
使用安捷伦三重四极杆液质联用系统和

自动化在线样品净化技术快速分析血清

中的 25-羟基维生素 D
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摘要

通过将 Agilent 1260 Infinity 液相色谱与带安捷伦喷射流离子聚焦技术 (AJS) 的 Agilent 
6460 三重四极杆质谱仪联用，建立了一种对血清中 25-羟基维生素 D 进行准确、高灵敏

度且高重现定量的快速可靠的 LC/MS 研究方法。样品前处理只需要进行简单的液液萃

取。自动化在线样品净化技术进一步减少了基质干扰和离子抑制，在不增加人工样品处

理的情况下提高了定量准确度。本方法在 1 到 250 ng/mL 范围内呈良好线性，分析时间

仅为 5 分钟，日间精度低于 10%。
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前言

维生素 D 有两种活性形式：D2 和 D3，
每种形式的代谢都相似，即形成 25-羟基维

生素 D (25-OH D)。血液中的 25-OH D2 和 
D3 都需要测量，它们通常被统称为维生

素 D 或 25-OH D。为了准确定量 25-OH D 
的水平，区分这两种代谢物非常重要。

由于 LC/MS 具有准确区分这两种代谢物

的能力，因此被选为该代谢物的分析研究

方法。

本应用简报报导了一种采用配备了安捷

伦喷射流离子聚焦技术 (AJS) 的 Agilent 
6460 三重四极杆 LC/MS 系统对血清中 
25-OH 维生素 D2 和 D3 进行快速、高灵

敏度而准确的测定方法。采用简单的液液

萃取样品前处理和自动化在线样品净化技

术，有效减少了基质效应和离子抑制，在

对大量血清样品测定过程中未见干扰。

实验部分

试剂和标样

25-OH D2、25 OH D3 及其氘代内标（购

自 IsoSciences）的储备液用甲醇（购自 

Honeywell）配制成 10 µg/mL 的浓度，置

于 –20 °C 下保存。用这些储备液和空白血

清配制成 1、25、75、125 和 250 ng/mL 
的校正标准（注意：空白血清中含内源性

维生素 D 代谢物。为了得到低于该内源性 
水平的校正浓度，用 5% 牛血清白蛋白对

空白血清进行稀释）。氘代 25-OH D2 和 

D3 内标用甲醇稀释到 1000 ng/mL。

自动化在线样品净化

本方法所用的 HPLC 采用两个二元泵进行

自动化样品净化（图 1）。将样品上样到

捕集柱上，分析物将保留在柱里，然后使

用第一个泵进行冲洗。冲洗液流入废液容

器，减少了进入质谱仪的基质量。在分析

物即将从捕集柱中洗脱之时切换阀，使洗

脱的分析物进入分析柱，然后通过第二个

二元泵进行色谱分离。

图 1. 自动化在线样品净化的液相色谱配置
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样品前处理

血清样品进行简单的液液萃取：

1. 加入 15 µL 1000 ng/mL 内标溶液、 
150 µL 血清和 150 µL 乙腈

2. 涡旋混合 30 秒，然后在室温下静置 
15 分钟

3. 加入 750 µL 庚烷，再涡旋混合 30 秒

4. 以 13000 rpm 的转速离心 5 分钟

5. 将有机相（上层）转移到干净的试

管中

6. 室温下用氮气吹干

7. 用 200 µL 75:25 甲醇:0.1% 甲酸的水溶

液复溶

配置

2 x Agilent 1260 Infinity 二元泵 (G1312B)
1 x 高性能自动进样器 (G1367E)
1 x 进样器温控器 (G1330B)
1 x 柱温箱 (G1316C，带选件 058)
1 x 2 位/6 通阀头 (G4231A)
捕集柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，保护柱，2.1 × 12.5 mm，5 µm
分析柱 Agilent Poroshell 120 EC-C18，2.1 × 50 mm，2.7 µm
柱温 50 °C
进样量 10 µL
针头冲洗 冲洗口，50:25:25 IPA:甲醇:H2O，5 秒

流动相 A H2O + 0.1 % 甲酸

流动相 B MeOH + 0.1 % 甲酸

流速 0.5 mL/min
停止时间 5.0 分钟

液相色谱配置和条件

MS/MS 配置和条件

配置 
配置安捷伦喷射流离子聚焦技术的 Agilent 6460 三重四极杆液质联用系统

离子模式 正离子

干燥气温度 250 °C
干燥气流量 5 L/min
雾化器压力 45 psi
鞘气温度 325 °C
鞘气流量 11 L/min
毛细管电压 5000 V
∆EMV 200 V
喷嘴电压 1500 V

MRM transitions
化合物 母离子 子离子 裂解电压

(V)
驻留时间 
（毫秒）

碰撞能
量 (V)

25-OH 维生素 D3 401.3 383.2 106 50 4
25-OH 维生素 D3 401.3 365.3 106 50 4
25-OH 维生素 D2 413.3 395.3 106 50 4
25-OH 维生素 D2 413.3 355.2 106 50 4
25-OH 维生素 D3-d3 404.3 386.3 106 50 4
25-OH 维生素 D2-d3 416.4 398.3 106 50 4

载样（泵 1）梯度 洗脱（泵 2）梯度 阀切换时间

时间 B % 时间 B % 时间 (min) 位置

0.00 50 0.00 85 0.00 1
1.00 90 3.20 85 1.90 2
2.30 90 3.21 98 2.30 1
2.31 98 3.80 98
3.30 98 3.81 85
3.31 50
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结果与讨论

实现了 5 分钟内 25 OH D2 和 D3 的快速分 
析（图 2）。采用 1ng/mL、25ng/mL、 
75ng/mL、125ng/mL 和 250 ng/mL 浓
度的 25-OH 维生素 D2 和 D3 建立校正曲

线。图 3 显示了两种分析物获得的良好线

性，R2 值 ≥ 0.995。标准参比物中两种维

生素 D 代谢物的日间定量变异系数 (CV) 
良好，未超过 10%（表 3）。
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图 2. 25-OH 维生素 D2 和 D3 的色谱图

ng/mL D2 D3
10 2.8 3.3

30 2.7 2.7

70 8.0 7.8

表 3. 各浓度 25-OH 维生素 D2 和 D3 的 CV 值

图 3. 25-OH 维生素 D2 和 D3 在 1ng/mL 到 250 ng/mL 浓度范围内的校正曲线
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结论

使用 6460 三重四极杆 LC/MS 建立了一

种快速可靠的检测血清中 25-OH 维生素 
D2 和 D3 高准确性、高灵敏度和高重现

的方法，在 1 ng/mL 到 250 ng/mL 范
围内线性良好。简单的液液萃取，然后进

行自动化在线样品净化，最大限度地减少

了血清中脂类和其它生物化合物造成的基

质效应和离子抑制。短短 5 分钟内即可完

成分析。
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