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摘要：目的　建立测定鲑降钙素血药浓度的高效液相色谱串联质谱
（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）方法。方法　用有机试剂沉淀血浆样品，离心分离取上清，再
进行浓缩、复溶、进样，用 ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＪｕｐｉｔｅｒ Ｃ４－３００Ａ色谱柱（２１ｍｍ×
５００ｍｍ，５０μｍ）进行色谱分离，流动相为０１％甲酸水（Ａ）－０１％甲酸乙腈
（Ｂ）；梯度洗脱，流速为０５０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为５０℃，进样量为２０μＬ。以定
制的同位素化合物为内标，用电喷雾电离源，用正电离模式，以多反应监测的方

式进行扫描。考察该方法的专属性、标准曲线、定量下限、精密度、准确度、回收

率、基质效应和稳定性。结果　方法的专属性结果良好，待测物与内标之间相互
无干扰，鲑降钙素的标准曲线线性范围为 ２００、４００、１０００、５０００、１００００、
２００００、３６０００、４００００ｐｇ·ｍＬ－１，标准曲线为 ｙ＝２９８×１０－２ｘ＋５３０×１０－３

（Ｒ２＝０９９７４），定量下限为２００ｐｇ·ｍＬ－１。日内、日间相对标准偏差（ＲＳＤ）
均小于 １５％，提取回收率为 ６０１３％ ～７５３９％ （ＲＳＤ＜１５％），基质效应为
９７４５％～１０９７２％ （ＲＳＤ＜１０％）。基质样品在实验台室温放置２４ｈ、在 －２０℃
和－７０℃下反复冻融进行５次、在－２０℃和－７０℃冻存 ４９ｄ以及处理后样品
在自动进样器中放置３３３ｈ的稳定性经验证，准确度在９７０３％ ～１０８６４％，均
稳定。结论　本研究建立的 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法简单、快速、灵敏度高、专属性
好，可用于药代动力学研究中血浆样本的检测。
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　　人源降钙素（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ，ＣＴ）是由 ３２个氨基酸组
成的多肽类激素，与靶细胞膜上的降钙素受体

（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＴＲ）特异性结合，发挥降低破骨
细胞活性、减少破骨细胞数量、抑制破骨细胞吸收的

作用。鲑鱼降钙素的生物活性比人源降钙素高５０倍
左右，更有效的稳定血钙，抑制小肠对于Ｃａ２＋的吸收，
降低体内血 Ｃａ２＋浓度，使血中游离 Ｃａ２＋向骨组织中
转化；并有效的抑制肾小管对钙和磷的重吸收，增加

尿Ｃａ２＋流失，并具有缓解骨痛的作用［１－２］。目前报道

中，检测人血浆中鲑鱼降钙素含量的方法有酶联免疫

吸附 测 定 （ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）法［３］和高效液相色谱串联质谱（ｈｉｇｈ－
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法［４］，相较与 ＨＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ法，ＥＬＩＳＡ 法 定 量 下 限 虽 能 够 达 到
２５０ｐｇ·ｍＬ－１，但是特异性较差，而 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
法的灵敏度目前报道定量下限仅有１００ｎｇ·ｍＬ－１，
不能够满足药代研究需求。本研究建立高效液相色

谱串联质谱法检测人血浆中的鲑降钙素的浓度，定量

下限为２００ｐｇ·ｍＬ－１，并通过方法学验证确认各考
察指标均符合相关指导原则的要求［５－６］，以期为鲑降

钙素的进一步临床研究提供支持。

材料与方法

１　材料
试剂　鲑降钙素，规格：每支 １０ｍｇ，纯度：

８９２％，批号：１４０６６５－２０２３０５，中国食品药品检定研
究院生产；鲑降钙素同位素内标，规格：每支１０ｍｇ，
纯度：９５７２％，批号：Ｐ２４０４１８－ＬＲ１１５８７３３，岛吉尔生
化（上海）有限公司生产；甲醇、乙腈、异丙醇、乙酸、甲

酸，均由美国ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司提供。
仪器　ＴＲＩＰＬＥＱＵＡＤ７５００三重四极杆质谱仪，

美国ＳＣＩＥＸ公司产品；ＬＣ－４０ＤＸ３液相色谱仪，日本
岛津公司产品；３－１８ＫＳ型低温高速离心机，美国
Ｓｉｇｍａ公司产品；ＮＶ９６－Ｇ－８氮吹仪，美国Ａｇｅｌａ公司
产品。

２　测定方法、标准溶液配制与血浆样品处理
色谱条件　色谱柱：ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＪｕｐｉｔｅｒ Ｃ４－

３００Ａ（２０ｍｍ×５００ｍｍ，５０μｍ），流动相 Ａ：０１％
甲酸水溶液，流动相 Ｂ：０１％甲酸乙腈溶液，柱温：
５０℃，进样器温度：４℃，进样量：２００μＬ，流速：
０５０ｍＬ·ｍｉｎ－１，梯度洗脱，梯度程序为０～０５ｍｉｎ：
２０％Ｂ，０５～２０ｍｉｎ：２０％ ～３３％Ｂ，２０～２７ｍｉｎ：
３３％Ｂ，２７０～３３ｍｉｎ：３３％～７０％Ｂ，３３～４０ｍｉｎ：
７０％Ｂ，４１～５０ｍｉｎ：２０％Ｂ。

质谱条件　应用 ＴＲＩＱＵＡＤ７５００三重四极杆串
联质谱仪，电喷雾电源用正电离模式，以多反应监测

的方式进行扫描。气帘气气压：４０ｋＰａ，碰撞气气压：
１１ｋＰａ，离子源喷射电压：３５００Ｖ，离子源温度：
５００℃，雾化气气压：７５ｋＰａ，辅助气气压：７５ｋＰａ。鲑
降钙素和同位素内标的碰撞电压均为３３Ｖ，离子对分
别 为 ｍ／ｚ８５８９２→ １１０６９９９、ｍ／ｚ８６０７０→
１１０９２００。

对照品和内标储备液的配制　分别精密称取对
照品及内标置于量瓶中，甲醇∶水∶乙酸∶血浆
（３００∶６００∶１００∶０１，ｖ∶ｖ∶ｖ∶ｖ）溶解并定容，制成
１００ｍｇ·ｍＬ－１质量浓度的储备液。

对照品标准曲线工作液、质控样品工作液和内标

工作液的配制　分别取储备液适量，用甲醇∶水∶乙酸∶
血浆（３００∶６００∶１００∶０１，ｖ∶ｖ∶ｖ∶ｖ）稀释系列质量浓
度溶液，标准曲线工作液中鲑降钙素的质量浓度为
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４００、８００、２０００、１００００、２００００、４００００、７２０００、
８００００ｐｇ·ｍＬ－１。质控样品工作液中鲑降钙素的质
量浓度为１２０、２４００、６４００ｐｇ·ｍＬ－１。同位素内标用
甲醇∶水∶乙酸∶血浆（３００∶６００∶１００∶０１，ｖ∶ｖ∶ｖ∶ｖ）
稀释至２０００ｐｇ·ｍＬ－１质量浓度的内标工作液。

标准曲线样品和质控样品的配制　取系列标准曲
线工作液 ２０μＬ于管中，加入空白血浆 ３８０μＬ，
涡旋３０ｓ，得到鲑降钙素的质量浓度分别２００、４００、
１０００、５０００、１００００、２００００、３６０００、４００００ｐｇ·ｍＬ－１

的标准曲线样品。取系列质控样品工作液２０μＬ于
管中，加人空白血浆３８０μＬ，涡旋３０ｓ，得到鲑降钙素
的质量浓度分别６００、１２０００、６００００ｐｇ·ｍＬ－１的质
控样品。

血浆样品处理　精密吸取血浆样品２００μＬ，置于
９６孔处理板中；分别加入内标工作液５０μＬ和沉淀溶
液（０１％甲酸乙腈溶液）８００μＬ，以８００ｒ·ｍｉｎ－１涡旋
混合１０ｍｉｎ；在低温（２～８℃）下、以４０００ｒ·ｍｉｎ－１高速
离心１０ｍｉｎ；吸取上清液８００μＬ，置于氮吹仪５０℃氮
气吹干，再加入 １０％乙腈水溶液（含 ０１％甲酸）
１５０μＬ复溶，以１２００ｒ·ｍｉｎ－１涡旋３ｍｉｎ，混合均匀；
进样２００μＬ进行ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
３　方法学考察

专属性　取６份不同来源的空白人血浆分别配
制双空白（ｄｏｕｂｌｅｂｌａｎｋ，ＤＢ）样品，并配制只含有内标
的零浓度（ｂｌａｎｋ，ＢＫ）样品及仅含有各对照品的标准
血浆样品，按“血浆样品处理”项下方法处理，分析得

到相应色谱图。

标准曲线与定量下限　按“标准曲线样品和质控
样品的配制”项处理，配置成系列标准血浆样品，鲑降

钙素的质量浓度分别为 ２００、４００、１０００、５０００、
１００００、２００００、３６０００、４００００ｐｇ·ｍＬ－１，按照“血
浆样品处理”项下方法处理，并测定峰面积。以待测

物与内标的峰面积比（ｙ）对待测物浓度（ｘ）作图，以
１／ｘ２作为加权因子，使用加权最小二乘法进行线性的
回归。并以Ｓ／Ｎ≥ｌ０，准确度和精密度满足要求的标
准曲线的最低浓度为定量下限。

精密度与回收率　按“标准曲线样品和质控样品
的配制”项处理，配制成低、中、高３个质量浓度的质
控样品，鲑降钙素的质量浓度分别为 ６００、１２０００、
６００００ｐｇ·ｍＬ－１，按照“血浆样品处理”项下方法处
理，在同１ｄ内处理并测定，考察日内精密度与准确
度，连续３ｄ处理并测定，考察日间精密度与准确度。
取空白人血浆，按“标准曲线样品和质控样品的配制”

项处理，配制成低、中、高３个质量浓度的质控样品，

再按照“血浆样品处理”项样品处理方法进行处理，制

备正常预处理的低、中、高质量浓度的模拟血浆样品，

上述样品进样分析得待测物的峰面积为“Ａ”。另按
“血浆样品处理”项方法处理空白人血浆 ２００μＬ，以
处理后的溶液作为稀释液，加人质控工作液，配制成

低、中、高３个质量浓度的含基质的质控样品，上述样
品进样分析得待测物的峰面积为“Ｂ”。提取回收率＝
Ａ／Ｂ×１００％。

基质效应　按“血浆样品处理”项方法处理６个
不同来源的空白人血浆２００μＬ，以处理后的溶液作为
稀释液，加人质控工作液，配制成低、中、高３个质量
浓度的含基质的质控样品，上述样品进样分析得待测

物的峰面积为“Ｂ”。用纯水代替空白人血浆，按“血
浆样品处理”项方法进行处理，用处理后的溶液稀释

质控工作液，配制成低、中、高３个浓度的不含基质的
质控样品，上述样品进样分析得待测物的峰面积为

“Ｃ”。基质效应＝Ｂ／Ｃ×１００％。
稳定性　按“含药血浆的制备”项处理，制备低、

高２个质量浓度的质控血浆样品，分别考察实验台室
温放置 ２４ｈ、在 －２０℃和 －７０℃下反复冻融进行
５次、在－２０℃和－７０℃冻存 ４９ｄ的长期稳定性以
及处理后样品在自动进样器中放置３３３ｈ的稳定性。
按照“血浆样品处理”项操作方法对样品处理进行处

理，并进行分析。

残留效应　按“标准曲线样品和质控样品的配
制”项处理，依序进样定量下限、标准曲线最高点及空

白基质样本，以空白基质在待测物和ＩＳ保留时间处的
峰面积与定量下限处的比值，考察本方法的残留

效应。

结　　果

１　方法学评价
专属性　在本实验条件下，鲑降钙素和同位素内

标的保留时间分别为２１９和２１９ｍｉｎ，标准血浆样
品色谱图峰形良好，血浆中内源性物质不干扰检测，

待测物之间无相互干扰，色谱图见图１。
标准曲线与定量下限　鲑降钙素的标准曲线方

程为 ｙ＝２９８×１０－２ｘ＋５３０×１０－３（线性范围
２００～４００００ｐｇ·ｍＬ－１，Ｒ２＝０９９７４）。待测药物在
各自的浓度范围内线性关系良好，相关系数（Ｒ２）均大
于０９９。定量下限均为２００ｐｇ·ｍＬ－１。

精密度与回收率　对各化合物，低、中、高３个质
量浓度的批内和批间 ＲＳＤ均小于１５％，准确度均在
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８５％～１１５％，准确度和精密度均符合对方法学验证
的要求。鲑降钙素在低、中、高质控浓度下的提取回

收率在６０１３％～７５３９％，且提取回收率的总变异系
数均小于１５％，提取回收率一致性良好，见表１。

基质效应　低、高质量浓度质控样品中，鲑降钙
素的 经 内 标 归 一 化 的 基 质 效 应 因 子 范 围 为

９７４５％～１０９７２％，结 果 符 合 相 关 要 求，均 在
８５％～１１５％之间。

稳定性　低、高浓度质控样品在实验台室温放置

２４ｈ、在－２０和 －７０℃下反复冻融进行５次、在 －２０
和－７０℃冻存 ４９ｄ以及处理后样品在自动进样器中
放置３３３ｈ的稳定性经验证，均稳定，鲑降钙素的准确
度在９７０３％～１０８６４％。

残留效应　最高浓度校正标样后连续分析的１个
空白基质样品在分析物保留时间处无明显干扰峰，内

标保留时间处也无明显干扰峰，结果符合相关要求，

说明
$

质量浓度样品对低质量浓度样品的测定无残

留影响。

表１　人血浆中ＧＬＴ浓度在批内和批间精密度、准确度与提取回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈａｎｄｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆＧＬＴｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝６） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝３６）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｐｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）
ＲＳＤ（％） ＲＥ（％）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｐｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）
ＲＳＤ（％） ＲＥ（％）

Ａｂｓｏｌｕｔｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％）

２００ １８０±００７ ３６７ －９９２ ２０２±０２５ １２２３ １１６ －

ＧＬＴ ６００ ６２０±０２０ ３３０ ３３３ ６２７±０４３ ６８６ ４５０ ７５３９

１２０００ １１４±４６７ ４１０ －５１４ １２３±８９７ ７２６ ２８７ ６３００

３２０００ ３０７±８５７ ２７９ －３９６ ３２３±１５３２ ４７４ １０７ ６０１３

ＳＤ：Ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ

图 １　鲑降钙素（ＧＬＴ）及其内标（ＩＳ）的典型质谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｃａｌｃｔｉｏｎｉｎ（ＧＬＴ）ａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（ＩＳ）
Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；Ｂ：Ｓａｍｐｌｅｐｌａｓｍａ

讨　　论

鲑降钙素一般给药剂量是１ｍＬ／５０ＩＵ，检测定量

下限需要达到 ｐｇ级别，而多肽药物一直具有非特异
性吸附与残留、仪器响应低、稳定性差、内源性干扰多

等特点，导致多肽药物在生物样品分析中面临很多的

挑战。
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ＫＡＲＳＤＡＬ等［３］用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法对人血清中鲑
降 钙 素 进 行 定 量 分 析，但 是 定 量 下 限 为

１００ｎｇ·ｍＬ－１，而实际药代动力学样本中浓度极低。
为了获取更为完整的更为准确的药代参数评估其安

全性，ＳＯＮＧ等［４］用ＥＬＩＳＡ法对人血浆中鲑降钙素进
行定量分析，定量下限达到 ２５０ｐｇ·ｍＬ－１。本研
究既采用高灵敏度的美国 ＳＣＩＥＸ公司的 ＴＲＩＰＬＥ
ＱＵＡＤ７５００三重四极杆质谱仪，并结合提取方法
采用沉淀蛋白后浓缩法进行提纯样品，最终达到定

量下限为２００ｐｇ·ｍＬ－１，且方法专属性、重现性
良好。

多肽药物普遍存在多电荷分布，但是质谱采用多

重反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）模式
中碰撞诱导解离（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，ＣＩＤ）
会产生大量的不同碎片离子，反而会稀释质谱响

应，且由于鲑降钙素分子量大，同位素峰分布也会

降低质谱信号。为了提高灵敏度和特异性，本研究

筛选不同电荷数的母离子和碎片离子，特异性差、

背景高的低质量区间的碎片离子不采用，而优先考

察特异性强的较大碎片离子，最终鲑降钙素选择带

离子对ｍ／ｚ８５８９２→１１０６９９９达到最佳的特异性
和灵敏度。

多肽是一种两性化合物，主要是由氨基酸组成

的，而氨基酸上的氨基带有正电荷，羧基又带有负电

荷，静电作用很强，加上多肽的分子结构相对较大，易

疏水，所以易吸附到固体表面，包括液相管路、色谱

柱、玻璃瓶和ＥＰ管上。经过实践，在对照品的储备液
和工作液配置过程中需使用的特定溶剂甲醇∶水∶
乙酸∶血浆（３００∶６００∶１００∶０１，ｖ∶ｖ∶ｖ∶ｖ）可以有效
的降低特异性吸附的影响，原因主要是额外添加酸调

节ｐＨ值改变化合物的离子状态，同时添加少量空白
血浆可以提高血浆蛋白结合竞争力从而抑制非特异

性吸附。

血浆中鲑降钙素的提取方法，文献报道一般用固

相萃取以纯化样品减少内源性干扰，提高灵敏度至

２５０ｐｇ·ｍＬ－１［７］。但是本研究考虑方法后续的高通
量使用，优化了蛋白沉淀法提取鲑降钙素后进行氮吹

浓缩，如此不仅操作简单、快速、提高通量，而且有效

　　

降低成本。内源性干扰用 ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＪｕｐｉｔｅｒ Ｃ４－
３００Ａ（２０ｍｍ×５００ｍｍ，５０μｍ）色谱柱，结合梯度
洗脱，能够有效的将相关干扰峰进行基线分离，不影

响方法的准确度。本方法的提取回收率达到

６０１３％～７５３９％，且低、中、高不同浓度的提取回收
率变异系数不到１５％，一致性良好，完全满足方法的
重现性，定量下限可达２００ｐｇ·ｍＬ－１。

最终成功的建立 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定人血浆
中鲑降钙素的浓度，适用于鲑降钙素药物的药代动力

学及生物等效性研究。
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