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超高效液相色谱⁃串联质谱法测定尿液中血栓素 Ａ２

的 ３ 种代谢物和 ８⁃异前列腺素 Ｆ２α
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（１． 锦州医科大学药学院， 辽宁 锦州 １２１００１； ２． 上海市生物医药技术研究院， 上海市疾病与健康基因组学重点

实验室， 国家卫生健康委员会计划生育药具重点实验室， 上海 ２００２３７； ３． 锦州医科大学， 辽宁省肿瘤

临床代谢组学重点实验室， 辽宁 锦州 １２１００１； ４． 大连博源医学科技有限公司， 辽宁 大连 １１６０１１）

摘要：建立了同时测定人体尿液中血栓素 Ａ２ 的 ３ 种代谢物（２，３⁃地诺血栓素 Ｂ２、１１⁃脱氢⁃２，３⁃地诺血栓素 Ｂ２ 和 １１⁃
脱氢血栓素 Ｂ２）和 ８⁃异前列腺素 Ｆ２α的超高效液相色谱⁃串联质谱检测方法。 尿液经盐酸酸化至 ｐＨ ２􀆰 ０ ～ ４􀆰 ０，经
Ｃ１８ 固相萃取柱净化后测定。 使用 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ® ＢＥＨ Ｐｈｅｎｙｌ 色谱柱（５０ ｍｍ× ２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ），以含

０􀆰 ００２％ 氨水的 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液和乙腈作为流动相进行梯度洗脱，流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ４０ ℃，采用

电喷雾离子源，在负离子和多反应监测模式下分析 ４ ｍｉｎ，内标法定量。 ４ 种目标化合物在各自范围内线性关系良

好，相关系数（Ｒ２）大于 ０􀆰 ９９；方法检出限为 ２，３⁃地诺血栓素 Ｂ２ ０􀆰 ０２ ｎｇ ／ ｍＬ，其余目标化合物 ０􀆰 ０１ ｎｇ ／ ｍＬ；定量限

为 ２，３⁃地诺血栓素 Ｂ２ ０􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ，其余目标化合物 ０􀆰 ０５ ｎｇ ／ ｍＬ；实际尿液中，４ 种目标物在定量限水平下的加标回

收率为 ９１􀆰 ４８％ ～１０４􀆰 ８７％，低、中、高水平下的加标回收率为 ９２􀆰 ９５％ ～ １０４􀆰 ９０％，日内精密度为 ２􀆰 ７９％ ～ １３􀆰 ０１％，日
间精密度为 ４􀆰 ４５％ ～１３􀆰 ６７％。 应用该方法测定健康人群和缺血性脑卒中患者血栓素 Ａ２ 的 ３ 种代谢物和 ８⁃异前列

腺素 Ｆ２α的含量，并用肌酐进行校正。 对目标化合物进行二元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析并绘制受试者工作特征曲线（ＲＯＣ
曲线）用于诊断，血栓素 Ａ２（血栓素 Ａ２ 的 ３ 种代谢物加和）的曲线下面积（ＡＵＣ）为 ０􀆰 ８４９， ８⁃异前列腺素 Ｆ２α的

ＡＵＣ 为 ０􀆰 ７７５，具有较好的临床价值，有望辅助缺血性脑卒中的早期筛查诊断。
关键词：超高效液相色谱⁃串联质谱；２，３⁃地诺血栓素 Ｂ２；１１⁃脱氢⁃２，３⁃地诺血栓素 Ｂ２；１１⁃脱氢血栓素 Ｂ２；８⁃异前列

腺素 Ｆ２α；尿液；缺血性脑卒中
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第 ２ 期
刘思佳，等：超高效液相色谱⁃串联质谱法测定尿液中血栓素 Ａ２

的 ３ 种代谢物和 ８⁃异前列腺素 Ｆ２α

ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｕｎｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅｓ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｍａｊｏｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ： ２，３⁃ｄｉｎｏｒ ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ Ｂ２
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引用本文：刘思佳，赵福荣，张亚莲，孙晓宇，张萌萌，侯琨，曹云峰． 超高效液相色谱⁃串联质谱法测定尿液中血栓素 Ａ２ 的 ３ 种代谢物
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ｍｉｃ ａｃｉｄ． Ｔｈｅ ｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ ｗｅｒｅ ｄｒｉｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｅｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ４００ μＬ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ． Ｔｈｅ
ｅｌｕｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｒｉｅｄ ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ５０ μＬ ｏｆ １３％ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕ⁃
ｔｉｏｎ． Ａｆｔｅｒ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｆｉｌｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ， ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｏｎ ａｎ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰ⁃
ＬＣ® ＢＥＨ ｐｈｅｎｙｌ ｃｏｌｕｍｎ （５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ） ｖｉａ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍ⁃
ｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 ００２％ （ ｖ ／ ｖ） ａｍｍｏｎｉａ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｓ ｔｈｅ
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ． Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ４０ ℃． Ｔｈｅ ａｎ⁃
ａｌｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ⁃ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
ｍｏｄｅｓ． Ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｒａｎｇｅｓ，
ｗｉｔｈ ｌｉｎｅａｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （Ｒ２） ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ０􀆰 ９９． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ
ｗｅｒｅ ０􀆰 ０２ ｎｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ ２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ ａｎｄ ０􀆰 ０１ ｎｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ １１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２， １１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２，
ａｎｄ ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ０􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ ２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ ａｎｄ ０􀆰 ０５
ｎｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ １１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２， １１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２， ａｎｄ ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ． Ｉｎ ａｃｔｕａｌ ｕｒｉｎｅ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅｓ ａｔ ｔｈｅ ＬＯＱ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ９１􀆰 ４８％ －１０４􀆰 ８７％． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ａｔ ｌｏｗ， ｍｅｄｉ⁃
ｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ９２􀆰 ９５％ －１０４􀆰 ９０％． Ｔｈｅ ｉｎｔｒａ⁃ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ
ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ２􀆰 ７９％ －１３􀆰 ０１％ ａｎｄ ４􀆰 ４５％ －１３􀆰 ６７％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｒｒｏｒ （ＲＥ）
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｍａｔｒｉｘ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｅ ｓｏｌｕ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ ｍａｔｒｉｃｅｓ ｗａｓ ｗｉｔｈｉｎ ±２０％． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｂｌｅ ａｔ ４ ℃ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｎｄ ａｔ －７０ ℃
ｆｏｒ １０ ｄ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｏ ｒｅａｌｉｚｅ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ２，３⁃ｄｉ⁃
ｎｏｒ⁃ＴＸＢ２， １１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２， １１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２， ａｎｄ ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ｉｎ ｕｒｉｎｅ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２， １１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２， １１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２， ａｎｄ ８⁃
ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ
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ｕｓｉｎｇ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ． Ｂｉｎａｒｙ ｌｏｇｉｓｔｉｃ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ，
ａｎｄ ａ ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ （ＲＯＣ） ｃｕｒｖｅ ｗａｓ ｄｒａｗｎ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓ⁃
ｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ． ＴＸＡ２ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｓｕｍ ｏｆ ｉｔｓ ｔｈｒｅｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ． Ｔｈｅ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ （ＡＵＣ） ｏｆ ＴＸＡ２ ｗａｓ ０􀆰 ８４９， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｗｅｒｅ ６９􀆰 ２％ ａｎｄ ９２􀆰 ３％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ＡＵＣ ｏｆ ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ｗａｓ ０􀆰 ７７５， ａｎｄ
ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｗｅｒｅ ８４􀆰 ６％ ａｎｄ ７６􀆰 ９％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｍｅｔｈ⁃
ｏｄ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ａｓｓｉｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｉｓ⁃
ｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）； ２，３⁃ｄｉｎｏｒ ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ Ｂ２ （２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２）； １１⁃ｄｅｈｙｄｒｏ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ Ｂ２ （１１⁃
ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２）； １１⁃ｄｅｈｙｄｒｏ ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ Ｂ２ （１１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２）； ８⁃ｉｓｏ⁃ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｆ２α （８⁃
ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α）； ｕｒｉｎｅ； ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ

　 　 血栓素 Ａ２（ＴＸＡ２）是花生四烯酸经酶催化的代

谢物［１］，是一种促血栓形成因子，可诱导血小板聚

集和血栓形成，也是一种血管收缩因子，通过激活血

栓素 Ａ２ 受体（ＴＰ 受体）发挥作用［２］。 然而 ＴＸＡ２ 非

常不稳定，会迅速生成生物活性不强的血栓素 Ｂ２

（ＴＸＢ２）。 虽然 ＴＸＢ２ 相对稳定且较容易在血浆和

尿液中检测，但其还会进一步代谢生成更稳定的代

谢物［３］。 ＴＸＢ２ 的稳定代谢物常作为生物标志物来

评估体内 ＴＸＡ２ 的形成，主要有脱氢生成的 １１⁃脱氢

血栓素 Ｂ２（１１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２）和 β⁃氧化生成的 ２，３⁃地诺

血栓素 Ｂ２（２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２） ［３，４］。 另有研究发现 β⁃
氧化和脱氢均生成的代谢物 １１⁃脱氢⁃２，３⁃地诺血栓素

Ｂ２（１１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２） ［５］ 的检测也非常重要，其
可能在动脉粥样硬化血栓形成中起关键作用［６］，因此

本研究将 １１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ 纳入检测。
　 　 ８⁃异前列腺素 Ｆ２α（８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α）是一种类似前

列腺素的化合物，主要来源于花生四烯酸的脂质过

氧化［７］，是氧化应激的最佳生物标志物［８］，同样也

可激活 ＴＰ 受体发挥作用［９］。
　 　 已有研究发现 ＴＸＡ２ 和 ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α 参与动脉

粥样硬化的发生和发展［１０］，且均为评估缺血再灌注

损伤的潜在生物学指标［１１］。 ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α可导致阿

司匹林耐药［９］， ＴＸＡ２ 的稳定代谢物可用于评估阿

司匹林的抗血小板作用以确保抗血栓疗效［１２，１３］。
在中国，因心脑血管疾病（ＣＶＤ）而死亡的人数从

２００５ 年的 ３０９ 万人增加到 ２０２０ 年的 ４５８ 万人，其中

缺血性心脏病（ ＩＨＤ）、出血性卒中（ＨＳ）和缺血性卒

中（ ＩＳ）是 ＣＶＤ 死亡的前三位原因［１４］。 因此，针对

ＣＶＤ，尿液中 ＴＸＡ２ 代谢物和 ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α的准确定

量至关重要。

　 　 在采集血样的过程中，因血管损伤，ＴＸＡ２ 的含

量会急剧升高［１５］。 在体外条件下，血浆中的脂质会

继续发生自动氧化形成异前列腺素［１６］。 因此对于

８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α和 ＴＸＡ２ 的代谢物 １１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２、２，３⁃ｄｉ⁃
ｎｏｒ⁃ＴＸＢ２、１１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ 的检测，尿液相较

于血浆更具实际意义。
　 　 目前对 ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α和 ＴＸＡ２ 的代谢产物 １１⁃ｄｈ⁃
ＴＸＢ２、２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２、１１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ 可采

用的检测方法有酶免疫分析法（ＥＩＡ）、液相色谱法

（ＬＣ）、气相色谱⁃质谱法（ＧＣ⁃ＭＳ）和液相色谱⁃质谱

法（ＬＣ⁃ＭＳ）。 其中 ＥＩＡ 的专属性较差，易发生交叉

反应，出现假阳性的结果，且不适用于多个分析物。
例如单克隆抗体酶联免疫吸附测定中，１１⁃ｄｈ⁃２，３⁃
ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ 影响尿中 １１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２ 测定的准确性和

临床实用性［１７］。 ＬＣ 和 ＧＣ⁃ＭＳ 需衍生化，过程繁

琐［１８，１９］。 本研究采用具有较好灵敏度和专属性的

超高效液相色谱⁃串联质谱法（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ），同
时测定尿液中 １１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２、２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２、１１⁃ｄｈ⁃
２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ 和 ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 超高效液相色谱仪（配有 ＬＣ⁃４０Ｄ Ｘ３ 液相色谱

泵、ＤＧＵ⁃４０３ 和 ＤＧＵ⁃４０５ 脱气机、ＣＴＯ⁃４０Ｃ 柱温箱

和 ＳＩＬ⁃４０Ｃ Ｘ３ 自动进样器）、８０６０ＮＸ 三重四极杆质

谱仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ，日本）；高速台式冷冻离心机（湘
仪，中国）；氮气吹扫仪（杭州奥盛，中国）；万分之一

天平（Ｐｒｅｃｉｓａ，瑞士）。
　 　 ８⁃异前列腺素 Ｆ２α（纯度≥９８％）、２，３⁃地诺血栓

素 Ｂ２（纯度≥９５％）、１１⁃脱氢⁃２，３⁃地诺血栓素 Ｂ２（纯
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度≥９８％）、１１⁃脱氢血栓素 Ｂ２（纯度≥９８％）、８⁃异前

列腺素 Ｆ２α ⁃ｄ４（纯度≥９９％）、２，３⁃地诺血栓素 Ｂ２ ⁃ｄ９
（纯度≥９９％）、１１⁃脱氢血栓素 Ｂ２ ⁃ｄ４（纯度≥９９％）
（Ｃａｙｍａｎ，美国）。
　 　 盐酸（科密欧，中国）；乙酸铵、甲醇、乙腈、０􀆰 ４５
μｍ 滤膜（Ｍｅｒｃｋ，德国）；氨水（阿拉丁，中国）； １０×
０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液（索莱宝，中国）； Ｃ１８ 固相

萃取柱（５０ ｍｇ） （月旭，中国）； ９６ 孔板（耐思，中
国）。
１．２　 标准溶液配制

　 　 用乙腈将各标准品和内标稀释成质量浓度为 １
μｇ ／ ｍＬ 的标准储备液和内标储备液，于－７０ ℃保存

备用。 分别移取适量各标准储备液和内标储备液，
用乙腈稀释成混合标准储备液和混合内标储备液，
现用现配。
　 　 用乙腈稀释混合标准储备液和混合内标储备液

得到系列标准工作液和内标混合标准工作液，８⁃ｉｓｏ⁃
ＰＧＦ２α、１１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２、１１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２ 质量浓

度为 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ０、４􀆰 ０、８􀆰 ０、２０、４０、７５、１００ ｎｇ ／ ｍＬ，
２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ 质量浓度为 １􀆰 ０、２􀆰 ０、４􀆰 ０、８􀆰 ０、１６、
４０、８０、１５０、２００ ｎｇ ／ ｍＬ， ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ⁃ｄ４ 和 ２，３⁃ｄｉ⁃
ｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ ⁃ｄ９ 质量浓度为 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ， １１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２ ⁃
ｄ４ 质量浓度为 １０ ｎｇ ／ ｍＬ。
１．３　 实验条件与方法

１．３．１　 样本收集

　 　 研究对象为锦州医科大学附属第一医院 １３ 例

缺血性脑卒中首次发病患者和 ２６ 例健康体检者

（对照组）。 缺血性脑卒中患者通过 ＣＴ 或 ＭＲＩ 确

认脑卒中病灶，首次发病时间小于 ４８ ｈ。 所有患者

发病后 ４８ ｈ 内均符合《中国急性缺血性脑卒中诊治

指南 ２０１８》 ［２０］：（１）急性起病；（２）局灶神经功能缺

损（一侧面部或肢体无力或麻木，语言障碍等），少
数为全面神经功能缺损；（３）影像学出现责任病灶

或症状 ／体征持续 ２４ ｈ 以上；（４）排除非血管性病

因；（５）脑 ＣＴ ／ ＭＲＩ 排除脑出血。 两组年龄、性别和

体重指数（ＢＭＩ）无统计学差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 所有样

品采集后 １ ｈ 内于－８０ ℃冷冻保存。 研究所涉及尿

液样本均经锦州医科大学附属第一医院伦理委员会

批准（ＫＹＬＬ２０２３１５７）。
１．３．２　 样品前处理

　 　 冷冻尿液在室温解冻后加入盐酸调节 ｐＨ ２􀆰 ０
～４􀆰 ０， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清 １ ｍＬ 加入

１００ μＬ 内标混合标准工作液，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 涡旋 ５

ｍｉｎ 后上样至依次用 ５００ μＬ 甲醇和 ５００ μＬ 水活化

平衡的固相萃取小柱。 分别用 ５００ μＬ 水、含 ０􀆰 ５％
氨水的 ５％ 甲醇水溶液、含 ２％ 甲酸的 ５％ 甲醇水溶

液依次淋洗，用 ４００ μＬ 甲醇洗脱。 洗脱液在 ４０ ℃
下经氮气吹干，５０ μＬ １３％ 乙腈水溶液复溶，混匀后

过 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜后进样。
１．３．３　 色谱条件

　 　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ® ＢＥＨ Ｐｈｅｎｙｌ 色谱柱

（５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；柱
温：４０ ℃；样品室温度：４ ℃；流动相：Ａ 为含 ０􀆰 ００２％
氨水的 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液，Ｂ 为乙腈；流速：
０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序：０ ～ ０􀆰 ５ ｍｉｎ， １３％ Ｂ～
１４％ Ｂ； ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ５ ｍｉｎ， １４％ Ｂ ～ ２８％ Ｂ； １􀆰 ５ ～ ２􀆰 １
ｍｉｎ， ２８％ Ｂ～３０％ Ｂ； ２􀆰 １～２􀆰 ５ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ～３５％ Ｂ；
２􀆰 ５～２􀆰 ７ ｍｉｎ， ３５％ Ｂ～ ３６％ Ｂ； ２􀆰 ７ ～ ２􀆰 ８ ｍｉｎ， ３６％
Ｂ ～ ４０％ Ｂ； ２􀆰 ８ ～ ２􀆰 ８１ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ ～ ９５％ Ｂ； ２􀆰 ８１ ～
３􀆰 ０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ３􀆰 ０ ～ ３􀆰 １ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ ～ １３％ Ｂ；
３􀆰 １～４􀆰 ０ ｍｉｎ， １３％ Ｂ。 进样量：５ μＬ。
１．３．４　 质谱条件

　 　 采用电喷雾电离方式进行离子化，负离子、多反

应监测模式扫描。 扫描时间：４ ｍｉｎ；雾化气流量：３
Ｌ ／ ｍｉｎ；加热气流量：１０ Ｌ ／ ｍｉｎ；接口温度：４００ ℃；脱
溶剂管温度：２００ ℃；加热块温度：４００ ℃；干燥气流

量：１０ Ｌ ／ ｍｉｎ。 其他质谱参数见表 １。
１．３．５　 统计学分析

　 　 运用二元 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析构建预测模型，绘
制受试者工作特征曲线（ＲＯＣ 曲线）评价目标化合

物的临床诊断能力，数据分析采用 ＳＰＳＳ２５􀆰 ０ 软件。

２　 结果与讨论

２．１　 质谱及色谱条件优化

　 　 目标化合物为弱酸性物质，结构中含有羟基及

羧基基团，易失氢产生相对分子质量为 Ｍ－１ 的母离

子，因此采用负离子模式。 目标化合物和内标的标

准溶液经前体离子搜索、前体 ｍ／ ｚ 调整、产物ｍ／ ｚ
选择、ＣＥ 优化和详细优化、产物 ｍ／ ｚ 调整、Ｑ１ ｐｒｅ⁃
ｒｏｄ 偏差优化和 Ｑ３ ｐｒｅｒｏｄ 偏差优化后得到优化报

告。 最终优化参数见表 １。
　 　 以乙腈为有机相，对比了水相和添加不同浓度

甲酸铵、乙酸铵时的峰形及响应情况。 结果显示，直
接用水作为流动相，１１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２ 响应很高，但其他 ３
种化合物响应低；添加甲酸铵，各目标化合物色谱峰

右侧出现肩峰；添加浓度为０􀆰 ５、１、２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的乙

·１５１·



色 谱 第 ４３ 卷

表 １　 目标化合物和内标的质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｎｄ ＩＳｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｑ１ Ｐｒｅ
Ｂｉａｓ ／ Ｖ

ＣＥ ／
Ｖ

Ｑ３ Ｐｒｅ
Ｂｉａｓ ／ Ｖ

ＩＳ

２，３⁃Ｄｉｎｏｒ ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ Ｂ２ ２．０ ３４１．３５ １６７．１０∗ １０．０ １２．０ １４．０ ２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ ⁃ｄ９
（２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２） １２３．０５ １０．０ １９．０ ２１．０
１１⁃Ｄｅｈｙｄｒｏ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ Ｂ２ ２．２ ３３９．３０ ２７７．３５∗ １９．０ １１．０ ２７．０ １１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２ ⁃ｄ４
（１１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２） ２３５．３０ １０．０ １４．０ １４．０
８⁃Ｉｓｏ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｆ２α ２．３ ３５３．３５ １９３．２０∗ １８．０ ２６．０ １１．０ ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ⁃ｄ４
（８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α） ３０９．１５ １１．０ ２０．０ １３．０
１１⁃Ｄｅｈｙｄｒｏ ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ Ｂ２ ２．５ ３６７．３０ ３０４．９５ １８．０ １６．０ １９．０ １１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２ ⁃ｄ４
（１１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２） １６１．１０∗ １０．０ ２０．０ １５．０
２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ ⁃ｄ９ ２．０ ３５０．３５ １６７．２０∗ １７．０ １２．０ １０．０

１４０．９０ １８．０ １５．０ ２１．０
８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ⁃ｄ４ ２．３ ３５７．３５ ３１３．１５ １８．０ ２１．０ ２０．０

１９７．３０∗ １８．０ ２６．０ ２０．０
１１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２ ⁃ｄ４ ２．５ ３７１．３５ １６５．４０∗ ２０．０ ２０．０ １０．０

３０９．１０ ２２．０ １８．０ １９．０
　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

酸铵，随乙酸铵浓度增大，８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α响应降低，但
拖尾减轻且化合物色谱峰变窄。 由于目标化合物在

负离子模式下检测，为保证体系的稳定，因此在水相

中加入 ０􀆰 ００２％ 的氨水。 最终确定流动相水相为含

０􀆰 ００２％ 氨水的 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液。 ４ 种目标

化合物的提取离子色谱图见图 １。
２．２　 方法学考察

　 　 待测化合物属于内源性物质，本研究依据《中
国药典》（２０２０ 版）中“生物样品定量分析方法验证

指导原则”，采用 ｐＨ 为 ２􀆰 ０ ～ ４􀆰 ０ 的 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢＳ 作为空白基质，向其中添加标准品进行方法学

验证，考察了方法的线性范围、基质效应、回收率、精
密度和稳定性。
２．２．１　 线性范围、检出限与定量限

　 　 根据各目标分析物峰面积和内标峰面积的比值

ｙ 对质量浓度 ｘ（ｎｇ ／ ｍＬ）进行权重线性回归，拟合

工作曲线，权重为 １ ／ ｘ２，线性方程见表 ２。 ４ 种目标

化合物在相应线性范围内线性关系良好，相关系数

（Ｒ２）均大于 ０􀆰 ９９。 检出限（ＬＯＤ）以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）
≥３ 确定，定量限（ＬＯＱ）以 Ｓ ／ Ｎ≥１０ 确定，２，３⁃ｄｉ⁃
ｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ 检出限为 ０􀆰 ０２ ｎｇ ／ ｍＬ，定量限为 ０􀆰 １
ｎｇ ／ ｍＬ，其余目标化合物检出限为 ０􀆰 ０１ ｎｇ ／ ｍＬ，定
量限为 ０􀆰 ０５ ｎｇ ／ ｍＬ。
２．２．２　 基质效应评价

　 　 基质效应参照 Ｃａｏ 等［２１］的方法，即选取目标分

析物纯溶液样本、尿液样本以及二者混合液样本进

行基质效应评价。 选取中水平（２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２，

图 １　 ４ 种目标化合物混合标准溶液（５ ｎｇ ／ ｍＬ）的
提取离子色谱图

Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｔａｒｇｅｔ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ （５ ｎｇ ／ ｍＬ）１􀆰 ８０ ｎｇ ／ ｍＬ；其余 ３ 种化合物，０􀆰 ９０ ｎｇ ／ ｍＬ）的目标
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表 ２　 ４ 种目标化合物的线性方程、相关系数、线性范围、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （Ｒ２）， ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ） ａｎｄ
ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ） ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） ＬＯＤ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） ＬＯＱ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）
８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ｙ＝ １．２２７４０ｘ－０．００１６７１５２ ０．９９９３ ０．０５－１０ ０．０１ ０．０５
２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ ｙ＝ ０．２１６４８９ｘ＋０．００２６３３１７ ０．９９８６ ０．１０－２０ ０．０２ ０．１０
１１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ ｙ＝ １．１５９８９ｘ＋０．００８１９１７９ ０．９９８７ ０．０５－１０ ０．０１ ０．０５
１１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２ ｙ＝ １．９３２０１ｘ＋０．０２２６５４８ ０．９９９６ ０．０５－１０ ０．０１ ０．０５
　 ｙ： ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｅａｃｈ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔｏ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ
ｃｏｍｐｏｕｎｄ， ｎｇ ／ ｍＬ．

分析物纯溶液样本（平行做 ６ 份），计算目标物和内

标响应比值的均值 ｙｓ；选取 ６ 份尿液样本（采集自

不同志愿者），分别计算目标物和内标响应的比值

ｙｘ；混合液样本为上述两种基质的 ３ ∶７ 或 ７ ∶３（ｖ ／ ｖ）
混合物，分别计算目标物和内标响应的比值 ｙ３ ∶７或

ｙ７ ∶３。 偏差（ＲＥ） ３ ∶７ ＝ １－ｙ３ ∶７ ／ （ｙｓ ×０􀆰 ３＋ｙｘ×０􀆰 ７），偏
差７ ∶３ ＝ １－ｙ７ ∶３ ／ （ｙｓ ×０􀆰 ７＋ｙｘ×０􀆰 ３）。 结果表明，以上

ＲＥ 均在±２０％ 以内，说明基质效应并不影响目标化

合物的准确定量。

表 ３　 ４ 种目标化合物在 ４ 个水平下的加标回收率、
日内和日间精密度（ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ， ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ＲＳＤｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｔ
ｆｏｕｒ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ （ｎ＝６）

　

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｓｐｉｋｅｄ ／
（ｎｇ ／ ｍＬ）

Ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ

／ ％

ＲＳＤｓ ／ ％

Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ

８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ０．０５ １０４．５３ ７．１８ ８．０６
０．１０ ９８．４３ ７．９０ ６．９７
０．９０ ９２．９５ ５．６２ ５．９０
８．００ ９７．３３ ４．３６ ４．７８

２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ ０．１０ １０１．４７ ４．８３ ９．６７
０．２０ １００．９３ ６．６４ ８．８８
１．８０ １０４．７３ ３．８９ ６．７８

１６．００ １０１．１３ ２．７９ ４．４５
１１⁃ｄｈ⁃２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２ ０．０５ ９１．４８ １０．９７ １１．７２

０．１０ ９７．６０ ３．３７ ９．６１
０．９０ １００．５７ ８．１３ ７．７４
８．００ ９５．５０ ５．８６ ６．３７

１１⁃ｄｈ⁃ＴＸＢ２ ０．０５ １０４．８７ １３．０１ １２．３１
０．１０ １０４．９０ ３．４２ １３．６７
０．９０ ９８．８５ ８．２６ ７．６８
８．００ ９６．５３ ４．９５ ５．８２

２．２．３　 回收率和精密度

　 　 以实际尿样进行 ４ 种化合物定量限、低、中、高
４ 个水平的加标试验，每个水平进行 ６ 次平行试验，
计算回收率和日内精密度；在不同天进行上述实验，
计算日间精密度。 如表 ３ 所示，定量限水平下加标

回收率为 ９１􀆰 ４８％ ～ １０４􀆰 ８７％，低、中、高水平加标回

收率为 ９２􀆰 ９５％ ～ １０４􀆰 ９０％，日内精密度为 ２􀆰 ７９％ ～

１３􀆰 ０１％，日间精密度为 ４􀆰 ４５％ ～１３􀆰 ６７％。
２．２．４　 稳定性

　 　 取尿液样品加入低 （ ２，３⁃ｄｉｎｏｒ⁃ＴＸＢ２， ０􀆰 ２０
ｎｇ ／ ｍＬ；其余 ３ 种化合物，０􀆰 ９０ ｎｇ ／ ｍＬ）、高（２，３⁃ｄｉ⁃
ｎｏｒ⁃ＴＸＢ２，１６ ｎｇ ／ ｍＬ；其余 ３ 种化合物，８ ｎｇ ／ ｍＬ）
两水平的混合标准溶液，每个水平 ４ 个平行样品，并
进行前处理，分别考察样品在进样器（４ ℃）放置 ２４
ｈ 和－７０ ℃放置 １０ ｄ 的稳定性。 结果显示，在上述

条件下，目标化合物含量的相对误差均在±１５％ 内，
表明样品在上述条件下保持稳定。
２．３　 实际样品检测

　 　 采用上述建立的方法对实际样品进行测定，将
得到的目标化合物峰面积与其内标比值代入标准曲

线得到浓度，并用肌酐校正。 用 ＴＸＡ２ 的 ３ 种代谢

物加和评估体内 ＴＸＡ２ 的含量，结果进行二元 Ｌｏ⁃
ｇｉｓｔｉｃ 回归分析并绘制 ＲＯＣ 曲线（见图 ２）。 ８⁃ｉｓｏ
ＰＧＦ２α曲线下面积（ＡＵＣ）为 ０􀆰 ７７５，曲线上最佳诊

断点的灵敏度和特异度分别为 ８４􀆰 ６％ 和 ７６􀆰 ９％；
ＴＸＡ２ 的 ＡＵＣ 为 ０􀆰 ８４９，曲线上最佳诊断点的灵敏

度和特异度分别为 ６９􀆰 ２％ 和 ９２􀆰 ３％，提示该两类化

合物具有缺血性脑卒中筛查能力。

图 ２　 ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α和 ＴＸＡ２ 的 ＲＯＣ 曲线

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｏｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ （ＲＯＣ）
ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ８⁃ｉｓｏ⁃ＰＧＦ２α ａｎｄ ＴＸＡ２

ＡＵＣ： ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ．
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３　 结论

　 　 本文基于超高效液相色谱⁃串联质谱技术建立

了一种同时测定血栓素 Ａ２ 的 ３ 种代谢物和 ８⁃异前

列腺素 Ｆ２α的分析方法。 该法对色谱及质谱条件进

行了优化，评估了方法学指标、基质效应和稳定性，
可以实现尿液中目标化合物的准确定量，并在缺血

性脑卒中患者中得到验证，有望辅助临床缺血性脑

卒中以及其他心血管疾病的早期筛查诊断。
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