
·论  著·

串联质谱技术检测孕妇胆汁酸谱的性能评估及其参考区间建立*

陈 辰1,陈亚军1,蒋翠莲1,马金飞2,李义坤2,钟天鹰1△

1.南京医科大学附属妇产医院/南京市妇幼保健院检验科,江苏南京
 

210004;

2.杭州凯莱谱医学检验实验室,浙江杭州
 

310000

  摘 要:目的 对基于串联质谱(LC-MS/MS)技术检测胆汁酸谱的方法进行性能评估并建立适合于南京

地区孕妇的15种胆汁酸亚型参考区间。方法 采用LC-MS/MS技术检测孕中期孕妇血清15种胆汁酸亚型,
根据美国临床和实验室标准协会(CLSI)C62-A和美国食品药品监督管理局的生物分析方法验证标准,从定量

检出限、准确度、精密度、线性、携带污染率等几个方面进行性能评估;根据CLSI
 

EP28-A3c推荐的方法和程序

建立南京地区孕妇孕中期15种胆汁酸亚型的参考区间,用小样本验证法对新建立的20例样本参考区间进行

验证。结果 LC-MS/MS技术可同时检测孕妇血清中15种胆汁酸亚组分,最低定量限为标准曲线最低浓度点

(S1)浓度,最低检出限为1/4
 

S1;线性:各种亚型均呈现良好的线性关系,r2 均大于0.99;准确度:各种亚型加

标回收试验回收率均为80%~120%,偏倚<15%;批内精密度和批间精密度变异系数均小于15%;携带污染

率:小于最低定量限的25%;孕中期孕妇参考区间:以石胆酸为例,新的参考区间为0.07~13.46
 

ng/mL,95%
的验证结果落于新的参考区间内。结论 LC-MC/MS技术可以精准、快速地检测胆汁酸谱15种亚型,评估结

果符合各项性能验证要求;新建立的胆汁酸谱15种亚型的参考区间适合于南京地区孕中期孕妇。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

method
 

based
 

on
 

tandem
 

mass
 

spectrometry
 

(LC-MS/MS)
 

to
 

detect
 

bile
 

acid
 

spectrum
 

and
 

evaluate
 

its
 

performance,and
 

to
 

establish
 

the
 

reference
 

intervals
 

of
 

15
 

bile
 

acid
 

subtypes
 

for
 

pregnant
 

women
 

in
 

Nanjing.Methods LC-MS/MS
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

15
 

bile
 

acids
 

in
 

the
 

ser-
um

 

of
 

pregnant
 

women
 

in
 

the
 

second
 

trimester
 

of
 

pregnancy.According
 

to
 

Clinical
 

and
 

Laboratory
 

Standards
 

Institute
 

(CLSI)
 

C62-A
 

and
 

FDA
 

guidelines,the
 

performance
 

was
 

evaluated
 

from
 

several
 

aspects,including
 

the
 

lower
 

limit
 

of
 

measuring
 

interval,the
 

limit
 

of
 

detection,accuracy,precision,linear
 

and
 

carryover,etc.As
 

recommended
 

by
 

the
 

CLSI
 

EP28-A3c,the
 

reference
 

intervals
 

of
 

15
 

bile
 

acids
 

in
 

the
 

second
 

trimester
 

of
 

preg-
nancy

 

were
 

established.Small
 

sample
 

validation
 

method
 

(20
 

cases)
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

new
 

reference
 

inter-
val.Results LC-MS/MS

 

technology
 

could
 

simultaneously
 

detect
 

15
 

bile
 

acids
 

in
 

serum,the
 

Limit
 

of
 

quantita-
tion

 

was
 

the
 

lowest
 

concentration
 

(S1)
 

at
 

the
 

point
 

of
 

the
 

standard
 

curve.The
 

limit
 

of
 

detection
 

was
 

1/4
 

S1.
Linear:all

 

subtypes
 

showed
 

a
 

good
 

linear
 

relationship,and
 

r2
 

was
 

more
 

than
 

0.99
 

in
 

all
 

subtypes.Accuracy:

the
 

recoveries
 

of
 

each
 

subtype
 

were
 

between
 

80%-120%,and
 

the
 

bias
 

were
 

less
 

than
 

15%.The
 

coefficien
 

of
 

variation
 

of
 

within-
 

and
 

between-batch
 

were
 

less
 

than
 

15%.The
 

carryover
 

was
 

less
 

than
 

25%
 

of
 

the
 

limit
 

of
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detection.Reference
 

intervals
 

of
 

pregnancy:taking
 

LCA
 

as
 

an
 

example,the
 

new
 

reference
 

interval
 

of
 

the
 

sec-
ond

 

trimester
 

was
 

0.07-13.46
 

ng/mL,and
 

95%
 

of
 

the
 

validation
 

results
 

fell
 

in
 

the
 

new
 

reference
 

interval.
Conclusion LC-MS/MS

 

technology
 

could
 

accurately
 

and
 

rapidly
 

detect
 

15
 

subtypes
 

of
 

bile
 

acid
 

spectrum,and
 

the
 

evaluation
 

results
 

meet
 

the
 

performance
 

verification
 

requirements.The
 

newly
 

established
 

reference
 

inter-
vals

 

of
 

15
 

subtypes
 

of
 

bile
 

acid
 

spectrum
 

are
 

suitable
 

for
 

pregnant
 

women
 

in
 

the
 

second
 

trimester
 

of
 

pregnancy
 

in
 

Nanjing.The
 

established
 

LC-MS/MS
 

technology
 

can
 

effectively
 

separate
 

and
 

accurately
 

detect
 

15
 

kinds
 

of
 

bile
 

acids
 

in
 

serum
 

and
 

the
 

evaluation
 

results
 

are
 

conformed
 

to
 

all
 

standards.The
 

newly
 

established
 

reference
 

intervals
 

of
 

15
 

subtypes
 

of
 

bile
 

acids
 

are
 

suitable
 

for
 

pregnant
 

women
 

in
 

the
 

second
 

trimester
 

of
 

pregnancy
 

in
 

this
 

region.
Key

 

words:tandem
 

mass
 

spectrometry; bile
 

acid
 

profiles; performance
 

evaluation; reference
 

interval

  肝脏是人体重要的代谢器官,肝细胞以胆固醇为

原料合成胆汁酸经胆管排入十二指肠,协助脂类物质

完成消化吸收后,再通过门静脉回流被肝脏重吸收,
形成胆汁酸的“肠肝循环”[1-2]。胆汁酸的组成和结构

较为复杂,按结构可分为两大类,一类是游离型胆汁

酸[3-4],包括胆酸(CA)、
 

脱氧胆酸(DCA)、
 

鹅脱氧胆

酸 (CDCA)、
 

熊 脱 氧 胆 酸 (UDCA)和 石 胆 酸

(LCA)[5];另一类是结合型胆汁酸[6],为游离型胆汁

酸与甘氨酸或牛磺酸的结合物[7]。多种不同类型的

胆酸共同构成了胆汁酸谱。一旦肝脏或胆囊发生病

变,如肝炎、肝硬化、胆石症、妊娠期胆汁淤积症(ICP)
等,胆汁酸的“肠肝循环”受阻,血液中的胆汁酸水平

升高,这些疾病的总胆汁酸(TBA)升高水平可能接

近,但胆汁酸谱的成分不同,测定TBA水平对肝胆疾

病的鉴别有局限性。因此,胆汁酸谱亚型检测对于肝

胆疾病的诊断和治疗具有十分重要的意义。近年来

有研究表明,通过质谱技术对胆汁酸谱亚型进行测

定,可以有效提高肝胆疾病的诊断效率[5]。由于以往

的测定方法比较烦琐,并且没有适合于特定人群(如
孕期、儿童)的胆汁酸谱参考区间,限制了其在临床实

验室的推广应用。本研究拟建立一种基于高效液相

色谱-串联质谱(HPLC-MS/MS)技术的血清胆汁酸

谱检测方法,并进行性能评估,有利于孕期不同肝胆

疾病的鉴别诊断,并建立适合于孕期的胆汁酸谱参考

区间,以便更及时、有效地对孕期肝胆疾病进行干预。

1 资料与方法

1.1 仪器与试剂 仪器:ABsciex
 

4500三重四极杆

质谱仪,Jasper系列高效液相色谱仪(美国 ABsciex
公司);试剂:甲醇(HPLC级,美国 Merk公司),乙酸

铵(MS级,美国SIGMA公司),样本前处理试剂(含
氘代内标的甲醇溶液)购自迪安生物有限公司,纯净

水为市售屈臣氏蒸馏水。

1.2 混合标准品溶液配置 胆汁酸亚型标准品购自

美国SIGMA公司,制成混标溶液后逐级稀释为7种

浓度梯度(S1~S7浓度比为:1∶2∶5∶20∶50∶

100∶200),各亚型浓度见表1。
表1  混标溶液各浓度点各亚型胆汁酸浓度(ng/mL)

胆汁酸 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

CA 10.0 20.0 50.0 200.0 500.01
 

000.02
 

000.0

DCA 10.0 20.0 50.0 200.0 500.01
 

000.02
 

000.0

CDCA 10.0 20.0 50.0 200.0 500.01
 

000.02
 

000.0

UDCA 10.0 20.0 50.0 200.0 500.01
 

000.02
 

000.0

LCA 2.5 5.0 12.5 50.0 125.0 250.0 500.0

GCA 30.0 60.0 150.0 600.01
 

500.03
 

000.06
 

000.0

GDCA 15.0 30.0 75.0 300.0 750.01
 

500.03
 

000.0

GCDCA 20.0 40.0 100.0 400.01
 

000.02
 

000.04
 

000.0

GUDCA 20.0 40.0 100.0 400.01
 

000.02
 

000.04
 

000.0

GLCA 2.5 5.0 12.5 50.0 125.0 250.0 500.0

TCA 20.0 40.0 100.0 400.01
 

000.02
 

000.04
 

000.0

TDCA 5.0 10.0 25.0 100.0 250.0 500.01
 

000.0

TCDCA 5.0 10.0 25.0 100.0 250.0 500.01
 

000.0

TUDCA 2.5 5.0 12.5 50.0 125.0 250.0 500.0

TLCA 2.5 5.0 12.5 50.0 125.0 250.0 500.0

  注:GCA为甘氨胆酸,GDCA为甘氨脱氧胆酸,GCDCA为甘氨鹅

脱氧胆酸,GUDCA为甘氨熊脱氧胆酸,GLCA为葡糖石胆酸,TCA为

牛磺胆酸,TDCA为牛磺脱氧胆酸,TCDCA为牛磺鹅脱氧胆酸,TUD-

CA为牛磺脱氧胆酸,TLCA为牛磺石胆酸。

1.3 样本收集 随机选取南京医科大学附属妇产医

院2018年7-8月产科门诊某诊室所有孕中期初次

常规产前检查表观健康孕妇。纳入标准:年龄22~40
岁,孕周14~28周。剔除标准:肝胆疾病、肝功能异

常,心血管疾病及肾脏病等慢性病,以及吸烟、酗酒等

不良生活习惯。空腹抽血后立即离心,剔除溶血、脂
血样本于-80

 

℃保存,共146例入组。随机选取其中

126例用于建立15种亚型参考区间,其余20例用于

验证参考区间。

1.4 方法

1.4.1 样本处理 取50
 

μL样本,加入120
 

μL前处

理液,漩涡10
 

min,4
 

℃下14
 

000
 

r/min离心10
 

min,
吸取上清液100

 

μL待测。
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1.4.2 色谱条件 安捷伦Eclipse
 

XDB-C18(4.6×
150

 

mm,5
 

μm)色谱柱;柱温50
 

℃;流动相 A:纯净

水,流动相B:纯甲醇(HPLC级,含5
 

mmol/L乙酸

铵);流速:0.85
 

mL/min,采用梯度洗脱:0.0~0.8
 

min,65%
 

B,0.8~2.8
 

min,65%~82%
 

B,2.8~3.2
 

min,82%~83%
 

B,3.2~5.3
 

min,83%~85%
 

B,

5.3~5.4
 

min,85%
 

B,5.4~7.5
 

min,85%~98%
 

B,

7.5~9.0
 

min,65%
 

B。进样量:10
 

μL。

1.4.3 质谱条件 电喷雾离子源、负离子扫描模式、

MRM多反应监测模式、离子源温度550
 

℃。15种胆

汁酸亚型质谱优化参数及保留时间见表2。

表2  15种胆汁酸亚型质谱优化参数及保留时间

胆汁酸
离子对

(m/z)

保留时间

(s)

去簇电压

(V)

碰撞能量

(V)

碰撞室射出电压

(V)

入口电压

(V)

CA 407.200/407.200 4.68 -150 -30 -20 -10

DCA 391.300/391.300 5.52 -140 -30 -17 -10

CDCA 391.300/392.300 5.35 -140 -27 -20 -10

UDCA 391.400/391.400 4.12 -140 -30 -7 -10

LCA 375.300/375.300 6.61 -120 -23 -20 -10

GCA 464.300/74.100 3.78 -120 -75 -7 -10

GDCA 448.300/74.200 4.58 -140 -75 -20 -10

GCDCA 448.400/74.100 4.44 -140 -72 -20 -10

GUDCA 448.300/74.200 3.48 -135 -71 -19 -10

GLCA 432.300/74.000 5.05 -135 -71 -19 -10

TCA 514.200/80.100 3.58 -120 -125 -20 -10

TDCA 498.200/80.000 4.46 -120 -120 -21 -10

TCDCA 498.300/80.000 4.25 -110 -120 -10 -10

TUDCA 498.300/80.100 3.05 -120 -120 -10 -10

TLCA 482.300/80.000 4.74 -130 -120 -5 -10

1.5 性能评估 参照美国临床和实验室标准协会

(CLSI)C62-A
 

文件[8]和美国食品药品监督管理局的

生物分析方法验证导则标准[9]对建立的LC-MS/MS
技术测定胆汁酸谱的方法进行基本分析性能验证。

1.5.1 最低定量限(LLMI)和最低检出限(LoD) 
取混合标准品溶液S1,稀释至1/4S1、1/8S1,3种浓度

重复测定10次,分别计算15种亚型10次测定结果

的平均值,计算标准差(s)、变异系数(CV)、偏倚(Bi-
as),以CV<20%,Bias<15%,S/N>20为LLMI可

接受标准,以CV<20%,Bias<15%,S/N>3为LoD
可接受标准[8]。

1.5.2 线性评价 将混合标准品溶液S6浓度作为

高值(H),S2浓度作为低值(L),按照4H、3H+L、

2H+2L、3L+H、4L配制成5种不同浓度的溶液,每
种浓度重复检测5次,计算均值、CV、与理论值的Bi-
as,CV<15%、Bias<15%,计算出回归方程,且r2>
0.99,即可判为线性[8]。

1.5.3 准确度评价 健康人混合血浆混匀后取3
份,每份1

 

mL,分别添加不同体积的混合标准品S1
溶液(10、30、100

 

μL),检测样本中15种胆汁酸亚型

浓度,每份样本重复检测5次取均值,计算加标回收

率,并与理论值进行比较,计算Bias。Bias<15%,且
加标回收率需满足80%~120%,即判断为可接受[8]。

1.5.4 精密度评价 批内精密度:健康人混合血浆

混匀后取3份,每份1
 

mL,分别添加相同体积不同浓

度的混合标准品溶液(S2、S4、S6),制成低值、中值、高
值样本,检测3份样本中15种胆汁酸亚型水平,每份

样本重复检测20次取均值,计算s和CV,CV<15%
即判断为可接受。批间精密度:将上述加标处理后的

3份血浆分别用EP管分装,-20
 

℃冰冻保存,使用前

37
 

℃快速复融,使用相同批号的试剂每天测定4次,
连续5

 

d,计算s和CV,CV<15%即判断为可接受。

1.5.5 携带污染情况 采用混合标准品溶液S3、S5、

S7依次进样后,用甲醇作为空白样本进样,测定空白

的峰面积响应,连续反复5次,以每次测得的峰面积

响应值小于LoD响应值的25%为通过标准[8]。

1.6 本地区正常孕妇胆汁酸谱参考区间的建立和验

证 根据CLSI
 

EP28-A3c[9]文件推荐的方法和程序,
采用Dixon法剔除离群值后,最终入组126例,拟建

立适合于南京地区表观健康孕中期孕妇胆汁酸谱各
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组分参考区间。根据小样本验证法[10],选择剩余20
例参考个体进行检测,将结果与待验证的参考区间进

行比较,若超出参考区间的数据不超过2例,则通过

验证;如超过2例,则另选择20例合格参考个体重复

以上验证过程。

1.7 统计学处理 采用SPSS21.0统计软件对孕妇

计量资料做正态性检验,符合正态分布的计量资料以

x±s表示,以x±1.96
 

s计算生物参考区间;非正态

分布的计量资料以[M(P25,P75)]表示,以单侧95%
百分位数计算生物参考区间。采用 Microsoft

 

Office
 

Excel
 

2003计算x
 

、CV 和回收率。曲线回归系数采

用
 

Pearson相关分析。

2 结  果

2.1 LLMI和LoD 稀释标准品,当标准品浓度为

混合标准品浓度S1时,重复检测10次,满足每种亚

型CV 均<15%,且S<10%,信噪比>20∶1,各种亚

型的LLMI为混合标准品曲线中S1的浓度。而浓度

在1/4
 

S1时,信噪比满足>3∶1,CV 和s满足LoD
的要求,但不能满足LLMI的要求,故1/4

 

S1浓度为

该胆汁酸谱检测方法的LoD。

2.2 线性范围 通过7种不同的浓度点构建标准曲

线。以质量浓度(ng/mL)
 

为X 轴,各胆汁酸扣除空

白后的峰面积与内标峰面积之比为Y 轴,进行线性回

归分析,得到15种胆汁酸的线性回归方程和回归系

数。15种胆汁酸在仪器检测范围内呈良好的线性关

系,线 性 范 围 满 足 临 床 检 测 需 求,r2 为 0.993~
0.999,均大于0.990,符合线性范围验证的要求。见

表3。

2.3 准确度及精密度 加标后测定3种浓度(低、
中、高)的血清样本15种胆汁酸亚型的平均加标回收

率均满足80%~120%,且Bias<15%,符合准确度评

估要求;3种浓度的血清样本15种亚型批内精密度和

批间精密度的最大CV 分别为13.26%和11.38%,均
小于15%,满足精密度评估要求。见表4。

2.4 携带污染率 15种胆汁酸亚型5次高值进样后

的空白残留最大峰面积响应值为7
 

000,远远小于最

低定量检出限响应值的25%(16
 

000),因此可认为该

法不存在明显的携带污染。

2.5 表观健康孕妇15种胆汁酸亚型结果参考区间

的建立及验证 剔除离群值后,共122例表观健康孕

妇的结果数据入组,建立正常孕妇孕中期15种胆汁

酸亚型生物参考区间。经SPSS21.0K-S检验后,除

LCA符合正态分布,以x±1.96s计算生物参考区间

外,其余14项数据均为正偏态分布,以左侧95%百分

位数计算。其中毒性最大的LCA参考区间为0.07~
13.46

 

ng/mL,而具有解毒治疗作用的UDCA参考区

间为0.00~122.33
 

ng/mL,见表5。选取之前未参加

试验的20例健康孕中期孕妇,用上述LC-MS/MS技

术检测血清胆汁酸谱,15种亚型超出上述参考区间范

围的仅为1例,说明95%的结果落在参考范围之内,
验证通过。

表3  15种胆汁酸亚型拟合标准曲线和检测线性范围

胆汁酸 回归方程
线性范围

(ng/mL)
r2

CA Y=40.5X-0.020
 

7 10.0~2
 

000.0 0.994
 

6

DCA Y=58.2X-0.100
 

0 10.0~2
 

000.0 0.996
 

2

CDCA Y=53.4X+0.052
 

4 10.0~2
 

000.0 0.995
 

5

UDCA Y=38.1X+0.097
 

9 10.0~2
 

000.0 0.994
 

7

LCA Y=56.8X+0.052
 

7 2.5~500.0 0.996
 

4

GCA Y=11.7X-0.040
 

1 30.0~6
 

000.0 0.996
 

9

GDCA Y=12.8X+0.055
 

1 15.0~3
 

000.0 0.993
 

7

GCDCA Y=12.3X-0.047
 

9 20.0~4
 

000.0 0.995
 

9

GUDCA Y=9.73X-0.033
 

0 20.0~4
 

000.0 0.996
 

6

GLCA Y=14.1X+0.002
 

3 2.5~500.0 0.995
 

6

TCA Y=14.9X+0.051
 

2 20.0~4
 

000.0 0.995
 

9

TDCA Y=44.8X-0.039
 

1 5.0~1
 

000.0 0.998
 

4

TCDCA Y=33.1X-0.102
 

0 5.0~1
 

000.0 0.998
 

2

TUDCA Y=13.6X-0.002
 

8 2.5~500.0 0.994
 

4

TLCA Y=49.9X+0.065
 

1 2.5~500.0 0.994
 

0

表4  准确度及精密度(%)

胆汁酸
浓度1

加标回收率 批内
 

CV 批间
 

CV

浓度2

加标回收率 批内
 

CV 批间
 

CV

浓度3

加标回收率 批内
 

CV 批间
 

CV

CA 98.40 4.63 8.28 98.12 6.54 8.37 108.28 8.28 6.93

DCA 93.81 2.67 7.02 95.57 6.19 7.35 103.52 3.24 6.74

CDCA 97.42 2.67 8.06 95.58 6.44 7.26 105.35 4.03 7.35

UDCA 111.45 5.43 10.33 102.85 3.33 7.88 107.49 1.96 7.05

LCA 95.10 12.79 11.73 92.53 8.68 9.35 106.45 7.80 8.07

GCA 98.05 3.97 9.13 97.12 5.93 8.06 107.96 5.08 7.68
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续表4  准确度及精密度(%)

胆汁酸
浓度1

加标回收率 批内
 

CV 批间
 

CV

浓度2

加标回收率 批内
 

CV 批间
 

CV

浓度3

加标回收率 批内
 

CV 批间
 

CV

GDCA 103.93 6.24 10.19 98.69 4.22 8.53 107.61 3.51 8.37

GCDCA 103.43 8.12 8.12 93.61 5.23 6.66 108.85 6.19 8.16

GUDCA 93.96 5.70 9.45 95.74 6.12 8.50 108.23 4.31 7.41

GLCA 97.10 8.16 8.84 97.89 8.51 8.82 99.52 6.04 8.24

TCA 90.66 7.22 7.64 85.58 6.21 7.14 92.72 8.22 7.35

TDCA 94.04 7.63 8.86 94.34 4.64 8.39 106.10 7.05 8.21

TCDCA 104.95 5.75 7.69 103.00 9.38 6.69 103.95 9.37 8.04

TUDCA 104.85 13.26 11.38 101.92 8.24 10.46 104.51 8.32 8.74

TLCA 95.37 6.34 8.29 92.32 14.35 10.17 104.64 9.38 8.18

表5  健康孕妇孕中期15种胆汁酸亚型生物参考区间

胆汁酸 峰度 偏度 数据分布形态 参考区间(ng/mL)

CA 11.32 3.16 正偏态 0.00~324.70

DCA 4.07 1.59 正偏态 0.00~370.90

CDCA 4.08 2.00 正偏态 0.00~288.65

UDCA 14.19 3.46 正偏态 0.00~122.33

LCA 0.66 0.43 正态 0.07~13.46

GCA 6.31 2.31 正偏态 0.00~314.75

GDCA 6.86 2.12 正偏态 0.00~332.00

GCDCA 0.94 1.25 正偏态 0.00~637.30

GUDCA 10.20 2.99 正偏态 0.00~85.01

GLCA 3.82 1.68 正偏态 0.00~8.96

TCA 2.23 1.54 正偏态 0.00~135.95

TDCA 9.58 2.84 正偏态 0.00~156.60

TCDCA 1.90 1.25 正偏态 0.00~211.80

TUDCA 6.32 2.47 正偏态 0.00~11.93

TLCA 2.23 1.45 正偏态 0.00~6.84

3 讨  论

近年来,胆汁酸各种亚型作为信号分子在孕期能

量代谢中发挥的作用,成为代谢研究的热点[11-13]。本

研究基于LC-MS/MS技术建立一种简单、快速测定

胆汁酸谱的方法。用胆汁酸各种亚型标准品和对应

氘代物建立标准曲线,以达到精准定量的目的。LC-
MS/MS技术灵敏度高、特异性好,近年来已被用于总

胆汁酸谱的临床检测。与之前报道的方法比较,LC-
MS/MS技术在样本前处理上使用了成本低廉的甲

醇,且将蛋白沉淀涡旋后的离心时间延长为4
 

℃下10
 

min,最大程度去除杂质。在保证检测灵敏度的前提

下,摒除了氮吹复融步骤,以减少操作误差。为保证

检测体系的弱碱性,避免酸性物质的离子抑制作用,
在流动相B中添加了5

 

mmol/L乙酸铵。由于15种

胆汁酸各种亚型在水中的溶解度差异较大,并存在3
组同分异构体,故对其梯度进行优化,降低了初始流

动相中水相的比例,每一种同分异构体亚型都呈现出

较好的分离效果。每份样本15种胆汁酸亚型的检测

时长仅为9
 

min,极大提升了检测效率。
鉴于长江中下游地区为孕期ICP高发地区[14],

南京市妇幼保健院为妇产科专科医院,患者以孕产妇

为主,不应直接套用健康人群参考区间。本研究建立

了适合于本地区孕中期孕妇胆汁酸谱参考区间并通

过验证,有利于孕期不同肝胆疾病的鉴别诊断,指导

临床及时有效地对孕期肝胆疾病进行干预。
本研究具有一定的临床应用价值,基于质谱技术

建立的方法可以精准、快速地定量检测胆汁酸谱,同
时检测胆汁酸谱中的15种亚型,有利于肝胆疾病的

鉴别诊断。本研究建立了适合于本地区孕妇胆汁酸

谱的参考区间,利用胆汁酸谱检测结果可指导孕期肝

胆疾病的诊疗。
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