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引言

原发性醛固酮增多症（PA）是继发性高血压的一种常见形

式，准确测定血浆肾素活性对于制定和维持一个有效的原发性醛

固酮增多症（PA）筛查方案至关重要。另外，肾素活性的测定也

可用于肾动脉狭窄、矿物皮质激素过量综合征、先天性肾上腺增

生等疾病以及肾素-血管紧张素-醛固酮系统（RAAS）的遗传性缺

陷的研究。肾素活性可以直接测定（DRC）也可以通过测定血浆

37℃孵育时血管紧张素（AngI）的生成速率（PRA）来表示；然而

DRC因不同方法或试剂所得的测定结果相差甚远，PRA是目前肾素

活性的主要表示方式。
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根据中华医学会内分泌学分会发布的原发性醛固酮增多症诊

断治疗的专家共识，推荐将血浆醛固酮与肾素活性比值(ARR) 作为

原醛症首选筛查指标，除此之外，血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）主要用

于肾性高血压的鉴别诊断，适用于原醛症、库欣综合症、血管紧

张素转化酶抑制剂治疗等人群。所以同时检测AngI、AngⅡ和醛固

酮（ALD）的血浆含量，对于鉴别诊断肾性高血压与原醛症所造成

的高血压具有非常重要的临床意义。

液相色谱串联质谱法（LC-MS/MS）以其卓越的特异性，极高

的检测灵敏度和高通量样本检测等优点，得到越来越多的临床认

可，也逐步成为临床检验的一项重要手段。本方法基于SCIEX 液相

色谱串联质谱系统，采用同位素内标校正法，建立了一次分析，

同时准确检测血浆中血管紧张素Ⅰ、血管紧张素Ⅱ和醛固酮的定

量方法。本实验采用蛋白沉淀法进行样品前处理，步骤较简单，

实验耗时较短，可以满足临床检测样品的需求。检测化合物相关

信息如表1。
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表1. 待测化合物信息列表

中文名 英文名 缩写 CAS编号 分子式

醛固酮 Aldosterone ALD 52-39-1 C21H28O5

醛固酮-D8* Aldosterone-D8 ALD-IS 1261254-31-2 C21H21D7O5

血管紧张素I Angiotensin I Ang I 70937-97-2 C62H89N17O14

血管紧张素I-13C6,15N4* Angiotensin I - [arginine 13C6,15N4] Ang I-IS N/A C56
13C6H89N13

15N4O14

血管紧张素Ⅱ Angiotensin Ⅱ Ang Ⅱ 4474-91-3 C50H71N13O12

血管紧张素 II-13C6, 15N4* Angiotensin Ⅱ-[arginine 13C6,15N4] Ang Ⅱ-IS N/A C44
13C6H71N9

15N4O12

*：商品化内标标记位点不同，请根据具体情况调整
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实验部分

样品前处理

本实验采用蛋白沉淀法对血浆样本进行处理，步骤如下：

取一定体积的血浆样品加入生成抑制剂，于37℃孵育3h后加

入甲酸终止反应，并涡流混匀；对Ang I的本底含量的测定，血浆

不经孵育，其他添加剂保持加入量一致；取孵育后的血浆样本加

入内标和沉淀剂进行蛋白沉淀，涡流混匀后冰箱冷藏30 min，将冷

藏后的样本进行常温高速离心，取上清液进样分析。

色谱条件

色谱柱： Kinetex C18，100×3.0 mm，2.6 µm；

流动相：A相为含氟化铵的水溶液，B相为甲醇；

流速：0.35 mL/min；

柱温：50 ℃；

进样体积：20.00 µL。

洗脱方式：梯度洗脱，见表2；

质谱条件

质谱平台： SCIEX Triple Quad™ 6500

电离方式：电喷雾离子源，正负离子分段模式；

表2. 液相梯度洗脱条件

时间（min） A(%) B(%)

0 80 20

0.3 80 20

0.6 50 50

1.0 45 55

1.5 45 55

2.00 40 60

3.00 0 100

3.80 0 100

3.90 80 20

5.00 80 20

检测方式：多反应监测 (MRM)；

离子源温度 (TEM): 500℃; 雾化气 (Gas1): 70 psi;

辅助气 (Gas2): 50 psi； 气帘气 (Gurtain Gas): 35psi;

电喷雾电压：5500V/-4500V；

使用分段扫描的模式，正离子运行2.8分钟，负离子模式运行

2.2分钟，对应MRM通道及参数见表3。

结果与讨论

本分析方法总运行时长为5min，采用分段扫描的模式，血管

紧张素Ⅰ和血管紧张素Ⅱ采用正离子扫描模式，醛固酮采用负离

子扫描模式。血管紧张素Ⅰ、血管紧张素Ⅱ和醛固酮在各自出峰

位置峰形对称，响应良好。在本方法条件下，两种化合物不存在

互相干扰。典型液相色谱图如图1。

图1. 血管紧张素Ⅰ、血管紧张素Ⅱ和醛固酮典型液相色谱图

XIC of +MRM (7 pairs): Period 1, 523.800/784.400 Da ID: Ang II-1 Max. 1.2e5 cps.
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XIC of +MRM (7 pairs): Period 1, 433.110/647.510 Da ID: Ang I-1 Max. 1.9e5 cps.
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XIC of -MRM (4 pairs): Period 2, 359.200/189.000 Da ID: Ald-NEG-1 Max. 6.8e4 cps.
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图1 血管紧张素Ⅰ、血管紧张素Ⅱ和醛固酮典型液相色谱图

标准曲线

以BSA溶液为替代基质，配制标准工作曲线，各化合物曲线范

围的设定参考临床上医学决定点的需求，血管紧张素Ⅰ的线性范

围为0.300-100 ngmL、血管紧张素Ⅱ和醛固酮的线性范围相同，均

为0.015-5.00 ngmL。各待测物在各自的线性范围内线性良好，r2  >  

0.99，符合生物样本检测的通用要求。具体结果见表4。
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实际血浆样本检测

在临床上收集多个血浆样本进行本方案的测试，并且与原有

的固相萃取法的样本预处理方法作了比较。同一批血浆样本使用

本方案中的蛋白沉淀法与固相萃取法相比测得的三个化合物浓度

的偏差均在15%的范围内。这也证明此方案在临床上是可以替代

固相萃取法作为样本前处理的方法，且在样本处理中更加节省时

间，操作更便捷，也可以节省大量的耗材，降低检测的成本。实

际血浆样本中的化合物典型色谱图如图2所示。

中文名 英文名 Q1 Q3 DP CE Dwell Time

Period1 2.8min

血管紧张素I Angiotensin I
433.1 647.5* 130 13 50

433.1 619.4 130 15 50

血管紧张素I-13C6, 15N4 Angiotensin I- [arginine 13C6, 15N4]
436.4 657.5 130 27 50

436.4 629.4 130 27 50

血管紧张素Ⅱ Angiotensin Ⅱ
523.8 784.4* 100 28 50

523.8 263.2 100 30 50

血管紧张素Ⅱ-13C6, 15N4 Angiotensin Ⅱ - [arginine 13C6, 15N4] 528.8 263.2 100 31 50

Period2 2.2min

醛固酮 Aldosterone
359.1 189.1* -100 -24 150

359.1 331.1 -100 -21 150

醛固酮-D8 Aldosterone-D8
367.2 194.0 -110 -27 150

367.2 339.3 -110 -25 150

*：为定量离子对

表3. 待测组分和内标物质的质谱参数（正负离子分段扫描的模式）

表4. 血管紧张素Ⅰ 、血管紧张素Ⅱ和醛固酮的标准曲线

化合物 斜率 截距 r2 LLOQ ng/mL ULOQ ng/mL 拟合方程

AngI 0.611 4.9E-003 0.9978 0.300 100 Y=0.611X+4.9E-003

AngⅡ 6.61E-004 2.2E-003 0.9976 0.015 5.00 Y=6.11E-004X+2.2E-003

ALD 8.1E-005 7.22E-004 0.9981 0.015 5.00 Y=8.1E-005X+7.22E-004

AngⅠ

ALD

AngⅡ

图2 实际血浆样本中血管紧张素Ⅰ、血管紧张素Ⅱ和醛固酮典型色谱
图图2. 实际血浆样本中血管紧张素Ⅰ、血管紧张素Ⅱ和醛固酮典型色谱图
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总结

本实验在SCIEX液质联用平台上，实现了血管紧张素Ⅰ、血管

紧张素Ⅱ和醛固酮的同时检测，克服了实际血浆样本中的干扰峰

带来的挑战，同时采用蛋白沉淀法对样本进行前处理，并加入同

位素内标进行校准，对血浆中醛固酮、血管紧张素Ⅰ和血管紧张

素Ⅱ进行定量，节约了实验成本，提高了样本检测通量。方法线

性良好，满足临床实际样本的检测需求。
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