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摘要
分析血清中的维生素 A 和维生素 E 时，临床研究实验室需要可靠的分析方法
和准确的检测。对分析性能和通量的需求呈稳步上升趋势，这对传统分析技
术提出了更高要求。我们已开发出一种使用 SPE/MS/MS 系统分析血清中维
生素 A 和维生素 E 的分析方法，与传统检测方法相比，这种方法具有更短的
样品分析周期，可得到相似的分析结果。经过简单的蛋白质解离、稀释，然
后使用 Agilent RapidFire 高通量质谱系统进行分析，可以精准地测定人血清中
的维生素 A 和维生素 E 分析物，线性范围分别为 0.1-5 µg/mL 和 0.4-20 µg/mL。
RapidFire/MS/MS 系统每 15 秒分析一个样品，与传统方法相比，这种方法能
够提供更高的通量。
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样品分析速率为 15 秒/样品。在所有
实验中，对维生素 A 和维生素 E 的定
量和定性离子以及维生素 A-D5 和维生
素 E-D6 内标进行同时测定（表 1）。
Agilent MassHunter 定量分析软件可自
动计算定性离子比。

Agilent RapidFire/MS/MS 系统包括如
下模块：Agilent RapidFire 365、配备 
APCI 离子源的 Agilent 6460 三重四极
杆质谱仪（使用 Agilent MassHunter 
三重四极杆采集软件 (B.06.01)、定性
分析软件 (B.06.00) 和定量分析软件 
(B.06.00)）以及 Agilent RapidFire 采集
软件。

前言
维生素 A（视黄醇）和维生素 E（α-
生育酚）是人体中储存的脂溶性维生
素。采用色谱方法（如 HPLC 和最新
的 LC/MS/MS）可对血清中的这些维
生素（图 1）进行测量。某些分析方
法会使用复杂的提取仪器或冗长繁琐
的提取流程，这会消耗大量的溶剂或
生物液体。本应用简报的主要目的是
开发高选择性、高灵敏度的快速在线 
SPE/MS/MS 方法，这种方法的提取流
程简短，提取仅消耗少量溶剂和生物
液体，且周转时间极短。我们开发出
一种使用 Agilent RapidFire/MS/MS 系
统分析血清中维生素 A 和维生素 E 的
分析方法，与传统检测方法相比，这
种方法具有更短的样品分析周期，可
得到相似的分析结果。 

采用基于 96 孔板的提取系统（稀释-
上样）可自动完成整个样品前处理方
法，从而提高了效率和实验通量。
Agilent RapidFire 高通量质谱系统是一
款超快速的 SPE/MS/MS 系统，可在
不足 15 秒的分析周期内实现样品分
析。利用 RapidFire/MS/MS 系统，这
种方法能够快速精准地测量合理线性
范围内的维生素 A 和维生素 E。

Agilent RapidFire/MS/MS 条件
缓冲液 A 5 mM 甲酸铵的 LC/MS 级水溶液 +  

0.1% 甲酸；流速 1.5 mL/min
缓冲液 B 和 C 5 mM 甲酸铵的 LC/MS 级甲醇溶液 +  

0.1% 甲酸；流速 1.25 和 0.7 mL/min
水溶液清洗 HPLC 级水 
有机溶液清洗 100% 甲醇或乙腈 
SPE 柱 Agilent RapidFire E 类柱（反相 C18 化学键合相，G9203-80105）
RF 状态 1 600 ms
RF 状态 2 2500 ms
RF 状态 3 0 ms
RF 状态 4 8000 ms
RF 状态 5 1000 ms
Agilent 6460 三重四极杆条件
离子源 APCI
干燥气温度 325 °C
气化室温度 350 °C
干燥气流量 10 L/min 
雾化器压力 40 psi
毛细管电压 4500 V
电晕电流 10 µ

化合物 Q1 Q3 驻留时间 碎裂电压 CE CAV
维生素 E-D6 437.5 171.1 20 114 21 2
维生素 E（α-生育酚） 431.4 165.2 20 146 25 2
维生素 E（α-生育酚） 431.4 137.2 20 146 49 2
维生素 A-D5 291.3 162.2 20 142 5 2
维生素 A（视黄醇） 269.4 105.1 20 114 33 2
维生素 A（视黄醇） 269.4 93 20 114 21 2

表 1. MRM 离子对

实验部分
分析物

仪器条件

图 1. 维生素 A 和维生素 E 的化学结构
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结果与讨论
将维生素 A、维生素 E 和内标加入合
成血清中，之后进行蛋白质解离，再
用水将上清液稀释 10 倍，即制得样
品。使用 RapidFire/MS/MS 系统和疏
水性 C18 柱对样品进行 SPE/MS/MS 
分析，速率为 15 秒/样品（图 2）。这
一 RapidFire/MS/MS 方法的通量超过 
240 个样品/小时，提供高通量和高效
的分析模式。 

数据分析
使用 MassHunter 三重四极杆定量分
析软件进行数据分析。在多重反应监
测 (MRM) 模式下使用线性最小二乘
回归建立校准曲线，其中加权因子为 
1/X。利用色谱峰面积与已知浓度内
标的峰面积之比进行定量分析。

化学品与试剂
维生素 A 购自 Sigma-Aldrich；视黄
醇-D5 购自圣克鲁斯生物技术公司。
维生素 E 购自 Cerilliant, Round Rock, 
TX。维生素 E-D6 购自 Toronto Research 
Chemicals。质量控制和空白合成血清
购自 UTAK Laboratories, Valencia, CA。
所有其他溶剂和试剂均购自  Sigma-
Aldrich。

样品前处理
采用以下步骤配制样品、校准品（0.1、
0.25、1.25、2.5 和 5.0 µg/mL 的维生素 
A，0.4、1.0、5.0、10.0 和 20.0 µg/mL 的
维生素 E）和 QC 标样（0.6 和 1.8 µg/mL 
的维生素 A，6.0 和 28.0 µg/mL 的维生
素 E）。在 2.2 mL 的深孔收集盘中，加
入 200 µL 样品、5 点校准品、维生素 A 
和维生素 E 的 2 点 QC 标样以及 25 µL 
内标混合液（分别含 2.0 µg/mL 维生
素 A-D5 和 5.0 µg/mL 维生素 E-D6 的 
LC/MS 级甲醇溶液）进行混合，再加
入 10 µL 冰醋酸 (1:1)。加入 500 µL 乙
腈并在 3500 rpm 的转速下离心 10 分
钟，对蛋白质进行解离。然后，将 
55 µL 样品上清液转移到黑色 96 孔板
中的每个对应孔中。用 LC/MS 级水稀
释 (1:10) 后，用 Agilent PlateLoc 孔板
热封膜机将板密封，轻轻振摇混合后
进行 RapidFire/MS/MS 分析。

建议在合成血清中添加 EDTA 和 BHT 
 （抗氧化剂），以提高维生素 A 的稳定
性和结合特性。另外，由于维生素 A 
对光敏感，建议用黑色或不透明板进
行分析。

图 2. 每个分析物的典型校准曲线数据，显示进样间隔为 15 秒。进样最高浓度样品后再进样基
质空白，未发现明显的交叉污染
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血清中的维生素 A 和维生素 E 分别在 
0.1-5 µg/mL 和 0.4-20 µg/mL 的测量范
围内呈现出色的线性关系，R2 值均高
于 0.995（图 3）。通过 QC 标样获得
日内和日间准确度和精密度数据。日
内和日间准确度的测定结果在 10% 以
内，且测量范围内的浓度变异系数均
小于 10%（表 2）。通过分析基质空
白的 AUC（分别计算与维生素 A 和维
生素 E 0.1 和 0.4 µg/mL 样品的平均峰
面积百分比）评估交叉污染程度。所
有分析物均未观察到明显的交叉污染 
 （图 2）。

图 3. 典型校准曲线，显示维生素 A 和维生素 E 的线性范围分别为 0.1-5 µg/mL 和 0.4-20 µg/mL。
黑色圆圈代表校准品，蓝色三角形代表 QC 样品

维生素 A 浓度  
(µg/mL)

日内准确度%  
(n = 6)

日内精密度%  
(n = 6)

日间准确度%  
(n = 6)

日间精密度%  
(n = 6)

0.6 98.6 7.2 104.6 9.2

1.8 95.4 7.9 107.7 4.4
维生素 E 浓度  
(µg/mL)

日内准确度%  
(n = 6)

日内精密度%  
(n = 6)

日间准确度%  
(n = 6)

日间精密度%  
(n = 6)

6.0 97.5 9.2 102.1 6.8

28 102.6 3.2 102.5 5.3

表 2. QC 标样的日内和日间准确度与精密度数据
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对空白人血清中加入的两种分析物连
续进样 2000 次以上，所得测定结果用
于评估分析方法的重现性。两种分析
物的仪器响应稳定，变异系数分别为 
9.0% 和 8.0%，表明了 RapidFire 系统
的稳定性、SPE 柱的长寿命，以及样
品组中分析物定量分析的一致性。例
如，图 4 中显示了维生素 E 的数据，
变异系数为 8.0%。

结论
使用简单的蛋白质解离和  A g i l e n t 
RapidFire/MS/MS 系统稀释方法，能够
快速精准地测定人血清中的脂溶性维
生素 A 和维生素 E。样品分析的进样
间周期仅为 15 秒，这为分析物提供了
高通量的分析方法。这种方法能够达
到 240 样品/小时的通量，产生的结果
与 LC/MS/MS 相当，而速度和效率则
可达到 LC/MS/MS 的 10 倍以上。

图 4. 维生素 E 连续进样重现性评估
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