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引言

对多肽类物质进行稳定、灵敏分析的需求是色谱分离和质谱测定的共

同挑战。常见的肽通常难以通过LC-MS/MS进行分析，这是因为其不易离

子化以及不易产生理想的碎片离子而导致MS灵敏度较低，从而使得LC

和样品制备方法开发非常困难。之前的应用纪要（720004833ZH）详细

说明了如何开发一种快速、灵活的SPE-LC-MS/MS分析方法，用于人血浆

中缓激肽（图1）的定量；缓激肽是临床前或药物开发阶段重要的生物

标志物1。由于缓激肽在血浆中的浓度低至pg/mL水平且代谢速度快，在

采血和样品制备过程中还可通过蛋白水解人为生成，因此对其进行准

确定量相当困难。2

在本实验中，使用ionKey/MS系统更新了整个LC-MS平台，新系统把UPLC®

分析集成到质谱源中（图2）。如图3所示，iKey分离装置（150 µm内

径）包含流路、电子元件、ESI接口、加热器、eCord和色谱填料以发挥

UPLC分离性能。此外，与2.1 mm内径色谱法进行比较，这种技术可显著

提高灵敏度，是肽分析的理想方法。大多数生物分析LC-MS/MS方法常常

消耗大量的溶剂和样品，从而增加了分析的成本和限制了可重复分析

次数。除灵敏度增加外，ionKey/MS减少溶剂和样品耗量，提供足够的

样品进行重复进样，更好的满足ISR测试需求。

应用优势

 ■ 样品量减少2倍、灵敏度提升10倍，可

以方便进行样品的多次进样，更好的

满足ISR重复分析需求。

 ■ 溶剂耗量减少50倍，节省分析成本。

 ■ 采用混合模式SPE，可以减少基质干扰，

增强在血浆中缓激肽萃取的选择性。

 ■ Oasis µElution96孔板可浓缩样品，并在最

大程度上减少肽损失，使血浆中缓激

肽的检测限达到5 pg/mL。

 ■ 选择性高的快速SPE提取（<30分钟）省

去了耗时的免疫亲和纯化步骤。
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图1. 缓激肽典型结构和氨基酸序列。

http://www.waters.com/waters/library.htm?lid=134773810&cid=511436&locale=zh_CN
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方法条件

UPLC条件

系统： 二维ACQUITY UPLC®

 M-Class，捕集器和反冲洗

 洗脱配置可选Xevo® TQ-S

 质谱仪 ionKey™源 iKey™

 设备

色谱柱： BEH C18，300 Å，1.7 µm， 

 150 µm×50 mm iKey 

 （p/n 186006764）

捕集色谱柱： Symmetry® C18，5 µm， 

 300 µm×50 mm 

 （p/n 186007498）

流动相A： 0.1%甲酸水

流动相B： 0.1%甲酸乙腈

上样溶剂： 99:1流动相A:B，

 25 µL/min持续头2分钟，

 阀切换

阀位置： 初始位置1（上样至捕集

 器），在2分钟时改为位

 置2（反冲洗洗脱捕集器

 到分析色谱柱上）

分析梯度： 见表1

洗脱流速： 2.5 µL/min

色谱柱温度： 75 ℃

样品温度： 15 ℃

进样体积： 10 µL

总运行时间： 12.0分钟

采集板： 沃特世1 mL ACQUITY采

 集板（p/n 186002481）

方法条件

系统： Xevo TQ-S

离子化模式： ESI阳性

毛细管电压： 3.8 kV

源温度： 120 ℃

锥孔反吹气流量： 50 L/ hr

碰撞池压力： 3.83×10(-3) mbar

碰撞能量： 按成分进行优化，

 请参见表2

进样锥电压： 按成分进行优化，

 请参见表2

数据管理   

谱图软件： MassLynx® 4.1

定量软件： TargetLynx™

时间
（min）

流速
（mL/min）

组成
A（%）

组成
B（%）

曲线

0.00 2.5 98.0 2.0 初始

0.50 2.5 98.0 2.0 6
5.00 2.5 50.0 50.0 6
6.00 2.5 5.0 95.0 6
7.00 2.5 5.0 95.0 6
8.00 2.5 98.0 2.0 6

实验

［应用纪要］

表1. UPLC梯度条件。

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002481&locale=zh_CN
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［应用纪要］

图2. ionKey/MS系统：由Xevo TQ-S、ACQUIT Y UPLC M-Class、
ionKey源和iKey分离装置构成。

图3. iKey色谱分离装置。 图4. Oasis µElution WCX萃取方案。

本研究利用专门设计的血液采集技术以抑制离体外缓激肽形成，利用混合模式固样萃取法

（SPE），使用新型高效ionKey/MS系统，实现缓激肽的高选择性、高灵敏度测定工作。相对于

2.1mm直径色谱方法，ionKey/MS系统可获得更高灵敏度，这使得血浆使用量减少2倍，信噪比增

加7-10倍（S:N）。因此，我们可以准确和精密地进行2.5 pg/mL缓激肽定量研究。

样品制备

血液采集

人血浆是从一例男性志愿者取得，血液收集在BD™ P100、P700、P800和血液采集管（仅含

K2EDTA）中。这几种BD P血液采集管含有各种专利稳定剂/抑制剂的混合物，能在血液采集过程中

即时溶解，使得人血浆中的蛋白和肽类物质得以保存。

样品预处理

加入内标（IS）［Lys-des-Arg9］- 缓激肽（5 ng/mL）10 µL至100 µL人血浆中，混匀。然后，样品用5% 

NH4OH水溶液以1:1比例稀释，混匀。

样品萃取

按照图4的方案，进行血浆样品的预处理。所有溶液都按体积比配制。对含有样品的µElution板的

所有孔都应用所有萃取步骤。

活化：

200 µL MeOH

平衡：

5% NH4OH水溶液H2O 200 µL

洗涤液1：
5% NH4OH水溶液H2O 200 µL

洗涤液2：
10% ACN水溶液H2O 200 µL

洗脱液：

1% TFA的75:25 ACN:H2O溶液2×25 µL

    稀释：

 100 µL H2O

上样：
预处理血浆200 µL

Oasis WCX mElution方案

零件编号：186002499
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［应用纪要］

结果和讨论

质谱

缓激肽的3+前体（m/z 354.18）和IS（344.94）用于定量。选择m/z 419.18 y31+的碎片作为缓激肽

定量分析的主要片段，而m/z 408.18 b41+片段用于确证目的。关于IS，选择m/z 386.03 b72+碎片进

行监测。最优质谱条件列在表2中。虽然许多肽产生低于m/z  200的大量丰度好的碎片，但这些

离子（常常是铵离子）易产生较高背景干扰，因为它们缺乏特异性。在该分析中，使用高度特

异性的b或y离子碎片（其m/z值高于它们的前体），获得显著改善的方法特异性，为LC和SPE方法

建立提供了便利。

色谱分离

缓激肽及其IS色谱分离，是通过微流控色谱分离装置（iKey）实现的。这种iKey具有UPLC级、

亚-2-µm颗粒填料，它可以在高压下操作，获得高效的LC分离。通过微流液相部件集成，可以避

免毛细管连接有关的问题，包括人为因素、漏液和死体积。与分析规模（2.1 mm 内径）LC-MS分

析进行比较，使用BEH C18，300 Å，1.7 µm，150 µm x 50 mm iKey可获得极好的峰形、峰高增加、改

善的S:N。采用BEH C18，300 Å，1.7 µm，150 µm×50 mm iKey，缓激肽和IS的代表性色谱图列在图5

中。运用多维色谱法（特别是捕集器和反冲洗策略），可获得进一步的清洁样品，方便装载高

有机相SPE洗脱液10 µL（维持肽类溶解度所要求的）而不发生分析物过载。此外，通常分析级色

谱进样量（如10 µL）应用到iKey上，可获得灵敏度的显著增加；有利于复杂基质中准确、可靠

的检测较低pg/mL水平的肽和蛋白。

表2. 缓激肽和内标（IS）［Lys-des-Arg9］缓激肽的MRM通道、碰撞能量和进样锥电压。

化合物 前体 MRM过渡 
进样锥电压

（V）
碰撞能量
（eV）

子离子类型

缓激肽
[M+3H]3+ 354.18 >419.18 10 8 [1H+] 1/γ3

[M+3H]3+ 354.18 >408.18 10 10 [1H+] 1/b4

[Lys-des-arg9]- 
缓激肽（IS）

[M+3H]3+ 344.94 >386.03 10 10 [2H+] 1/b7
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［应用纪要］

使用ionKey/MS系统增加灵敏度

运用ionKey/MS可方便血浆中缓激肽的高效LC

分离方法的开发，其灵敏度和S:N比采用2.1 

mm内径色谱法显著提高。最初，样品是采

用在前一份应用纪要（720004833ZH）中所

述的方案萃取的。简言之，200 µL的血浆萃

取后，洗脱液用水以1:1比例稀释。取该样

品3 µL进样到iKey，与同一样品在2.1 mm级的

10 µL进样比较，可获得S:N的5倍改善，如图

6所示。iKey离子化效率改善和灵敏度增加，

使进样体积显著下降。采用ionKey/MS系统，

可以以更小的进样体积（1-3 µL）获得相当

或更高的灵敏度；当样品受限制或需要多次

进样以符合ISR标准时，这种技术是理想的

选择。

图5. 采用BEH C18，300 Å，1.7 µm，
150 µm×50 mm iKey，缓激肽和
内标从萃取血浆的UPLC分离。

图6. 从人血浆（200 µL）萃取1 ng/mL过量加标缓激肽的比较：iKey（150 µm 内径）对比传统
分析流程（2.1mm内径）。

http://www.waters.com/waters/library.htm?lid=134773810&cid=511436&locale=zh_CN
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［应用纪要］

经优化的方法使需要的血浆样品减少一半，且洗脱液稀释比增加至1:2，它们二者可以尽量减少

基质干扰。采用ionKey/MS和传统分析系统（ACQUITY UPLC及Xevo TQ-S＋UNIFI®），进行萃取血浆

10 µL进样（优化后方法）比较，采用ionKey/MS获得10倍信号增加和7倍S:N增加。这种改善如图7

显示，附有缓激肽内源性水平比较。最终，使用150 µm iKey建立缓激肽的低流速MRM测定方法，

该方法只需要100 µL血浆即可达到检测限度2.5 pg/mL。

样品配制

将前一份应用纪要（720004833ZH）中详细说明的SPE方法应用于本研究。Oasis WCX SPE可提供

反相和离子交换保留模式，帮助获得更好的样品纯度、选择性和提升灵敏度。此外，96孔Oasis  

µElution板可以在30分钟内进行人工处理，与大多数自动液相处理系统兼容，符合样品通量要

求。这种格式也提供了非常小量（仅为50 µL）洗脱的能力，可以尽量减少在蒸发过程中发生的

（由于吸附在采集板上引起的）肽损失可能性和/或化学不稳定性。

图7. 从人血浆（100 µL）萃取的内源性水平缓激肽的比较：iKey（150 µm内径）对比传统分
析流程（2.1 mm内径）。

http://www.waters.com/waters/library.htm?lid=134773810&cid=511436&locale=zh_CN
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［应用纪要］

线性、准确度和精密度

要产生标准曲线，人血浆（在BD P100管中获得）用缓激肽强化至以下最终浓度：2.5、5、10、

20、40、60、100、600、1,000、2,000、4,000和8,000 pg/mL。每个标准水平都重复配制两份。

质控（QC）样品从同一血浆配制，以15、30、50、150、300、800和6,000 pg/mL浓度配制。在每

个水平的QC样品都重复三份配制。[ Lys-des-Arg9]-缓激肽（最终浓度0.5 ng/mL）用作内标（IS）。

通过分析物峰面积与IS峰面积的峰面积比值（PARs）及应用1/浓度/（1/x）加权的线性回归模型建

立标准曲线。然后，根据校准曲线，通过各自的PARS计算所有QC样品浓度。由于存在内源性缓

激肽，故采用标准添加法。在对照血浆样品中，缓激肽的平均基础水平（0.19 ng/mL）是通过计

算x-截距而测定的。然后，对所有标准曲线和QC样品，把计算的基础水平加到加标浓度上，使

能够进行准确的定量。采用1/x回归法，缓激肽呈线性，其R2值>0.99。关于标准曲线性总结如表

3中所示。QC分析获得的结果如表4所示。在所有水平，QC样品表现非常好的准确度和精密度，

平均准确度介于92.7-104.0之间和平均%CV介于1.21-4.31之间。这些结果易于符合概述LC-MS/MS生

物分析方法验证最佳规范3,4 的白皮书中概述的FDA验收标准

表3. 从人血浆中萃取的缓激肽标准曲线汇总和统计。

缓激肽过量
加标浓度
（ng/mL）

最终缓激
肽浓度

（ng/mL）
峰面积 IS面积 响应

计算的缓
激肽浓度
（pg/mL）

平均准确度

0.0025 0.1925 8595 20655 0.417 0.1891 98.2

0.0050 0.1950 8369 19474 0.430 0.1956 100.3

0.0100 0.2000 8493 19296 0.441 0.2008 100.4

0.0200 0.2100 8906 19386 0.460 0.2100 100.0

0.0400 0.2300 10287 19462 0.528 0.2432 105.8

0.0600 0.2500 10775 19588 0.551 0.2542 101.7

0.1000 0.2900 11441 19119 0.598 0.2771 95.5

0.3000 0.4900 20435 20694 0.988 0.4656 95.0

0.6000 0.7900 30256 18599 1.628 0.7753 98.2

1.0000 1.1900 54216 20792 2.608 1.2495 105.0

2.0000 2.1900 92974 19438 4.782 2.3018 105.1

4.0000 4.1900 181824 21490 8.454 4.0784 97.4

8.0000 8.1900 349881 20616 16.966 8.1969 0.1
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［应用纪要］

表4. 从人血浆萃取的QC统计学。

缓激肽过量
加标浓度
（ng/mL）

缓激肽QC浓度
（ng/mL）

平均浓度
（ng/mL）

SD %CV 平均准确度

0.0000 – 0.1860 0.003 1.62 –

0.0150 0.2050 0.2078 0.003 1.47 101.4

0.0300 0.2200 0.2268 0.003 1.26 103.1

0.0500 0.2400 0.2360 0.010 4.11 98.3

0.1500 0.3400 0.3152 0.014 4.31 92.7

0.3000 0.4900 0.4854 0.010 2.16 99.1

0.8000 0.9900 1.0293 0.031 3.06 104.0

6.0000 6.1900 6.0504 0.073 1.21 97.8

分析前处理和内源性缓激肽水平的评估

血浆中缓激肽的准确定量是特别困难的，因为它代谢迅速（其半衰期小于30秒），且在血液

抽样和样品配制过程中可通过蛋白水解过程而人为产生2,5,6。要评估缓激肽在血液中的最佳保

存方法，以及预防缓激肽离体外形成，要特别注意血液采集的方案；这种方案采用市售血液采

集管，其中含专利添加剂，这种添加剂可改善血浆分析物的回收率。更具体地说，BD P100、

P700和P800采集管，提供了用于肽和蛋白分析的、血浆保存的一种方法7。所介绍的初始工作

（720004833ZH）仅评估了缓激肽在P100血液采集管中缓激肽的保存。BD P100和P700血液采集

管含有添加剂和抑制剂的专利混合物。BD P100采集管也含有机械分离器，这样在血液离心后可

容易进行血浆采集和分离。P700管含有P100管的相同抑制剂，另外含有一种抑制剂，用于稳定

胰高血糖样肽I（GLP-1），但不含机械分离器。和P100和P700血液采集管一样，P800血液采集管

含有各种抑制剂的专利混合物（这些抑制剂可获得在血浆中生物活性肽的保存），但不含机械

分离器。目前市售P800血液采集管拥有进行进行GLP-1、葡萄糖依赖性胰岛素释放肽（GIP）、胰

高血糖素和脑肠肽的定量和测定。

http://www.waters.com/waters/library.htm?lid=134773810&cid=511436&locale=zh_CN
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［应用纪要］

血浆处理 平均浓度（ng/mL） SD %CV

BD-P100 0.1860 0.003 1.62

BD-P700 0.0945 0.002 2.18

BD-无抑制剂+ K2EDTA, 1F/T 0.8107 0.007 0.88

BD-无抑制剂，K2EDTA，1F/T，在10 ℃下4天 5.4916 0.110 2.01

萃取的内源性血浆缓激肽平均浓度列在表5中；其中血液是采用（P100、P700）和不含蛋白酶

抑制剂（仅含K2EDTA，第1天和第4天）的采集管分别采集的。内源性缓激肽水平的平均CV介于

0.88%-2.18%范围，表明方法稳定可重现。关于这些结果的代表性谱图，列在图8（方格A-D）

中。方格A是内源性血浆缓激肽的代表性谱图，其中血浆缓激肽得自在P100管中采集的血液，

计算的平均浓度是0.1860 ng/mL。P700血液采集获得平均内源性缓激肽血浆水平0.0945 ng/mL，列

在方格B中。该浓度约为采用P100管测定的浓度的一半。在没有抑制剂的血浆中，缓激肽的人

工形成如在方格C和D中所示。在这些病例中，血液采集在仅含K2EDTA的血液采集管中，所得血

浆通过1个冷冻/解冻（F/T）周期获得。方格C代表在第1天的缓激肽浓度，而缓激肽血浆水平升

高至0.8107 ng/mL。方格D代表于10 ℃下、在4天贮藏后的缓激肽浓度，其中缓激肽血浆水平升高

至5.4916 ng/mL。采用P800时，内源性缓激肽水平表现的相对峰面积计算，与P700采集的情况类

似（数据未显示）；但由于在P800管样品中IS的10X信号损失，对P800样品采集没有计算缓激肽

的内源性水平。由于抑制剂混合物的差异，假定在P800管中，类似物IS未受到保护发生代谢和/

或降解。此外，采用P700采集管时，内源性缓激肽血浆水平减少，表明抑制剂的这种混合物，

对离体缓激肽形成的稳定和预防可能是更适当的。但是，尚未探索的另一种可能性是，血浆机

械分离器的存在，提供了在血液采集和离心之前或其过程中缓激肽形成的一种机制。这些结果

进一步强调需要适当的样品采集和贮藏，以准确地定量内源性缓激肽血浆水平。

图7. 使用RADAR与MRM数据同
步采集的尿液水解样品全扫
描数据（A）。3.79分钟的全扫
描峰为N-去甲基米氮平，6.47
分钟为去甲西酞普兰，7.42分
钟为赛洛唑啉，这些化合物
目前尚未包含在此目标性MRM
方法中。

表5. 萃取的内源性血浆缓激肽平均浓度；其中血液是采用（P100、P700）及不含蛋白酶抑制剂（仅含K2EDTA，第1天和第4
天）采集的。
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结论

采用ionKey/MS系统、混合模式SPE和更m/z  b或y离子碎片，

能获得更好的选择性和灵敏度，可以准确地定量缓激肽

和鉴别浓度的细微差异。本实验使用100 µL血浆，可获得

优于分析级别LC-MS（它采用两倍多的样品）得到的灵敏

度和S:N。使用150 µm iKey，建立了高度灵敏、低流量的缓

激肽MRM定量方法。该法可以在基础水平缓激肽基础上，

区分2.5 pg/mL范围内的微小变化。在2.5-8,000 pg/mL范围，

标准曲线是准确的和精密的。所有水平的QC样品，符合推

荐的FDA推荐标准4,5，平均准确度介于92.7-104.0范围和平

均%CV介于1.2-4.31范围，表明该方法是准确的、精密的和

可重现的。此外，与常规分析流速方法比较，这种肽以相

同体积（10 µL）的样品进样，可获得>10X的灵敏度增加。

ionKey/MS系统除获得优于2.1 mm直径规模的灵敏度以外，

它也可以减少溶剂和样品耗量，从而减少成本，且可以进

行样品的多次进样，获得改善的准确度或满足ISR重复分

析要求。本研究也表明采用适当抑制剂（获得在血浆中缓

激肽的稳定/保存）进行适当样品采集的重要性，以便准

确地测定内源性水平。如果作进一步的验证，采用ionKey/

MS系统为PK和临床研究中缓激肽准确测定奠定了基础。
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