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［摘要］ 目的 建立 HPLC-MS 方法同时检测健康人和原发性肝癌患者血浆中 13 种胆汁酸的含量。方法 血浆样品

前处理采用乙腈-蛋白沉淀法，色谱分离采用 SHISEIDO MG C18 ( 100 mm ×3． 0 mm，3． 0 μm) 柱，流动相: 乙腈-水( 含 0． 1%甲酸

和 0． 5%氨水) ，梯度洗脱，流速 0． 4 ml /min，柱温 25℃，进样量 5 μl。质谱监测采用 ESI 源负离子模式，选择离子( SIM) 分段监

测。结果 13 种胆汁酸在 3． 3 ～4 400 ng /ml 的浓度范围内线性关系良好; 日内和日间精密度均 ＜7% ; 平均回收率为 82． 67% ～
109． 75%。样品测定结果显示，与健康对照组相比，原发性肝癌患者血浆中胆汁酸含量升高，其中以结合型胆汁酸 TUDCA、
TCDCA、TCA、GCA 和 GCDCA 的升高最为明显。结论 所建 HPLC-MS 方法灵敏度高、选择性好，可用于原发性肝癌患者与健

康人体内血清胆汁酸的含量差异比较，该研究为肝癌患者体内胆汁酸的代谢和疾病的临床诊治奠定了基础。
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Determination of 13 kinds of bile acid in healthy people and patients with primary
liver cancer by HPLC-MS
LV Lei，ZHAO Liang，LAN Hongtao，JIN Ｒounan，ZHANG Guoqing( Eastern Hepatobiliary Surgery Hospital affiliated to Second Mili-
tary Medical University，Shanghai 200438，China)

［Abstract］ Objective To develop a method for determination of 13 kinds of bile acid in healthy people and patients with pri-
mary liver cancer by HPLC-MS． Methods Acetonitrile was used to precipitate protein in plasma samples． The separation was per-
formed on a SHISEIDO MG C18 reverse phase column ( 3． 0 mm × 100 mm，3 μm) ． The mobile phase were acetonitrile and water ( con-
taining 0． 1% formic acid and 0． 5% ammonia) ，gradient elution． The flow rate was 0． 4 ml /min，the temperature of column was 25℃
and the injection volume was 5 μl． Electrospray ion source ( ESI) and selected ion mode ( SIM) were applied for quantitative analysis
under negative ion mode． Ｒesults The calibration curves of 13 kinds of bile acids were linear in the range of 3． 3 -4 400 ng /ml，intra-
day and inter-day precision results were all less than 7%，the average recovery were 82． 67% -109． 75% ． The result showed that the
content of conjugated bile acid increased in the plasma of patients with primary liver cancer compared with the healthy control group，

especially in TUDCA，TCDCA，TCA，GCA and GCDCA． Conclusion The LC-MS method was sensitive and selective which could be
suitable for determination of bile acid in healthy people and patients with primary liver cancer． The study laid a foundation for the me-
tabolism of bile acid in vivo and the clinical diagnosis and treatment of patients with hepatocellular carcinoma．
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胆汁酸是胆汁的主要脂质成分，在脂肪代谢中

起重要作用，按结构可分为游离型胆汁酸和结合型

胆汁酸［1］。胆汁酸与肝胆系统疾病以及能引起胆

汁酸代谢变化的其他疾病关系密切，不同病程患者

的胆汁酸变化趋势和程度均不同。因此，血清胆汁

酸水平是衡量肝胆功能正常与否的重要指标［2，3］。
临床上对胆汁酸的测定多为血清总胆汁酸，对肝胆

系统疾病诊断特异性较低，而全面了解血清胆汁酸

质和量的变化无疑对肝胆疾病早期诊断和分度具有

重要意义［4，5］。高效液相色谱［6］、气相色谱［7］、毛细

管电泳［8］等方法都曾应用于胆汁酸的定量检测，在

检测灵敏度、测定速度和样品通量上均无法和质谱

法相比拟，未能应用于临床。高效液相色谱-质谱

( HPLC-MS) 联用技术是近年来迅速发展的定量分

析技术，由于具有高选择性、高灵敏度的特点，逐渐

成为生物样品检测的首选方法。近几年，对体内胆

汁酸含量测定的研究者多采用 LC-MS /MS 法［9-12］，

其结果对临床有一定指导意义，未见对健康受试者
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和肝癌患者血浆胆汁酸含量对比的报道。本研究建

立了 HPLC-MS 同时检测健康人和原发性肝癌患者

血浆中 13 种胆汁酸的方法，拟通过两组对象体内胆

汁酸组分的含量对比分析，探索胆汁酸在肝癌患者

体内的代谢机制和分布差异，为肝胆疾病的临床诊

断提供借鉴。

1 仪器和试药

1． 1 仪器 安捷伦 1100 高效液相色谱串联 1946D
单四级杆质谱 ( 美国安捷伦公司) ; 配有 ESI 源及

Chemstation 工作站。XW-80A 型涡旋混合器( 上海

琪特分析仪器有限公司) ，TGL-16G 型高速离心机

( 上海安亭科学仪器有限公司) ，METTLEＲ AE240
十万分之一电子天平( 德国梅特勒公司) 。
1． 2 药品和试剂 13 种胆汁酸对照品详见表 1，均

由诗丹德生物技术有限公司提供( 纯度 ＞ 99% ) ，内

标红霉素 购 自 中 国 药 品 生 物 制 品 检 定 所 ( 批 号:

130307-200916) 。甲酸、氨水、乙腈均为色谱纯，购

自 Fisher 公司，水为纯化水。

2 方法和结果

2． 1 分析条件
2． 1．1 色谱条件 色谱柱: SHISEIDO MG C18( 100 mm ×
3． 0mm，3 ． 0μm ) ，流动相: A乙腈-B水( 含0 ． 1%
甲酸和 0． 5% 氨水) ，梯度洗脱，A 相比例随时间的变

化:30% ～ 40% ( 0 ～ 4 min) ，40% ～ 80% ( 4 ～ 8 min) ，

80% ( 8 ～12 min) ; 流速: 0． 4 ml /min，进样时间12 min，

平衡时间 5 min，柱温:25℃，进样量:5 μl。
2．1．2 质谱条件 采用 ESI 源负离子模式，毛细管电

压 3 000 V，干燥气流速 10 L/min，雾化气压力 45 psi，
干燥气温度 350℃。选择离子模式( SIM) ，分段监测，碎

片电压 200 V，13 种胆汁酸的监测离子均为［M-H］－ ，

内标的监测离子为［M + Cl］－。优化后的质谱参数及

其保留时间见表 1。
2． 2 溶液的配制
2． 2． 1 13 种胆汁酸标准溶液的配制 精密称取 13
种胆汁酸对照品，置于 50 ml 容量瓶中，加甲醇溶解

并稀释至刻度，摇匀，即得 13 种对照品储备液。分别

取适量单个对照品储备液混合加入 50 ml 容量瓶中，

用甲醇定容，即得混合对照品储备液。按照 1 比 1、2、
4、10、20、40、100、200 的比例逐级稀释，即得 8 个浓度

混合对照品系列标准溶液，于 4℃冰箱保存待用。
2． 2． 2 内标溶液的配制 精密称取红霉素对照品

6． 5 mg，置于 50 ml 量瓶中，加乙腈溶解并稀释至刻

度，摇匀，即得 130 μg /ml 的内标储备液。取该储备

液 0． 5 ml 置于 50 ml 量瓶中，加入乙腈稀释至刻度，

摇匀，即得 1． 3 μg /ml 红霉素乙腈标准溶液，于 4℃
冰箱保存待用。

表 1 13 种胆汁酸的优化质谱参数及保留时间

胆汁酸种类 m/z 保留时间( t /min)

熊去氧胆酸( UDCA) 391． 2 3． 0
胆酸( CA) 407． 2 3． 2
甘氨熊去氧胆酸( GUDCA) 448． 2 3． 4
甘氨胆酸( GCA) 464． 2 3． 8
牛磺熊去氧胆酸( TUDCA) 498． 2 4． 4
牛磺胆酸( TCA) 514． 2 4． 6
鹅去氧胆酸( CDCA) 391． 2 5． 6
甘氨鹅去氧胆酸( GCDCA) 448． 2 6． 1
去氧胆酸( DCA) 391． 2 6． 2
甘氨去氧胆酸( GDCA) 448． 2 6． 6
牛磺鹅去氧胆酸( TCDCA) 498． 2 6． 8
石胆酸( LCA) 375． 2 8． 1
牛磺石胆酸( TLCA) 482． 2 8． 6
内标( IS) 768． 2 10． 0

2． 3 样本收集 采集第二军医大学附属东方肝胆

外科医院 2012 年 1 月—6 月收治的原发性肝癌患

者血液标本 50 例，门诊健康体检人群血液标本 20
例。标本采集人群的性别、年龄经 χ2 检验差异均无

统计学意义，具有可比性。50 例原发性肝癌患者诊

断标准符合《中国肝癌诊疗指南》( 2009 版) ，20 例

健康者均无高血脂、高血压、糖尿病等病史，经体检

和实验室检测证实其心、肝、肾和胰功能正常，实验

前未服用任何药物，符合全国临床实验标准委员会

对健康人群标准。血液标本均采集于入院未经任

何治疗时，清晨抽取空腹血 4 ml，3 000 r /min 离心

10 min，分装于 － 80℃冰箱保存至实验分析。
2． 4 血浆样品前处理 血浆样品经室温解冻后，精

密量取 200 μl，置 1． 5 ml 离心管中，加入 400 μl 红

霉素乙腈溶液( 1． 3 μg /ml) ，涡旋 30 s，12 000 r /min
离心 3 min; 取 500 μl 上清液，在 40℃氮气吹干，残

渣用 100 μl 30% 乙腈溶解，涡旋离心，吸取上清液

80 μl 于进样瓶中，取 5 μl 进样分析。
2． 5 血浆样品分析方法学验证
2． 5． 1 标准曲线及线性范围 胆汁酸属内源性物

质，血浆中含有一定量的胆汁酸，故须选择低本底值

的血浆样品作为空白对照。取空白血浆 200 μl，精

密加入系列胆汁酸混标溶液 50 μl，旋涡混匀，配成

8 个浓度的标准胆汁酸含药血浆，按“2． 4”项下操

作，进样分析，记录色谱图，计算各胆汁酸峰面积与

内标峰面积的比值。以添加浓度( X) 为横坐标，各

胆汁酸扣除空白后的峰面积与内标的峰面积比值

( Y) 为纵坐标，得回归方程、线性范围及相关系数见

表 2。
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表 2 13 种胆汁酸的回归方程、线性范围及相关系数

胆汁酸种类 回归方程
线性范围

( ρB /ng·ml －1 )
r

UDCA y = 0． 000 3x － 0． 003 5 9． 0 ～ 180 0 0． 999 6
CA y = 0． 000 3x + 0． 000 3 9． 9 ～ 198 0 0． 999 8
GUDCA y = 0． 000 7x － 0． 021 12． 9 ～ 258 0 0． 999 8
GCA y = 0． 000 6x － 0． 0419 22． 0 ～ 440 0 0． 999 0
TUDCA y = 0． 001 4x + 0． 002 6 3． 3 ～ 660 0． 998 8
TCA y = 0． 000 5x － 0． 016 2 13． 5 ～ 270 0 0． 999 2
CDCA y = 0． 000 3x － 0． 005 3 9． 0 ～ 180 0 0． 999 2
GCDCA y = 0． 000 8x + 0． 006 8 15． 5 ～ 310 0 0． 999 4
DCA y = 0． 000 4x － 0． 010 1 10． 5 ～ 210 0 0． 999 6
GDCA y = 0． 001x － 0． 037 9 10． 2 ～ 204 0 0． 998 9
TCDCA y = 0． 001x + 0． 007 3 4． 5 ～ 900 0． 999 5
LCA y = 0． 000 4x － 0． 001 9 4． 0 ～ 800 0． 999 4
TLCA y = 0． 002x + 0． 025 9 5． 0 ～ 100 0 0． 999 2

2．5．2 定量限与检测限 经逐级稀释，分别按 S /N ＞
10 和 S /N ＞ 3 测得 13 种胆汁酸的定量下限( LLOQ)

分别为 9． 0、9． 9、6． 5、7． 0、6． 6、6． 8、9． 0、7. 8、5． 3、
5． 1、4． 5、8． 0 和 5． 0 ng /ml; 检测限( LLOD) 分别为

3． 0、3． 3、2． 2、2． 3、2． 2、2． 3、3． 0、2. 6、1． 8、1． 7、1． 5、
2． 7 和 1． 7 ng /ml。
2． 5． 3 精密度试验 制备低、中、高浓度的标准含

药血浆( 相当于标准曲线的第 2、5、7 个浓度点) ，每

个浓度各 5 份，按本文“2． 4”项下操作，进样分析。
并于每天配制低、中、高浓度血浆样本各 5 份，按本

文“2． 4”项下操作，进样分析，连续测定 3 d，计算日

内和日间精密度。结果 13 种胆汁酸的日内精密度

均 ＜ 5%，日间精密度均 ＜ 7%，符合方法学要求。
2． 5． 4 加样回收率试验 按上述方法制备血浆样

品，进样分析，计算待测物峰面积和内标峰面积的比

值，代入标准曲线，得实测浓度，再乘以血浆体积得

实测量，计算减去空白量的实测量与理论加入量的

比值，得 回 收 率。13 种 胆 汁 酸 的 回 收 率 范 围 为

82. 67% ～109． 75%。
2． 5． 5 稳定性试验 同法制备血浆样品，分别考察

在室温放置 24 h、4℃放置 24 h 以及反复冻融下的

稳定性。结果 ＲE%的范围为 － 10． 43% ～ 13． 16%，

精密度均 ＜ 15%，表明样品稳定性良好。
2． 6 样品的测定 健康受试者 20 名，肝癌患者 50
名。血浆样品按本文“2． 4”项下操作，并进行测定，

以待测物的峰面积与内标峰面积的比值( 以 EIC 图

为准) ，代入随行标准曲线回归方程，求得血浆样品

中待测物的浓度。LC-MS 图谱见图 1，样品测定结

果见表 3。

图 1 13 种胆汁酸浓度图谱

A． 胆汁酸对照品的血浆 TIC 图; B． 10 号正常受试者的血浆 TIC 图; C． 13 号肝癌患者的血浆 TIC 图; D． 13 种胆汁酸及内标的 EIC 图;
峰 1 为 UDCA; 峰 2 为 CA; 峰 3 为 GUDCA; 峰 4 为 GCA; 峰 5 为 TUDCA; 峰 6 为 TCA; 峰 7 为 CDCA;

峰 8 为 GCDCA; 峰 9 为 DCA; 峰 10 为 GDCA; 峰 11 为 TCDCA; 峰 12 为 LCA; 峰 13 为 TLCA; 峰 14 为 IS

表 3 健康受试者和肝癌患者血浆中
13 种胆汁酸测定结果( 珋x ± s，ρB /ng·ml －1 )

胆汁酸种类 健康受试者( n = 20) 肝癌患者( n = 50)

UDCA 118． 5 ± 61． 3 245． 4 ± 213． 1
CA 96． 2 ± 88． 6 221． 8 ± 198． 1
GUDCA 140． 4 ± 80． 7 367． 3 ± 268． 3
GCA 26． 5 ± 3． 1 135． 8 ± 126． 8
TUDCA 4． 1 ± 1． 0 52． 7 ± 50． 1
TCA 14． 2 ± 0． 5 61． 4 ± 54． 2
CDCA 224． 6 ± 170． 9 511． 2 ± 496． 5
GCDCA 564． 5 ± 392． 7 4 274． 9 ± 4 139． 9
DCA 245． 2 ± 165． 6 188． 7 ± 159． 3
GDCA 157． 1 ± 78． 0 244． 4 ± 204． 5
TCDCA 42． 7 ± 32． 9 501． 0 ± 326． 1
LCA … …
TLCA … …

3 讨论

3．1 提取条件优化 不同胆汁酸其羟基的数目和位

置各异，理化性质相差很大，加之血浆中各种胆汁酸的

含量不尽相同，用一两种提取溶剂很难将所有组分全

部提取出来。液-液萃取和固相萃取法不仅操作烦琐、
耗时较长，而且提取效率难以保证。本研究采用蛋白

沉淀法，只需少量血浆样本，方法快速、简便、高效。
3． 2 色谱条件优化 由于各种胆汁酸的理化性质

差异较大，并且存在同分异构体，短时间内实现色谱

分离比较困难，故本研究选用乙腈-甲酸-氨水缓冲

( 下转第 293 页)
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CH) ，7． 21 ( d，2H，CH × 2 ) ，3． 68 ( s，2H) ，3． 38 ( s，
2H) ，3． 04( s，2H) ，2． 93( s，2H) ，2． 79 ( s，3H) ，2． 37
( s，5H) ，2． 23( s，3H) 。ESI-MS［M + H］+ : 590． 7。

3 结果与讨论

选用 4-甲基-N3-［4-( 3-吡啶基) 嘧啶-2-基］-1，3 苯

二胺和 4-［( 4-甲基哌嗪-1-基) 甲基］苯甲酰氯盐酸盐，

在较低的温度下，水相介质中实现缩合，可以简便地合

成伊马替尼，反应程度高，产品纯度好，且收率与用吡

啶作溶剂相当，环境污染少，可实现工业化生产。
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体系作为流动相，进行梯度洗脱。分别考察了甲酸

和氨水的浓度对灵敏度和分辨率的影响，试验结果

表明，当甲酸为 0． 1%，氨水为 0． 5%，流动相呈弱碱

性( pH =8) 时，分离效果最佳。
3． 3 质谱条件优化 胆汁酸在负离子检测模式下

响应较好，可以获得稳定的［M-H］－。质谱参数通

过流动注射分析( FIA) 方法进行优化，考察了干燥

气流速 6 ～ 12 L /min、雾化器压力 30 ～ 50 psi，发现
10 L /min 和 45 psi 的组合雾化效果最好，灵敏度最

佳。对于最重要的参数碎片电压，考察了 50 ～250 V，

发现 200 V 的时候本底最低，响应最好。
3． 4 健康受试者与肝癌患者胆汁酸浓度差异 由

表 3 可知，健康对照组和原发性肝癌患者组的血清

中胆汁酸的种类相似，未发现特异性的胆汁酸，LCA
和 TLCA 的浓度极低，基本上检测不到，分析原因可

能是因为胆汁酸的肠-肝循环中，胆汁酸在肠道的重

吸收主要依靠主动重吸收方式，而 LCA 及其复合物

可溶性差，因而大部分不被吸收而直接排出体外。
另外，与健康对照组相比，原发性肝癌患者血浆以结

合型胆汁酸升高为主，其中牛磺酸结合型胆汁酸
TUDCA 和 TCDCA 的含量超过健康人 10 倍以上，而
TCA 的含量升高也在 5 倍以上; 两种甘氨酸结合型

胆汁酸包括 GCA 和 GCDCA 的含量也超过健康人达
5 倍以上，而其他 6 种胆汁酸除 DCA 外，含量也有

一定升高，但与健康人相比差异不显著。

4 小结

本研究所建方法实现了 13 种胆汁酸成分的同

时检测，灵敏度高、选择性好、线性范围宽，适用于临

床应用和实验室研究; 同时应用该方法首次探讨了

原发性肝癌患者与健康人体内血清胆汁酸的成分和

含量差异，为肝癌患者体内胆汁酸的代谢和疾病的

临床诊治奠定基础。
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