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　　摘要：建立采用高效液相色谱 －串联质谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）测定绵羊血浆中催产素（ｏｘｙｔｏｃｉｎ，ＯＴ）的方法。经乙腈沉降法提取血浆样品，在多反应离子监测（ｍｕｌ
ｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）模式下进行检测，标准加入法定量。通过该方法获得标准曲线线性方程为ｙ＝１．４４８ｘ＋
５４４．４００，相关系数为０．９９８，线性范围在 ５０～１００００ｐｇ／ｍＬ，方法检出限为 １０ｐｇ／ｍＬ，定量限为 ５０ｐｇ／ｍＬ。应用
ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定醋酸去甲雄三烯醇酮－１７β雌二醇（ｔｒｅｎｂｏｌｏｎｅａｃｅｔａｔｅａｎｄｅｓｔｒａｄｉｏｌ－１７β，ＴＢＡ－Ｅ２）联合处理阉

公羊血浆中ＯＴ浓度变化，其中对照组催产素浓度为５５～８０ｐｇ／ｍＬ，ＴＢＡ－Ｅ２处理组为７５～１６０ｐｇ／ｍＬ，表明ＴＢＡ－Ｅ２
可提高阉公羊血浆中的ＯＴ浓度。该方法简便、快速、准确，可用于血浆样品中ＯＴ的检测。
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　　ＯＴ是一种环状的九肽类神经垂体激素，由下丘脑视上核
和室旁核的神经内分泌细胞合成和分泌，经下丘脑 －垂体轴
投射到垂体后叶，再释放入血。大脑是产生ＯＴ的主要部位，
但子宫、生殖腺、心肌、胸腺等组织也能合成 ＯＴ［１］。ＯＴ作为
激素和神经递质具有重要的生物学作用，临床上主要用于催

生引产，产后止血、缩短第三产程和刺激泌乳。此外还具有广

泛的生理作用，尤其是对中枢神经系统的作用，例如，通过对

垂体的分泌功能起作用，从而调节促肾上腺皮质激素释放激

素的释放，促进催乳素、促性腺激素的分泌，调节生长激素的

分泌［２］。研究显示，ＯＴ与动物的“社会行为”，包括配偶选
择、交配、亲本育幼等行为相关［３－５］。据报道，ＯＴ能增加人与
人之间的信任感、影响社会关系的建立并调节情感行为［６－７］。

目前，用于定量分析生物样品中 ＯＴ的方法有放射免疫
法（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＲＩＡ）［８］、酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅ－
ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）［９］、液相色谱 －紫外
法［１０］、库伦电化学高效液相色谱法［１１－１３］、毛细管区带电泳 －
紫外法［１４］等。ＲＩＡ、ＥＬＳＩＡ法灵敏度高，但需要制备待测物的
特异性抗体，而且容易受到来源于生物样品中特异性（如结

构类似物－赖氨加压素）和非特异性（如ｐＨ值、离子浓度、基
质其他成分等）的干扰［１５］。即使应用特异性非常高的抗体，

ＲＩＡ获得的数据所反映的是分析物免疫活性水平，而非分析
物本身的水平。ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ具有高灵敏度、选择性、特异
性等优点，被越来越广泛地应用于生物样品中蛋白质和多肽

的分析研究中［１６－１７］。本研究建立了 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定绵
羊血浆中ＯＴ的方法，采用乙腈方法提取和净化 ＯＴ，利用高
效液相色谱－串联质谱在多反应离子监测模式下进行检测，
本方法有效去除了干扰，提高了灵敏度，定性与定量分析准

确，能够满足血浆中催产素水平的快速检测和确证的要求。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００型高效液相色谱系统（Ｄｉｏｎｅｘ公司）；Ｇｒａｃ

ｅｓｍａｒｔＴＭＲＰＣ１８色谱柱（１５０ｍｍ×２ｍｍ，５μｍ，ＧｒａｃｅＤａｖｉｓｏｎ
公司）；电喷雾电离源 －ＡＰＩ４０００型三重四极杆串联质谱仪
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；ＶＭ１型漩涡混合器（Ｒａｔｅｋ公
司）；ＰＳ－２０型超声清洗机（Ｕｎｉｓｏｎｉｃ公司）；５４２４Ｒ型台式高
速离心机、微量移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；Ｈｅｔｏ型真空离心干
燥机（Ｍｅｄｏｓ公司）；Ｓｅｐ－ＰａｋＣ８、Ｃ１８和ＯａｓｉｓＨＬＢ固相萃取
柱（Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＹＭ－３Ｍｉｃｒｏｃｏｎ型离心超滤装置（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）。

催产素标准品（Ａｕｓｐｅｐ公司）；绵羊血浆冻干粉（Ｓｉｇｍａ
公司）；乙腈（色谱纯，Ｌａｂｓｃａｎ公司）；甲酸、甲醇（分析纯，
Ｕｎｉｖａｒ公司）；超纯水经美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司超纯水系统处理。
１．２　标准溶液的配制

催产素标准工作液的制备：称取催产素标准品０．５ｍｇ，
用超纯水稀释并定容到１ｍＬ，配制成０．５ｍｇ／ｍＬ的储备液，
置于－２０℃冰箱保存。移取适量标准储备液，配制１０、２５、
５０、１００、２５０、５００、１０００、２５００、５０００ｐｇ／ｍＬ的催产素标准工
作液系列。

质量控制样品的制备：配制５０、５００ｐｇ／ｍＬ溶液作为血浆
催产素提取方法比较的质量控制样品。

１．３　血浆样品的处理
将５ｍｇ绵羊血浆冻干粉溶于 ５ｍＬ超纯水中，置于

－２０℃ 冰箱保存备用。
血浆质量控制样品分别采用固相萃取法、乙腈沉降法、

３ｋｕ超滤法提取催产素，用于比较各提取方法的回收率及优
化提取该多肽的方法。

１．３．１　乙腈沉降法　吸取３００μＬ乙腈到１００μＬ分别含有
５０、５００ｐｇ／ｍＬ催产素的血浆样品中，涡旋振荡 ５ｍｉｎ后于
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４℃ 放置３０ｍｉｎ，４℃、１３２００ｇ离心２０ｍｉｎ，上清液转入新的
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，并在４℃真空离心干燥，１００μＬ１％甲酸溶液
重新溶解，取２０μＬ进样分析。
１．３．２　离心超滤法　将１００μＬ血浆样品加入到３ｋｕＭＷＣＯ
规格的Ｍｉｃｒｏｃｏｎ离心超滤管中，１４０００ｇ离心１００ｍｉｎ，回收
超滤液于４℃真空离心干燥，１００μＬ１％甲酸溶液重新溶解，
取２０μＬ进样分析。
１．３．３　固相萃取法　取１００μＬ血浆样品置于冰上，分别加
入５μＬ１００ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ和３μＬＣｏｍｐｌｅｔｅＴＭ蛋白酶抑制剂
混合液，用ｐＨ值３．０的０．１ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液９００μＬ稀释
成１ｍＬ上样血浆样品。ＨＬＢ、Ｃ８和Ｃ１８固相萃取小柱分别经
１ｍＬ甲醇预处理，１ｍＬ７５％乙腈／０．１％甲酸溶液活化和２％
乙腈／０．１％甲酸溶液平衡后，将１００μＬ上述血浆样品加入柱
内，经６ｍＬ２％乙腈／０．１％甲酸溶液淋洗后，用 ５０％乙腈／
０１％甲酸溶液将分析物洗脱下来，洗脱液经４℃真空离心干
燥，１００μＬ１％甲酸溶液重新溶解，取２０μＬ进样分析。
１．４　色谱和质谱条件
１．４．１　高效液相色谱条件　色谱柱：ＧｒａｃｅｓｍａｒｔＴＭ ＲＰＣ１８色
谱柱；柱温４５℃；流动相Ａ为０．１％甲酸溶液，流动相Ｂ为乙
腈－０．１％甲酸溶液（体积比 ９∶１）。梯度洗脱程序：０～
１２ｍｉｎ，０～４０％ Ｂ；１２～１５ｍｉｎ，４０％ ～８０％ Ｂ；１５～２０ｍｉｎ，
８０％Ｂ；２０～２０．１ｍｉｎ，８０％～０Ｂ；２０．１～３０ｍｉｎ，０％Ｂ。流速
０．２５ｍＬ／ｍｉｎ；进样量２０μＬ。
１．４．２　质谱条件　采用ＭＲＭ方式，测定催产素质子化的准
分子离子经碰撞诱导解离产生产物离子的反应。离子化方

式：电喷雾正离子扫描（ＥＳＩ＋）；毛细管电压５．３ｋＶ；离子源
温度４５０℃；气帘气２０ｐｓｉ；雾化气３５ｐｓｉ；辅助气２５ｐｓｉ；去簇

电压２０Ｖ；射入电压１０Ｖ；碰撞室射出电压１５Ｖ。其他质谱
参数详见表１。

表１　催产素的质谱检测条件

母离子

（ｍ／ｚ）
子离子

（ｍ／ｚ）
延迟时间

（ｓ）
碰撞能

（Ｖ）

５０４．２ ２８５．２ ０．２ ２８
５０４．２ ７２３．２ ０．２ ２２
５０４．２ ８２０．３ ０．２ ２５
１００７．３ ２８５．２ ０．２ ５０
１００７．３ ７２３．２ ０．２ ５０
１００７．３ ８２０．３ ０．２ ５０

１．５　数据处理
在上述优化后的 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ条件下测定样品，记录质

量色谱图中ＯＴ的峰面积，以标准曲线法进行定量分析。

２　结果与分析

２．１　质谱条件的优化
在电喷雾离子源的正离子检测模式下，催产素在一级增

强型全扫描质谱中获得 ｍ／ｚ为１００７．３和５０４．２，分别对应
［Ｍ＋Ｈ］１＋和［Ｍ＋２Ｈ］２＋准分子离子峰（图１）。采用产物离
子扫描方式，对［Ｍ＋２Ｈ］２＋峰进行二级质谱分析（图２），获
得的主要碎片峰 ｍ／ｚ分别为２８５．２、７２３．２、８２０．３，对应 ｙ３＋、
ｂ６＋、ｂ７＋，为－Ｓ－Ｓ－键之外的Ｘ－ｐｒｏ不稳定肽键经碰撞裂
解后的碎片离子，具有较高的信号强度和重现性。因此将上

述２个母离子和产生的主要子离子组合，作为后续催产素多
反应监测的母－子离子对。
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２．２　色谱条件的优化
试验中对流动相及洗脱梯度进行优化。ＨＰＬＣ级乙腈吸

光度低，产生的噪声小；与水混合后引起的柱压低；洗脱能力

高，因此选用乙腈作为有机相。在流动相中加入少量的甲酸

（０．１％），可改善色谱峰形和提高离子化效率。１μｍｏｌ／ＬＯＴ
经３０ｍｉｎ梯度洗脱后保留时间为９．３３ｍｉｎ（图３）。

２．３　血浆样品提取方法的优化
应用“１．３”中提到的多种方法对ＱＣ样品进行提取，选择

最佳提取方法。对于固相萃取方法，回收率为血浆 ＱＣ样品
经５０％乙腈洗脱产物干燥、重溶后 ＯＴ面积之和与未经提取
的１％甲酸溶液ＱＣ样品 ＯＴ面积比值的百分率。对于乙腈
蛋白质沉降法，回收率为上清液经干燥、重溶后ＯＴ面积与未
经提取的１％甲酸溶液 ＱＣ样品 ＯＴ面积比值的百分率。对
于３ｋｕ超滤法，回收率为超滤液经干燥、重溶后ＯＴ面积与未
经提取的１％甲酸溶液 ＱＣ样品 ＯＴ面积比值的百分率。结
果显示，乙腈蛋白质沉淀法对血浆 ＯＴ的回收率优于固相萃
取法，且重复性较好（变异系数＜４．０％）（图４）。

２．４　校准曲线的构建
标准系列溶液按上述优化过的高效液相色谱－串联质谱

条件进行分析，进样２０μＬ，记录色谱图。以待测物浓度为横
坐标，待测物峰面积值为纵坐标，用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ４．０绘图
软件求得的线性回归方程即为标准曲线。方法检出限（ｌｉｍｉｔ
ｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ）以待测物确证离子的信噪比等于３（Ｓ／Ｎ＝
３）时待测物浓度表示，定量限（ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＬＯＱ）以待
测物确证离子的信噪比等于１０（Ｓ／Ｎ＝１０）时待测物浓度表
示。分析方法的校准曲线见图５。根据校准曲线，线性回归
方程为 ｙ＝１．４４８ｘ＋５４４．４００，ｒ２ ＝０．９９８。ＯＴ线性范围为
５０～１００００ｐｇ／ｍＬ，ＬＯＤ为１０ｐｇ／ｍＬ，ＬＯＱ为５０ｐｇ／ｍＬ，ＣＶ＜
１５％。

２．５　方法的特异性
测定生物样品中某种物质，需要排除其他干扰而显示出

方法的特异性。上述建立的ＭＲＭ检测方法中，在ＯＴ保留时
间９．３３ｍｉｎ处未见干扰离子对的色谱出峰，证明该方法对
ＯＴ的检测具有特异性。
２．６　方法的精确度

制备１００、１０００、５０００ｐｇ／ｍＬ３个添加水平的加标样品，
按照已建立的检测方法进行处理和测定，每个水平重复３次，
计算日内和日间精密度，结果见表２。３个浓度质控样品的日
内ＲＳＤ＜９％，日间ＲＳＤ＜１４％。

表２　血浆ＯＴＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ定量分析方法的精密度

添加浓度

（ｐｇ／ｍＬ）

日内（ｎ＝３） 日间（ｎ＝３）

测得浓度

（ｐｇ／ｍＬ）
精密度

（％）
测得浓度

（ｐｇ／ｍＬ）
精密度

（％）

１００ １００．２±８．６ ８．６ １００．３±１３．２ １３．２
１０００ ９９８．４±５８．９ ５．９ ９９６．７±７８．７ ７．９
５０００ ４９９７．３±１３４．９ ２．７ ４９９５．４±１８４．８ ３．７

２．７　绵羊血中ＯＴ浓度测定
１８只７月龄阉公羊，体质量为３７．１ｋｇ，分为ＴＢＡ－Ｅ２处

理组和对照组。ＴＢＡ－Ｅ２处理为耳部埋植６０ｍｇ醋酸去甲雄
三烯醇酮（ｔｒｅｎｂｏｌｏｎｅａｃｅｔａｔｅ，ＴＢＡ）和６ｍｇ雌激素（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，
Ｅ２）。试验期８５ｄ，试验结束后采血，置于肝素抗凝剂管中，
４℃、３０００ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清于 －８０℃贮存备用。利用
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上述定量检测方法测定血浆中 ＯＴ浓度。对照组 ＯＴ浓度为
５５～８０ｐｇ／ｍＬ，ＴＢＡ－Ｅ２处理组为 ７５～１６０ｐｇ／ｍＬ，表明
ＴＢＡ－Ｅ２可提高阉公羊血浆中的ＯＴ浓度。

３　结论与讨论

本研究串联质谱扫描中ＯＴ（Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｇｌｎ－Ａｓｎ－
Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ＮＨ２）母离子［Ｍ＋Ｈ］

＋经碰撞诱导裂

解后主要产生了 ｙ３＋（Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ＮＨ２）和 ｂ６＋（Ｃｙｓ－
Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｇｌｎ－Ａｓｎ－Ｃｙｓ）子离子，可见Ｃ１和Ｃ７位的二硫键
所形成的碳环非常稳固，经气体碰撞后仍然保持较好的完整

性。因此本研究在筛选多反应监测母子离子对时，主要选取

了信号强度大且稳定的ｙ３＋、ｂ６＋、ｂ７＋作为子离子，可在一定
程度上保证所建立方法的灵敏度和重现性。

在ＬＣ－ＭＳ分析过程中，通常会遇见基质抑制效应，造成
被测化合物的灵敏度低，测定结果重复性、定量准确度差，有

时还会影响质谱碎片的相对丰度，从而影响定性判断。目前

从生物样品中提取蛋白质和多肽以获得更纯净样品的方法已

经在ＬＣ－ＭＳ定量分析中得到广泛应用并不断发展。蛋白质
沉淀法快速、简便，但其在沉淀大分子蛋白的同时易引起待测

物质的共沉淀从而导致响应值降低；固相萃取方法能够有效

降低抑制干扰，但是其对某一特定多肽的提取效率因多肽的

结构和性质以及分离柱和洗脱方法的选择而不同；超滤法仅

采用压力作为膜分离的动力，具有流程短、操作简便的优点，

但小分子物质容易与大分子物质黏附在一起，从而被阻断在

膜上方，导致滤液中待测物浓度降低。因此，对于某一特定多

肽，需要比较和优化蛋白质和多肽的方法后才能获得最大回

收率和重复性。本研究通过比较乙腈蛋白质沉淀法、固相萃

取法（Ｃ８柱、Ｃ１８柱、ＨＬＢ柱）和３ｋｕ超滤法的回收率和重复
性，发现乙腈蛋白质沉淀法在提取血浆中 ＯＴ时具有较高的
回收率（９８．４％）和较好的重复性（ＣＶ＜４．０％）。

为了消除试样基质或干扰组分的影响，提高测定准确度，

往往应用标准加入法来测定复杂生物基质中目标物含量。本

研究采用标准加入法构建血浆 ＯＴ定量校准曲线，通过方法
学验证表明，该方法具备较高的特异性和精确度，并在测定临

床血浆样品时得到应用。本研究建立了一种应用 ＨＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ检测血浆中ＯＴ含量的方法，并在临床样品分析中得
到验证。该方法通过对 ＯＴ血浆样品的前处理，结合 ＯＴ在
ＨＰＬＣ的保留时间及多反应监测系统对 ＯＴ及其碎片离子质
量的分析这一多重筛选，可以最大程度降低信号干扰，提高定

量检测方法的灵敏度。本研究建立的标准曲线线性方程为

ｙ＝１．４４８ｘ＋５４４．４００，相关系数为０．９９８，线性范围在 ５０～
１００００ｐｇ／ｍＬ，方法检出限为１０ｐｇ／ｍＬ，定量限为５０ｐｇ／ｍＬ，
该方法具有较好的特异性、精确性、可重复性，可应用于临床

中动物施用ＯＴ后血浆中ＯＴ浓度的实时监测。
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