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超高效液相色谱 － 串联质谱法同时快速检测微量
血清中 ６ 种脂溶性维生素
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１􀆰 安徽省第二人民医院（安徽省职业病防治院）职业卫生实验室，安徽 合肥 ２３００４１；
２􀆰 中国疾病预防控制中心营养与健康所，国家卫生健康委员会微量元素与营养重点实验室

摘要：目的　 建立超高效液相色谱 －串联质谱法（ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）同时快速检测微量血清中维生素 Ａ、维生素 Ｄ（２５ －
ＯＨ － ＶＤ２、２５ － ＯＨ － ＶＤ３）、维生素 Ｅ（α － 、β －和 γ －生育酚）的方法。 方法　 血清中脂溶性维生素经甲醇 －乙腈（５０：
５０， ｖ ／ ｖ）沉淀蛋白、正己烷萃取，以 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５ 色谱柱为分离柱，２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵 － ０􀆰 １％ 甲酸水溶液和

甲醇为流动相，梯度洗脱，电喷雾电离（ＥＳＩ ＋ ）、多反应监测（ＭＲＭ）模式下检测，同位素内标法定量。 结果　 血清中 ６
种脂溶性维生素线性范围内线性关系良好，相关系数 ｒ ＞ ０􀆰 ９９５；６ 种脂溶性维生素的检测限为 ０􀆰 ２０ ～ １􀆰 ２５ ｎｇ ／ ｍｌ，定量

限为 ０􀆰 ３９ ～ ３􀆰 ８８ ｎｇ ／ ｍｌ；加标回收率为 ８６􀆰 ６％ ～ １０７􀆰 ７％ ，日内精密度 ＜ ９􀆰 ６％ ，日间精密度 ＜ ９􀆰 ３％ 。 ＮＩＳＴ 标准参照品

ＳＲＭ ９６８ｆ 验证方法准确度，结果偏差均在 ５％以内。 结论　 本方法准确度高、重现性好、用血量少，适于婴幼儿等采血

困难者微量血样中多种脂溶性维生素的同时快速检测。
关键词：脂溶性维生素；血清；超高效液相色谱 －串联质谱法（ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）
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　 　 维生素在人体生长代谢过程中发挥着重要作用，
是人体必须的微量营养素，缺乏或过量都会对人体健

康产生不利影响。 维生素 Ａ、Ｄ、Ｅ 是脂溶性维生素，
研究表明缺乏这些维生素会增加患夜盲症、骨质疏

松、心血管疾病及免疫系统相关疾病的风险［１］，婴幼

儿及未成年人缺乏其对生长发育的影响则更为明

显［２ － ４］。 目前维生素检测的方法主要有高效液相色

谱法［５ － ７］、液相色谱 － 串联质谱法［８ － １４］ 等，其中液相

色谱 －串联质谱法因其灵敏度高、重现性好、可同时

快速检测多种维生素已成为很多临床实验室的首选

方法。 但是目前的液相色谱 － 串联质谱方法血液需

求量较大［１０，１３］，检测项目单一［８ － ９，１４］ 或检测时间较

长［１１］，不能满足临床同时快速检测多个项目的需求，
特别是婴幼儿采血困难采血量很难满足需求。 虽然

已有部分学者建立微量检测方法用于维生素检测，但
是这些方法需要衍生化过程，前处理复杂耗时较

长［８ － ９，１４］。 因此，建立能够用微量血液同时快速检测

多种维生素的方法满足临床不同年龄段的检测需求

显得尤为必要。
此外，视黄醇，维生素 Ｄ 的代谢产物 ２５ － ＯＨ －

ＶＤ２、２５ － ＯＨ － ＶＤ３，α －生育酚是脂溶性维生素维生

素 Ａ、Ｄ、Ｅ 在血液循环中的主要存在形式，常作为脂

溶性维生素检测的首选指标［１５ － １８］。 γ － 生育酚是维

生素 Ｅ 主要的饮食摄入形式，但其与 α － 生育酚转移

蛋白（α － ＴＴＰ）的亲和力较低，在体内含量较 α － 生

育酚低，但是，近年来文献报道其在人体健康活动中

也扮演着重要角色［１９］。 本文建立超高效液相色谱 －
串联质谱法（ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）同时快速检测微量血清

中视黄醇，维生素 Ｄ（２５ － ＯＨ － ＶＤ２、２５ － ＯＨ － ＶＤ３）
和 α － 、β － 、γ －生育酚的方法，满足临床各年龄段尤

其是对婴幼儿同时快速检测多种维生素的需求。

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂　 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ － ＴＱＤ 液质联用仪

（美国 Ｗａｔｅｒｓ）；高速冷冻离心机（中国湘仪）；涡旋振

荡仪（德国 ＩＫＡ）；超声波振荡器（中国杭州右宁）；氮
吹仪（中国博纳艾杰尔）；紫外分光光度计（日本岛

津）。
视黄醇、２５ － ＯＨ － ＶＤ２、２５ － ＯＨ － ＶＤ３、α － 生育

酚、β － 生育酚、 γ － 生育酚均购自美国 Ｓｉｇｍａ －
Ａｌｄｒｉｃｈ；视黄醇 － ｄ６标准品购自上海谱芬生物；２５ －
ＯＨ － ＶＤ２ － ｄ３购自美国 ＩｓｏＳｃｉｅｎｃｅｓ、２５ － ＯＨ － ＶＤ３ －
ｄ６、α －生育酚 － ｄ６标准品购自加拿大 ＴＲＣ；血清质控

样品购自美国 ＮＩＳＴ；收集安徽省第二人民医院近期

健康体检正常儿童血液样本 １７ 份，避光保存。
ＬＣ － ＭＳ 级甲醇，色谱级乙腈、正已烷及甲酸均购

自美国 Ｆｉｓｈｅｒ；甲酸铵、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自美国

Ｓｉｇｍａ － Ａｌｄｒｉｃｈ；色谱级乙醇购自国药集团。 实验用

水由 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ 纯水仪（美国密理博）提供。
１􀆰 ２　 标准溶液和内标溶液的配制　 用无水乙醇配制

视黄醇标准品储备液 １００ μｇ ／ ｍｌ；α － 生育酚、β － 生

育酚、γ －生育酚标准品储备液各 １ ０００ μｇ ／ ｍｌ，并用

紫外分光光度计对其浓度进行校正［１８，２０］。 用甲醇配

制 ２５ － ＯＨ － ＶＤ２标准品储备液 ２５ μｇ ／ ｍｌ 和 ２５ － ＯＨ
－ ＶＤ３标准品储备液 １００ μｇ ／ ｍｌ，视黄醇 － ｄ６标准品储

备液 １００ μｇ ／ ｍｌ，２５ － ＯＨ － ＶＤ２ － ｄ３标准品储备液 ５０
μｇ ／ ｍｌ，２５ － ＯＨ － ＶＤ３ － ｄ６标准品储备液 ５０ μｇ ／ ｍｌ，α
－生育酚 － ｄ６标准品储备液 １ ０００ μｇ ／ ｍｌ。

将各目标化合物标准储备液用复溶液（初始流动

相）稀释混匀，配制成混合标准溶液 （视黄醇 ２􀆰 ５０
μｇ ／ ｍｌ、２５ － ＯＨ － ＶＤ２ ０􀆰 ２０ μｇ ／ ｍｌ、２５ － ＯＨ － ＶＤ３０􀆰 ４０
μｇ ／ ｍｌ、α －生育酚 ５０􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ、β －生育酚 ５􀆰 ００ μｇ ／
ｍｌ、γ － 生育酚 ５􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ）；将各同位素标品储备液

用甲醇稀释混匀，配制成混合内标工作液（视黄醇 －
ｄ６ ２􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ、２５ － ＯＨ － ＶＤ２ － ｄ３ ０􀆰 １０ μｇ ／ ｍｌ、２５ －
ＯＨ － ＶＤ３ ０􀆰 ２０ μｇ ／ ｍｌ、α － 生育酚 － ｄ６ ２０􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ）。
取 ４ ｇ ＢＳＡ 溶解于 １００ ｍｌ 水中配成 ４％ ＢＳＡ 溶液。
１􀆰 ３　 样本前处理　 取血清样品 ２０ μｌ 至 ２ ｍｌ 离心管

中，加入 １０ μｌ 同位素内标工作液，８０ μｌ 水，２ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 涡旋振荡 ３０ ｓ 后加入 ２００ μｌ 甲醇 －乙腈（５０∶ ５０，
ｖ ／ ｖ），２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 混匀 ６０ ｓ；加入 ８００ μｌ 正己烷，２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ，混匀 ５ ｍｉｎ，然后 ４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ；
吸取 ６００ μｌ 上清液至 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中，室温下氮气吹

干；加 １００ μｌ 初始流动相复溶，涡旋振荡 ６０ ｓ，４ ℃，１２
０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清液转移至进样瓶中待分析。
１􀆰 ４　 色谱 － 质谱条件　 采用 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５
（１００ ｍｍ ×２􀆰 １ ｍｍ，２􀆰 ６ μｍ）色谱柱，柱温 ３５ ℃，流动

相 Ａ 含 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵和 ０􀆰 １％甲酸的水溶液；流
动相 Ｂ 含 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵和 ０􀆰 １％ 甲酸的甲醇溶

液，梯度洗脱程序：０ ～ ２􀆰 ０ ｍｉｎ，７０％ Ｂ，２􀆰 ０ ～ ２􀆰 ５ ｍｉｎ，
７０％ ～８８％ Ｂ，２􀆰 ５ ～ ３􀆰 ５ ｍｉｎ，８８％ Ｂ，３􀆰 ５ ～ ３􀆰 ５１ ｍｉｎ，
８８％ ～ ８１％ Ｂ，３􀆰 ５１ ～ １１􀆰 ０ ｍｉｎ，８１％ Ｂ，１１􀆰 ０ ～ １２􀆰 ０
ｍｉｎ，８１％ ～７０％ Ｂ，流速 ０􀆰 ５ ｍｌ ／ ｍｉｎ。 进样量：２０ μｌ。

采用多反应监测 （ＭＲＭ）、电喷雾正离子模式

（ＥＳＩ ＋ ），离子源温度 １５０ ℃，脱溶剂温度 ５００ ℃，毛细

管电压 ３ ｋＶ，脱溶剂气流速 １ ０００ Ｌ ／ ｈ；６ 种脂溶性维

生素的 ＭＲＭ 离子参数见表 １。

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 前处理条件优化　 对血清前处理过程中蛋白沉

淀剂（甲醇、乙腈、乙醇）的选择及萃取溶剂正己烷的

用量（４００ μｌ、６００ μｌ、８００ μｌ）进行了优化，结果表明，
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表 １　 ６ 种脂溶性维生素的质谱参数表

Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｓｉｘ ｆａｔ － ｓｏｌｕｂｌｅ ｖｉｔａｍｉｎｓ

化合物 母离子
（ｍ ／ ｚ）

子离子
（ｍ ／ ｚ）

锥孔电压
（Ｖ）

碰撞能
（ｅＶ）

视黄醇 ２６９􀆰 ２ ９３􀆰 ０ ２５ １０
视黄醇 － ｄ６ ２７５􀆰 ２ ９３􀆰 １ ２５ １０
２５ － ＯＨ － ＶＤ３ ４０１􀆰 ４ ３６５􀆰 ４ ２４ １０
２５ － ＯＨ － ＶＤ３ － ｄ６ ４０７􀆰 ２ ３７１􀆰 ４ ２４ １０
２５ － ＯＨ － ＶＤ２ ４１３􀆰 ４ ３５５􀆰 ４ ２４ ８
２５ － ＯＨ － ＶＤ２ － ｄ３ ４１６􀆰 ４ ３５８􀆰 ４ ２４ ８
α － 生育酚 ４３１􀆰 ４ １６５􀆰 １ ２５ １０
α － 生育酚 － ｄ６ ４３７􀆰 ４ １７１􀆰 １ ２５ １０
β、γ － 生育酚 ４１７􀆰 ３ １５１􀆰 １ ２５ ２０

甲醇 － 乙腈（５０∶ ５０， ｖ ／ ｖ），沉淀效果最好，色谱图杂

峰明显减少；正己烷用量较大时萃取更完全，信号值

更高。 另外，考察了不同复溶液体系：甲醇 － 水（５０∶
５０，ｖ ／ ｖ）、甲醇 －水（７０∶ ３０，ｖ ／ ｖ）、甲醇均含 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／
Ｌ 甲酸铵和 ０􀆰 １％甲酸对色谱分离的影响，结果如图 １
所示，使用 ｂ 组复溶液即初始流动相时视黄醇响应值

较 ａ 组增加 １ 倍以上，ｃ 组视黄醇峰宽变大且峰形不

对称。 同时 ｂ 组中 ２５ － ＯＨ － ＶＤ３和 ２５ － ＯＨ － ＶＤ２响

应值是 ａ 组的 ２ 倍、ｃ 组的 ４ 倍以上，且峰形明显改善

有利于 ２５ － ＯＨ － ＶＤ３和 ２５ － ＯＨ － ＶＤ２的分离检测。
最终，采用血清样加水混匀后用 ２００ μｌ 沉淀剂（甲醇：
乙腈（５０∶ ５０，ｖ ／ ｖ）沉淀蛋白，８００ μｌ 正已烷液液萃取，
取 ６００ μｌ 上清液氮吹，初始流动相复溶进样。

　 　 注：复溶液：ａ： 甲醇 － 水（５０∶ ５０，ｖ ／ ｖ） 含 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵和 ０􀆰 １％甲酸； ｂ： 甲醇 － 水（７０∶ ３０，ｖ ／ ｖ） 含 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵和 ０􀆰 １％甲酸； ｃ：
甲醇含 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵和 ０􀆰 １％甲酸

图 １　 采用不同复溶液时 ２５ － ＯＨ － ＶＤ３、２５ － ＯＨ － ＶＤ２和视黄醇的总离子流色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ２５ － ＯＨ － ＶＤ３， ２５ － ＯＨ － ＶＤ２ ａｎｄ Ｒｅｔｉｎｏｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｆｌｕｉｄ

２􀆰 ２ 　 液 相 色 谱 条 件 优 化 　 比 较 了 ＡＣＱＵＩＴＹ
ＵＰＬＣＢＥＨ Ｃ１８ （５０ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ，１􀆰 ７ μｍ） 色谱柱、
ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＨＳＳ ＰＦＰ（１００ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ，１􀆰 ８ μｍ）
色谱柱、ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｆｌｕｏｒｏ － Ｐｈｅｎｙｌ（５０ ｍｍ × ２􀆰 １
ｍｍ，１􀆰 ７ μｍ）色谱柱和 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５ （１００
ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ，２􀆰 ６ μｍ）色谱柱对多种脂溶性维生素

的分离效果，前三种色谱柱均能实现视黄醇、２５ － ＯＨ
－ ＶＤ２、２５ － ＯＨ － ＶＤ３和 α － 生育酚的分离且分离时

间较短，但是不能分离同分异构体 β － 生育酚和 γ －
生育酚。 Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５ 色谱柱可以实现所有组分包括

β、γ －生育酚的分离。 此外，２５ － ＯＨ － ＶＤ３同分异构

体 ３ － ｅｐｉ － ２５ － ＯＨ － ＶＤ３在婴幼儿体内含量较高，对
维生素 Ｄ 含量测定影响较大［２１］，该色谱柱可以实现

２５ － ＯＨ － ＶＤ３和 ３ － ｅｐｉ － ２５ － ＯＨ － ＶＤ３的分离，减少

３ － ｅｐｉ － ２５ － ＯＨ － ＶＤ３对检测结果的影响。 故采用

Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５ 色谱柱进行所有组分的分离（见图 ２）。 研

究发现在流动相中加入甲酸铵后其促进目标化合物

离子化的效果较加入乙酸铵好，响应值增加明显，故

在水相和有机相中均加入 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵。
２􀆰 ３　 线性范围、检出限和定量限 　 将混合标准溶液

用复溶液逐级稀释，得到一系列标准工作液，各取 ２０
μｌ，分别加入 １０ μｌ 内标工作液和 ８０ μｌ ４％ ＢＳＡ 溶

液，其余操作同样本前处理。 由于人血中存在内源性

脂溶性维生素，故在标曲制作中加入 ４％ ＢＳＡ。 以各

目标化合物的色谱峰与其相对应的同位素内标色谱

峰的峰面积比值 －浓度比值作图，得到各目标化合物

的标准系列工作溶液的直线拟合方程，并计算相应的

线性相关系数。 ６ 种脂溶性维生素的标准曲线和线

性范围见表 ２。 结果表明，６ 种脂溶性维生素在对应

的浓度范围内线性关系良好，相关系数 ＞ ０􀆰 ９９５，标准

溶液色谱图如图 ３ 所示。 每个浓度重复检测 ６ 次，满
足相对标准偏差 ＜ ２０％且信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥３ 的最低浓度

值定为检测限，满足相对标准偏差 ＜ ２０％ 且信噪比

Ｓ ／ Ｎ≥１０ 的最低浓度值定为定量限。 ６ 种脂溶性维生

素检测限为 ０􀆰 ２０ ～ １􀆰 ２５ ｎｇ ／ ｍｌ，定量限为 ０􀆰 ３９ ～ ３􀆰 ８８
ｎｇ ／ ｍｌ（见表 ２）。

·９９２１·　 现代预防医学 ２０２２ 年第 ４９ 卷第 ７ 期　 Ｍｏｄｅｒｎ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２２， Ｖｏｌ． ４９， ＮＯ． ７



图 ２　 采用不同色谱柱时 α －生育酚、β －生育酚和 γ －生育酚的总离子流色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ α － Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ， β － Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌａｎｄ， γ － Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｕｍｎｓ

表 ２　 方法的线性范围、线性方程、相关系数、检测限和定量限

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ， ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ， ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ

化合物 线性范围 ／
（μｇ ／ ｍｌ 或 ｎｇ ／ ｍｌ） 线性方程 相关系数

（ ｒ）
检测限 ／
（ｎｇ ／ ｍｌ）

定量限 ／
（ｎｇ ／ ｍｌ）

视黄醇 ０􀆰 ０１ ～ ２􀆰 ５０ａ ｙ ＝ ７１􀆰 ３３１７ｘ ＋ ０􀆰 ３２５９ ０􀆰 ９９８ ５ ０􀆰 ６２ １􀆰 ２０
α － 生育酚 ０􀆰 ２０ ～ ５０􀆰 ００ａ ｙ ＝ １􀆰 ２８１９ｘ － ０􀆰 ０３０１ ０􀆰 ９９９ ４ １􀆰 ２５ ３􀆰 ８８
β － 生育酚 ０􀆰 ０２ ～ ５􀆰 ００ａ ｙ ＝ ８􀆰 １６３２ｘ － ０􀆰 ００５０ ０􀆰 ９９８ １ ０􀆰 ６２ １􀆰 ８６
γ － 生育酚 ０􀆰 ０２ ～ ５􀆰 ００ａ ｙ ＝ １１􀆰 ６０７２ｘ ＋ ０􀆰 ０１３１ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ６２ １􀆰 ８６
２５ － ＯＨ － ＶＤ２ １􀆰 ５６ ～ ２００􀆰 ００ｂ ｙ ＝ ０􀆰 ０３５２ｘ ＋ ０􀆰 ０１５６ ０􀆰 ９９８ ９ ０􀆰 ３０ ０􀆰 ６０
２５ － ＯＨ － ＶＤ３ ３􀆰 １２ ～ ４００􀆰 ００ｂ ｙ ＝ ０􀆰 ０１３８ｘ ＋ ０􀆰 ０２８０ ０􀆰 ９９８ ９ ０􀆰 ２０ ０􀆰 ３９

　 　 注：ａ： μｇ ／ ｍｌ； ｂ： ｎｇ ／ ｍｌ； ｙ： 待测物峰面积与内标峰面积比值； ｘ： 待测物浓度， μｇ ／ ｍｌ 或 ｎｇ ／ ｍｌ。

　 　 注：ａ： 维生素 Ａ （视黄醇） 及内标视黄醇 － ｄ６色谱图； ｂ： 维生素 Ｄ （２５ － ＯＨ － ＶＤ２、２５ － ＯＨ － ＶＤ３）及其内标 ２５ － ＯＨ － ＶＤ２ － ｄ３、２５ － ＯＨ －

ＶＤ３ － ｄ６色谱图； ｃ： 维生素 Ｅ（α － 生育酚、β － 生育酚、γ － 生育酚） 及其内标 α － 生育酚 － ｄ６色谱图。

图 ３　 ６ 种脂溶性维生素标准溶液及其相对应的内标色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｉｘ ｆａｔ － ｓｏｌｕｂｌｅ ｖｉｔａｍｉｎｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ

２􀆰 ４　 方法精密度　 将低、中、高三个浓度标准品溶液

加入 ４％ ＢＳＡ 混合血清样本经本法处理后进行检测，
每个浓度重复 ６ 次，连续检测三天，计算日内精密度

为 ０􀆰 ９％ ～９􀆰 ６％ ，日间精密度为 ３􀆰 ０％ ～ ９􀆰 ３％ （见表

３）。 该方法同时测定 ６ 种脂溶性维生素的日内精密

度和日间精密度均在 １５％ 以内，方法精密度满足检

测需求。
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表 ３　 方法的精密度（ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ（ｎ ＝ ６）

化合物

日内精密度

第一天

均值±标准差
（μｇ ／ ｍｌ 或 ｎｇ ／ ｍｌ）

ＲＳＤ
（％ ）

第二天

均值±标准差
（μｇ ／ ｍｌ 或 ｎｇ ／ ｍｌ）

ＲＳＤ
（％ ）

第三天

均值±标准差
（μｇ ／ ｍｌ 或 ｎｇ ／ ｍｌ）

ＲＳＤ
（％ ）

日间精密度

均值±标准差
（μｇ ／ ｍｌ 或 ｎｇ ／ ｍｌ）

ＲＳＤ
（％ ）

视黄醇ａ ０． ０５ ± ０． ００４ ７． ７ ０． ０５ ± ０． ００２ ４． ５ ０． ０５ ± ０． ００２ ４． ７ ０． ０５ ± ０． ００３ ６． ５
０． ３７ ± ０． ０２ ６． １ ０． ４１ ± ０． ０１ ３． ２ ０． ４２ ± ０． ０３ ６． ８ ０． ４０ ± ０． ０３ ７． ５
１． ５６ ± ０． １１ ７． ３ １． ５８ ± ０． ０８ ５． ３ １． ５２ ± ０． ０８ ５． ２ １． ５５ ± ０． ０９ ５． ８

２５ － ＯＨ － ＶＤ２ｂ ３． ３９ ± ０． ２４ ６． ９ ３． ３８ ± ０． ３２ ９． ４ ３． ７０ ± ０． １８ ４． ９ ３． ４９ ± ０． ２８ ８． １
２８． ８５ ± ０． ２７ ０． ９ ２８． ８６ ± １． ７５ ６． １ ２８． ９９ ± １． ４５ ５． ０ ２８． ９０ ± １． ２４ ４． ３

１１１． ７３ ± ３． ８７ ３． ５ １０５． ７５ ± ７． １５ ６． ８ １０７． ３７ ± ５． ９０ ５． ５ １０８． ２８ ± ６． ０４ ５． ６
２５ － ＯＨ － ＶＤ３ｂ ６． １４ ± ０． ５３ ８． ７ ６． ００ ± ０． ３８ ６． ４ ６． ６７ ± ０． ３５ ５． ３ ６． ２７ ± ０． ５０ ８． ０

５４． ４１ ± ３． １６ ５． ８ ４８． ３３ ± １． １６ ２． ４ ４７． ７５ ± １． ２６ ２． ６ ５０． １６ ± ３． ６６ ７． ３
２０２． ８９ ± ７． ３８ ３． ６ １９５． ４４ ± ４． ４１ ２． ３ １９３． １１ ± ４． ０２ ２． １ １９７． １５ ± ６． ７０ ３． ４

α － 生育酚ａ ０． ２６ ± ０． ０１ ２． ７ ０． ３０ ± ０． ０１ ２． ５ ０． ２４ ± ０． ０２ ８． ８ ０． ２７ ± ０． ０２ ９． ３
３． ８４ ± ０． １２ ３． １ ４． ０２ ± ０． ０５ １． ２ ４． ０９ ± ０． ３７ ９． ０ ３． ９８ ± ０． ２４ ６． ０

１１． ５６ ± ０． ５９ ５． １ １０． １４ ± ０． ５９ ５． ８ １１． ６２ ± ０． １９ １． ６ １１． １０ ± ０． ８４ ７． ６
β － 生育酚ａ ０． ０６ ± ０． ００３ ５． ３ ０． ０６ ± ０． ００１ ２． ０ ０． ０７ ± ０． ００１ １． ７ ０． ０６ ± ０． ００２ ３． ０

０． ３７ ± ０． ０２ ５． ４ ０． ３９ ± ０． ０１ ２． ６ ０． ３９ ± ０． ０２ ５． ４ ０． ３８ ± ０． ０２ ４． ７
１． ３５ ± ０． ０５ ３． ４ １． ２９ ± ０． ０５ ３． ６ １． ４７ ± ０． ０６ ３． ８ １． ３７ ± ０． ０９ ６． ５

γ － 生育酚ａ ０． ０６ ± ０． ００４ ７． ０ ０． ０６ ± ０． ００６ ９． ６ ０． ０６ ± ０． ００４ ７． ０ ０． ０６ ± ０． ００４ ７． ６
０． ３５ ± ０． ０１ ２． ２ ０． ４０ ± ０． ０１ ２． １ ０． ３９ ± ０． ０２ ４． ８ ０． ３８ ± ０． ０２ ６． ４
１． ３２ ± ０． ０３ ２． ５ １． ２３ ± ０． ０２ １． ６ １． ４７ ± ０． ０１ ０． ９ １． ３４ ± ０． １１ ８． ０

　 　 注：ａ： μｇ ／ ｍｌ， ｂ： ｎｇ ／ ｍｌ；ＲＳＤ：相对标准偏差。

２􀆰 ５　 方法准确度　 将低、中、高浓度的标准品溶液加

入混合血清样本中按本法进行前处理后进行检测，每
个浓度重复 ６ 次，计算加标回收率，３ 个水平的加标

回收率为 ８６􀆰 ６％ ～ １０７􀆰 ７％ ，相对标准偏差（ＲＳＤ）为
１􀆰 ４６％ ～９􀆰 ３９％ （见表 ４）。 该方法加标回收率均在

８０％ ～１２０％以内，方法准确度高满足检测需求。

表 ４　 方法的准确度（ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ（ｎ ＝ ６）

化合物 本底值
（μｇ ／ ｍｌ 或 ｎｇ ／ ｍｌ）

加标量
（μｇ ／ ｍｌ 或 ｎｇ ／ ｍｌ）

检测值
（μｇ ／ ｍｌ 或 ｎｇ ／ ｍｌ）

回收率
（％ ）

ＲＳＤ
（％ ）

视黄醇ａ ０． ３２ ± ０． ０１ ０． ２０ ０． ５１ ± ０． ０２ ９７． ０ ３． ４
０． ４０ ０． ６７ ± ０． ０３ ８６． ６ ４． ３
０． ６０ ０． ８７ ± ０． ０６ ９１． ０ ６． ７

２５ － ＯＨ － ＶＤ２ｂ － １４． ００ １３． ９１ ± ０． ７９ ９９． ４ ５． ７
２８． ００ ２６． ９５ ± ２． ５３ ９６． ３ ９． ４
４２． ００ ４４． ０３ ± １． ００ １０４． ８ ２． ３

２５ － ＯＨ － ＶＤ３ｂ ３１． ６７ ± ０． ８４ ２５． ００ ５７． ３１ ± ２． ０１ １０２． ５ ３． ５
５０． ００ ８２． １２ ± ４． ８８ １００． ９ ５． ９
８０． ００ １１３． ６１ ± ５． ０３ １０２． ４ ４． ４

α － 生育酚ａ １２． ７５ ± ０． ６０ ８． ００ １９． ９７ ± ０． ６７ ９０． ３ ３． ４
１２． ００ ２４． ４６ ± １． ３３ ９７． ５ ５． ４
２４． ００ ３５． ５３ ± ０． ８４ ９４． ９ ２． ４

β － 生育酚ａ ０． １５ ± ０． ０１ ０． ２０ ０． ３５ ± ０． ０１ ９８． ３ ３． ９
０． ４０ ０． ５１ ± ０． ０２ ９０． ９ ４． ３
０． ６０ ０． ７２ ± ０． ０１ ９５． １ １． ５

γ － 生育酚ａ １． １８ ± ０． １１ ０． ２０ １． ３６ ± ０． ０５ ８８． １ ４． ０
０． ４０ １． ６１ ± ０． １５ １０７． ７ ９． ２
０． ６０ １． ８０ ± ０． ０９ １０４． １ ４． ８

　 　 注：ａ： μｇ ／ ｍｌ， ｂ： ｎｇ ／ ｍｌ；ＲＳＤ：相对标准偏差；“ － ”表示未检出。

２􀆰 ６　 方法验证　 采用建立的 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 方法对

美国国家标准技术研究所（ＮＩＳＴ）制定的标准参照品

ＳＲＭ ９６８ｆ 进行检测，每个水平重复 ２ 次取平均值，验

证方法准确度。 结果表明，除 ２５ － ＯＨ － ＶＤ２ 含量较

低未能检出外，其它检测结果与靶值偏差均在 ５％ 以

内，该方法检测结果准确可靠（表 ５）。

·１０３１·　 现代预防医学 ２０２２ 年第 ４９ 卷第 ７ 期　 Ｍｏｄｅｒｎ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２２， Ｖｏｌ． ４９， ＮＯ． ７



表 ５　 ＮＩＳＴ 标准参照品 ＳＲＭ ９６８ｆ 分析结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＩＳＴ ｓｔａｎｄａｒｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ９６８ｆ

化合物
视黄醇 （μｇ ／ ｍｌ）
Ｌｅｖｅｌ １ Ｌｅｖｅｌ ２

２５ － ＯＨ － ＶＤ２（ｎｇ ／ ｍｌ）
Ｌｅｖｅｌ １ Ｌｅｖｅｌ ２

２５ － ＯＨ － ＶＤ３（ｎｇ ／ ｍｌ）
Ｌｅｖｅｌ １ Ｌｅｖｅｌ ２

α － 生育酚（μｇ ／ ｍｌ）
Ｌｅｖｅｌ １ Ｌｅｖｅｌ ２

β ＋ γ － 生育酚（μｇ ／ ｍｌ）
Ｌｅｖｅｌ １ Ｌｅｖｅｌ ２

靶值 ０． ３２７ ０． ６５８ ０． ８４９ ０． １６７ １２． ３１８ １５． ６４０ ５． １５ １１． ９５ １． ０９４ ２． ６３
检测值 ０． ３３０ ０． ６５７ － － １２． ３８４ １５． ５７６ ５． １９ １２． ３６ １． １４１ ２． ５８
偏差（％ ） ０． ９２０ ０． １５０ － － ０． ５４０ ０． ４１０ ０． ７８ ３． ４３ ４． ２００ １． ９０

　 　 注：“ － ”表示未检出。

２􀆰 ７　 实际样品测定 　 使用本方法对 １７ 份健康儿童

血液样本进行检测，其中视黄醇含量为 ０􀆰 ２２ ～ ０􀆰 ４３
μｇ ／ ｍｌ，２５ － ＯＨ － ＶＤ２含量为未检出 ～ ５􀆰 １９ ｎｇ ／ ｍｌ，２５
－ ＯＨ － ＶＤ３含量为 ６􀆰 ８３ ～ ４９􀆰 ２１ ｎｇ ／ ｍｌ，α － 生育酚含

量为 ５􀆰 ６３ ～ １２􀆰 ７３ μｇ ／ ｍｌ，β － 生育酚含量为 ０􀆰 ０３ ～
１􀆰 ３７ μｇ ／ ｍｌ，γ － 生育酚含量为 ０􀆰 １１ ～ １􀆰 ６８ μｇ ／ ｍｌ。
本法适用于微量临床血液样本 ６ 种脂溶性维生素的

同时快速检测。

３　 结　 论

本研究建立了超高效液相色谱串联质谱法同时

测定微量血清样本中多种脂溶性维生素的方法，并对

前处理过程中的蛋白沉淀试剂、萃取液用量，复溶液

等进行了优化，以减少色谱图中噪音干扰，改善色谱

峰形，提高检测灵敏度。 并比较了不同色谱柱对多种

脂溶性维生素尤其是不同类型维生素 Ｅ 的分离效果，
最终选择 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５ 色谱柱，该色谱柱可

以实现 β －生育酚和 γ －生育酚的有效分离。 本研究

中只需 ２０ μｌ 血清就能够快速完成 ６ 种脂溶性维生素

的测定。 该方法测定样本需求量少、操作简单、检测

结果准确快速可实现大量临床样本的同时检测，尤其

对采血较为困难的婴幼儿可以实现少量血液样本检

测多数项目的需求。
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［８］ 张敏，解晓露，黄小兰，等． 高效液相色谱 － 串联质谱法测定儿

童末梢全血干血点中的维生素 Ｄ［ Ｊ］ ． 现代预防医学，２０１９，４６
（１）：１０６ － １１０， １２０．

［９］ 李强，金玉娥，汪国权． 超高效液相色谱 － 串联质谱法测定干血

点中 ２５ － 羟基维生素 Ｄ［Ｊ］ ． 现代预防医学，２０１７，４４（１１）：２０５０
－ ２０５５．

［１０］ 王睿，付志成，胡贻椿，等． 超高效液相色谱———串联质谱法同

时测定血清中维生素 Ａ、维生素 Ｅ［Ｊ］ ． 中国食物与营养，２０２０，
２６（９）：４０ － ４４．

［１１］ 陈曦，宫照龙，沈葹． 超高效液相色谱 － 三重四级杆串联质谱法

测定血清中维生素 Ａ 和维生素 Ｅ［Ｊ］ ． 卫生研究，２０２１，５０（２）：
３０１ － ３０７．

［１２］ Ｈｒｖｏｌｏｖá Ｂ， Ｍａｒｔíｎｅｚ － Ｈｕéｌａｍｏ Ｍ， Ｃｏｌｍáｎ － Ｍａｒｔíｎｅｚ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ａｄｖａｎｃｅｄ ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ａｎｄ Ｆａｔ － Ｓｏｌｕｂｌｅ ｖｉｔａｍｉｎｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｐｌａｓｍａ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１６， １７
（１０）： １７１９．

［１３］ 易婉婉，史秋园，陈从艳，等． 同位素稀释超高效液相色谱串联

质谱法快速检测血清中多种脂溶性维生素含量［ Ｊ］ ． 中华核医

学与分子影像杂志，２０２０，４０（１０）：５９９ － ６０２．
［１４］ 张新杰，蔡凤英，徐晓薇，等． 微量血清中 ２５ － 羟维生素 Ｄ 的柱

前衍生 － 高效液相色谱 － 串联质谱法的建立及其临床应用

［Ｊ］ ． 现代预防医学，２０１９，４６（２３）：４３５１ － ４３５４， ４３６７．
［１５］ Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｂａｌａ Ｖ， Ｍａｏ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｔ － ｓｏｌｕｂｌｅ

ｖｉｔａｍｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｔｒｉｃｅｓ： ａｎ ｕｐｄａｔｅｄ
ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］ ． Ｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓ， ２０２０， １２（９）： ６２５ － ６４０．

［１６］ Ｈｅａｎｅｙ ＲＰ． Ｓｅｒｕｍ ２５ － ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｉｓ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｏｆ
ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｓｔａｔｕｓ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，
２０１１， ９４（２）： ６１９ － ６２０， ６２０．

［１７］ Ｍｕｓｔａｃｉｃｈ ＤＪ， Ｂｒｕｎｏ ＲＳ， Ｔｒａｂｅｒ ＭＧ． Ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ［ Ｊ］ ． Ｖｉｔａｍｉｎｓ
ａｎｄ Ｈｏｒｍｏｎｅｓ， ２００７， ７６ （ ３ ）： １ － ２１． ［１８］ Ｃｒａｆｔ ＮＥ．
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｆｏｏｄ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈ［Ｍ］ ／ ／ Ｃａｂｅｌｌｅｒｏ Ｂ， Ｆｉｎｇｌａｓ ＰＭ，
Ｔｏｌｄｒá Ｆ． Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓ： Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｋｉｌｒｕｓｈ：
Ｅｌｓｅｖｉｅｒ Ｌｔｄ， ２０１６．

［１９］ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＭＤ， Ｃｏｏｎｅｙ ＲＶ． Ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ γ －
Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｈｅａｌｔｈ： ａ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］ ． Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｃａｎｃｅｒ， ２０２０， ７２（５）： ８０８ － ８２５．

［２０］ 国家卫生和计划生育委员会． ＷＳ ／ Ｔ ５５３ － ２０１７ 人群维生素 Ａ
缺乏筛查方法［Ｓ］ ． 北京：中国标准出版社，２０１７．

［２１］ Ｏｏｍｓ Ｎ， Ｖａｎ Ｄａａｌ Ｈ， Ｂｅｉｊｅｒｓ ＡＭ， ｅｔ ａｌ． Ｔｉｍｅ － ｃｏｕｒｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ３ － ｅｐｉ － ２５ － ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ － ３ ｓｈｏｗｓ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ Ｌｉｆｅ， ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｆｒｏｍ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ
ｐｒｅｔｅｒｍ ｉｎｆａｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｅｄｉａｔｒｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１６， ７９ （４ ）： ６４７ －
６５３．

收稿日期：２０２１⁃１１⁃２４
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