体共洗脱，

PTAD 衍生化可能导致测得的 1α，25-（OH）2 D3 

偏 高［39］。Shoujiro Ogawa 等 用 4-（4’- 二 甲 基 氨

基 苯 基）1，2，4- 三 唑 啉 -3，5- 二 酮（4-（4’- 
dimethylaminophenyl）-1，2，4-triazoline-3，5-dione，
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DAPTAD）作为衍生化试剂，试验结果表明，DAPTAD
衍生化的检测限比 PTAD 衍生化的检测限低 2 倍，

还可以解决 1α，25-（OH）2 D3 的 C3 差向异构体问

题［40］。近期 Hedman 报道了一个新的衍生化试剂

Amplifex diene，是由含有季胺基团的有机化合物与

TAD 组合得到的。与 PTAD 相比，Amplifex 试剂仅

与顺式二烯化合物反应，季胺基团的存在使衍生化产

物更易离子化且离子碎片仅限于几个特定的类型，

定量用的碎片结构更大且不容易受其他内源性物质

的干扰。Amplifex 试剂衍生化后的信噪比是 PTAD
衍生化的 10 倍，在使用小样本体积的时候具有更

高的灵敏度，但该试剂价格昂贵［41］。当然，Casetta 
等［42］用 AB Sciex 5500 Qtrap 仪器采取不衍生化的办

法测定血清中的 1α，25-（OH）2 D3，经过了液液提取

和复杂的多步骤固相纯化，定量下限为 15 pg·mL-1。 
Fang 等［43］开发的 LC-MS/MS 方法中样品经过液液

提取、非衍生化处理，定量下限为 10 pg·mL-1，需要指

出的是他们所用的仪器是 AB Sciex API6500 Qtrap 质

谱仪。

定量离子对的选择同样会影响分析的灵敏度。

大部分的研究选择了［M-H2O+H］+ 作为母离子进行

检测［37］。Casetta、Fang 和 Yuan 选择了［M+Li］+ 作为

母离子进行检测，他们解释了定量 1α，25-（OH）2D3

的锂加合物在离子化过程中很稳定，母离子中没有失

水片段。在碰撞诱导解离后，在产物全扫描中检测

到分别脱掉 1、2 和 3 个水分子的主要产物离子，脱

去三分子水的通道具有高的特异性［42-44］。Kissmeyer
等开发了一个不用衍生化的 LC-MS/MS 方法定量大

鼠和猪血清中 1α，25-（OH）2 D3 的铵加合物，样品

在蛋白质沉淀后经过一个自动的固相萃取程序，定量

下限为 20 pg·mL-1 ［45］。也有的研究为了提高分析灵

敏度，在流动相中添加了一定量的甲胺，使得分析物

形成响应较高的［M+CH3NH3］
+ ［46］。

其他的研究中，Duan 等［47］采用 PTAD 衍生化

且微流速的 LC-MS/MS 方法，获得的最低定量限为 
5 pg·mL-1，但 LC 分离过程的运行时间长达 27 min。
Wang 等报道了 1 个与 1α，25-（OH）2 D3 共洗脱、新

的维生素 D 的代谢产物 4β，25-（OH）2 D3，并开发了

1 个新的 LC-MS/MS 方法可以将 1α，25-（OH）2 D3 和

4β，25-（OH）2 D3 完全分离［48］。有研究报道，C-3
差向异构体以高浓度存在于一些新生儿的体循环中

（也可能存在于一些成年人样品中），使用 LC-MS/MS

法可以通过调节反相柱和延长运行时间来拆分 C-3
差向异构体［22］。Bailey 和 Shah 的 2 篇文章［49-50］中

都提出了用 LC-MS/MS 的方法解决 1α，25-（OH）2 

D3 的 C-3 差向异构体的方法。

3　基质校正

从定量分析和方法验证的角度来看，生物样品

中 1α，25-（OH）2 D3 的定量测定是非常复杂和困难

的。生物样品中 1α，25-（OH）2 D3 的测定首先需要

选择合适的方法制备标准曲线和质控样品，目前最大

的问题是如何取得真正不含待测物的基质并进行定

量测定。现有的大部分文献报道的解决办法主要有

以下 2 种：①采用真正基质和真正分析物进行定量：

Casetta、Fang、Aronov 均采用了“标准加入法”，在等

分的样品中加入已知不同浓度的 1α，25-（OH）2 D3，

以加入浓度和测得的 1α，25-（OH）2 D3 的响应值做

标准曲线，利用标准曲线的截距计算得出内源未知的

1α，25-（OH）2 D3 浓度［38，42-43］。虽然“标准加入法”

方法应用很广泛，但它需要生物样品有较大的体积，

标准加入的浓度选择也影响结果的准确性，不适合大

量生物样品的测定。②采用替代基质和真正分析物

进行定量：当无法得到空白生物基质时，可以采用人

工或替代的基质。替代基质种类很多，在测定生物样

品中 1α，25-（OH）2 D3 时应用最多的是磷酸盐缓冲

液（phosphate buffered saline，PBS），其 pH（7.4）和离

子强度（150 mmol·L-1 ）都与血浆和血清类似。考虑

到生物基质中存在蛋白质等物质，在 PBS 中可以加入

牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）或人血清

白蛋白（human serum albumin，HSA），增加疏水性化

合物的溶解性［51］。大部分的研究（Frederick、Brian. 
Netzel、Kissmeyer 等）使用 BSA 作为替代基质，仅在

Wang 等的研究中用 HSA 作为替代基质［31，37，45，48］。

这种方法的局限性在于血浆的复杂组成很难被模拟，

目标分析物在替代基质与真正基质中的溶解性、提取

能力、蛋白结合等情况很难保证一致。Yuan 等［44］利

用活性炭除去真正基质中内源性成分而获得的“剥

离基质”作为替代基质。需要指出的是，活性炭必须

完全去除，否则残余的微量活性炭可能会与目标分析

物结合，导致目标分析物浓度降低［51］。

4　总结展望

尽管 1α，25-（OH）2 D3 生物样品的测定方法有

很多，LC-MS/MS 法（尤其是 UPLC-MS/MS）作为分析

方法的金标准凭借其特有的优势在现在和将来的应
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用中成为重点。为了建立一个高灵敏度的 1α，25-
（OH）2 D3 生物样品含量测定的 LC-MS/MS 分析方法，

最好还是应用衍生化的样品处理方法，选择 ESI+ 源检

测。为了提高分析的准确性，要对所有可能的内源性

干扰物和 1α，25-（OH）2 D3 实现完全的色谱分离，

要有相应的同位素内标做校正，选择合适的方法进行

基质校正。进行高灵敏度的 1α，25-（OH）2 D3 生物

样品含量测定方法的开发还有很多问题等待解决。
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