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ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定中国孕妇胎盘中地塞米松
相关代谢酶和转运体蛋白丰度
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摘要　目的：建立 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法测定中国孕妇胎盘中地塞米松相关代谢酶和转运体的丰度数据。
方法：采用Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＧＩＳＳ－ＨＰＣ１８（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１９μｍ）色谱柱，柱前由０２％甲酸 －水（Ａ）和

０２％甲酸－乙腈（Ｂ）组成的流动相，以０２ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速进行梯度洗脱，柱后以０１ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速
加入０５％乙二醇－乙腈（流动相Ｃ），采用ＥＳＩ源正离子ＭＲＭ模式进行定量分析。对所建立的方法进行方法
学考察并对中国孕妇孕晚期胎盘中１１β羟基类固醇脱氢酶１（１１β－ＨＳＤ１）、１１β羟基类固醇脱氢酶 ２
（１１β－ＨＳＤ２）、细胞色素Ｐ４５０３Ａ４酶（ＣＹＰ３Ａ４）和Ｐ－糖蛋白（Ｐ－ｇｐ）蛋白表达量进行定量分析。结果：建立
的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析测定方法的线性范围为０１～１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１（ｒ＞０９９９）；精密度和准确度结果均符合
《中华人民共和国药典》对于生物样品分析方法学验证的要求（ＲＳＤ≤１５％），稳定性结果显示样品稳定性
良好。１１β－ＨＳＤ２、１１β－ＨＳＤ１、ＣＹＰ３Ａ４和 Ｐ－ｇｐ的蛋白丰度分别为（８４４６±５９９７）ｐｍｏｌ·ｇ－１、
（１１４４±３７３）ｐｍｏｌ·ｇ－１、（８８３±２７８）ｐｍｏｌ·ｇ－１和（７９４±４１０）ｐｍｏｌ·ｇ－１。同时研究结果显示相关代
谢酶和转运体在胎盘不同部位的分布没有显著差异，但中国人胎盘Ｐ－ｇｐ的丰度（７９４±４１０）ｐｍｏｌ·ｇ－１和
白人（４４１±２４６）ｐｍｏｌ·ｇ－１相比存在显著性差异。结论：本研究建立的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法准确度和灵敏度
高，适用于检测人类胎盘中地塞米松相关代谢酶和转运体的丰度值。

关键词：液相色谱－二级质谱联用；细胞色素Ｐ４５０３Ａ４酶；Ｐ－糖蛋白；１１β羟基类固醇脱氢酶；蛋白丰度；
孕妇胎盘；地塞米松
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ｍｏｄｅｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｍｅｔｈｏｄｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｌｙａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ１１βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１（１１β－ＨＳＤ１），１１βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ２（１１β－
ＨＳＤ２），ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０３Ａ４ｅｎｚｙｍｅ（ＣＹＰ３Ａ４）ａｎｄＰ－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ－ｇｐ）ｗｅｒｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ
ａｎａｌｙｚｅｄｉｎｔｈｅｐｌａｃｅｎｔａｏｆＣｈｉｎｅｓｅｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎｉｎｔｈｅｔｈｉｒｄｔｒｉｍｅｓｔｅｒＲｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
ｍｅｔｈｏｄｈａｄａｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆ０１－１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１（ｒ＞０９９９）Ｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｒｅｓｕｌｔｓｍｅｔｔｈｅｒｅ
ｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｏｆｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅａｎａｌｙｓｉｓｍｅｔｈｏｄｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ（ＲＳＤ≤１５％），ａｎｄ
ｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｓｔａｂｉｌｉｔｙＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆ１１β－ＨＳＤ２，１１β－ＨＳＤ１，
ＣＹＰ３Ａ４ａｎｄＰ－ｇｐｗｅｒｅ（８４４６±５９９７）ｐｍｏｌ·ｇ－１，（１１４４±３７３）ｐｍｏｌ·ｇ－１，（８８３±２７８）ｐｍｏｌ·
ｇ－１ａｎｄ（７９４±４１０）ｐｍｏｌ·ｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＢｅｓｉｄｅｓ，ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｓｔｕｄｙａｌｓｏｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｚｙｍｅｓａｎｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓｏｆｔｈｅ
ｐｌａｃｅｎｔａＨｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆＰ－ｇｐｉｎｔｈｅｐｌａｃｅｎｔａｂｅｔｗｅｅｎＣｈｉｎｅｓｅ
ｐｅｏｐｌｅ（７９４±４１０）ｐｍｏｌ·ｇ－１ａｎｄｗｈｉｔｅｐｅｏｐｌｅ（４４１±２４６）ｐｍｏｌ·ｇ－１Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：ＴｈｅＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
ｍｅｔｈｏｄｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｈａｓｈｉｇｈａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅ
ｖａｌｕｅｓｏｆｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ－ｒｅｌａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｚｙｍｅｓａｎｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｉｎｈｕｍａｎｐｌａｃｅｎｔａ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；ＣＹＰ３Ａ４；Ｐ－ｇｐ；１１βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ｐｒｏｔｅｉｎａｂｕｎｄａｎｃｅ；ｐｌａｃｅｎｔａｏｆ
Ｃｈｉｎｅｓｅｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎ；ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ

　　新生儿呼吸窘迫综合征（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎ
ｄｒｏｍｅ，ＲＤＳ），又称新生儿肺透明膜病，指新生儿出
生后不久即出现进行性呼吸困难和呼吸衰竭等症

状，主要是由于缺乏肺泡表面活性物质所引起［１］。

若不及时进行治疗，患儿于出生后４～１２ｈ会出现进
行性呼吸困难、呻吟、发绀等症状，严重者发生呼吸

衰竭。

在对ＲＤＳ治疗指南中，推荐使用皮质激素对妊
娠２８～３４周存在早产风险的孕妇至少在分娩前２４ｈ
给予单疗程治疗（６ｍｇ，每１２ｈ给药１次，共给药４
次，肌肉注射）［２］。地塞米松是一种人工合成的糖皮

质激素，一般用于风湿性疾病、哮喘、严重过敏、慢性

阻塞性肺病等疾病，其在 ＲＤＳ实际临床治疗中得到
广泛应用［３］。

虽然地塞米松促进胎肺成熟的疗效确定，但近

年来产前应用糖皮质激素对胎儿生长发育的不良

影响越来越受到关注。胎儿过早、过多地接触糖皮

质激素可导致胎儿宫内生长受限，并与成年期某些

疾病如糖尿病、高血压等有关［４］。已有研究表

明［５－６］，地塞米松浓度在胎儿体内变异大，目前原

因不清，可能与其经胎盘转运时受到多个酶和转运

体的影响有关。有文献研究表明［７－９］，涉及地塞米

松跨胎盘转运的代谢酶和转运体主要包括细胞色

素 Ｐ４５０３Ａ４酶 （ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０３Ａ４ｅｎｚｙｍｅ，
ＣＹＰ３Ａ４）、１１β羟基类固醇脱氢酶１（１１β－ｈｙｄｒｏｘ
ｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１，１１β－ＨＳＤ１）、１１β羟基类
固醇脱氢酶 ２（１１β－ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
２，１１β－ＨＳＤ２）和 Ｐ－糖蛋白（Ｐ－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｐ－ｇｐ）。但这些代谢酶和转运体在中国孕妇胎盘的
丰度信息尚未见报道。

靶向蛋白组学是近些年发展起来的用于蛋白质

定量的分析方法，相比于传统的蛋白质印迹法和酶

联免疫吸附测定法等，具有较高的准确度和灵敏度。

为更好地理解地塞米松跨胎盘转运机制，本研究利

用液相色谱－质谱联用（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）建立了同时对
样品中ＣＹＰ３Ａ４、１１β－ＨＳＤ１、１１β－ＨＳＤ２和 Ｐ－ｇｐ
进行定量的检测方法，并对临床试验收集的中国健

康孕妇胎盘样品进行测定，统计分析酶和转运体对
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地塞米松跨胎盘的机理。

１　材料与样品
１１　试剂和主要仪器

色谱级甲酸和乙酸，上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；ＬＣ－ＭＳ级乙腈、甲醇、乙二醇、异丙醇、碘
乙醇胺（ＩＡＭ），上海易恩化学技术有限公司；分析纯
乙醇、氯化钾（ＫＣｌ）、脱氧胆酸钠，国药集团化学试剂
有限公司；甘油、乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ－２Ｎａ）、
二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、蛋白酶抑制剂，北京索莱宝科技
有限公司；生理盐水，华润双鹤药业股份有限公司；

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ）、苯甲基磺酰
氟（ＰＭＳＦ）、蔗糖，上海源叶生物科技有限公司；碳酸
氢铵，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；胰蛋白

酶，Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ公司；磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ），中科
迈晨（北京）科技有限公司；ＢＣＡ试剂盒，Ｔｈｅｒｍｏ公
司；膜蛋白提取试剂，上海碧云天生物有限公司。

ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉＤ３多功能酶标仪，ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ
公司；５４２４Ｒ高速低温离心机，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；
ＱＵＩＮＴＩＸ１２５Ｄ－１ＣＮ十万分之一电子天平，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司；ＰＢ１０ＰＨ计，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；ＣｏｍｆｏｒｔⅡ超纯水
仪，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；ＶｏｒｔｅｘＧｅｎｉｅ２涡旋混匀仪，Ｓｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司；ＤＫ－９８－ＩＩＡ电热恒温水浴锅，
天津泰斯特仪器有限公司；Ｔ１０ｂａｓｉｃＵＬＴＲＡ－ＴＵＲ
ＲＡＸ匀浆机，ＩＫＡ公司；Ｄ１００８微型离心机，赛洛捷
克公司；５８０４Ｒ冷冻高速离心机，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；
ＬＣ－ＭＳ８０６０ＮＸ超高效液相色谱 －三重四极杆质谱
联用仪，岛津公司。Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００－ＯｒｂｉｔｒａｐＦｕｓｉｏｎ
Ｌｕｍｏｓ超高效液相色谱 －四极杆 －静电场轨道
阱－线性离子阱串联质谱仪，Ｔｈｅｒｍｏ公司。
１２　样品来源

临床研究为“中国孕妇药物经胎盘转运的体外

体内外推模型研究”，经北京大学第三医院医学科学

研究伦理委员会审查通过，伦理审查批号为（２０２０）
医伦审第（０９４－０３）号。

在受试者首次产检（第６周 ±７ｄ）时，符合入排
标准的健康受试者即入组，在受试者分娩后收集受

试者的废弃胎盘样本。生产结束时快速将胎盘放置

于医用低温储备箱，用经过７５％医用酒精消毒的手
术剪分别剪取胎盘边缘处、边缘与脐带中间处和脐

带处３个部分组织，分别记为 Ａ、Ｂ和 Ｃ。每部分组
织大约剪取５～１０ｇ，剪取时注意去除大血管和钙化
组织。所有操作均在４℃环境下进行，将取好组织

放置于－８０℃冰箱备用。
２　方法与结果
２１　生物样品处理
２１１　代谢酶的样品处理　解冻胎盘并剪取５～１０
ｇ左右，用预冷的生理盐水漂洗３～４次，充分洗去血
凝块。用眼科手术剪刮除胎盘绒毛，随后将组织剪

碎，加入 ５倍体积预冷的匀浆液（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ７０，１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌ，２ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＥＤＴＡ－２Ｎａ和０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＭＳＦ。具体制备
过程：称取 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ１５９２０ｍｇ，加入纯水２００ｍＬ
溶解，用１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钾溶液调节ｐＨ到７０，再
加入ＫＣｌ２２４７７ｍｇ和ＥＤＴＡ－２Ｎａ１５０３８ｍｇ，到此
为不含 ＰＭＳＦ的预备匀浆液；称取 ＰＭＳＦ１７４２０ｍｇ
溶于乙醇１０ｍＬ中，得到ＰＭＳＦ母液，临用前，用不含
ＰＭＳＦ的预备匀浆液稀释１００倍），电动匀浆机匀浆
２～３ｍｉｎ。随后７５０ｇ离心３０ｍｉｎ（４℃），收集上清
液；于１５０００ｇ离心３０ｍｉｎ（４℃），收集上清液；于
１０５０００ｇ离心６０ｍｉｎ（４℃），收集沉淀重悬于预冷
的０２５ｍｏｌ·Ｌ－１的蔗糖 －磷酸盐缓冲液（蔗糖 ８
５５７５ｍｇ溶解于ＰＢＳ１００ｍＬ）中，得到微粒体溶液。
为了可以在 －８０℃中长期保存，可加入２０％甘油并
分装备用。

２１２　转运体的样品处理　称取约胎盘组织 ５０
ｍｇ，剪碎，加入膜蛋白提取试剂 Ａ１ｍＬ和混合蛋白
酶抑制剂１０μＬ匀浆，轻微振摇，４℃孵育 １０ｍｉｎ。
随后匀浆液在４℃，１６０００ｇ离心１５ｍｉｎ。弃去上清
液，沉淀重悬于４００μＬ的３％的脱氧胆酸钠溶液中，
得到细胞膜蛋白提取液。采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１０］测定总

膜蛋白的浓度，使用匀浆液调整蛋白浓度至

约２ｍｇ·ｍＬ－１。
２１３　多肽样品溶液的制备　用５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１碳
酸氢铵溶液将微粒体样品蛋白浓度调整到 ２ｍｇ·
ｍＬ－１，移取微粒体蛋白或总膜蛋白 ３０μＬ，加入 ５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１碳酸氢铵溶液４５μＬ和 ２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＴＴ溶液 １０μＬ，涡旋后９５℃孵育１０ｍｉｎ。冷却后
暗处操作，加入４００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＡＭ溶液１０μＬ，涡
旋后室温暗处孵育２０ｍｉｎ。加入１００ｎｇ·μＬ－１胰酶
工作液（Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ，将胰酶溶解于５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

乙酸制成 １μｇ·μＬ－１胰酶储备液，临用前使用
５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１碳酸氢铵将胰酶储备液稀释 １０倍）
１５μＬ，涡旋后３７℃孵育过夜。最后加入含有０２％
甲酸的２０％乙腈溶液（含有５ｎｍｏｌ·Ｌ－１混合内标
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５５μＬ，涡旋混合，１００００ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清即得
多肽样品溶液，用于质谱分析。

２２　特征肽段选取
根据已有文献［１１］，选取 ＬＱＥＥＩＤＡＶＬＰＮＫ作为

ＣＹＰ３Ａ４的特征肽段，ＦＹＤＰＬＡＧＫ作为Ｐ－ｇｐ的特征
肽段。目前尚未有研究使用蛋白组学的方法对人体

组织中１１β－ＨＳＤ１和１１β－ＨＳＤ２酶丰度进行定量
分析，文献中无二者的特征肽段可供参考，故本研究

利用Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００－ＯｒｂｉｔｒａｐＦｕｓｉｏｎＬｕｍｏｓ超高效液
相色谱－四极杆 －静电场轨道阱 －线性离子阱串联
质谱仪，对酶微粒体样品中的蛋白和多肽进行分离

鉴定，数据经 ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔＴＭ软件与 ＵｎｉＰｒｏｔ蛋白数据
库对比分析，筛选１１β－ＨＳＤ１和１１β－ＨＳＤ２潜在的
特征肽段。特征肽段的选取需满足以下要求：肽段

长度在７～２２个氨基酸序列，相对分子质量在２０００

以下；没有翻译后修饰的氨基酸序列；没有单核苷酸

多态性的氨基酸序列；没有半胱氨酸（Ｃ）、甲硫氨酸
（Ｍ）、色氨酸（Ｗ）等不稳定的氨基酸；没有 ＲＲ、ＫＫ、
ＲＫ、ＫＲ（Ｒ：精氨酸；Ｋ：赖氨酸）等不稳定的序列；没
有跨膜区域［１２］。同时使用加利福尼亚大学旧金山分

校（ＵＣＳＦ）所提供的多样性质谱分析工具：ＭＳ－Ｄｉ
ｇｅｓｔ模拟胰蛋白酶对１１β－ＨＳＤ１和１１β－ＨＳＤ２进
行酶切的情况，结果和上述非靶向蛋白组学的数据

进行相互验证，最终选取 ＶＩＶＴＧＡＳＫ作为 １１β－
ＨＳＤ１的特征肽段，ＡＬＬＱＬＬＲ作为１１β－ＨＳＤ２的特
征肽段。

对上述所选择的肽段按照氨基酸序列进行合

成作为标准品，同时合成对应的同位素多肽作为

内标。标准品和同位素内标的氨基酸序列信息

见表１。

表１　各酶和转运体肽段ＭＲＭ检测条件
Ｔａｂ１　ＭＲＭ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｅａｃｈｅｎｚｙｍｅａｎｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｐｅｐｔｉｄｅ

酶和转运体名称　　　　

（ｅｎｚｙｍｅａｎｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｎａｍｅ）　　　　

肽段　　　

（ｐｅｐｔｉｄｅ）　　　

母离子

（ｐａｒｅｎｔｉｏｎ）

ｍ／ｚ

子离子

（ｄａｕｇｈｔｅｒｉｏｎ）

ｍ／ｚ

裂解电压

（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙ）／

Ｖ

驻留时间

（ｄｗｅｌｌｔｉｍｅ）／

ｍｓ

１１β－ＨＳＤ１ ＶＩＶＴＧＡＳＫ ３８７８０ ５６２３５ －１５０ ９０

１１β－ＨＳＤ１内标（１１β－ＨＳＤ１ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ＶＩＶＴＧＡＳＫ ３９１８０ ５７０３５ －１５０ ９０

１１β－ＨＳＤ２ ＡＬＬＱＬＬＲ ４１３７０ ６４２５５ －１７０ ９０

１１β－ＨＳＤ２内标（１１β－ＨＳＤ２ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ＡＬＬＱＬＬＲ ４１７２０ ６４９５０ －１７０ ９０

ＣＹＰ３Ａ４ ＬＱＥＥＩＤＡＶＬＰＮＫ ６８４９０ １１２７２０ －２４０ ９０

ＣＹＰ３Ａ４内标（ＣＹＰ３Ａ４ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ＬＱＥＥＩＤＡＶＬＰＮＫ ６８８０５ １１３３７０ －２４０ ９０

Ｐ－ｇｐ ＦＹＤＰＬＡＧＫ ４５５７５ ７６３１０ －１８０ ９０

Ｐ－ｇｐ内标（Ｐ－ｇｐｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ＦＹＤＰＬＡＧＫ ４５７８５ ７６７４０ －１７０ ９０

２３　色谱－质谱条件
２３１　色谱条件　采用 Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＧＩＳＳ－ＨＰＣ１８
（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１９μｍ）色谱柱，流动相 Ａ为
０２％甲酸－水，流动相Ｂ为０２％甲酸－乙腈，流动
相Ｃ为０５％乙二醇－乙腈，柱前采用流动相Ａ和流
动相 Ｂ，以 ０２ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速进行梯度洗脱
（详见表２），流动相 Ｃ作为质谱信号增强溶剂接入
色谱柱后，以０１ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速，柱温３５℃，进
样量１０μＬ。
２３２　质谱条件　采用 ＬＣ－ＭＳ８０６０ＮＸ超高效液
相色谱 －三重四极杆质谱联用仪，电喷雾离子源，正
离子模式（ＥＳＩ＋），雾化气流量为３Ｌ·ｍｉｎ－１，干燥

　　　　 表２　梯度洗脱条件
Ｔａｂ２　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

时间

（ｔｉｍｅ）／

ｍｉｎ

流动相比例（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｒａｔｉｏ）／％

流动相Ａ

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡ）

流动相Ｂ

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢ）

０ ９８ ２

０２ ８２ １８

４ ７８ ２２

５ ４５ ５５

６４ ５ ９５

７４ ５ ９５

７５ ９８ ２
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气流量为８Ｌ·ｍｉｎ－１，加热气流量为１２Ｌ·ｍｉｎ－１，
接口温度为３５０℃，脱溶剂温度为６００℃，ＤＬ温度为
２５０℃，加热块温度为４００℃。
２４　溶液的制备
２４１　混合标准品工作液及混合内标工作液　精
密平行称取２份各肽段标准品（表 ３）溶于纯化水
（浓度及制备过程见表 ４）。取各标准品溶液适量

（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１标准品溶液吸取２μＬ，２ｍｍｏｌ·Ｌ－１

标准品溶液吸取 ５μＬ），混合并加入超纯水
９８６μＬ，涡旋混匀，即得１０μｍｏｌ·Ｌ－１的混合标准
品工作液。同时吸取 ５ｍｍｏｌ·Ｌ－１内标溶液 ２μＬ
及２ｍｍｏｌ·Ｌ－１内标溶液 ５μＬ，混合，加入超纯水
９８６μＬ，涡旋混匀，即得１０μｍｏｌ·Ｌ－１的混合内标
工作液。

表３　肽段标准品溶液及其内标溶液信息
Ｔａｂ３　Ｐｅｐｔｉｄｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｉｔｓｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

肽段标准品及其内标　　　　　
（ｐｅｐｔｉｄｅｓｔａｎｄａｒｄｓａｎｄｔｈｅｉｒ　　　　　
ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ）　　　　　

批号　　
（ｌｏｔｎｕｍｂｅｒ）　　

纯度

（ｐｕｒｉｔｙ）／
％

公司　　
（ｃｏｍｐａｎｙ）　　

ＣＹＰ３Ａ４ ＧＰ０１１２２７－１１－０９０４ ９８ 北京锐则成科技有限公司（ＢｅｉｊｉｎｇＲｕｉｚｅｃｈｅｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ）

ＣＹＰ３Ａ４内标
（ＣＹＰ３Ａ４ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）

ＧＰ０１１２２７－３２ ９８ 北京锐则成科技有限公司（ＢｅｉｊｉｎｇＲｕｉｚｅｃｈｅｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ）

１１β－ＨＳＤ１ ＰＯ２１０１３０５ ９８ 上海科肽生物科技有限公司（ＳｈａｎｇｈａｉＫｅｐｅｐｔｉｄｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ）

１１β－ＨＳＤ１内标
（１１β－ＨＳＤ１ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）

ＰＯ２１０１３０６ ９８ 上海科肽生物科技有限公司（ＳｈａｎｇｈａｉＫｅｐｅｐｔｉｄｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ）

１１β－ＨＳＤ２ ＰＯ２１０１３０３ ９８ 上海科肽生物科技有限公司（ＳｈａｎｇｈａｉＫｅｐｅｐｔｉｄｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ）

１１β－ＨＳＤ２内标
（１１β－ＨＳＤ２ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）

ＰＯ２１０１３０４ ９８ 上海科肽生物科技有限公司（ＳｈａｎｇｈａｉＫｅｐｅｐｔｉｄｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ）

Ｐ－ｇｐ ＧＰ０１１２２７－１３－０９０４ ９８ 北京锐则成科技有限公司（ＢｅｉｊｉｎｇＲｕｉｚｅｃｈｅｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ）

Ｐ－ｇｐ内标（Ｐ－ｇｐｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ＧＰ０１１２２７－３４ ９８ 北京锐则成科技有限公司（ＢｅｉｊｉｎｇＲｕｉｚｅｃｈｅｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ）

表４　肽段标准品溶液及其内标溶液制备
Ｔａｂ４　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｉｔｓｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ

肽段标准品及其内标　　　　　
（ｐｅｐｔｉｄｅｓｔａｎｄａｒｄｓａｎｄｔｈｅｉｒ　　　　　
ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ）　　　　　

相对分子质量

（ｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｓｓ）

质量

（ｑｕａｌｉｔｙ）／
ｍｇ

溶剂体积

（ｓｏｌｖｅｎｔ
ｖｏｌｕｍｅ）／μＬ

浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＣＹＰ３Ａ４ １３６８５３ ３０００ ４２９６６ ５００

ＣＹＰ３Ａ４内标（ＣＹＰ３Ａ４ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） １３７４５３ ２５１０ ３５８０５ ５００

１１β－ＨＳＤ１ ７７３９２ １６０３ １０３６００ ２００

１１β－ＨＳＤ１内标（１１β－ＨＳＤ１ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ７８１９２ １６６２ １０６３００ ２００

１１β－ＨＳＤ２ ８２６０２ １７０１ １０３０００ ２００

１１β－ＨＳＤ２内标（１１β－ＨＳＤ２ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ８３３０２ １７６０ １０５６００ ２００

Ｐ－ｇｐ ９１００２ ３１８０ ６８５６４ ５００

Ｐ－ｇｐ内标（Ｐ－ｇｐｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ９１４０２ ３０００ ６５２９７ ５００

２４２　混合标准曲线溶液和混合质控溶液　将
混合标准品工作液用纯化水稀释成浓度分别为

０１、０２、０５、１、３、１０、３０、５０和１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１的
混合标准曲线溶液 Ｃ１～Ｃ９（详见表 ５）。混合质
控溶液制备方法同混合标准曲线溶液制备过程

（详见表６），得到浓度分别为０３、８和８０ｎｍｏｌ·
Ｌ－１的混合低、中、高浓度质控溶液。移取各混合

标准曲线溶液或混合质控溶液 ３０μＬ，加入
２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ溶液 １０μＬ、５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１碳
酸 氢 铵 溶 液 ４５μＬ、４００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＩＡＭ 溶 液
１０μＬ、１００ｎｇ·ｍＬ－１胰酶工作液１５μＬ、０２％甲
酸的２０％乙腈水溶液（含 ５ｎｍｏｌ·Ｌ－１的混合内
标）５５μＬ，涡旋混合，１００００ｇ离心 １０ｍｉｎ，取上
清进行质谱分析。
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表５　混合标准曲线溶液制备
Ｔａｂ５　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

混合标准曲线溶液代号

（ｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｄｅ）

溶质

（ｓｏｌｕｔｅ）

溶质体积

（ｓｏｌｕｔｅｖｏｌｕｍｅ）／

μＬ

溶剂体积

（ｓｏｌｖｅｎｔ

ｖｏｌｕｍｅ）／μＬ

终浓度

（ｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃ９ 混合标准品工作液（ｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｗｏｒｋｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ） １０ ９９０ １００

Ｃ８ Ｃ９ ３００ ３００ ５０

Ｃ７ Ｃ９ ３００ ７００ ３０

Ｃ６ Ｃ７ ３００ ６００ １０

Ｃ５ Ｃ６ ３００ ７００ ３

Ｃ４ Ｃ５ ３００ ６００ １

Ｃ３ Ｃ４ ３００ ３００ ０５

Ｃ２ Ｃ３ １２０ １８０ ０２

Ｃ１ Ｃ２ １００ １００ ０１

表６　混合质控溶液制备
Ｔａｂ６　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｘｅｄｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

混合质控溶液　　　

（ｍｉｘｅｄｑｕａｌｉｔｙ　　　

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）　　　

溶质　　　

（ｓｏｌｕｔｅ）　　　

溶质体积

（ｓｏｌｕｔｅ

ｖｏｌｕｍｅ）／μＬ

溶剂体积

（ｓｏｌｖｅｎｔ

ｖｏｌｕｍｅ）／μＬ

终浓度

（ｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

高浓度（ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ） 混合质控工作液（ｍｉｘｅｄｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｗｏｒｋｉｎｇｆｌｕｉｄ） ８ ９９２ ８０

中浓度（ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ） 混合高浓度质控液（ｍｉｘｅｄｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ） １００ ９００ ８

低浓度（ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ） 混合中浓度质控液（ｍｉｘｅｄｍｅｄｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ） ３０ ７７０ ０３

２５　方法学考察
本研究根据２０２０年版《中华人民共和国药典》

第四部通则９０１２《生物样品定量分析方法验证指导
原则》中相关要求进行方法验证，包括专属性、线性、

准确度与精密度、稳定性。

２５１　专属性　分别对空白基质［移取匀浆液
３０μＬ，加入 ２００ｍｍｏｌ· Ｌ－１ ＤＴＴ溶液 １０μＬ、
５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１碳酸氢铵溶液４５μＬ、４００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＩＡＭ溶液 １０μＬ，１００ｎｇ·ｍＬ－１胰酶工作液１５μＬ、
０２％甲酸的２０％乙腈水溶液（含５ｎｍｏｌ·Ｌ－１的混
合内标）５５μＬ］和１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１混合标准曲线溶液
进行分析，考察方法的专属性。

结果显示，在所建立的色谱和质谱检测条件下，

不同肽段能够得到较好的分离，空白基质对各肽段

的测定无干扰。见图１。
２５２　线性　取“２４２”项下混合标准曲线溶液，
按“２３”项下条件进样检测，得２条标准曲线。利用
前后２条标准曲线对线性进行评估，可接受标准为
至少７５％的浓度点的回推浓度应在８５％～１１５％，定
量下限应在８０％～１２０％，且应包含至少１个定量下

限浓度点和 １个定量上限浓度点。相关系数 ｒ
应≥０９９。

使用 ＬａｂＳｏｌｕｔｉｏｎｓ对数据进行处理，使用定量处
理中校准曲线类型为二次曲线，零截距为未过原点，

加权为１／Ｃ２的方法对样品峰面积进行计算。结果见
图２，所有目标肽段ｒ均＞０９９９。
２５３　精密度和准确度　按照“２４２”项下方法配
制低、中、高浓度质控溶液，每个浓度平行６份。利
用随行标准曲线定量，测定３个批次混合低、中和高
浓度质控溶液的日内和日间精密度和准确度。准确

度可接受标准为混合低、中和高浓度质控溶液标示

值的±１５％；精密度的可接受标准为混合低、中和高
浓度质控溶液的ＲＳＤ≤１５％。

精密度和准确度结果见表７，日内准确度和日间
准确度的混合低、中和高浓度质控溶液都在标示值

的±１５％以内；日内精密度和日间精密度的混合低、
中和高浓度质控溶液的 ＲＳＤ％均≤１５％。该分析方
法的准确度和精密度符合《中华人民共和国药典》对

于生物样品分析方法方法学验证的要求，说明准确

度和精密度良好。
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Ｖ．１１β－ＨＳＤ１　Ａ．１１β－ＨＳＤ２

Ａ．空白基质（ｂｌａｎｋｍａｔｒｉｘ）　Ｂ．１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１混合标准曲线溶液（１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）

图１　代谢酶和转运体丰度的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定专属性结果

Ｆｉｇ１　ＳｐｅｃｉｆｉｃｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒＬＣ－ＭＳ／ＭＳｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｚｙｍｅａｎｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｂｕｎｄａｎｃｅ

２５４　稳定性　按照“２４２”项下方法配制混合
低、中和高浓度质控溶液，每个浓度平行３份。分别
于－２０℃和室温冻融循环３次后取出，并于室温下
保存至少４ｈ后进样分析；对于短期和长期稳定性，分
别于－２０℃冷冻保存２４ｈ和３０ｄ，取出后于室温下保
存至少４ｈ后进样分析。溶液稳定的标准为每个浓度
水平平均浓度准确性在理论浓度的８５％～１１５％。

结果如表８、９所示，短期稳定性、长期稳定性和
冻融稳定性的混合低、中和高浓度质控溶液都在标

示值的±１５％以内，证明溶液稳定性良好。
２６　样品检测结果
２６１　酶和转运体蛋白丰度测定结果　利用上述
分析方法对不同胎盘样品进行检测，样品蛋白丰度

（ｐｍｏｌ·ｇ－１）采用如下公式进行计算：　　　　
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Y=5.00×10-5X2+0.075 5X+0.009
r=0.999 6

Y=0.000 1X2+0.044 3X+0.006 7
r=0.999 4

Y=0.000 1X2+0.106 1X+0.008 7
r=1

Y=8.00×10-5X2+0.107 3X+0.011 5
r=0.999 8
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图２　ＣＹＰ３Ａ４、１１β－ＨＳＤ１、１１β－ＨＳＤ２和Ｐ－ｇｐ的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定标准曲线

Ｆｉｇ２　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆＬＣ－ＭＳ／ＭＳｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＣＹＰ３Ａ４，１１β－ＨＳＤ１，１１β－ＨＳＤ２ａｎｄＰ－ｇｐ

表７　目标肽段日间准确度和精密度结果
Ｔａｂ７　Ｔａｒｇｅｔｐｅｐｔｉｄｅｉｎｔｅｒ－ｄａｙａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

蛋白质　　

（ｐｒｏｔｅｉｎ）　　

准确度（ａｃｃｕｒａｃｙ）／％ 精密度（ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ）／％

混合低浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｌｏｗ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合中浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｍｅｄｉｕｍ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合高浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｈｉｇｈ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合低浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｌｏｗ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合中浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｍｅｄｉｕｍ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合高浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｈｉｇｈ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

ＣＹＰ３Ａ４ ９９３２±５８０ ９４４４±２８０ １０５５１±４０４ １０６６±１４５ ３４６±１３７ ２６４±１１１

Ｐ－ｇｐ １００６７±４８６ ９４３５±１７４ １００３６±４５０ ７６６±３４７ ２９５±１１２ ２８４±１２７

１１β－ＨＳＤ１ １０３５９±３００ ９９８０±３３７ １００５５±３５２ １１３９±３３６ ６０３±６３９ １９３±０１６

１１β－ＨＳＤ２ ９３５６±７５７ ９１０４±１２５ １０２１４±１３９ ５６４±０９２ １５１±０７５ ２２２±０３１

　注（ｎｏｔｅ）：表中的数据是３个批次，每个批次各６个平行的平均值±ＳＤ结果（ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｔｈｅａｖｅｒａｇｅ±ＳＤｒｅｓｕｌｔｓｏｆ６ｐａｒａｌｌｅｌｖａｌｕｅｓｆｏｒ

ｅａｃｈｏｆ３ｂａｔｃｈｅｓ）

样品蛋白丰度 ＝测定浓度 ×体积 ×稀释倍数 ×
１０００／组织质量

使用Ｒ语言（Ｖ４０１）软件对样品检测结果数
据进行正态分析、方差齐性分析、非参数检验和事后

多重比较等。

对于 ＣＹＰ３Ａ４和 １１β－ＨＳＤ１共 检 测 了
１０个胎盘，对于 Ｐ－ｇｐ和 １１β－ＨＳＤ２共检测了
１２个胎盘。其中有 ７个胎盘检测了所有酶和转

运体。

通过对样品检测结果的描述性统计分析可知

（表１０），在中国人足月胎盘中与地塞米松代谢相关
的酶和转运体蛋白丰度从高到低分别为１１β－ＨＳＤ２
（８４４６±５９９７）ｐｍｏｌ·ｇ－１、１１β－ＨＳＤ１（１１４４±
３７３）ｐｍｏｌ·ｇ－１、ＣＹＰ３Ａ４（８８３±２７８）ｐｍｏｌ·ｇ－１

和Ｐ－ｇｐ（７９４±４１０）ｐｍｏｌ·ｇ－１。图３显示了具
体的蛋白浓度分布情况。
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表８　短期和长期稳定性结果
Ｔａｂ８　Ｓｈｏｒｔ－ａｎｄｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓ

蛋白质　　

（ｐｒｏｔｅｉｎ）　　

短期稳定性（ｓｈｏｒｔ－ｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙ）／％ 长期稳定性（ｌｏｎｇｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙ）／％

混合低浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｌｏｗ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合中浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｍｅｄｉｕｍ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合高浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｈｉｇｈ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合低浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｌｏｗ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合中浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｍｅｄｉｕｍ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合高浓度

质控溶液

（ｍｉｘｅｄｈｉｇｈ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

ＣＹＰ３Ａ４ ８７０７±３８３ １０６４１±４８４ １０６５９±７１２ ８８０５±４６６ １０７２２±５１２ ８５４３±４７３

Ｐ－ｇｐ １０７１８±１０６９ ９９６５±２５７ ９８８７±１２７ １１３２９±１９９０ １００６１±４２４ ９９５４±０５８

１１β－ＨＳＤ１ ９８１７±２０２ １０２２５±１３０ １０１０１±０６８ １０１０６±２８１ １０１７５±１４７ １００７６±０７９

１１β－ＨＳＤ２ １０２６８±１４２０ １０２９０±２２９ １０２９７±０８５ ９３５６±８４６ １０２６９±０２５ ９８４６±０６４

表９　冻融稳定性结果
Ｔａｂ９　Ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗｓｔａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓ

蛋白质　

（ｐｒｏｔｅｉｎ）　

冻融稳定性（ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗｓｔａｂｉｌｉｔｙ）／％

混合低浓度质控溶液

（ｍｉｘｅｄｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合中浓度质控溶液

（ｍｉｘｅｄｍｅｄｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

混合高浓度质控溶液

（ｍｉｘｅｄｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）

ＣＹＰ３Ａ４ １０２７４±１５６ １１３１８±４９１ ８５４３±３７２

Ｐ－ｇｐ １１２５２±１１７７ １０１８３±１９９ ９９４５±０９１

１１β－ＨＳＤ１ ９９２８±４９７ １００４１±０８０ １０１２３±１３８

１１β－ＨＳＤ２ ９６２７±９４７ １０１１７±０３１ ９７１９±１４０

　注（ｎｏｔｅ）：表中的数据是３个平行的平均值±标准偏差（Ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｔｈｒｅｅｐａｒａｌｌｅｌｍｅａｎ±ＳＤ）

图３　中国孕妇孕晚期胎盘中 ＣＹＰ３Ａ４、１１β－ＨＳＤ１、１１β－ＨＳＤ２和
Ｐ－ｇｐ蛋白丰度结果（ｎ＝１０）
Ｆｉｇ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆＣＹＰ３Ａ４，１１β－ＨＳＤ１，
１１β－ＨＳＤ２ａｎｄＰ－ｇｐｉｎｔｈｅｐｌａｃｅｎｔａｏｆＣｈｉｎｅｓｅｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎｉｎ
ｔｈｅｔｈｉｒｄｔｒｉｍｅｓｔｅｒ

２６２　不同取样部位酶和转运体蛋白丰度比
对　将胎盘中各个酶和转运体不同取样部位 Ａ、Ｂ、Ｃ
的蛋白丰度进行比较，考察它们在胎盘不同部位的

分布是否有显著性差异。Ｐ－ｇｐ的取样部位 Ｃ、
１１β－ＨＳＤ１的取样部位 Ｃ、１１β－ＨＳＤ２取样部位 Ａ

和Ｃ的Ｐ＜００５，是非正态的，其余均符合正态分布。
对数值进行 ｌｇ或者 ｌｎ转换后，再进行正态性检验，
Ｐ－ｇｐ和１１β－ＨＳＤ１全部正态，１１β－ＨＳＤ２非正态；
进行方差齐性检验，Ｐ－ｇｐ、ＣＹＰ３Ａ４和１１β－ＨＳＤ１３
组方差的Ｐ＞００５，均为齐性；对 Ｐ－ｇｐ、ＣＹＰ３Ａ４和
１１β－ＨＳＤ１进行事后多重比较，选择常用的 Ｔｕｋｅｙ、
ＬＳＤ和Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ方法，结果显示，Ｐ－ｇｐ、ＣＹＰ３Ａ４和
１１β－ＨＳＤ１各组内不同取样位置的 Ａ、Ｂ、Ｃ检测结
果Ｐ＞００５，均无显著性差异（表１１）；对１１β－ＨＳＤ２
进行非参数检验，结果 Ｐ＞００５，未见显著性差
异（表１２）。

综上所述，Ｐ－ｇｐ、ＣＹＰ３Ａ４、１１β－ＨＳＤ１和
１１β－ＨＳＤ２在胎盘不同部位的分布无显著性差异，
可以不用考虑取样部位对检测结果的影响，这一结

果也与白人胎盘的统计结果一致。

２６３　国内外胎盘 Ｐ－ｇｐ丰度比对　将文献［１３］
中白人人群孕晚期胎盘 Ｐ－ｇｐ丰度数据与本研究实
测的中国孕晚期胎盘丰度数据（ｎ＝１２）进行比较，
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　　　　 表１０　中国孕妇孕晚期胎盘中Ｐ－ｇｐ、ＣＹＰ３Ａ４、１１β－ＨＳＤ１和１１β－ＨＳＤ２分析数据
Ｔａｂ１０　ＡｎａｌｙｓｉｓｄａｔａｏｆＰ－ｇｐ，ＣＹＰ３Ａ４，１１β－ＨＳＤ１ａｎｄ１１β－ＨＳＤ２ｉｎｔｈｅｐｌａｃｅｎｔａｏｆＣｈｉｎｅｓｅ

ｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎｉｎｔｈｅｔｈｉｒｄｔｒｉｍｅｓｔｅｒ

酶和转运体　　

（ｅｎｚｙｍｅｓａｎｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ）　　

中位数［２５％，７５％］

（ｍｅｄｉａｎ［Ｑ１，Ｑ３］）／

（ｐｍｏｌ·ｇ－１）

平均值±标准差

（ｍｅａｎ±ＳＤ）／

（ｐｍｏｌ·ｇ－１）

ＲＳＤ／

％

范围

（ｒａｎｇｅ）／

（ｐｍｏｌ·ｇ－１）

样本数

（ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｓａｍｐｌｅｓ）

ＣＹＰ３Ａ４ ８９１［７１７，１０６６］ ８８３±２７８ ３１５ １１２～１４９０ １０００

１１β－ＨＳＤ１ １１４１［８４１，１３４６］ １１４４±３７３ ３２６ ５５７～２０４８ １０００

Ｐ－ｇｐ ７３２［４８８，９７４］ ７９４±４１０ ５１７ ３０３～２２７９ １２００

１１β－ＨＳＤ２ ６７４１［４７０１，１０１６６］ ８４４６±５９９７ ７１０ １７５１～３２６４１ １２００

表１１　事后多重比较结果
Ｔａｂ１１　Ｐｏｓｔｈｏｃｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

蛋白种类　　　

（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｐｅ）　　　

因变量

（ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｖａｒｉａｂｌｅ）

蛋白（Ｉ）

［ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｉ）］

蛋白（Ｊ）

［ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｊ）］

标准误差

（ｓｔａｎｄａｒｄ

ｅｒｒｏｒ）

显著性

（ｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｃｅ）

９５％置信区间

（９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ）

［下限（ｌｏｗｅｒ），上限（ｕｐｐｅｒ）］

Ｐ－ｇｐ ＤＶＬＧ ＴｕｋｅｙＨＳＤ Ａ Ｂ ００８８７６ ０８０１ ［－０１６１３，０２７４３］

Ｃ ００８８７６ ０６４９ ［－０１３８５，０２９７０］

Ｂ Ａ ００８８７６ ０８０１ ［－０２７４３，０１６１３］

Ｃ ００８８７６ ０９６５ ［－０１９５１，０２４０５］

Ｃ Ａ ００８８７６ ０６４９ ［－０２９７０，０１３８５］

Ｂ ００８８７６ ０９６５ ［－０２４０５，０１９５１］

ＬＳＤ Ａ Ｂ ００８８７６ ０５２９ ［－０１２４０，０２３７１］

Ｃ ００８８７６ ０３７８ ［－０１０１３，０２５９８］

Ｂ Ａ ００８８７６ ０５２９ ［－０２３７１，０１２４０］

Ｃ ００８８７６ ０８００ ［－０１５７９，０２０３３］

Ｃ Ａ ００８８７６ ０３７８ ［－０２５９８，０１０１３］

Ｂ ００８８７６ ０８００ ［－０２０３３，０１５７９］

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ Ａ Ｂ ００８８７６ １０００ ［－０１６７３，０２８０４］

Ｃ ００８８７６ １０００ ［－０１４４６，０３０３１］

Ｂ Ａ ００８８７６ １０００ ［－０２８０４，０１６７３］

Ｃ ００８８７６ １０００ ［－０２０１２，０２４６６］

Ｃ Ａ ００８８７６ １０００ ［－０３０３１，０１４４６］

Ｂ ００８８７６ １０００ ［－０２４６６，０２０１２］

ＣＹＰ３Ａ４ ＤＶ ＴｕｋｅｙＨＳＤ Ａ Ｂ １２１８２４３ ０９５８ ［－２６７８９，３３６２１］

Ｃ １２１８２４３ ０２３２ ［－０９７７９，５０６３１］

Ｂ Ａ １２１８２４３ ０９５８ ［－３３６２１，２６７８９］

Ｃ １２１８２４３ ０３５７ ［－１３１９５，４７２１５］

Ｃ Ａ １２１８２４３ ０２３２ ［－５０６３１，０９７７９］

Ｂ １２１８２４３ ０３５７ ［－４７２１５，１３１９５］

ＬＳＤ Ａ Ｂ １２１８２４３ ０７８１ ［－２１５８０，２８４１２］

Ｃ １２１８２４３ ０１０５ ［－０４５７０，４５４２２］

Ｂ Ａ １２１８２４３ ０７８１ ［－２８４１２，２１５８０］

Ｃ １２１８２４３ ０１７４ ［－０７９８６，４２００６］

Ｃ Ａ １２１８２４３ ０１０５ ［－４５４２２，０４５７０］
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表１１（续）

蛋白种类　　　

（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｐｅ）　　　

因变量

（ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｖａｒｉａｂｌｅ）

蛋白（Ｉ）

［ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｉ）］

蛋白（Ｊ）

［ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｊ）］

标准误差

（ｓｔａｎｄａｒｄ

ｅｒｒｏｒ）

显著性

（ｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｃｅ）

９５％置信区间

（９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ）

［下限（ｌｏｗｅｒ），上限（ｕｐｐｅｒ）］

Ｂ １２１８２４３ ０１７４ ［－４２００６，０７９８６］

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ Ａ Ｂ １２１８２４３ １０００ ［－２７６７９，３４５１１］

Ｃ １２１８２４３ ０３１５ ［－１０６６９，５１５２１］

Ｂ Ａ １２１８２４３ １０００ ［－３４５１１，２７６７９］

Ｃ １２１８２４３ ０５２２ ［－１４０８５，４８１０５］

Ｃ Ａ １２１８２４３ ０３１５ ［－５１５２１，１０６６９］

Ｂ １２１８２４３ ０５２２ ［－４８１０５，１４０８５］

１１β－ＨＳＤ１ ＤＶＬＧ ＴｕｋｅｙＨＳＤ Ａ Ｂ ００６５０３ ０９１３ ［－０１３４８，０１８７７］

Ｃ ００６５０３ ０４８４ ［－００８５５，０２３６９］

Ｂ Ａ ００６５０３ ０９１３ ［－０１８７７，０１３４８］

Ｃ ００６５０３ ０７３２ ［－０１１１９，０２１０５］

Ｃ Ａ ００６５０３ ０４８４ ［－０２３６９，００８５５］

Ｂ ００６５０３ ０７３２ ［－０２１０５，０１１１９］

ＬＳＤ Ａ Ｂ ００６５０３ ０６８８ ［－０１０７０，０１５９８］

Ｃ ００６５０３ ０２５５ ［－００５７７，０２０９１］

Ｂ Ａ ００６５０３ ０６８８ ［－０１５９８，０１０７０］

Ｃ ００６５０３ ０４５５ ［－００８４１，０１８２７］

Ｃ Ａ ００６５０３ ０２５５ ［－０２０９１，００５７７］

Ｂ ００６５０３ ０４５５ ［－０１８２７，００８４１］

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ Ａ Ｂ ００６５０３ １０００ ［－０１３９６，０１９２４］

Ｃ ００６５０３ ０７６４ ［－００９０３，０２４１７］

Ｂ Ａ ００６５０３ １０００ ［－０１９２４，０１３９６］

Ｃ ００６５０３ １０００ ［－０１１６７，０２１５３］

Ｃ Ａ ００６５０３ ０７６４ ［－０２４１７，００９０３］

Ｂ ００６５０３ １０００ ［－０２１５３，０１１６７］

Ｃ ２５１１４ ０６２１ ［－６３６２１，３８５７０］

　注（ｎｏｔｅ）：ＤＶＬＧ经对数转换后的观测值（ｌｏｇ－ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ）；ＴｕｋｅｙＨＳＤ杜凯氏差距（Ｔｕｋｅｙ’ｓｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）；ＬＳＤ：最小显著性差异

法（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄ）；Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ一种多重检验矫正方法（ａｍｕｌｔｉｐｌｅ－ｔｅｓｔｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ）。

表１２　假设检验总结
Ｔａｂ１２　Ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓｔｅｓｔｓｕｍｍａｒｙ

零假设（ｎｕｌｌｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ）　　　　　 检验（ｔｅｓｔ）　　　 显著性（ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ） 结论（ｄｅｃｉｓｉｏｎ）

ＤＶ在胎盘不同部位中的分布是相同的

（ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＤＶｉｓｔｈｅｓａｍｅａｃｒｏｓｓｃａｔｅｇｏｒｉｒｓｏｆＬＣ）

独立样本Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ检验

（ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＳａｍｐｌｅｓＫｒｕｓｋａｌ－ＷａｌｌｉｓＴｅｓｔ）

０９４７ 保留零假设

（ｒｅｔａｉｎｔｈｅｎｕｌｌｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ）

考察二者之间是否有显著性差异（图４）。白人数据
的Ｐ＜００５，不符合正态，对其进行对数转换；对数转
换后，２组数据 Ｐ＞００５，均符合正态分布；２组数据
方差 Ｐ＞００５，均为齐性；用独立样本 Ｔ检验，

Ｐ＜００５，２组有显著性差异（表１３）。以上数据说明
中国人胎盘 Ｐ－ｇｐ丰度与白人胎盘Ｐ－ｇｐ丰度存在
着显著性差异，白人胎盘的 Ｐ－ｇｐ丰度数据不能直
接替代中国人胎盘的Ｐ－ｇｐ丰度数据。
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Ｔ１．孕早期（ｆｉｒｓｔｔｒｉｍｅｓｔｅｒ）　Ｔ２．孕中期（ｓｅｃｏｎｄｔｒｉｍｅｓｔｅｒ）　ｔｅｒｍ．足月

期（ｔｅｒｍ）

图４　白人不同妊娠期Ｐ－ｇｐ蛋白丰度和中国人孕晚期 Ｐ－ｇｐ蛋白

丰度

Ｆｉｇ４　Ｐ－ｇｐｐｒｏｔｅｉｎａｂｕｎｄａｎｃｅｉｎｗｈｉｔｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ

ｓｔａｇｅｓａｎｄＣｈｉｎｅｓｅｉｎｔｈｉｒｄｔｒｉｍｅｓｔｅｒ

３　讨论
本研究利用靶向蛋白组学方法对中国孕妇胎盘

中地塞米松相关代谢酶和转运体的蛋白丰度进行了

定量测定，该方法不依赖于蛋白质标准品的可用性。

通过本研究表明相关代谢酶和转运体在胎盘的不同

部位的分布没有显著差异，但中国人孕晚期胎盘处

的Ｐ－ｇｐ丰度和白人胎盘处的 Ｐ－ｇｐ丰度存在着显
著差异。

本研究中关于流动相的组成最初选用 Ａ相
（０２％甲酸－水）和Ｂ相（０２％甲酸－乙腈）进行梯
度洗脱。该条件下低浓度标准曲线样品无法准确定

量，因此考虑在流动相中加入促进多肽质谱响应的

试剂乙二醇。经过对比分析该方法并不能有效提高

目标肽段的响应，随后利用独立液相泵于柱后恒速

输入含有乙二醇的乙腈溶液，结果质谱响应有明显

表１３　中外孕妇胎盘Ｐ－ｇｐ蛋白丰度独立样本Ｔ检验结果
Ｔａｂ１３　ＰｏｓｔｈｏｃｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓＩｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓａｍｐｌｅＴ－ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｌａｃｅｎｔａｌＰ－ｇｐｐｒｏｔｅｉｎａｂｕｎｄａｎｃｅ

ｉｎＣｈｉｎｅｓｅａｎｄｆｏｒｅｉｇｎｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎ

统计量

方差（双侧）

［ｖａｒｉａｎｃｅ

（２－ｔａｉｌｅｄ）］

均值差值

（ｍｅａｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）

标准误差值

（ｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）

差值的９５％置信区间

（９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）

［下限（ｌｏｗｅｒ），上限（ｕｐｐｅｒ）］

ＤＶＬＧ 假设方差相等（ｅｑｕａｌｖａｒｉａｎｃｅｓａｓｓｕｍｅｄ） ００００ ０２９１１９ ００６９１０ ［０１４９４２，０４３２９７］

假设方差不相等（ｅｑｕａｌｖａｒｉａｎｃｅｓｎｏｔａｓｓｕｍｅｄ） ００００ ０２９１１９ ００６３６５ ［０１６０４９，０４２１９０］

提升，经过不同浓度乙二醇比例的测试，最终确定

０５％乙二醇作为Ｃ相进行目标肽段的分析。
本研究对于代谢酶和转运体蛋白丰度定量方

法仍然存在一定局限性，首先本研究假设所有酶和

转运体都存在于合体滋养层细胞膜上，且都具有活

性［１４］，但一些其他类型的胎盘细胞（比如内皮细

胞）上也存在一些酶或转运体［１５］，因此，本研究检

测方法得到的结果可能会高估合体滋养层细胞质

膜上的酶和转运体。此外，代谢酶或转运体的活性

不一定和蛋白表达水平完全一致，因此后期也需要

结合多种酶活测定方法对本研究结论进行补充和

印证。再有，本研究中胎盘样品都是足月的，缺乏

孕早期和孕中期等不同妊娠阶段的胎盘样品，无法

考察妊娠发育动力学对胎盘中酶和转运体丰度含

量变化的影响。此外，本研究只选取了１条肽段进
行定量，后续可进一步考察其他特征肽段的选取对

样品定量的影响。尽管仍有不足，本研究所建立的

策略和分析方法能够用于４种涉及地塞米松转运
和代谢相关的酶和转运体蛋白丰度的绝对定量分

析，可为类似研究提供参考和依据。

４　结论
本研究建立了人胎盘中 １１β－ＨＳＤ１、１１β－

ＨＳＤ２、ＣＹＰ３Ａ４和 Ｐ－ｇｐ靶向蛋白组学定量分析方
法，该方法专属性强，灵敏度高，方法学验证结果显

示该方法能够用于中国孕妇胎盘中４种蛋白绝对丰
度的测定。样品测定结果显示中国孕妇孕晚期胎盘

样品中各代谢酶和转运体在不同部位的分布没有显

著差异，但中国人足月胎盘中 Ｐ－ｇｐ的丰度略高于
白人足月胎盘中 Ｐ－ｇｐ的丰度，且二者存在着显著
性差异。
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