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SCIEX LC-MS/MS系统对血清中6种维生素D及代谢产物检测

Serum levels of 6 vitamin D and its metabolites were detected 
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引言

维生素D的含量与多种疾病存在联系，包括骨质疏松症、癌

症、多发性硬化症、糖尿病、心血管疾病和微生物感染等。维生

素D在钙稳态和骨骼发育中也起着重要的作用。维生素D经历了两

个连续的羟基化反应：第一次在肝脏中，在维生素D-25羟化酶作

用下，碳25上添加一个羟基，形成25-羟基维生素D（25OHD）；

第二次在肾脏中，在25OHD-1α羟化酶作用下，碳1上添加一个羟

基，形成1α,25-双羟基维生素D [1,25(OH)2D]，如图1。在血液循环

中，25OHD在25OHD-24-羟化酶（CYP24A1）作用下，碳24上添加

一个羟基，形成24,25-二羟基维生素D [24,25(OH)2D]，其浓度可占

总25-OHD 的2%-20%。根据代谢通路，可知（1）1,25(OH)2D的检

测可以用于1α羟化酶缺乏症的判定。当机体1α羟化酶缺乏时，

1,25(OH)₂D浓度水平降低；（2）1,25(OH)2D的检测有助于判定低

血磷综合征是否由FGF23介导：对于由FGF23介导的低血磷综合征

患者，1,25(OH)2D浓度水平降低，非FGF23介导的低血磷综合征患

者， 1,25(OH)2D浓度水平升高。（3）非常高的1,25(OH)2D浓度提

示存在遗传抗维生素D佝偻病或存在由肉芽肿或淋巴增殖性疾病

引起的肾外1位羟基化的过度表达。 （4） CYP24A1酶分解过多的

25(OH)D，将其转化为非活性的24,25(OH)2D。

由于维生素D的主要代谢物在C3位置会发生差向异构，C3差向

异构在婴儿体内含量很高。在检测的总25（OH）VD3中包含3-epi-

25（OH）D3。免疫方法始终存在着无法区分D2和D3亚型，以及

交叉干扰问题。液相色谱-串联质谱法测定维生素D可以分离C3差

向异构体的干扰。血清 25(OH)D 水平是目前公认的评估人体内维

生素 D 营养状态的指标，1,25(OH)2D 是维生素D发挥生物学活性的

形式，可反映体内活性维生素D的含量。另外，随着 24,25(OH)2D 

的研究逐渐增加，有研究认为25(OH) D/24,25(OH)2D比值是表征

CYP24A1活性和维生素D分解代谢的一项指标。这个比值可以鉴

别一种罕见的遗传性疾病—特发性婴儿高钙血症(IIH)。不同维生

素 D 代谢产物在人体内维生素 D 代谢过程中发挥了不同的作用，

因此，有必要对维生素 D 的多种代谢产物进行准确定量，建立维

生素 D 的人体内代谢谱，为临床中多种维生素 D 相关性疾病的

治疗及科研工作提供技术性理论依据。目前LC-MS/MS方法检测

25(OH)D广泛应用于临床实验室。但该方法无法测定1,25(OH)2VD和

24,25(OH)2VD，同时也不能分离非活性的C3差向异构体。本文使用

超高效液相色谱-串联质谱，开发出了一种高效、准确的定量测定

血清中24,25(OH)2D3、1,25(OH)2D3、25(OH)D3、3-epi- 25-OHD3、

25(OH)D2、3-epi- 25-OHD2的检测方案，对临床疾病的确认、机体

内分泌状态的监控等具有重要意义。

图1. 维生素D在肝脏、肾脏的代谢通路图

图 1 维生素 D在肝脏、肾脏的代谢通路图

由于维生素 D的主要代谢物在 C3位置会发生差向异构，C3差向异构在婴儿体

内含量很高。在检测的总 25（OH）VD3中包含 3-epi-25（OH）D3。免疫方法始终

存在着无法区分 D2和 D3亚型，以及交叉干扰问题。液相色谱-串联质谱法测定维生

素 D可以分离 C3差向异构体的干扰。血清 25(OH)D 水平是目前公认的评估人体

内维生素 D 营养状态的指标，1,25(OH)2D 是维生素 D发挥生物学活性的形式，可

反映体内活性维生素 D的含量。另外，随着 24,25(OH)2D 的研究逐渐增加，有研

究认为 25(OH) D/24,25(OH)2D比值是表征 CYP24A1活性和维生素 D分解代谢的一

项指标。这个比值可以鉴别一种罕见的遗传性疾病—特发性婴儿高钙血症(IIH)。不

同维生素 D 代谢产物在人体内维生素 D 代谢过程中发挥了不同的作用，因此，有

必要对维生素 D 的多种代谢产物进行准确定量，建立维生素 D 的人体内代谢谱，

为临床中多种维生素 D 相关性疾病的治疗及科研工作提供技术性理论依据。目前

LC-MS/MS 方法检测 25(OH)D 广泛应用于临床实验室。但该方法无法测定

1,25(OH)2VD和 24,25(OH)2VD，同时也不能分离非活性的 C3差向异构体。本文使
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实验部分

1. 样品前处理：

1) 移液器取200 μL血清于2 mL离心管中，加入20 μL内标，加入

100 μL甲醇，涡旋混匀2 min；

2) 加入500 μL 0.1M ZnSO4溶液，加入1mL(正己烷:乙酸乙酯=4:1)；

涡旋5 min；

3) 15000 r/min离心10 min，移液器移取900 μL上清液；

4) 37℃氮气吹干；

5) 加入100 μL（甲醇:水=1:1）复溶，LC-MS/MS分析。

2. 色谱质谱条件：

色谱柱：Kinetex®2.6 μm F5 100Å 2.1×100mm，流动相：A：

0.2mM醋酸锂水溶液，B：0.2mM醋酸锂甲醇溶液，柱温：25℃，

进样量：50 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

时间（min） A(%) B(%)

0.0 50 50

0.2 30 70

10.0 10 90

11.0 2 98

12.0 2 98

12.1 50 50

14.0 50 50

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 : 65 psi

IS电压 : +5500V 源温度 TEM : 650℃  

质谱参数见表2

表2. 目标组分离子对信息

* 定量离子

化合物名称 英文名称 Q1 Q3 Dwell time DP CE

24,25-二羟基维生素D3 24,25-Dihydroxyvitamin D3 423.4 405.4* 70 150 21

1,25-二羟基维生素D3 1,25-Dihydroxyvitamin D3
423.3 405.3 70 150 30

423.3 369.4* 70 150 34

3-差向-25-羟基维生素D2 3-epi-25-Hydroxyvitamin D2
419.4 401.4* 70 138 38

419.4 361.4 70 138 35

3-表-25-羟基维生素D3 3-epi-25-Hydroxy vitamin D3 407.4 389.5* 70 160 37

25羟基维生素D2 25-Hydroxyvitamin D2
419.4 401.4* 70 200 38

419.4 361.4 70 138 35

25羟基维生素D3 25-Hydroxyvitamin D3
407.3 389.4* 70 170 35

407.3 371.3 70 170 38

钙三醇-D6 Calcitriol-d6 429.3 375.4 70 160 34

25羟基维生素D2-d6 25-Hydroxyvitamin D2-d6 425.3 406.4 70 170 38

25羟基维生素D3-d6 25-Hydroxyvitamin D3-d6 413.4 395.4 70 180 37
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结果与讨论

1. 灵敏度

使用5%BSA作为替代基质，考察24,25(OH)2D3、1,25(OH)2D3、

25(OH)D3、3-epi- 25-OHD3、25(OH)D2、3-epi- 25-OHD2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，24,25(OH)2D3、1,25(OH)2D3、25(OH)D3、3-epi- 25-OHD3、

25(OH)D2、3-epi- 25-OHD2的特征图谱见图2。

2.  线性

在本实验条件下，以5%BSA为替代基质，结合各维生素D的生

理浓度范围制作标准工作曲线。各待测物标准曲线及线性范围结

果如下表3，各化合物在其线性范围内线性良好，r 值大于0.995。

3. 加标回收率

评价检测方法的准确性，取6份不同来源的实际人群样本，

每份基质分为3组，取其中两组加入不同浓度的待测物溶液，制

备低、高两组基质加标样本，按样本前处理方法处理，进样分

析，计算加标回收率。如表4所示，不同浓度水平的加标回收率在

86.76%~114.55%之间，满足方法学要求。

图2. 6种维生素D典型色谱图

表3. 6种维生素D标准曲线及线性范围

化合物名称 英文名称 线性范围 线性方程 相关系数

24,25-二羟基维生素D3 24,25-Dihydroxyvitamin D3 9.6~60000(pg/mL) Y=0.00021x-0.000635 0.9962

1,25-二羟基维生素D3 1,25-Dihydroxyvitamin D3 1.6~10000(pg/mL) Y=0.00596x+0.01760 0.9986

3-差向-25-羟基维生素D2 3-epi-25-Hydroxyvitamin D2 9.6~60000(pg/mL) Y=0.00025x+0.01994 0.9984

3-表-25-羟基维生素D3 3-epi-25-Hydroxy vitamin D3 9.6~60000(pg/mL) Y=0.00010x+0.00077 0.9975

25羟基维生素D2 25-Hydroxyvitamin D2 16~100000(pg/mL) Y=0.10113x-0.000625 0.9979

25羟基维生素D3 25-Hydroxyvitamin D3 32~200000(pg/mL) Y=7.32715x-0.00735 0.9960

化合物名称 英文名称 Q1 Q3 Dwell time DP CE
24,25-二羟基维生素 D3 24,25-Dihydroxyvitamin D3 423.4 405.4* 70 150 21

1,25-二羟基维生素 D3 1,25-Dihydroxyvitamin D3
423.3 405.3 70 150 30

423.3 369.4* 70 150 34

3-差向-25-羟基维生素

D2

3-epi-25-Hydroxyvitamin

D2

419.4 401.4* 70 138 38

419.4 361.4 70 138 35

3-表-25-羟基维生素 D3
3-epi-25-Hydroxy vitamin

D3
407.4 389.5* 70 160 37

25羟基维生素 D2 25-Hydroxyvitamin D2
419.4 401.4* 70 200 38

419.4 361.4 70 138 35

25羟基维生素 D3 25-Hydroxyvitamin D3
407.3 389.4* 70 170 35

407.3 371.3 70 170 38

钙三醇-D6 Calcitriol-d6 429.3 375.4 70 160 34

25羟基维生素 D2-d6 25-Hydroxyvitamin D2-d6 425.3 406.4 70 170 38

25羟基维生素 D3-d6 25-Hydroxyvitamin D3-d6 413.4 395.4 70 180 37

* 定量离子

结果与讨论

1. 灵敏度

使用 5%BSA作为替代基质，考察 24,25(OH)2D3、1,25(OH)2D3、25(OH)D3、3-epi-

25-OHD3、25(OH)D2、3-epi- 25-OHD2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，24,25(OH)2D3、1,25(OH)2D3、25(OH)D3、3-epi-

25-OHD3、25(OH)D2、3-epi- 25-OHD2的特征图谱见图 2。

图 2. 6种维生素 D典型色谱图

(a)

25-Hydroxyvitamin D3

3-epi-25-Hydroxy vitamin D3
25-Hydroxyvitamin D2

3-epi-25-Hydroxyvitamin D2

1,25-Dihydroxyvitamin D3

24,25-Dihydroxyvitamin D3
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表4. 6种维生素D加标回收率 表5. 6种维生素D精密度实验结果

化合物名称 浓度 加标回收率

24,25-Dihydroxyvitamin D3
R-L(600pg/mL) 88.38%

R-H(15000pg/mL) 114.55%

1,25-Dihydroxyvitamin D3
R-L(100pg/mL) 92.36%

R-H(2500pg/mL) 95.51%

3-epi-25-Hydroxyvitamin D2
R-L(600pg/mL) 99.00%

R-H(15000pg/mL) 88.93%

3-epi-25-Hydroxy vitamin D3
R-L(600pg/mL) 100.00%

R-H(15000pg/mL) 86.76%

25-Hydroxyvitamin D2
R-L(1000pg/mL) 91.33%

R-H(25000pg/mL) 93.24%

25-Hydroxyvitamin D3
R-L(2000pg/mL) 111.35%

R-H(50000pg/mL) 87.68%

4. 精密度

考察精密度，向血清中添加定量下线（LLOQ）、低(LQC)、

中(MQC)、高(HQC)四个质控浓度水平的工作溶液进行精密度方

法验证，如表5所示，不同浓度水平的变异系数（CV%）范围为

0.24%~12.18%，满足CV%≤±15%的方法学要求。

5.基质效应

考察由基质效应引入的灵敏度影响，取6个不同来源的人血清

样本，按照样本前处理方法提取，向提取后基质样本中加入对应

浓度内标及不同浓度标准品溶液，配置成低、中、高三个水平的

基质提取后加标样本；以相同进样试剂配制对应低、中、高三个

水平的标准溶液，计算基质提取后添加标准品的响应与标准溶液

响应的比值。结果如下表6所示。不同浓度水平基质效应的变异系

数（CV%）范围为0.00%~8.40%，满足CV%≤±15%的方法学要求。

化合物名称 质控 浓度 CV%

24,25-Dihydroxyvitamin D3

LLOQ 9.6pg/mL 12.18

LQC 120pg/mL 3.56

MQC 2400pg/mL 7.99

HQC 30000pg/mL 6.14

1,25-Dihydroxyvitamin D3

LLOQ 9.6pg/mL 6.59

LQC 120pg/mL 3.63

MQC 2400pg/mL 0.75

HQC 30000pg/mL 0.93

3-epi-25-Hydroxyvitamin D2

LLOQ 9.6pg/mL 0.58

LQC 120pg/mL 10.00

MQC 2400pg/mL 2.84

HQC 30000pg/mL 2.97

3-epi-25-Hydroxy vitamin D3

LLOQ 1.6pg/mL 3.77

LQC 20pg/mL 6.07

MQC 400pg/mL 4.26

HQC 5000pg/mL 0.61

25-Hydroxyvitamin D2

LLOQ 16pg/mL 9.16

LQC 200pg/mL 2.19

MQC 4000pg/mL 5.03

HQC 50000pg/mL 0.24

25-Hydroxyvitamin D3

LLOQ 32pg/mL 3.29

LQC 400pg/mL 0.89

MQC 8000pg/mL 3.44

HQC 100000pg/mL 3.45

RUO-MKT-02-15566-ZH-A



表6. 6种维生素D基质效应实验结果 表7. 6种维生素D提取回收率

表8. 3种维生素D内标的回收率

图3. 人血清样品中分析物色谱图

化合物名称 质控 浓度 CV%

24,25-Dihydroxyvitamin D3

LQC 0.12ng/mL 6.93 

MQC 1.2ng/mL 7.88 

HQC 30ng/mL 5.87 

1,25-Dihydroxyvitamin D3

LQC 0.02ng/mL 3.84 

MQC 0.2ng/mL 3.53 

HQC 5ng/mL 2.92 

3-epi-25-Hydroxy vitamin 

D2

LQC 0.12ng/mL 3.84 

MQC 1.2ng/mL 4.09 

HQC 30ng/mL 1.42 

3-epi-25-Hydroxy vitamin 

D3

LQC 0.12ng/mL 8.40 

MQC 1.2ng/mL 1.67 

HQC 30ng/mL 1.05 

25-Hydroxyvitamin D2

LQC 0.2ng/mL 5.10 

MQC 2ng/mL 0.93 

HQC 50ng/mL 1.64 

25-Hydroxyvitamin D3

LQC 0.4ng/mL 3.10 

MQC 4ng/mL 0.00 

HQC 100ng/mL 5.00 

6. 前处理回收率

考察前处理过程中的待测物和内标的提取效率，评价提取过

程的灵敏度损失。使用替代基质配置低、高浓度水平的样本，每

个浓度平行制备3份。按样本前处理流程，处理替代基质。向处理

后的替代基质中加入一定浓度的待测物和内标溶液，配置低、高

浓度水平的样本，每个浓度平行制备3份。以待测物和内标的峰面

积比为指标进行计算，评价内标和待测物在前处理过程中行为的

一致性。结果如表7、表8所示。不同浓度下提取回收率总变异系

数（CV%）≤15.0%；内标回收率精密度（CV%）≤15.0%。

7. 血清样本

实际人血清样本中6种化合物的色谱图如下图3。

RUO-MKT-02-15566-ZH-A

化合物名称 质控
回收率

%
总回收
率%

总变异
系数CV%

24,25-Dihydroxyvitamin D3
LQC 113.27

113.75 0.59
HQC 114.22

1,25-Dihydroxyvitamin D3
LQC 97.99

99.65 2.36
HQC 101.32

3-epi-25-Hydroxy vitamin D2
LQC 86.93

88.97 3.24
HQC 91.01

3-epi-25-Hydroxy vitamin D3
LQC 91.98

90.79 1.85
HQC 89.61

25-Hydroxyvitamin D2
LQC 102.56

100.75 2.53
HQC 98.95

25-Hydroxyvitamin D3
LQC 113.61

113.30 0.39
HQC 112.98

内标名称
25-Hydroxyvitamin 

D2-d6
25-Hydroxyvitamin 

D2-d6
1,25-Dihydroxyvitamin 

D3-d6

CV% 0.93 1.05 4.04
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表 7 6种维生素 D提取回收率

化合物名称 质控 回收率% 总回收率% 总变异系数 CV%

24,25-Dihydroxyvitamin D3
LQC 113.27

113.75 0.59
HQC 114.22

1,25-Dihydroxyvitamin D3
LQC 97.99

99.65 2.36
HQC 101.32

3-epi-25-Hydroxy vitamin D2
LQC 86.93

88.97 3.24
HQC 91.01

3-epi-25-Hydroxy vitamin D3
LQC 91.98

90.79 1.85
HQC 89.61

25-Hydroxyvitamin D2
LQC 102.56

100.75 2.53
HQC 98.95

25-Hydroxyvitamin D3
LQC 113.61

113.30 0.39
HQC 112.98

表 8. 3种维生素 D内标的回收率

内标名称 25-Hydroxyvitamin
D2-d6

25-Hydroxyvitamin
D2-d6

1,25-Dihydroxyvitamin
D3-d6

CV% 0.93 1.05 4.04

7. 血清样本

实际人血清样本中 6种化合物的色谱图如下图 3。

图 3.人血清样品中分析物色谱图

25(OH)VD2 25(OH)VD3

24,25(OH)2VD3
3-epi-25(OH)VD3

3-epi-25(OH)VD2 1,25(OH)2VD3



总结

本文基于SCIEX液相色谱串联质谱系统建立了同时检测血清基

质中的6种维生素D相关代谢产物的方法。针对6种维生素D代谢产

物详细优化了前处理方法，同时优化了色谱条件和质谱参数，比

如使用加锂离子作为物质的加合方式，并且色谱条件能够有效分

离维生素D代谢物和C3的差向异构体。该方法具有线性好、准确性

高等优点满足临床的相关需求。
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