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基于SCIEX LC-MS/MS系统对血清中4种神经酰胺的检测
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引言

鞘脂属于一类建立在鞘氨醇骨架上的非甘油基脂质。鞘氨

醇的氨基上有不同链长的不饱和脂肪酸酰化生成鞘氨醇衍生物

称为神经酰胺（Ceramide, CER）。神经酰胺和二氢神经酰胺

（Dihydroceramide, dhCER）是具有生物活性的脂质，参与细胞增

殖、分化和凋亡。CER与许多疾病有关，如阿尔茨海默病、癌症、

抑郁症、心血管疾病以及传染病。因此，临床迫切需要建立一种

简便、快速、灵敏的人血清中多种神经酰胺的检测方法。

目前，神经酰胺非极性偏大，在血清中的检测仍存在诸多难

点，如检测灵敏度低、色谱残留严重、提取回收率低、传统反相

色谱保留强和基质干扰严重等。因此，建立一种灵敏、准确、快

速的分析方法实现血清中多种神经酰胺同时检测具有重要意义。

本方案基于SCIEX液相色谱串联质谱系统，采用沉淀蛋白法对

血清中4种神经酰胺进行精准定量及分析，并对方法灵敏度、线

性、准确度和携带效应进行了系统的方法学验证，该方案可为临

床心血管病诊断、愈后和治疗等提供检测方法参考和数据支持。

实验部分

1. 样品前处理：

准确量取50 μL血清样品于1.5 mL离心管中，加入含同位素内

标的350 μL沉淀蛋白试剂，涡旋混匀1 min，4 ℃ 14000 r/min离心

10 min，离心后取上清，待LC-MS/MS分析。 
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2. 色谱质谱条件：

色谱条件：色谱柱：C8 (2.6 μm, 2.1×100 mm)，流动相：A：

10 mM碳酸氢铵水溶液，B：异丙醇:乙腈=3:7溶液，洗针液：甲醇:

乙腈:异丙醇:水=1:1:1:1，柱温：50℃，进样量：2 μL，梯度洗脱，

液相梯度见表1。

表1. 色谱柱液相梯度洗脱条件

质谱条件： ESI源       

气帘气 CUR : 30 psi 碰撞气 CAD : Medium

雾化气 GS1 : 55 psi 辅助气 GS2 : 55 psi

IS电压 : -4500 V 源温度 TEM : 550℃  

质谱参数见表2

时间（min） A(%) B(%)

0.0 20 80

1.0 20 80

1.5 10 90

3.0 5 95

3.2 0 100

4.9 0 100

5.0 20 80

6.0 20 80
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 * 定量离子

2. 线性

以PBS为替代基质，配制混合标曲溶液，按上述前处理步骤

进行处理，制作标准工作曲线。表3显示，Cer16:0、Cer18:0在10-

1000 pmol/mL和Cer24:0、Cer24:1在50-10000 pmol/mL均具有良好

的线性，其回归系数r＞0.999。

3. 准确度

为了考察该检测方法的准确性，向血清中添加低、中、高三

个浓度的工作溶液计算加标回收率，表3显示，不同浓度水平的加

标回收率在93.9~113.6%之间，回收率良好，满足方法学要求。

表2. 目标组分的质谱参数

分析物 Q1 Q3 Dwell 
time ID DP CE

Cer16:0
536.4 280.2 35 cer16:0-1* -100 -46

536.4 237.2 35 cer16:0-2 -100 -54

Cer18:0
564.5 308 35 cer18:0-1* -125 -47

564.5 237.1 35 cer18:0-2 -125 -45

Cer24:0
648.7 392.2 35 cer24:0-1* -130 -52

648.7 349.2 35 cer24:0-2 -130 -55

Cer24:1
646.6 390.2 35 cer24:1-1* -138 -50

646.6 347.5 35 cer24:1-2 -138 -48

cer16:0-d7 543.4 280.2 35 cer16:0-d7 -100 -46

cer18:0-d7 571.5 308 35 cer18:0-d7 -125 -47

cer24:0-d7 655.7 392.2 35 cer24:0-d7 -130 -52

cer24:1-d7 653.6 390.2 35 cer24:1-d7 -138 -50

结果与讨论

1.灵敏度

以PBS为替代基质，考察4种神经酰胺的线性范围最低点灵敏

度和峰形情况，结果表明化合物灵敏度高、峰形良好，4种神经酰

胺的特征图谱见图1。

图1. 4种神经酰胺色谱图 图2 . 血清中4种神经酰胺色谱图

表3. 线性、加标回收率实验结果

4. 血清样本检测

在本方法条件下，各化合物在各自出峰位置峰形对称，响应

良好。4种神经酰胺也可以实现基线分离，实际人血清样本中4种

化合物的色谱图如图2。

分析物 工作曲线 r
回收率(%)

低
质控

中
质控

高
质控

Cer16:0 y=0.02861x+0.03505 0.9995 113.6 108.9 103.9

Cer18:0 y=0.02311x-0.06540 0.9996 99.9 100.7 93.9

Cer24:0 y=0.02077x-0.04438 0.9995 108.1 95.88 112.2

Cer24:1 y=0.02315x-0.00106 0.9995 111.6 103.4 112.6
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总结

本方案基于SCIEX Triple Quad™系统，建立了血清中4种神经酰

胺含量测定LC-MS/MS方法。该方法通过简便快捷的沉淀蛋白法，

结合质谱负离子采集模式，在6 min内实现同时检测4种神经酰胺，

方法具有准确、灵敏、耐用性好的特点。该方案可为临床心血管

病诊断、愈后和治疗等提供检测方法参考和数据支持。

仅限专业展会等使用、仅向专业人士提供的内部资料。
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