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摘要: 为定量测定人血浆中叶酸及 52甲基四氢叶酸浓度,建立了利用H PL C2M SöM S联用技术的分析方法。

血浆样品在弱光环境下, 经 SPE 萃取处理, 以 5 mmo löL 甲醇与乙酸铵 (pH 6. 0) (V (甲醇) öV (乙酸铵) =

25∶75)为流动相,经W aters XT erra M S C18色谱柱初步分离,利用串联质谱多反应离子监测 (M RM )方式

监测叶酸、52甲基四氢叶酸和内标的正离子,然后进行定量测定。结果表明: 叶酸和 52甲基四氢叶酸的最低
定量浓度均为 0. 5 ngömL ; 线性范围为 0. 5～ 25 ngömL ,标准曲线相关系数 r≥0. 99,精密度和准确度均在

±15%之内。此法专属、灵敏、准确,可以用于测定人血浆叶酸和 52甲基四氢叶酸的浓度。
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Quan tita tive D eterm ina tion of Fol ic Ac id and 5-M ethyltetrahydrofol ic
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Abstract: A sen sit ive and specif ic H PL C2M SöM S m ethod w as developed fo r the quan t ita t ive

determ ina t ion of fo lic acid and 52m ethyltet rahydrofo lic acid in hum an p lasm a. P lasm a

sam p les w ere p repared th rough SPE cart ridges under subdued labo ra to ry ligh t environm en t

and separa ted th rough an W aters XT erra M S C18 co lum n w ith m ethano l: 5mm o löL
amm on ium : aceta te (pH 6. 0) = 25∶75 (vöv ) as the m ob ile phase. A nalytes w ere ion ized

in the gas2aux ilia ry electro sp ray ion iza t ion sou rce (ES I) and po sit ive ion s w ere detected by

m ass ana lyzer in m u lt ip le react ion m on ito ring m ode. T hen peak areas w ere quan t ita ted.

T he resu lts show ed bo th of the lim its of quan t ita t ion of fo lic acid and 52
m ethyltet rahydrofo lic acid w ere 0. 5ngömL , and the linear ranges w ere 0. 5—25ngömL.

Co rrela t ion coefficien ts of a ll stadard cu rve are r≥0. 99. A ccu racies and p recision s of th is

m ethod are w ith in ± 15%. T h is m ethod is specif ic, sen sit ive and accu ra te and w ill be

app lied to the determ ina t ion of fo lic acid and 52m ethyltet rahydrofo lic acid in hum an p lasm a.
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　　叶酸是 20世纪 40年代中后期被发现分离
出来的水溶性B 族维生素, 是具有喋酰古氨酸
分子结构的一类化合物的总称。自然界存在 100

多种叶酸衍生物[ 1 ] ,其中喋酰古氨酸外、二氢叶
酸、四氢叶酸、52甲基四氢叶酸及 52甲酰基四氢
叶酸[ 2 ]等 5种化合物与生物活性有关,在人血浆
中主要以 52甲基四氢叶酸形式存在。研究表明,

叶酸除了与巨幼红细胞性贫血[ 3 ]有关以外,还与
神经管畸形[ 4 ]、某些癌症 (如结肠癌) [ 5 ]、心脑血
管疾病[ 6, 7 ]以及儿童智力低下[ 8 ]有关。因此, 快
速、准确地测定食物和人组织中的叶酸,对于预
防、诊断和治疗由叶酸引起的疾病都有十分重要
的意义。由于叶酸的稳定性差且组成复杂,在天
然样品中含量很低,因此对叶酸的分析具有很大
挑战。目前,用于食物和生物样品中叶酸的测定
方法主要有微生物法、放射免疫分析法、毛细管
电泳法和色谱法[ 9 ]。高效液相色谱2质谱联用法
(H PL C2M S)于 1999年最早报道应用于叶酸分
析,该技术不仅能够快速、高效地分离叶酸化合
物,而且质谱仪的高灵敏度满足了低检出限的要
求,具有样品用量少、自动化程度高等优点,对定
性及定量分析都显示了很大的优势[ 10 ]。目前,利
用H PL C2M S 联用方法检测叶酸化合物主要集
中于食品[ 11 ]和临床样品,如血清[ 12 ]、尿[ 3 ]等分析
领域,并且都已显示出较好的应用前景。本工作
拟建立应用H PL C2M SöM S 技术定量测定人血
浆中的叶酸及 52甲基四氢叶酸浓度的方法。

1　实验部分
111　主要仪器与装置

W aters 2790 液相色谱仪: 美国W aters 公
司产品;M icrom ass Q uat t ro U lt im a 三重四极杆
串联质谱: 英国M icrom ass公司产品,电喷雾离
子源 ( ES I) , M assL ynx 3. 5 工作站; B iofuge

Stra tas 高速离心机: 美国 H eraeu s 公司产品;

M et t ler To ledo A X 105 十万分之一分析天平:

美国M ett ler To ledo 公司产品; T echne DB 30样
品浓缩仪:美国 T echne公司产品。
112　主要试剂
甲醇 (H PL C 级) : 美国Bu rdick&Jack son 公
司提供; 纯水:M illi Q 生产超纯水; 叶酸和 52甲
基四氢叶酸 (含量> 99% ) : 美国 Sigm a 公司提
供;氨甲喋呤 (内标,含量> 99% ) : 美国 F luka 公

司提供; 人血白蛋白: 华兰生物工程股份有限公
司提供;其它试剂均为分析纯。
113　HPLC-M S分析条件
1. 3. 1　色谱条件　W aters XT erra M S C18 色
谱柱,内径 2. 1 mm×50 mm ,粒径 5 Λm;预柱为

W aters XT erra M S C18 柱; SPE 萃 取 柱:

W aters O asis M A X, 30 Λm; 流动相: 5 mm o löL
甲醇与乙酸铵 (pH = 6. 0) (V (甲醇) öV (乙酸铵)

= 25∶75) , 室温, 流速 0. 3 mL öm in, 进样 10

ΛL ,自动进样器温度 4 ℃。
1. 3. 2　质谱条件　电离方式 ES I+ ,离子源温
度 300 ℃, 脱溶剂气温度 100 ℃; 毛细管电压
3. 5 kV ;锥孔电压 (V ) :叶酸 15, 52甲基四氢叶酸
25和内标 50;碰撞室离子能量 (eV ) : 叶酸 15, 52
甲基四氢叶酸 20和内标 20; 死时间Dw ell t im e
(s) : 叶酸 0. 3, 52甲基四氢叶酸 0. 2和内标 0. 2;

电子倍增器电压 670 V ; 雾化气流速最大, 脱溶
剂气流量 610 L öh; 碰撞室真空度 0. 16～ 0. 18

Pa。
以多反应监测 (M RM )的质谱扫描方式,测
定叶酸、52甲基四氢叶酸和内标的正离子,分别
为: m öz 442→295, m öz 460→313和m öz 455→
308。
114　实验步骤
1. 4. 1　样品预处理　取血浆样品 450 ΛL ,加入
500 ΛL 水 (抗氧剂包括维生素C、柠檬酸和 22巯
基乙醇,含量均为 1 ΛgömL 和 50 ΛL 内标溶液
(5 ngömL )震荡混合; 依次加 1000 ΛL 甲醇、500

ΛL 水和 500 ΛL 水 (含抗氧剂, 同上)活化 SPE

萃取柱。将前面混合液上样,自然流下,再依次加
500 ΛL 水 (含抗氧剂, 同上)和 250 ΛL 甲醇 (含
抗氧剂,同上)冲洗,最后用 500 ΛL 2%甲酸甲醇
(含抗氧剂,同上)溶液洗脱。在样品浓缩仪上氮
气吹干收集的洗脱液,温度 35 ℃。用 100 ΛL 的
5 mm o löL 乙酸铵溶液 (pH = 8. 0)复溶, 10 ΛL

进样分析。以上操作要求弱光环境。
1. 4. 2　标准曲线和质量控制样品的制备　精密
称取叶酸和 52甲基四氢叶酸标准品 5. 00 m g,置
于 10 mL 容量瓶中, 先用约 250 ΛL 的 5

mm o löL乙酸铵 (pH = 10. 0)溶液助溶, 再用 5

mm o löL 乙酸铵: 甲醇 (含抗氧剂,同上) (体积比
为 1∶1)混合溶液定容。用代血浆 (4%人血白蛋
白)作为稀释液,依次配制浓度为 0. 5、1. 0、5. 0、
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10、15、25 ngömL 的系列标准品代血浆样品,按
照1. 4. 1项所述处理样品进行测定。结果示于图
1。同样步骤再次称量标准品配制浓度为 1. 0、

12、20 ngömL 的三种浓度的质量控制样品。以
上操作要求弱光环境。

图 1　叶酸 (A)、5-甲基四氢叶酸 (B)和内标 (C)及各自子离子 (分别为 a , b, c)质谱图

F ig. 1　M ass spectra of sam ple, standard and the ir fragm en t ion s
A—叶酸 (fo lic acid) ; B—52甲基四氢叶酸 (52m ethyltetrahydrofo lic acid ) ; C—内标 ( IS)

　

1. 4. 3　代血浆与空白血浆萃取一致性考察　为
了排除人血浆中叶酸和 52甲基四氢叶酸本底对
样品测定的干扰,实验中采用人血白蛋白的生理
盐水溶液作为真实空白血浆的替代品。因此比较
代血浆和真实血浆在提取过程中对提取率影响
的一致性作了考察。取 5份不同来源的真实空白
血浆,按 1. 4. 2项所述制备标准曲线样品,分别
比较代血浆与真实空白血浆标准曲线回归方程
的斜率,进行统计分析。
1. 4. 4　稳定性实验　在不同的实验条件下 (冷
冻保存、反复冻融、室温放置 6 h 和自动进样器
放置 12 h)对方法考核学样品进行稳定性实验
(n= 6)。

　　 (1)冷冻保存稳定性: 质量控制样品在- 30

℃温度下避光保存 6 天; 反复冻融稳定性: 质量

控制样品完全冷冻 2 h 后,取出置于弱光室温环

境下解冻 30 m in,然后再次放入冰箱,如此反复

3次;

(2)室温放置 6 h 稳定性: 质量控制样品在

弱光环境室温下放置 6 h。

(3)自动进样器放置 12 h 稳定性: 质量控制

样品经过样品制备后立即放入自动进样器中 (完

全避光) ,温度 4 ℃, 12 h 后测定。
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2　结果与讨论
211　专属性考察
采用独立样本 T 检验考察了对代血浆和真
实血浆在提取过程中对提取率影响的一致性。结
果显示两种基质回归方程斜率之间无显著性差
异 (叶酸: P = 0. 312; 52甲基四氢叶酸: P =

0. 560) , 说明代测物在两种基质中提取效率一
致。从图 2可以看出,代血浆中的杂质不会干扰
样品的分析测定。

图 2　空白代血浆的质谱色谱图

F ig. 2　M RM chromatogram s of

bank plasma substitute
a—52甲基四氢叶酸 (52m ethyltetrahydrofo lic acid ) ;

b—内标 ( IS) ; c—叶酸 (fo lic acid)

　

212　标准曲线和线性范围
以待测化合物与内标峰面积的比值为纵坐
标,浓度为横坐标,权重系数 1öX ,进行直线回归
计算,得标准曲线,示于图 3。线性相关系数 r≥
0. 99, 而且各点标示浓度与计算值的偏差都在
±15%之内 (最低定量限为±20% ) ,最低定量浓
度均为 0. 5 ngömL。
213　精密度和准确度
方法考核学样品 (V alida t ion 样品)为 1、12

和 20 ngömL 三种浓度, n = 6, run (方法学考核
批次)为 3次。结果列于表 1。结果表明,此方法
精密度和准确度偏差均在±15%之内。

图 3　FA 和 5-甲基四氢叶酸的标准曲线

F ig. 3　Standard curve of fol ic ac id

and 5-m ethyltetrahydrofol ic ac id
a—叶酸 (fo lic acid) ;

b—52甲基四氢叶酸 (52m ethyltetrahydrofo lic acid)

　

表 1　定量测定叶酸和 5-甲基四氢叶酸的准确度和精密度

Table 1　Accuracy and prec is ion of the ana lysis results of fol ic ac id and 5-m ethyltetrahydrofol ic ac id

化合物

substance

Θö(ng·mL - 1) concentration

标定值

nom inal

测定值

found

R SD ö%

日内 (n= 6)

in tra2day

日间 (n= 18)

in ter2day

回收率ö%

recovery rate

叶酸

FA

1 1. 12 12. 1 13. 8 40. 0

12 13. 5 6. 7 7. 2 37. 4

20 21. 3 5. 1 5. 9 32. 3

52甲基四氢叶酸
5M 2TH FA

1 0. 933 9. 6 12. 4 51. 6

12 13. 5 7. 7 8. 7 56. 4

20 21. 9 6. 8 6. 9 52. 3
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3　小　结
311　实验环境的选择
叶酸和 52甲基四氢叶酸稳定性差,强光、氧
气和高温都会对其造成破坏。因此在实验过程
中,有针对地采用了加入抗氧剂 (柠檬酸、维生素

C 和 22巯基乙醇)或尽可能多的步骤中使用封口
膜、弱光或避光环境、尽量使用低温环境等措施,

以最大限度减少损失。
312　流动相及其组成
参照文献[12 ],确定流动相中水相为乙酸铵
溶液。流动相里甲醇和 5 mm o löL 乙酸铵的比例
将影响代测物的峰形和保留时间,有机相所占比
例大,代测物峰形更拖尾,保留时间更长。在本实
验中, 甲醇: 5mm o löL 乙酸铵体积比为 25∶75

与10∶90的情况下灵敏度差别不大,考虑到有机
相比例越大越有助于离子化的效率,决定选用 5

mm o löL 甲醇与乙酸铵 (pH 6. 0) (V (甲醇) öV (乙
酸铵) = 25∶75)的流动相。实验中将流动相中的
甲醇换成乙睛会导致灵敏度明显下降,同时峰形
变宽。流动相 pH 对代测物灵敏度的影响较大,

pH 越小, 灵敏度降低, 主要原因在于叶酸和 52
甲基四氢叶酸在低的 pH 环境下变得更不稳定,

导致代测物在某过程中损失较大,从而影响灵敏
度。为减少样品分析时间,将流速 0. 2 mL öm in

增加至 0. 3 mL öm in,由于流动相中有机相比例
较大,所以流动相雾化效果好。
313　萃取条件的选择
在建立 SPE 样品制备方法的过程中, 比较

W aters O asis M A X ( 30 Λm ) SPE 萃取柱和

W aters O asis HLB (30 Λm ) SPE 萃取柱的结果。
发现纯品溶液上样之后,随后 500 ΛL 水 (含抗氧
剂)洗涤让O asis HLB SPE 萃取柱上保留的代
测物流失严重,而使用O asis M A X SPE 萃取柱
时, 500 ΛL 水 (含抗氧剂)和 250 ΛL 甲醇 (含抗
氧剂)并未冲洗掉太多代测物,大多数代测物被
500 ΛL 的 2%甲酸抗氧甲醇 (含抗氧剂)溶液洗
脱。因此选用O asisM A X SPE 萃取柱。使用纯
品溶液来研究不同酸度的洗脱液的洗脱能力,发
现酸度越强,灵敏度降低越大,同样是因为叶酸
和 52甲基四氢叶酸在低的 pH 环境下更不稳定
所致。
314　pH 值的影响
复溶液 (5 mm o löL 乙酸铵溶液)的 pH 大小
也影响灵敏度。pH 为 3、6、8、10 的条件下, pH

越大,灵敏度越高,这是因为叶酸和 52甲基四氢
叶酸在高 pH 时溶解度越大。本实验中选用 pH

8. 0,而不是 10,是考虑样品分析时间短,如果流
动相与复溶液 pH 差别太大,显然不利于色谱柱
的平衡,会导致峰形不好,且保留时间重复性差。
总之,本工作建立的利用H PL C2M SöM S技
术分析血浆中叶酸和 52甲基四氢叶酸浓度, 该
方法具有样品分析迅速、取样量少、灵敏度高、准
确度好、专属性强的特点。
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