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高效液相色谱 - 质谱联用定量检测人血清 5 个溶血磷脂酰胆碱的浓度 *
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摘要　目的：利用代谢组学代谢靶标分析技术，建立一种定量检测人血清中溶血磷脂酰胆碱（LPC）类物质的

方法。方法：以高效液相色谱与串联质谱联用（HPLC-MS/MS）分析平台，利血平为内标物，构建定量检测 LPC 
14∶0、LPC 15∶0、LPC 16∶0、LPC 17∶0 和 LPC 18∶0 系列物质的检测方法。绘制每种目标 LPC 对应的标准曲

线，分析其相关系数 r 值，并进一步评估检测平台的灵敏度检测下限（LOD）和线性范围。通过加样回收试验验证

检测平台的准确度（加样回收率）和精密度（RSD），并进一步分析该平台在检测人血清标本的适用性。在此基础

上，利用该 HPLC-MS/MS 平台分析了 LPC 14∶0~LPC 18∶0 5 个 LPCs 在乙肝相关性肝细胞肝癌（HBV-HCC）

患者血清中的浓度。结果：本研究建立了基于 HPLC-MS/MS 的 LPC 检测平台，该平台检测稳定性和准确性较高。

LPC 14∶0~LPC 18∶0 5 个物质的检测下限分别是 0.027、0.120、0.320、0.059、0.072  μg·mL-1；标准曲线方程分别为

Y=0.725X-0.002 64、Y=0.212X-0.025 6、Y=1.22X+1.84、Y=0.861X-0.015 5 和 Y=0.813X+0.558，相关系数分别为

0.997 6、0.999 2、0.992 7、0.998 0 和 0.994 3，测量结果准确度和精密度均控制在 85%~115% 范围内。利用 HPLC-
MS/MS 平台测定的 5 个 LPC 类物质，对不同巴塞罗那期 HBV-HCC 患者具备一定的鉴别能力。结论：本研究利

用 HPLC-MS/MS 分析平台，成功建立了一个稳定、灵敏而可靠的定量检测人血清中 LPC 14∶0~LPC 18∶0 5 个

目标 LPC 类物质的检测方法，适合临床推广。
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Abstract　Objective：To establish a quantitative detection platform for the identification of lysophosp-
hatidylcholine（LPC）substances in human serum by using targeted metabolomics techniques.Methods：The
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analytical platform was developed based on a high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry
（HPLC-MS/MS），which using reserpine as the internal standard to quantitatively detect LPC substances，including 
LPC 14∶0，LPC 15∶0，LPC 16∶0，LPC 17∶0 and LPC 18∶0．The standard curve of each LPC was plotted and 
the linear correlation coefficient was analyzed．The limits of detection（LODs）and the linearity were evaluated．The 
accuracy（spiked recovery rate）and precision（RSD）of the detection platform were verified by spiked recovery 
experiments．The applicability of HPLC-MS/MS platform in human serum was analyzed，as well．In addition，the 
concentrations of five types of LPCs（LPC 14∶0-LPC 18∶0）in patients with hepatitis B-related hepatocellular 
carcinoma（HBV-HCC）were validated by the current HPLC-MS/MS platform．Results：A LPC detection platform 
based on HPLC-MS/MS was established，which had high stability and accuracy．The LODs of the five substances 
LPC 14∶0 to LPC 18∶0 were 0.027，0.120，0.320，0.059 and 0.072  μg·mL-1，respectively．The standard 
curves were：Y=0.725X-0.002 64，Y=0.212X-0.025 6，Y=1.22X+1.84，Y=0.861X-0.015 5 and Y=0.813X+0.558，

respectively．The correlation coefficients were 0.997 6，0.999 2，0.992 7，0.998 0 and 0.994 3，respectively．In 
the meantime，the accuracy and precision of the measurement were controlled within the range of 85%-115%．

The five types of LPCs determined by HPLC-MS/MS platform could be applied to differentiate HBV-HCC patients 
with different stages of Barcelona．Conclusions：In the study，a stable，sensitive and reliable quantitative detection 
platform was successfully established based on HPLC-MS/MS．The platform can quantitatively detect five types 
of target LPCs（LPC 14∶0 to LPC 18∶0）in human serum，which is suitable for promotion in the clinical 
study.
Keywords：metabolomics；liquid chromatography-tandem mass spectrometry（LC-MS/MS）；lysophos-
phatidylcholine（LPC）；internal standard method；hepatitis B-related hepatocellular carcinoma（HBV-
HCC）

的液相色谱 - 串联质谱（LC-MS/MS）联合，建立定

量检测与肝硬化及肝癌等肝脏重大疾病诊断相关的

5 个饱和 LPC 类物质（包括 LPC 14∶0、LPC 15∶0、

LPC 16∶0、LPC 17∶0 和 LPC 18∶0）方法，以期为

代谢组学技术手段在临床上疾病的筛选或诊断提供

重要的支持。

1　材料与方法

1.1　试剂和仪器

人血清标本由天津市第三中心医院提供，均为

在清晨空腹下抽取，离心取血清后于 -80 ℃下保存，

分析前室温下解冻。甲酸和甲酸铵（Mreda 公司生

产，纯度均是 HPLC 级），甲醇（Honeywell 公司生产，

纯 度 为 LC-MS 级），2，6- 二 叔 丁 基 对 甲 酚（BHT，

威企业有限公司，优级纯），Durashell C18（L）色谱柱

（孔径 150 Å，粒径约 5 μm，大小为 3.0 mm×50 mm）、

Cleanert PPT 96 孔蛋白沉淀板（货号 96CD2025Q）、

Cleanert M96 生物样品前处理仪、Cleanert ® V96 样品

氮吹浓缩仪和 96 孔收集板均购自天津博纳艾杰尔科

技有限公司。质谱仪为 Applied biosystems 公司下属

代谢组学技术包括色谱技术、质谱技术和磁共

振技术等多种技术手段，鉴于其具有检测速度快，仪

器自动化高，高通量，检测质量能够控制和重复性良

好等优点，代谢组学引起越来越多的科研工作者的

重视，已经在临床得到一定应用［1］。目前，已有大量

研究试图用代谢组学技术探讨在肝硬化及肝癌等重

大肝脏疾病发生发展过程中代谢标志物的变化［2-3］，

并应用于临床标本进行验证［4］。溶血磷脂酰胆碱

（lysophosphatidylcholine，LPC），又称溶血卵磷脂，是广

泛存在于人体细胞内外的一种具有强溶血作用的磷

脂类物质，然而其在体内的作用机制目前尚不明确。

代谢组学技术是检测 LPC 类物质最常用的手段，但

常常受到多种因素的影响，各研究即便采用相同的对

照疾病组，结果也存在一定的差异。有研究表明，患

者体内 LPC 含量会显著增高［5］，也有研究表明 LPC
类物质受肝脏功能的影响，患者血液中浓度较少甚至

消失［6］。另外，有研究表明，2 种或以上技术手段检

测血液中的 LPC 类物质明显优于单一检测方法［7］。

本研究在前期实验基础上，通过靶向代谢组学
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的 AB/SCIEX 生产部门制造的 API 4000+，质谱仪中

使用 TurboV 离子源、三重四极杆（Triple quadruple）

作为串联质谱的质量分析装置。实验中使用的其他

试剂：LPC 14∶0、LPC 15∶0、LPC 16∶0、LPC 17∶0
和 LPC 18∶0 的 标 准 品 均 购 自 美 国 Avanti 公 司，

纯度为 100%。内标物质利血平由 Sigma 公司生产

提供。

1.2　方法

1.2.1　HPLC-MS/MS 方法学建立　人血清样本中含

有大量的蛋白质，影响 LPC 类物质的定量检测，所

以需要对样本进行预处理除去干扰蛋白质。主要步

骤如下：1）为保护人血中溶血磷脂酰胆碱，试验中

使 用 的 甲 醇 均 含 有 0.1% 的 BHT。0.1% 的 BHT 甲

醇溶液配制方法：70 mL 甲醇溶液加入 BHT 70 mg，

充分涡旋使 BHT 完全溶解。2）样本去除蛋白前的

预处理过程：标准曲线及质控样本的配制方法是取

100 μL 生理盐水与 25 μL 标准工作液（或质控品）混

合，充分涡旋均匀即可；对于临床样本而言则每 1 份

临床样本取 100 μL 血清样品至 EP 管内，再加入甲

醇 25 μL，充分涡旋均匀即可备用。3）先向 Cleanert 
PPT 96 孔蛋白沉淀板中加入甲醇（含 100 μg·L-1 利

血平）150 μL，再加入上述预处理混合的待测样本 25 
μL，使用 96 孔板振荡器于 600 r·min-1 涡旋 5 min，

混合均匀后静置 10 min，最后使用 Cleanert M96 生物

样品前处理仪将去蛋白后的溶液收集到洁净的收集

板中备用。4）将收集板里的溶液在 Cleanert® V96 样
品氮吹浓缩仪中用氮气吹干，温度设定为 30℃。吹

干后标本再于 1 mL 80% 甲醇水溶液中复溶，涡旋

器上混合均匀后即可上机进行测试。上机测试过

程中，HPLC 流动相参数见表 1，流速均设定为 800 
μL·min-1，柱温固定在 30 ℃，进样量设定为 5 μL。经

HPLC 分离后的样本进入质谱仪进行鉴定和定量分

析，质谱仪的参数设置见表 2。质谱检测条件如下：

碰撞气 CAD 41.37 kPa，气帘气 CUR 137.9 kPa，雾化

气 GS1 137.9 kPa，辅助加热气 GS2 344.75 kPa，喷雾

电压 5.5  kV。离子化温度 600 ℃。

1.2.2　HPLC-MS/MS 方 法 学 验 证　 由 于 难 以 获 得

完全不含 5 个待测 LPC 类物质的基质，本研究采用

0.9% 的生理盐水代替人血清进行方法学评估和性能

验证。将 20 μL 生理盐水加入 5 μL 的标准工作液作

为待检测样本进行去蛋白处理，并按照上述参数设定

HPLC 和 MS 的条件后上机检测。

表 1　HPLC 的流动相条件

Tab. 1　Mobile phase conditions of HPLC

时间

（time）/
min

流动相（mobile phase）A：0.1%
甲酸 -25 mmol·L-1

甲酸铵（0.1% formic acid-25 
mmol·L-1 ammonium formate）/%

流动相（mobile phase ）B：

0.1% 甲酸 - 甲醇

（mobile phase B：0.1% 
formic acid-methanol）/%

0 70 30
0.5 50 50
1 0 100
4 0 100
4.1 70 30
5 STOP

表 2　质谱条件参数信息

Tab. 2　MS parameter information

目标物

（target）
tR/

min

母离子

（parent ion）

子离子

（daughterion） DP/V CE/V
Q1 m/z Q3 m/z

利血平

（reserpine）

2 609.3 448.2 140 40

609.3 195* 120 45

LPC 14∶0 2.46 468.4 285.3 110 40

468.4 450.4* 120 27

LPC 15∶0 2.54 482.3 299.5 120 36

482.3 464.2* 120 28

LPC 16∶0 2.63 496.4 478.2* 124 16

LPC 17∶0 2.72 510.4 327.2 120 30

510.4 492.4* 120 20

LPC 18∶0 2.83 524.5 341.5 115 28

524.5 506.2* 127 18

　注（note）：定量离子对（quantification ion pair）

HPLC-MS/MS 实验平台线性范围和灵敏度的评估，

称取 LPC 14∶0、LPC 15∶0、LPC 16∶0、LPC 17∶0 和 LPC 
18∶0 的 标 准 品 分 别 为 1.875、3.750、56.250、5.625 和

37.500 mg，溶解于 5 mL 甲醇溶液中，取 5 μL 移至 20 μL
甲醇溶液中，即制成表 3 中 S7 浓度的样本。用 S7 样

本倍比稀释成 S1~S6 梯度浓度的样本，用于标准曲线

确定和线性关系验证。将 S1 浓度水平样本稀释至更

低浓度梯度上机检测，测定信噪比（S/N），直至 S/N 为

10∶1。再平行处理 5 个样本，满足精密度（RSD）小于

20%，则此时的样本浓度即为仪器的检测下限（LOD）。

为验证本 HPLC-MS/MS 实验平台精密度和准确

度，以生理盐水为基质，配制出 S3 和 S5 2 个浓度水

平的标准样本，S3 为低加样浓度，S5 为高加样浓度。

对 S3 和 S5 2 个浓度水平的标准样本，分别进行 8 个

样本的平行试验。根据实测值和配制溶液的加样浓

度，计算平均值 −x及标准差 SD、加样回收率和精密度

（RSD）。
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表 3　标准曲线样品配制浓度

Tab. 3　Concentrations of samples for standard curve
浓度水平

（concentration 
level）

LPC 
14∶0

LPC 
15∶0

LPC 
16∶0

LPC 
17∶0

LPC 
18∶0

S1 0.125 0.25 3.75 0.375 2.50

S2 0.25 0.50 7.50 0.75 5.00

S3 0.50 1.00 15.00 1.50 10.00

S4 1.25 2.50 37.50 3.75 25.00

S5 2.50 5.00 75.00 7.50 50.00

S6 3.75 7.50 112.50 11.25 75.00

S7 7.50 15.00 225.00 22.50 150.00

为验证本 HPLC-MS/MS 实验平台对人血清样本

的适用性，以人血清代替生理盐水配制成 S3 和 S5 2
个浓度梯度的加标准品的 “加样血清”，进行加标回

收率的检测。按照上述同样的步骤和设置，测定加标

血清中 LPC 14∶0~LPC 18∶0 5 个 LPC 类物质的含

量，记为加样血清浓度。在此基础上，验证了 HPLC-
MS/MS 实验平台在乙肝相关性肝细胞肝癌（HBV-
HCC）患者血清的适用性。

1.3　统计学方法

HPLC-MS/MS 平台标准曲线是由工作站软件

Analyst® 自动处理给出，其主要原理是根据检测的

S1~S7 系列浓度和相应的峰面积，绘制标准浓度 / 内

标物浓度 - 标准浓度面积 / 内标物面积的曲线，并计

算曲线方程和相关系数 r。以生理盐水为基质的加样

回收率计算公式［8］：加样回收率 =（加样实测浓度 /
加样浓度）×100%；精密度 RSD= 标准差 SD/ 平均

值 −x。以人血清为基质的加样回收率计算公式：回

收率 =（加样血清浓度 - 人血清平均浓度）/ 加样浓度 ×

100%。利用 SPSS 21.0 软件进行统计分析，分析不同

巴塞罗那分期亚组 HBV-HCC 患者血清中 5 个 LPC
类物质水平。P<0.05 或 P<0.01，均被认为具有统计

学意义。

2　结果

2.1　HPLC-MS/MS 平台灵敏度和线性结果

用检测下限（LOD）值表示本 HPLC-MS/MS 技

术平台的灵敏度，直接记录检测结果 S/N=10∶1 时

的样品浓度，即为 LOD 值。经检验，LPC 14∶0、LPC 
15∶0、LPC 16∶0、LPC 17∶0 和 LPC 18∶0 的 LOD
值分别为 0.027、0.12、0.32、0.059 和 0.072 μg·mL-1。

相邻 2 个峰的分离良好，S2 浓度水平溶液的检测结

果如图 1 所示。

图 1　S2 浓度标准溶液的色谱图

Fig. 1　Chromatogram of standard solution at S2 concentration

根据表 3 配制上机的不同浓度梯度溶液，分析

图谱中峰面积绘制标准曲线。线性范围的评估过程

中，S1~S7 共计 7 个系列浓度均在线性范围内，但是

更高浓度的 LPC 16∶0 和 LPC 18∶0 检测显示其线

性程度变差（数据未显示），故而认为 LPC 14∶0~LPC 
18∶0 5 个物质在该平台检测的线性范围即 S1~S7 浓

度范围。在该范围内的检测结果可信，超出范围的检

测结果不可信。LPC 14∶0~LPC 18∶0 5 个物质的回
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归方程如下：

Y=0.725X-0.002 64　r=0.997 6
Y=0.212X-0.025 6　r=0.999 2
Y=1.22X+1.84　r=0.992 7
Y=0.861X-0.015 5　r=0.998 0
Y=0.813X+0.558　r=0.994 3
2.2　HPLC-MS/MS 平台准确度、精密度的评估

以生理盐水为基质，进行加样回收试验，验证

HPLC-MS/MS 平台精密度和准确度（表 4）。结果 S3
低加样浓度、S5 高加样浓度水平上 LPC 14∶0~LPC 
18∶0 加 样 回 收 率 均 在 85%~115% 范 围 内。LPC 
14∶0~LPC 18∶0 在 S3 水平的精密度 RSD 分别为

6.3%、6.4%、8.5%、7.1% 和 7.0%；LPC 14∶0~LPC 
18∶0 在 S5 浓度的 RSD 结果分别为 11.3%、12.1%、

12.3%、12.0% 和 11.3%。5 个 LPC 类物质的 RSD 检

测结果均小于 15%。

表 4　加样回收试验评估 HPLC-MS/MS 平台准确度、精密度

Tab. 4　Precision and accuracy assessment of HPLC-MS/MS platform by spiked recovery experiments
浓度水平

（concentration 
level）

目标物

（target）

加样值

（spiked concentration）/
（μg·mL-1）

实测值 -1
（actual concentration-1）/

（μg·mL-1）

回收率 -1
（recovery-1）/%

实测值 -2
（actual concentration-2）/

（μg·mL-1）

回收率 -2
（recovery-2）/%

RSD/%

S3 C14：0 1.25 1.29 103.2 1.43 114.4 6.3

C15：0 2.50 2.28 91.2 2.85 114.0 6.4

C16：0 37.50 38.10 101.6 43.00 114.7 8.5

C17：0 3.75 3.31 88.3 4.09 109.1 7.1

C18：0 25.00 24.30 97.2 28.10 112.4 7.0

S5 C14：0 3.75 3.44 91.7 3.35 89.3 11.3

C15：0 7.50 6.77 90.3 6.53 87.1 12.1

C16：0 113.00 102.00 90.3 103.00 91.2 12.3

C17：0 11.30 9.83 87.0 9.94 88.0 12.0

C18：0 75.00 69.90 93.2 69.00 92.0 11.3

2.3　HPLC-MS/MS 平台对血清样本的适用性

以 人 血 清 为 基 质，进 行 加 样 回 收 试 验，明 确

HPLC-MS/MS 平台在人血清中应用的适用性（表 5）。

2 份人血清样本 LPC 14∶0~LPC 18∶0 质量浓度分别

为 0.83、2.46、107.00、2.92、47.30 μg·mL-1 以及 0.68、

2.21、92.00、2.45、39.4 0 μg·mL-1。加样血清样本 LPC 

14∶0~LPC 18∶0 的浓度明显高于灵敏度和线性范围

的 LOD 值，且都处于线性验证试验范围内，结果可信。

S3 低加样浓度、S5 高加样浓度血清加样回收率均落在

85%~115% 范围内，与以生理盐水为基质的加样回收率

差异不显著。HPLC-MS/MS 平台对血清样本也有良

好的适用性，人血清对该 HPLC-MS/MS 平台影响不大。

表 5　HPLC-MS/MS 平台对血清样本的适用性分析

Tab. 5　Applicability evaluation of HPLC-MS/MS platform for human serum samples 
浓度水平

（concentration 
level）

目标物

（target）

加标值

（spiked concentration）/
（μg·mL-1）

实测值 -1
（actual concentration-1）/

（μg·mL-1）

回收率 -1
（recovery-1）/%

实测值 -2
（actual concentration-2）/

（μg·mL-1）

回收率 -2
（recovery-2）/%

S3 C14：0 1.25 1.97 97.4 2.17 113.4 

C15：0 2.50 4.50 86.6 4.99 106.2 

C16：0 37.50 140.00 108.0 136.00 97.3 

C17：0 3.75 6.24 94.8 6.67 106.3 

C18：0 25.00 72.00 114.6 70.00 106.6 

S5 C14：0 3.75 4.80 107.9 4.72 105.3 

C15：0 7.50 9.46 95.0 9.69 98.1 

C16：0 113.00 196.00 85.4 216.00 103.1 

C17：0 11.30 13.80 98.4 14.80 107.2 

C18：0 75.00 113.00 92.9 122.00 104.9 
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2.4　HPLC-MS/MS 平台分析 5 个 LPC 类物质在 HBV-
HCC 患者血清中的浓度

此外，本研究利用 HPLC-MS/MS 平台分析了 82
例 HBV-HCC 患者血清中 5 个 LPC 类 物 质 水平（表

6）。根据巴塞罗那分期，所有患者被分为 4 组：单

个肿瘤（A1 期、A2 期和 A3 期）患者为 BCLC- Ⅰ组

（n=27）；多个肿瘤，肿瘤直径 <3 cm 者（A4 期）患者为

BCLC- Ⅱ组（n=16）；将多个肿瘤，肿瘤体积较大，肝

脏尚可代偿者（B 期）患者为 BCLC- Ⅲ组（n=18）；

肝功能失代偿，处于进展期或晚期 C 期和 D 期患者

为 BCLC- Ⅳ组（n=21）。结果表明，LPC 14∶0~LPC 
18∶0 5 个代谢标志物在各巴塞罗那亚组患者血清

中浓度差异显著，具有统计学意义（P<0.05）。可见，

利 用 HPLC-MS/MS 平 台 测 定 的 5 个 LPC 类 物 质，

对不同巴塞罗那期 HBV-HCC 患者具备一定的鉴别

能力。

表 6　LPC 14∶0~LPC 18∶0 在不同 CTP 分级 HVB-HCC 患者之间的比较

Tab. 6　Comparisons of LPC 14∶0~LPC 18∶0 among patients with HVB-HCC at different CTP classes 
目标物（target） BCLC-I BCLC-II BCLC-III BCLC-IV

LPC 14∶0 0.58（0.37-0.78） 0.45（0.29-0.81）* 0.41（0.24-0.57）*& 0.27（0.19-0.36）**&#

LPC 15∶0 1.68（1.32-2.25） 1.78（0.94-3.22）* 4.77（1.33-10.95）**&& 2.20（1.19-8.91）*&#

LPC 16∶0 90.20（68.30-128.00） 85.50（60.50-122.00）* 77.15（56.43-107.50）*& 71.80（41.20-104.50）**&#

LPC 17∶0 2.12（1.80-2.92） 1.59（0.90-2.44）* 1.41（1.08-1.91）**& 1.39（0.63-2.03）**&

LPC 18∶0 30.30（23.70-52.00） 26.90（16.6-45.73）* 31.95（20.03-45.18）*& 25.40（14.25-34.60）*&#

　 注（note）：vs BCLC-Ⅰ 组（BCLC-Ⅰ group），*P<0.05，**P<0.01；vs BCLC-Ⅱ 组（BCLC-Ⅱ group），&P<0.05，&&P<0.01；vs BCLC-Ⅲ 组（BCLC-Ⅲ group），

#P<0.05。

3　讨论

代谢组学是系统生物学的重要组成部分，目前已

发展为一门内可整合色谱、质谱、磁共振等多项技术，

外可整合基因组学、转录组学和蛋白质组学等的重

要学科［9］。磁共振技术（nuclear magnetic resonance，

NMR）、气 相 色 谱 - 质 谱 联 用（gas chromatography-
mass spectrometry，GC-MS）、毛细管电泳 - 质谱联用

（capillary electrophoresis coupled to mass spectrometry，

CE-MS）及以 HPLC-MS/MS 可谓是目前代谢组学分

析技术的四大支柱［10］。GC-MS 长期以来用于生物

体液中代谢物的鉴定，但应用范围常受到待测物挥发

性和生成挥发性衍生物的限制［11］；CE-MS 技术适用

于生物样本中极性带电荷的代谢物质分［12］；NMR 虽

具有重复性好及实验室间的差异较小等优点，但其灵

敏度较低［13］；HPLC-MS/MS 适用的待检代谢物范围

较广，同时具有较高的特异性和敏感性，是目前定量

检测微量非挥发性分析物的金标准［14］。本研究中检

测的 LPC 14∶0~LPC 18∶0 系列物质对热不稳定，且

不易挥发，适用于 HPLC-MS/MS 技术定量分析检测，

利于 LPC 类物质定量准确检测。

鉴于人血清样本的复杂成分，本研究对样本进

行了前期分离和预处理，以防样本中高丰度的蛋

白质在质谱仪的电离作用下裂解生成与待测物裂

解物相似的产物，或与待测物之间发生反应而影

响最终定量检测的结果。研究中使用加入了 0.1% 
BHT 的甲醇溶液对样本前处理，BHT 可以防止对

LPC 类物质中不饱和键脂肪链的氧化，而甲醇对

水的亲和力大，能破坏人血清蛋白颗粒表面的水

化膜，致使蛋白质沉淀而除去待测样本中的蛋白

质。前处理后的待测样本注入到高效液相色谱柱

中，流动相中 0.1% 甲酸 25 m mol·L-1 甲酸铵 - 水

溶液和 0.1% 甲酸 - 甲醇溶液的配比随时间而改

变，待测样本中各种物质在不同配比流动相中的溶

解度不同而先后被洗脱下来，这就完成色谱过程对

样本的初步分离作用，而不破坏待测样本的化学

结构。

经色谱柱初步分离后的样本随流动相进入质谱

的离子源，样本在离子源内电离成为带电离子。研

究 中 使 用 的 API 4000+ 质 谱 仪、Turbo VTM 离 子 源

对 LPC 类物质的电离模式选择电喷雾（electrospray 
ionization，ESI）电离，离子化效率高，灵敏度高，电离

更加稳定和高效［15］。待测的 5 个 LPC 类物质经电

离后成为带电离子在接口内进行去溶剂、聚集、冷却

后进入质量分析器。本研究采用三重四极杆（triple 
quadrupole mass spectrometry，TQMS）质量分析器的

多反应检测模式（multi-reaction monitoring，MRM）进

行扫描检测，3 个四极杆在空间上串联，限定母离子

和子离子 2 个参数，选择性极高，提高了灵敏度，最终
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将离子信号转变为电信号，经 API 4000+ 质谱仪的分

析软件 Analyst® 软件分析成离子强度图，完成定量分

析子离子碎片的强度和质谱图的绘制。

具体每一种 LPC 类物质在循环中的具体量并

不十分明确，而且各 LPC 亚型众多，各亚型之间还可

以相互转换，这给具体 LPC 类物质的绝对定量带来

了巨大的困难。有研究报道，正常人血浆中 LPC 类

物质占磷脂类物质的含量低于 3.2%，而生理状态下

人血浆磷脂类物质的总浓度约在 1-3 mg·mL-1 范围

内［16-17］。也有研究表明，生理状态下人血浆中 LPC
类 物 质 的 浓 度 范 围 约 在 12~166 μmol·L-1［18］。 本

研究通过前处理以及色谱参数和质谱条件的选择

优化，最终建立了 HPLC-MS/MS 检测平台，并对该

技术平台的性能进行验证。首先是标准曲线的绘

制和线性相关性的验证：本研究以生理盐水为基

质，配制不同浓度梯度的 LPC 14∶0~LPC 18∶0 标

准品溶液，通过质谱仪自带软件分析待测物浓度和

峰下面积的关系，并绘制标准曲线和线性相关系

数 r，结果显示 5 个目标 LPC 类物质实测浓度和配

制浓度之间的 r 值分别为 0.997 6、0.999 2、0.992 7、

0.998 0 和 0.994 3，均在 0.99 以上；此外，对 LPC 14∶0~
LPC 18∶0 每一种 LPC 类物质配制的 S1~S7 共计 7 个

浓度水平均在直线范围内，说明本研究建立的 HPLC-
MS/MS 平台可以满足人血清中 5 个目标 LPC 类物质的

定量检测在浓度范围方面的需求。检测下限（LOD）结

果 表 明，LPC 14∶0~LPC 18∶0 的 LOD 分 别 为 0.027、

0.12、0.32、0.059 和 0.072 μg·mL-1。高（S5）、低（S3）2
个浓度水平加样回收率试验结果显示，5 个 LPC 类

待测物质在以生理盐水为基质的高、低 2 个浓度水

平均具有满意的回收率，在 85%~115% 范围内。低

浓度的 8 个样本的平行试验显示，LPC 14∶0~LPC 
18∶0 5 个物质的平均回收率分别是 96.3%、99.9%、

103.6%、96.6% 和 100.0%， 均 处 于 95%~105% 范

围 内；而 高 浓 度 5 个 物 质 的 平 均 加 样 回 收 率 分

别 是 96.8%、99.1%、97.5%、93.8% 和 97.7%， 在

95%~105% 范围内，证明该平台能够以高准确度定

量分析以生理盐水为基质的溶液中的目标待测物。

以血清为基质再次进行加样回收率试验显示，加样

回 收 率 也 可 控 制 在 85%~115% 范 围 内，说 明 该 平

台性能稳定，受人血清影响较小，适用于对人血清

中目标待测物的定量检测分析。精密度结果表明，

HPLC-MS/MS 符合临床检验工作中对仪器精密度

的要求，低浓度和高浓度水平上 5 个 LPC 类目标物

质 RSD 均小于 15%。

本研究通过代谢组学技术建立了一定程度上

满足临床检测人血清中 LPC 14∶0~LPC 18∶0 5 个

LPC 类物质的 HPLC-MS/MS 平台，适合临床推广。

5　结论

本研究利用 HPLC-MS/MS 平台，以利血平作为

内标物，绘制目标待测物 LPC 14∶0~LPC 18∶0 的

标准曲线并分析其 r 值，评估检测平台的定量下限、

线性范围，评价其准确性和精密度。通过加样回收

试验排除基质效应的影响，最终成功建立了一个稳

定、灵敏而可靠的定量检测人血清中 LPC 14∶0~LPC 
18∶0 5 个目标 LPC 类物质的检测平台，适合临床

推广。
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