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#法具有高灵敏度$高选择性$高通量等特点"已经成为生物分析

的主流方法"广泛应用于新药发现和开发过程中新化学实体及其代谢物的定量分析%然而"由于生物样

品基质成分复杂"共洗脱物质会影响分析物的离子化"使分析物的质谱响应增加或降低"从而影响

O3?89

)

89

分析方法的准确度和精密度%一般而言"离子抑制较离子增强更为常见%因此"在建立

O3?89

)

89

法时"需要对离子抑制进行评估和校正"并采用不同的策略消除或减少基质效应的影响%

本文综述了生物样品分析中基质效应的来源和评估方法"重点介绍了克服基质效应的策略%引起基质

效应的物质包括磷脂$盐类$尿素$代谢物等内源性物质和赋形剂$抗凝剂$固定相释放物质及降解产物

等外源性物质%目前基质效应的评价方法主要有提取后加入法和柱后灌注法%克服基质效应的策略主

要有使用稳定同位素内标"将极性药物衍生化"沉淀蛋白后稀释上清液"优化样品预处理方法$色谱和质

谱条件等%结合本课题组的应用实例"重点阐述了建立
O3?89

)

89

生物分析方法时"为减少基质效应

遇到的困难及解决方法%
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串联质谱技术!

O3?89
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89

#于

)*

世纪
E*

年代发展成熟"在灵敏度$选择性$

分析通量以及对药物分析的适用性等方面有非

常突出的优势"特别适用于复杂基质!如血浆#

中微量药物及代谢物的定量分析"是近
)*

年来

生物分析的主流技术%然而"基质效应是该技

术用于生物样品定量分析中最突出的问题%在

分析过程中"共洗脱物质会影响分析物的离子

化"这种现象称为基质效应%基质效应分为离

子抑制和离子增强"离子抑制使分析物的质谱

响应降低"而离子增强则使分析物的质谱响应

增加%一般而言"离子抑制较离子增强更易发

生%基质效应会影响分析物的检出限$定量限$

线性$准确度和精密度"严重干扰了生物样品的

定量分析%因此"在建立
O3?89

)

89

生物分

析方法时"应对基质效应进行评估"并采取适宜

的方法消除或减少基质效应的影响"从而确保

数据的可靠性%

本工作根据课题组近年来从事药代动力学

研究的经验"综述
O3?89

)

89

分析测定中基

质效应的来源$评估方法$克服基质效应的策

略"并通过研究实例加以阐述"希望为克服
O3?

89

)

89

生物分析方法的基质效应提供参考%

@

!

基质效应的来源和评估方法

采用
O3?89

)

89

分析测定时"生物样品

中的内源性物质或外源性物质会影响分析物

的离子化或去溶剂化过程"使分析物的质谱

响应增加或降低"从而产生基质效应%内源

性物质是样品基质的一部分"如蛋白质$磷

脂$盐类等&外源性物质可能是色谱系统中的

一部分"如缓冲液"或在样品预处理过程中引

入的物质"如塑化剂*

+

+

%研究发现"磷脂是产

生基质效应的主要内源性物质"它能够严重

抑制许多化合物的质谱响应"且较难从生物

样品中去除*

)?#

+

%在生物基质中"主要有甘油

磷脂和鞘磷脂两种类型的磷脂"前者包括卵

磷脂$溶血卵磷脂$磷脂酰乙醇胺等"在不同

受试者和不同采样时间点时"它们的浓度差

别很大%在大部分人的血浆和尿液中"最常

见的磷脂类型为卵磷脂*

C

+

%

检测和评估基质效应主要有提取后添加法

E"!
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和柱后灌注法%提取后添加法以内标归一化的

基质因子定量基质效应"在相同浓度下"通过计

算存在基质时!由空白基质提取后加入分析物#

与不含基质时!分析物的纯溶液#分析物信号的

比值来获得基质因子%若基质因子大于
+

"说

明存在离子增强&若基质因子小于
+

"说明存在

离子抑制%用分析物的基质因子除以内标的基

质因子来计算内标归一化的基质因子*

B

+

%柱后

灌注法主要用于定性评估基质效应"具体流程

示于图
+

*

,

+

%通过注射泵将分析物的标准溶液

注入"然后经
V

形管引入到色谱柱流出液中&

将空白基质样品注入系统!同时连续灌注分析

物#"并使用开发的分析方法在色谱柱上分离空

白基质样品&若分析物的基线信号下降!信号抑

制#或升高!信号增强#"说明存在基质干扰%

图
@

!

柱后灌注实验的设置示意图

B$

<

C@

!
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/
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/
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/
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F

!

克服基质效应的策略

FA@

!

使用稳定同位素内标

内标与分析物暴露在相同的基质成分中"

使用分析物与内标的响应比值进行定量可以

校正可能存在的基质效应"减少分析过程中

基质效应的影响%对于
O3?89

)

89

法而言"

稳定同位素内标!

9PO?P9

#是最合适的%

9PO?P9

是由分析物分子中的原子被它们的稳定同位

素"如)

L

$

+!

3

$

+C

(

$

+"

A

取代后获得的%

9PO?P9

在样品预处理$色谱分离$质谱离子化和裂解

过程中"与分析物几乎一致%因为
9PO?P9

与

分析物的保留时间很接近"基质对它们的影

响是相同的"所以使用
9PO?P9

是克服基质效

应最简便的方法%但合成
9PO?P9

的难度较

大"尤其是对多个分析物同时定量时"需要多

个相应的
9PO?P9

%

选择合适的
9PO?P9

的主要标准有(

+

#该

同位素异构体与生物样品提取物中天然存在的

同位素异构体重叠最小&

)

#内标的同位素纯度

尽可能高*

"

+

%

本课题组使用稳定同位素内标的
O3?89

)

89

生物分析方法进行的部分分析实例列于

表
+

*

E?)!

+

"其中
9PO?P9

既可通过商业途径购买"

也可自行合成%经验表明"使用稳定同位素内

标是校正基质效应最有效的手段%

FAF

!

将强极性药物衍生化

极性药物结构中一般含有强极性基团"如

胍基$核苷$氨基酸$糖和膦酸"它们在常用的反

相色谱柱中保留较差%使用
@9P

离子源时"分

析物可能会与内源性物质一起流出"造成严重

的基质效应"并降低灵敏度*

)#

+

%因此"需要改

善极性药物在色谱柱上的保留"将分析物与内

源性物质分离%柱前衍生化是分析极性药物的

重要手段"通过衍生化可以改善极性药物的色

谱行为和质谱响应%本课题组开发的柱前衍生

化
O3?89

)

89

生物分析方法列于表
)

%

具有双膦酸结构的抗骨质疏松药物"如阿

仑膦酸$米诺膦酸等广泛应用在临床上%这类

药物的极性非常强"在液相色谱柱上不保留"所

以在
O3?89

)

89

分析前须进行衍生化%阿仑

膦酸与三甲基硅烷化重氮甲烷!

V89?]D8

#的

衍生化反应示于图
)1

*

+!

+

"其中"

V89?]D8

是

衍生化试剂"甲醇作为催化剂%衍生化产物包

括六甲基化衍生物和七甲基化衍生物"通过优

化反应条件"使得反应主要生成七甲基化衍生

物%通过测试一系列衍生化温度和反应时间"

最终确定衍生化条件为室温下反应
!*=50

%需要

注意的是"极性药物容易发生不可逆吸附%阿

仑膦酸的衍生物在玻璃表面也会发生吸附"所

以样品预处理中使用的玻璃器皿需要提前使用

六甲基二硅氮烷进行硅烷化%通过衍生化改善

了阿仑膦酸的色谱行为"且衍生化后的结构中

含有季铵阳离子"大大提高了质谱响应%

米诺膦酸!

8D

#是高效的含氮二膦酸盐"

给药剂量低$血药峰浓度低%由于米诺膦酸含

有强极性的磷酸基团"建立定量下限为
0

U

)

O

水平的分析方法具有挑战性%采用固相萃取将

米诺膦酸与内源性成分分离后"再使用衍生化

试剂
V89?]D8

将其衍生化"生成五甲基化米

诺膦酸!

Y88D

#"获得定量下限为
+*0

U

)

O

的

*E!
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样品预处理的目的

主要包括(将分析物与基质成分分离"对分析物

进行预浓缩"使样品溶液与
O3?89

)

89

系统

兼容%传统上"液
?

液萃取!

OO@

#$固相萃取

!

9Y@

#和蛋白沉淀法!

YYV

#是生物分析中最常

见的
!

种样品预处理技术%当基质效应较为明

显时"优先选择
OO@

"其次为
9Y@

"因为这两种

预处理技术能够获得较为干净的提取物%

磷脂去除板是较新的样品预处理方法"其结

合了沉淀蛋白及固相萃取技术"能够选择性地沉

淀蛋白"并去除磷脂%市场上已有一些不同类型

的磷脂去除板"如沃特世的
A7</%EB

孔磷脂去除

板$菲罗门的
Y4/66EB

孔磷脂去除板$安捷伦的

#E!
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:

<5S1(]

过滤板$西格玛奥德里奇的混合型固

相萃取
EB

孔板等%与蛋白沉淀相比"这些板可

以有效地除去样品中的磷脂*

!#

+

%

FAIAF

!

优化色谱条件
!

优化色谱条件是为了

将分析物与干扰物质分离"从而降低或减少

基质效应%对于强极性化合物的生物分析"

除了采用衍生化方法外"还可以通过优化色

谱条件来减少或避免基质效应%亲水相互作

用色谱!

LPOP3

#是一种以极性材料为固定相

!硅胶或衍生化硅胶#"高比例有机相和低比

例水相为流动相体系的色谱"分析物的保留

时间随着极性的增强而增加%因此"可以使

用
LPOP3

定量分析血浆样品中内源性物质和

药物"

LPOP3

色谱柱的选择及样品预处理已

有详细的报道*

!C

+

%

除了改变色谱柱的类型外"还可以通过降

低液相色谱洗脱液的流速$改变洗脱液的组成$

利用梯度洗脱将分析物与干扰物质分离以及将

两种不同类型的色谱柱串联等方法来克服基质

效应的影响*

"

+

%

FAIAG

!

优化质谱条件
!

电喷雾电离!

@9P

#是

O3?89

)

89

分析方法中应用最为广泛的离子

化技术"由于不同离子源的离子化原理不同"它

们受基质干扰的程度也不同%一般认为"

@9P

较大气压化学电离!

DY3P

#和大气压光电离

!

DYYP

#更容易受基质效应的干扰%

降低离子源的进样速度能够显著地降低

基质效应"在低流速条件下"离子化效率显著

提高"减少了干扰物质进入离子源"从而减少

了化学背景*

!B

+

%

G

!

应用实例

GA@

!

T.!56

&

56

法同时测定人血浆中阿托伐

他汀及其代谢物

阿托伐他汀!

DV

#能够降低胆固醇和低密

度脂蛋白"临床上用于高脂血症病人预防心血

管疾病"在体内主要由肝脏的
3QY!D#

酶代谢

为邻羟基阿托伐他汀!

$?ADV

#和对羟基阿托伐

他汀!

B

?ADV

#两个活性代谢产物*

!,

+

"其结构式

示于图
B

%

为了克服基质效应"对样品预处理方法进行

优化"最终确定为盐析辅助液
?

液萃取!

9DOO@

#%

结合稳定同位素内标
H

C

?DV

$

H

C

?$?ADV

$

H

C

?

B

?

ADV

的使用"建立了同时定量测定人血浆中

DV

$

$?ADV

和
B

?ADV

的分析方法"其定量下限

分别为
*̂*)**

$

*̂*)**

和
*̂*+**

"

U

)

O

*

E

+

%

在优化样品预处理条件时主要考虑两个因

素(

+

#样品预处理方法需简单快速"因为他汀

类药物在体内外会发生羟基酸和内酯的相互转

化"从而影响定量的准确性&

)

#需要使用选择

性较高的预处理方法"从而减少基质效应%

YYV

具有简单$快速的优点"但是选择性

差"需要较长的色谱分离时间除去内源性干扰%

OO@

和
9Y@

能够提供较为干净的提取物"但是

操作较为复杂$耗时"他汀类药物容易发生羟基

酸和内酯的相互转化%

9DOO@

与
OO@

和
9Y@

相比"具有操作步骤更少$萃取时间更短$回收

率更高等优点%此外"使用
9DOO@

能够获得

与
OO@

和
9Y@

同等干净的提取物"减少了基

质效应的影响%该方法具有简便$灵敏$高效的

特点"已成功地应用于阿托伐他汀的生物等效

性研究%

)#

名健康志愿者单次口服
)*=

U

参比

试剂和受试试剂后"

DV

$

$?ADV

和
B

?ADV

的平

均药时曲线示于图
,

*

E

+

%

GAF

!

T.!56

&

56

法同时测定人血浆中奥硝唑

及其主要代谢物

奥硝唑是
C?

硝基咪唑衍生物"从
)*

世纪

,*

年代开始应用于预防和治疗厌氧菌感染*

!"

+

%

奥硝唑在人体内的主要代谢物有
)

/"

!

/

?

环氧

奥硝唑!

8!

#$

)

/"

!

/

?

二羟基奥硝唑!

8B

#和奥

图
K

!

阿托伐他汀%邻羟基阿托伐他汀和对羟基阿托伐他汀的结构式

B$

<

CK

!

.4&7$',0-)1:'):1&-#D,)#1+,-),)$(

$

#!4

2

"1#E

2

,)#1+,-),)$(,("

$

!4

2

"1#E

2

,)#1+,-),)$(

CE!
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注(数据为均值
i

标准差

图
N

!

FI

名健康志愿者单次口服
FR7

<

参比试剂和受试试剂后$

阿托伐他汀%邻羟基阿托伐他汀和对羟基阿托伐他汀的平均药时曲线

B$

<

CN

!

5&,(

/

0,-7,'#('&()1,)$#(!)$7&':1+&-#D*W

$

#!X*W

$

$

!X*W,D)&1FR7

<

#1,0,"7$($-)1,)$#(

#D)&-)D#17:0,)$#(,(",1&D&1&('&D#17:0,)$#()#FI4&,0)4

2

+#0:()&&1-

硝唑葡糖醛酸化物!

8+B?+

和
8+B?)

#"其中"

8!

和
8B

是活性代谢物"

8+B?+

和
8+B?)

是

非对映异构体%葡糖醛酸化是奥硝唑的主要代

谢途径"也是造成对映体选择性药代动力学的

主要原因*

!E

+

%因此"需要对人血浆中奥硝唑及

代谢物
8!

$

8B

$

8+B?+

和
8+B?)

进行同时定

量分析%

在
O3?89

)

89

法同时测定人血浆中奥硝

唑及其主要代谢产物!

8!

$

8B

$

8+B?+

$

8+B?)

#

时"采用简单的蛋白沉淀法"使用稳定同位素内

标对基质效应进行校正"获得奥硝唑$

8!

$

8B

$

8+B?+

和
8+B?)

的定量下限分别为
+**

$

+*

$

C

$

!

$

!

"

U

)

O

%分析物和内标的结构式"以及推测

的裂解途径示于图
"

*

+,

+

%

对于
O3?89

)

89

分析方法而言"稳定同

位素内标是克服基质效应的首选方法%奥硝

唑$

8!

$

8B

分别有相应的氘代内标
H

C

?

奥硝

唑$

H

C

?8!

$

H

C

?8B

&而
8+B?+

和
8+B?)

的氘代

图
P

!

奥硝唑%

F

)$

G

)

!

环氧奥硝唑%

F

)$

G

)

!

二羟基奥硝唑及稳定同位素内标的结构和质谱裂解途径

B$

<

CP

!

6)1:'):1&-,("D1,

<

7&(),)$#(

/

,)4?,

2

-#D#1($",V#0&

$

F

)$

G

)

!&

/

#E

2

#1($",V#0&

$

F

)$

G

)

!"$4

2

"1#"$#0#1($",V#0&,(")4&$1-),=0&"&:)&1$:7!0,=&0&"86-
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内标难以制备"无法获得"但由于
H

C

?

奥硝唑的

线性较好"因此可将其用作
8+B?+

和
8+B?)

的

内标%氘代内标中的氢原子被氘原子取代后"

降低了其与色谱柱之间的相互作用"保留时间

较未氘代分析物提前%实验中"奥硝唑$

H

C

?

奥

硝唑$

8!

$

H

C

?8!

$

8B

$

H

C

?8B

的色谱保留时间

分别为
!̂,!

$

!̂BC

$

)̂B+

$

)̂CB

$

+̂B#

$

+̂B+=50

%

因此"需仔细评估分析物及内标的基质效应%

实验对
B

个不同来源的空白血浆进行考察"所

有分析物和内标的基质效应均在
E"̂,f

$

+*#f

之间"不同来源的内标归一化基质因子的

精密度小于
+!̂Cf

"说明所有分析物的基质效

应可以忽略不计%

经验证后的
O3?89

)

89

分析方法成功地

应用于
B

名中国健康志愿者单次口服
+***

=

U

奥硝唑的药代动力学研究"其药时曲线示

于图
E

*

+"

+

%

注(误差线代表平均浓度值和标准差

图
O

!

K

名中国健康志愿者单次口服
@RRR7

<

奥硝唑后$奥硝唑及其代谢物
5G

%

5K

%

5@K!@

和
5@K!F

的药时曲线图

B$

<

CO

!

W

2/

$',0

/

0,-7,'#('&()1,)$#(!)$7&

/

1#D$0&-

#D#1($",V#0&

$

5G

$

5K

$

5@K!@,("5@K!F

,D)&1#1,0,"7$($-)1,)$#(#D@RRR7

<

#1($",V#0&)#-$E4&,0)4

2

.4$(&-&+#0:()&&1-

I

!

结论与展望

综上"目前克服基质效应的主要策略包括(

使用稳定同位素内标$对强极性药物进行柱前

衍生化$沉淀蛋白后稀释上清液%此外"针对不

同药物的特点"通过液
?

液提取等手段进行生物

样品预处理"用
DY3P

取代
@9P

电离方式"推迟

色谱出峰时间等"都是可以尝试的方法%随着

质谱仪器灵敏度的提高"即使采用蛋白沉淀方

法处理样品"如果对生物样品进行大幅度稀释

!如稀释
)*

倍以上#"也可能克服基质效应%近

年来"出现了用于生物样品预处理的新型滤膜

以除去血浆样品中的磷脂"从而避免基质效应%

基质效应是
O3?89

)

89

分析方法中所特有的

问题"因此克服或减少基质效应是十分重要的%

在生物分析方法开发和应用中"有必要对基质

效应进行仔细评估"确定其是否会影响分析物

定量的重现性%
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串联质谱生物分析方法的基质效应和对策




