
网络出版时间：２０２３ －０７ －１３ １６：５６：２５　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ２ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２３０７１３． １４３６． ０１４． ｈｔｍｌ

ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 同时测定 ２２ 种胆汁酸在孕鼠血清、肝脏、
羊水和胎盘中的应用

赵　 凡１，２，３，张　 伦２，３，叶　 露１，２，３，张佳怡１，２，３，余　 芸２，３，黄倩倩２，３，王建青１，２，３

２０２３ － ０６ － ０７ 接收

基金项目：国家自然科学基金（编号：８２０７３５６６）；安徽省高校优秀拔

尖人才培育资助项目（编号：ｇｘｙｑ２０１９０１４）

作者单位：１ 安徽医科大学药学院，合肥　 ２３００３２
２ 安徽医科大学第一附属医院药学部，合肥　 ２３００１２
３ 安徽省公共卫生临床中心，合肥　 ２３００１２

作者简介：赵　 凡，男，硕士研究生；
王建青，女，教授，主任药师，博士生导师，责任作者，Ｅ⁃
ｍａｉｌ： ｊｉａｎｑｉｎｇｗａｎｇ８１＠ １２６． ｃｏｍ

摘要　 目的　 利用高效液相色谱 － 质谱联用（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）
系统准确测定孕鼠血清、肝脏、羊水和胎盘中 ２２ 种胆汁酸成

分，建立高效检测及分析孕鼠血清、肝脏、羊水和胎盘胆汁酸

谱 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的方法。 方法 　 孕鼠血清、肝脏、羊水和胎盘

样品经过处理后，以含有 ０. １％冰乙酸的 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水

溶液作流动 Ａ 相和以纯甲醇作流动 Ｂ 相，流速为 ０. ４ ｍｌ ／
ｍｉｎ，采用梯度洗脱程序通过 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｇｅｍｉｎｉ ３ μｍ ＮＸ⁃
Ｃ１８ １１０Ａ（１００ ｍｍ × ２. ０ ｍｍ）色谱柱进行洗脱，质谱检测系

统采用电喷雾离子源，负离子多反应监测。 结果 　 ２２ 种胆

汁酸在定量范围内的线性关系良好，低、中、高浓度日间和日

内精密度的 ＲＳＤ 在 ０. ５％ ～ ７. ４％ ，基质效应在 ８８％ ～
１１０％ ，提取回收率在 ８４％ ～ １０８％ 。 结论　 该实验建立 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 检测孕鼠血清、肝脏、羊水和胎盘中 ２２ 种胆汁酸成

分的方法灵敏度高、选择性强，同时也能稳定检测多数量样

本。
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　 　 胆汁酸由胆固醇在肝细胞中代谢而来，是胆汁

的主要脂质成分，胆汁酸在生物体内能够乳化脂肪、
促进脂肪和胆固醇的吸收［１ － ２］。 肝脏中主要合成的

初级胆汁酸包括人的胆酸（ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＣＡ）和鹅去

氧胆酸（ ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＣＤＣＡ）以及啮齿动

物的 α⁃鼠胆酸（α⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，α⁃ＭＣＡ）和 β⁃鼠
胆酸（β⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，β⁃ＭＣＡ），其中 ＣＡ 与 ＣＤＣＡ
进入肠道后，在肠道菌群的作用下形成去氧胆酸

（ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＤＣＡ）和石胆酸（ ｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，

ＬＣＡ）等次级胆汁酸［３ － ４］。 以上游离的胆汁酸可以

与甘氨酸和牛磺酸结合形成相应的结合型胆汁酸。
其中大部分胆汁酸通过肝肠循环途径在回肠末端重

吸收返回肝脏，剩余少量胆汁酸进入全身循环和随

粪便排除［４］。
胆汁酸在细胞中过度积累会对细胞产生毒性，

肝细胞中胆汁酸的累积最终将导致肝细胞损伤［５］。
不同胆汁酸的生理功能差异较大，有研究［６］ 报道，
ＬＣＡ 的毒性相对较大。 测定孕鼠妊娠期体内胆汁

酸含量变化，了解妊娠期孕鼠体内胆汁酸的分布情

况，运用于妊娠期间孕妇体内胆汁酸紊乱相关疾病

的预防具有重要意义。 该实验建立 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测

孕鼠血清、肝脏、羊水和胎盘样本中的胆汁酸谱的方

法，以期为后续生物样本测定提供参考。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 动物 　 癌症研究所（ ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ，ＩＣＲ）小鼠（８ 周龄 ＳＰＦ 级，雄性 ３６ ～ ３８ ｇ，２０
只；雌性 ２７ ～ ２９ ｇ，４０ 只）购自浙江维通利华实验动

物科技有限公司，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（浙）
２０１９⁃０００１。 在适宜环境（温度 ２０ ～ ２５ ℃，湿度 ５０％
±５％ ）饲养 ７ ｄ。 本研究所使用的动物实验均已通

过安徽医科大学动物伦理委员会审查并批准（编
号：２０２００５２３）。
１． １． ２　 仪器　 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ４５００ 型三重四

级杆串联质谱仪（购自美国 ＡＢ 公司）；１２００ 系列高

效液 相 色 谱 仪 （ 购 自 美 国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公 司 ）； Ａｎａ⁃
ｌｙｓｔ１. ４. ２ 数据处理系统、１５２４Ｒ 高速冷冻离心机和

６Ｋ 低速离心机（购自珠海黑马医学仪器公司）；电
子天平（型号：ＸＳ１０５ＤＵ，购自上海 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ 公

司）；超纯水仪（型号：Ｓｙｎｅｒｇｙ，购自美国 Ｍｉｌｌｉ⁃ｐｏｒｅ
公司）；涡旋振荡器（购自美国 ＶｏｒｔｅｘＣｅｎｉｅ 公司）；
Ｂｉｏｐｒｅｐ⁃２４Ｒ 生物样品均质机（购自杭州奥盛仪器有

限公司）。
１． １． ３　 药品与试剂 　 ＣＡ（纯度 ≥ ９８％ ，批号：ＳＬ⁃
ＣＣ７７２２）、ＬＣＡ（纯度 ≥ ９５％ ，批号：ＢＣＢＷ１７２３）、
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ＣＤＣＡ（纯度≥ ９７％ ，批号：ＭＫＢＳ２８１６Ｖ）、牛磺脱氧

胆酸（ ｔａｕｒｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ ａｃｉｄ，ＴＤＣＡ，纯度 ≥ ９５％ ，
批号：ＳＬＢＸ３４８８）、牛磺胆酸（ ｔａｕｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＴＣＡ，
纯度≥ ９５％ ，批号：ＳＬＣＭ１７８７）、甘氨鹅去氧胆酸

（ ｇｌｙｃｉｎｅ ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ＧＣＤＣＡ， 纯 度 ≥
９７％ ，批号：ＳＬＣＤ４７４８）、甘氨熊去氧胆酸 （ ｇｌｙｃｉｎｅ
ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＧＵＤＣＡ，纯度 ≥ ９６％ ，批号：
ＢＣＢＳ９８５２Ｖ） 、熊去氧胆酸 （ ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，
ＵＤＣＡ，纯度 ≥ ９９％ ，批号：ＳＬＢＴ３４８５） 、甘氨胆酸

（ ｇｌｙｃｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ＧＣＡ， 纯 度 ≥ ９７％ ， 批 号：
ＳＬＢＲ１２８４Ｖ）、牛磺熊去氧胆酸（ ｔａｕｒｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ
ａｃｉｄ，ＴＵＤＣＡ，纯度 ≥ ９８％ ，批号：１３１９０３１８）、牛磺

鹅去氧胆酸（ ｔａｕｒｏｃｈｅｎｏｄｅｓｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＴＣＤＣＡ，纯
度 ≥ ９８％ ，批号：ＳＬＣＪ５７９０）和甘氨去氧胆酸（ ｇｌｙ⁃
ｃｉｎｅ ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＧＤＣＡ，纯度 ≥ ９７％ ，批号：
ＢＣＣＧ０６５４），以上药品购自美国西格玛奥德里奇贸

易有限公司。 牛磺猪去氧胆酸 （ ｔａｕｒｉｎｅ ｈｙｏｄｅｏｘｙ⁃
ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ＴＨＤＣＡ， 纯 度 ≥ ９８％ ， 批 号：
Ｂ１６Ａ１０Ｋ９４１４６）、猪去氧胆酸（ ｈｙｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，
ＨＤＣＡ，纯度 ≥ ９８％ ，批号：Ｊ２４ＧＢ１５２６８４）、牛磺石

胆酸（ｔａｕｒｉｎｅ ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＴＬＣＡ，纯度 ≥ ９７％ ，批号：
Ｄ１１ＧＳ１７１０５１）、甘氨猪去氧胆酸（ ｇｌｙｃｉｎｅ ｈｙｏｄｅｏｘｙ⁃
ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ＧＨＤＣＡ， 纯 度 ≥ ９８％ ， 批 号：
Ｙ２３Ｎ９Ｋ７５８２６）、甘氨石胆酸 （ ｇｌｙｃｉｎｅ ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，
ＧＬＣＡ，纯度 ≥ ９８％ ，批号：Ｂ２９Ｊ１１Ｋ１１９７７５）、ＤＣＡ
（纯度 ≥ ９８. ５％ ，批号：ＢＣＣＧ６６７２）、α⁃ＭＣＡ（纯度

≥ ９５％ ，批号：Ｊ１４ＨＳ１７８００６）和去氢胆酸（ｄｅｈｙｄｒｏ⁃
ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ＤＨＣＡ， 纯 度 ≥ ９８. ５％ ， 批 号：
Ｓ３０Ｊ９Ｉ６４０２２），以上药品购自上海源叶生物科技有

限公司。 牛磺⁃β⁃鼠胆酸（ ｔａｕｒｉｎｅ⁃β⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，
Ｔ⁃β⁃ＭＣＡ， 纯 度 ≥ ９８％ ， 批 号： ７００２４４Ｐ⁃１ＭＧ⁃Ｄ⁃
０１０）、 β⁃鼠 胆 酸 （ β⁃ＭＣＡ， 纯 度 ≥ ９８％ ， 批 号：
７００２３３Ｐ⁃１ＭＧ⁃Ｃ⁃０１０） 和牛磺⁃α⁃鼠胆酸 （ ｔａｕｒｉｎｅ⁃α⁃
ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， Ｔ⁃α⁃ＭＣＡ， 纯 度 ≥ ９８％ ， 批 号：
７００２４３Ｐ⁃１ＭＧ⁃Ｂ⁃０１０），以上药品购自美国 Ａｖａｎｔｉ ®
Ｐｏｌａｒ Ｌｉｐｉｄｓ 公司。 ２００ 目粉末状活性炭、高效液相

色谱级水、乙醇、冰乙酸、甲醇和乙酸铵，均购自上海

麦克林生化科技有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 动物处理　 小鼠在适宜环境中饲养 ７ ｄ，第
８ 天 ２１ 时将该批小鼠按照 ２ 只雄性和 ４ 只雌性小

鼠的比例进行合笼，次日 ７ 时检查阴道栓，共 ２０ 只

雌鼠检查出阴道栓。 将有阴道栓的雌性小鼠定为妊

娠第 ０ 天［（ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄａｙ，ＧＤ）０］，从中随机抽取 ７

只孕鼠，饲养至 ＧＤ１６ 进行剖杀，收集母血、母肝、羊
水和胎盘。
１． ２． ２ 　 色谱条件 　 色谱柱：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｇｅｍｉｎｉ ３
μｍ ＮＸ⁃Ｃ１８ １１０Ａ （１００ ｍｍ × ２. ０ ｍｍ）；流动相：Ａ
相为含有 ０. １％ 冰乙酸的 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液，Ｂ
相为甲醇；柱温为 ４０ ℃；流速为 ０. ４ ｍｌ ／ ｍｉｎ；进样量

为 １０ μｌ。 梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 样品分析的洗脱条件

时间（ｍｉｎ） 流速（ｍｌ ／ ｍｉｎ） Ａ 相（％ ） Ｂ 相（％ ）
０ ０． ４ ４５ ５５
０． ５ ０． ４ ４５ ５５
４ ０． ４ ３８ ６２
１１ ０． ４ ２５ ７５
１２ ０． ４ ５ ９５
１４ ０． ４ ５ ９５
１５ ０． ４ ２５ ７５
１６ ０． ４ ４５ ５５

１． ２． ３　 质谱条件　 电喷雾离子源，负离子检测，扫
描方式为多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，
ＭＲＭ），电喷雾电压：４ ２００ Ｖ；碰撞气：４ ｐｓｉ；气帘气：
３０ ｐｓｉ；雾化气：５０ ｐｓｉ；辅助气：５０ ｐｓｉ；离子源温度：
５００ ℃。 ２２ 种胆汁酸及内标质谱优化参数见表 ２。

表 ２　 ２２ 种胆汁酸及内标质谱优化参数

胆汁酸
保留时间

（ｍｉｎ）
母离子

（ｍ ／ ｚ）
子离子

（ｍ ／ ｚ）
去簇电压

（Ｖ）
入口电压

（Ｖ）
碰撞能

（Ｖ）
出口电压

（Ｖ）
ＣＡ ６． ４６ ４０７． ２ ３４３． ２ － １５０ － １０ － ３０ － ２０
ＤＣＡ ９． １４ ３９１． ２ ３４５． １ － １４０ － １０ － ２０ － １７
ＣＤＣＡ ９． １４ ３９１． ３ ３７３． ３ － １４０ － １０ － ２７ － ２０
ＵＤＣＡ ５． ２７ ３９１． ３ ３７３． ５ － １４０ － １０ － ３０ － ７
ＬＣＡ １２． ０２ ３７５． ３ ３７５． ３ － １２０ － １０ － ２３ － ２０
ＧＣＡ ４． ８１ ４６４． ３ ７４． １ － １２０ － １０ － ７５ － ７
ＧＤＣＡ ７． ５２ ４４８． ３ ７４． ２ － １４０ － １０ － ７５ － ２０
ＧＣＤＣＡ ６． ９４ ４４８． ４ ７４． １ － １４０ － １０ － ７２ － ２０
ＧＵＤＣＡ ３． ５４ ４４８． ３ ７３． ９ － １４０ － １０ － ７６ － １９
ＧＬＣＡ ９． ５９ ４３２． ３ ７４． ０ － １３５ － １０ － ４６ － ５
ＴＣＡ ４． ６６ ５１４． ２ ８０． １ － １２０ － １０ － １２５ － ２０
ＴＣＤＣＡ ６． ７７ ４９８． ３ ８０． ０ － １１０ － １０ － １２０ － １０
ＴＵＤＣＡ ３． ４７ ４９８． ３ ８０． １ － １２０ － １０ － １２０ － １０
ＴＬＣＡ ９． ３６ ４８２． ３ ７９． ９ － １７０ － １０ － １２０ － ６
ＴＤＣＡ ７． ３３ ４９８． ２ ８０． ０ － １２０ － １０ － １２０ － ２１
ＨＤＣＡ ５． ９４ ３９１． ３ ３９１． ３ － １４５ － １０ － ２０ － １０
ＴＨＤＣＡ ３． ９１ ４９８． ２ ８０． ３ － １８０ － １０ － １４８ － １０
ＧＨＤＣＡ ３． ９９ ４４８． ３ ７４． ２ － １３５ － １０ － ７２ － １０
Ｔ⁃α⁃ＭＣＡ ２． ２１ ５１４． ２ ７９． ９ － １４０ － １０ － １２０ － ５
Ｔ⁃β⁃ＭＣＡ ３． ８４ ５１４． ３ ７９． ９ － １４０ － １０ － １３６ － ８
α⁃ＭＣＡ ２． ２９ ４０７． ４ ３７１． １ － １４０ － １０ － ４３ － １０
β⁃ＭＣＡ ３． ６４ ４０７． ３ ３７１． ０ － １４０ － １０ － ４５ － １４
ＤＨＣＡ（ＩＳ） １． ２０ ４０１． ３ ２４９． １ － １４６ － １０ － １４４ － １０
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１． ３　 样品前处理

１． ３． １　 血清和羊水的处理　 血清和羊水各吸取 ５０
μｌ，加入 ２５０ μｌ 甲醇和 ２００ ｎｇ ／ ｍｌ 的内标溶液 ５０ μｌ
后，涡旋混匀 １ ｍｉｎ，于 － ２０ ℃放置 ２０ ｍｉｎ，在 ４ ℃
低温离心机中以 １０ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ，将上清液转移至新

的 １. ５ ｍｌ 离心管中，氮气吹干；用 ５０ μｌ 甲醇：水溶

液（１ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）溶解干燥沉淀，在 ４ ℃低温离心机中

以 １０ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ，取上清液进行分析。
１． ３． ２　 肝脏和胎盘的处理　 取肝脏和胎盘组织各

１００ ｍｇ，加入装有 １ ｍｌ ７５％ 乙醇的 １. ５ ｍｌ 离心管

内，随后进行组织匀浆，先置于 ５０ ℃水浴 ２ ｈ 后，在
４ ℃低温离心机中以 ７ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ，取上清液 ５０ μｌ 置
于 １. ５ ｍｌ 离心管中，加入 ２００ ｎｇ ／ ｍｌ 的内标溶液 ５０
μｌ ，涡旋混匀 １ ｍｉｎ，在 ４ ℃低温离心机中以 １０ ２００
ｒ ／ ｍｉｎ，将上清液转移至新的 １. ５ ｍｌ 离心管中，氮气

吹干；用 ５０ μｌ 甲醇：水溶液（１ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）溶解干燥

沉淀，在 ４ ℃低温离心机中以 １０ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ，取上清

液进行分析。
１． ３． ３　 空白基质的制备　 分别取孕鼠血清、羊水、
肝脏和胎盘的匀浆液，配制成活性炭浓度 ０. １ ｇ ／ ｍｌ
匀浆混悬液，震荡涡旋 １ ｈ，在 ４ ℃低温离心机中以

１１ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ，取上清液备用。
１． ３． ４　 胆汁酸储备液和内标溶液及系列工作液的

配制　 分别取 ２２ 种胆汁酸组分标准品约 １０ ｍｇ，精
密称定，在 １０ ｍｌ 容量瓶中用 ５０％ 甲醇水溶液定容

至 １０ ｍｌ，得到 １ ｍｇ ／ ｍｌ 的各胆汁酸溶液。 随后将

２２ 种胆汁酸组分混匀后定容至 １０ ｍｌ，得到各胆汁

酸浓度为 １０ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ 的胆汁酸储备液，最终将胆

汁酸储备液用空白基质稀释成 ２. ５、５、１０、２５、５０、
１００、２５０、５００、１ ０００、２ ５００、５ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ 的混合对照

品曲线系列工作液，冷藏保存。
取内标对照品约 １０ ｍｇ，精密称定，用 ５０％甲醇

水溶液定容至 １０ ｍｌ，充分混匀得到浓度为 １ ｍｇ ／ ｍｌ
的内标混合液，随后用 ５０％ 甲醇水溶液稀释成 ２００
ｎｇ ／ ｍｌ 的内标工作液，冷藏备用。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行分析。
先进行方差齐性检验；对满足正态分布的两组数据，
正态性检验，线性相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分

析，否则采用 ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析。 计量资料实验数

据用 �ｘ ± ｓ 表示，计数资料实验数据用百分比（％ ）表
示。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 方法学考察

２． １． １　 专属性　 孕鼠空白基质、孕鼠空白基质加入

胆汁酸标准品和内标对照品工作液的色谱图分别见

图 １。
２． １． ２　 标准曲线与线性范围　 以胆汁酸混合储备

液中各胆汁酸成分浓度为横坐标（Ｘ），胆汁酸混合

储备液中各胆汁酸成分峰面积与内标峰面积的比值

为纵坐标（ Ｙ^），进行加权最小二乘法权重（１ ／ Ｘ２）回

归运算的标准曲线，见表 ３。 ２２ 种胆汁酸在仪器检

测范围内呈良好的线性关系。

表 ３　 ２２ 种胆汁酸线性范围、回归方程以及相关系数

胆汁酸 回归方程 ｒ
线性范围

（ｎｇ ／ ｍｌ）
ＣＡ Ｙ^ ＝３． ８００ ２７ × １０ － ４Ｘ ＋３． １４６ ３９ × １０ － ４ ０． ９９７ ６０ １０ ～ ２ ５００
ＤＣＡ Ｙ^ ＝０． ００３ ６５Ｘ ＋０． ００２ ６０ ０． ９９５ ４４ １０ ～ １ ０００
ＣＤＣＡ Ｙ^ ＝１． ９４６ ５８ × １０ － ４Ｘ ＋５． ０４５ １５ × １０ － ４ ０． ９９５ ４０ １０ ～ １ ０００
ＵＤＣＡ Ｙ^ ＝０． ００９ １６Ｘ －２． ６２１ ４９ × １０ － ４ ０． ９９５ ７５ １０ ～ ５ ０００
ＬＣＡ Ｙ^ ＝０． ００７ ２３Ｘ －０． ０１５ ９２ ０． ９９５ ５１ ２． ５ ～ ５００
ＧＣＡ Ｙ^ ＝０． ００３ ８１Ｘ －３． ００９ ３３ × １０ － ４ ０． ９９７ ４７ １０ ～ ５ ０００
ＧＤＣＡ Ｙ^ ＝７． ５７６ １３ × １０ － ４Ｘ ＋１． ８４５ ４９ × １０ － ４ ０． ９９７ １４ １０ ～ ５ ０００
ＧＣＤＣＡ Ｙ^ ＝９． ２８４ ８８ × １０ － ４Ｘ －０． ００２ １６ ０． ９９７ ２５ ２． ５ ～ ５ ０００
ＧＵＤＣＡ Ｙ^ ＝４． ６５６ ２２ × １０ － ４Ｘ －０． ００１ ０４ ０． ９９６ ７５ ２． ５ ～ ５ ０００
ＧＬＣＡ Ｙ^ ＝９． ３３４ ７７ × １０ － ４Ｘ －０． ００２ ０８ ０． ９９７ ７３ ２． ５ ～ １ ０００
ＴＣＡ Ｙ^ ＝０． ００１ ９１Ｘ －０． ００４ ０１ ０． ９９８ ５２ ２． ５ ～ ５ ０００
ＴＣＤＣＡ Ｙ^ ＝０． ００３ ７２Ｘ －０． ００６ ６３ ０． ９９７ ５５ ２． ５ ～ ５ ０００
ＴＵＤＣＡ Ｙ^ ＝０． ００３ ２４Ｘ －０． ００６ ７９ ０． ９９７ ５３ ２． ５ ～ ５ ０００
ＴＬＣＡ Ｙ^ ＝０． ００８ ５５Ｘ －０． ０１８ ７１ ０． ９９８ １１ ２． ５ ～ ２ ５００
ＴＤＣＡ Ｙ^ ＝０． ００４ ９０Ｘ －０． ００６ ２１ ０． ９９７ ０７ １０ ～ ５ ０００
ＨＤＣＡ Ｙ^ ＝０． ０２０ １７Ｘ －０． ０４２ ０７ ０． ９９５ ５５ ２． ５ ～ １ ０００
ＴＨＤＣＡ Ｙ^ ＝７． １４３ ４９ × １０ － ４Ｘ －０． ００１ ６６ ０． ９９８ ６３ ２． ５ ～ ５ ０００
ＧＨＤＣＡ Ｙ^ ＝０． ００２ ５６Ｘ －０． ００５ ８８ ０． ９９７ ２０ ２． ５ ～ ５ ０００
Ｔ⁃α⁃ＭＣＡ Ｙ^ ＝０． ００５ ７４Ｘ －０． ０１２ ８１ ０． ９９７ ２７ ２． ５ ～ ５ ０００
β⁃ＭＣＡ Ｙ^ ＝ ７． ３２２ ８０ × １０ － ４Ｘ －０． ００１ ５３ ０． ９９４ ５８ ２． ５ ～ １ ０００
Ｔ⁃β⁃ＭＣＡ Ｙ^ ＝０． ００５ ５９Ｘ －０． ０１１ ３６ ０． ９９７ ７４ ２． ５ ～ ５ ０００
α⁃ＭＣＡ Ｙ^ ＝８． ２８９ ９０ × １０ － ４Ｘ ＋４． ２３７ ００ × １０ － ４ ０． ９９４ ９６ ２． ５ ～ ２ ５００

２． １． ３　 准确度与精密度　 取胆汁酸混合储备液制

备 １０、５０、５００ ｎｇ ／ ｍｌ ３ 种浓度的质控样品，每种浓度

平行 ５ 份，连续进样 ３ ｄ，计算准确度和精密度，结果

见表 ４。 血清样本中各胆汁酸的准确度在 ８９％ ～
１０６％ ，日间和日内精密度 ＲＳＤ 在 ０. ５％ ～７. ４％ ，结
果符合要求。
２． １． ４　 基质效应与提取回收率　 配制 ３ 种标准样

品（Ａ１、Ａ２、Ａ３），每种样品配制 ３ 个浓度（１０、５０、
５００ ｎｇ ／ ｍｌ）。 Ａ１ 是使用 ５０％ 甲醇配制不含基质的

混合对照品溶液；Ａ２ 是使用空白基质氮吹干燥后，
使用 ５０％ 甲醇复溶配制的混合对照品溶液；Ａ３ 是

按照 １. ２. ２ 项下处理的空白基质配制混合对照品溶

液。 分别进样，记录各胆汁酸和内标峰面积。 Ａ２ ／
Ａ１ 为质控浓度的基质效应，Ａ３ ／ Ａ２ 为质控浓度的提
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图 １　 ２２ 种胆汁酸和内标 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 色谱图

Ａ：空白基质；Ｂ：空白基质加胆汁酸混标及内标品；Ｃ：胆汁酸混标色谱图；１：α⁃ＭＣＡ；２：β⁃ＭＣＡ；３：ＣＡ；４：ＵＤＣＡ；５：ＴＨＤＣＡ；６：ＣＤＣＡ；７：
ＤＣＡ；８：ＤＨＣＡ；９：ＧＣＡ；１０：ＧＵＤＣＡ；１１：ＧＨＤＣＡ；１２：ＧＣＤＣＡ；１３：ＧＤＣＡ；１４：ＧＬＣＡ；１５：ＬＣＡ；１６：Ｔ⁃α⁃ＭＣＡ；１７：Ｔ⁃β⁃ＭＣＡ；１８：ＴＣＡ；１９：ＴＵＤＣＡ；２０：
ＨＤＣＡ；２１：ＴＣＤＣＡ；２２：ＴＤＣＡ；２３：ＴＬＣＡ
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取回收率，基质效应准确度在 ８８％ ～ １１０％ ，ＲＳＤ 在

０. ５％ ～１５％ ，提取回收率在 ８４％ ～ １０８％ ，ＲＳＤ 在

１％ ～１５％ ，均符合要求，结果见表 ４。
２． １． ５　 稳定性　 配制样品基质低、中、高 ３ 种质控

浓度样品，每个质控浓度样品平行制备 ５ 份，考察放

置于自动进样器 ２４ ｈ、室温放置 ６ ｈ 后， － ８０ ℃反复

冻融 ３ 次及 － ８０ ℃冰箱中冷冻保存 ９０ ｄ 后的稳定

性，结果均稳定。
２． ２　 孕鼠血清、肝脏、羊水和胎盘的胆汁酸含量测

定　 通过建立的 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法测定 ７ 只孕鼠血

清、肝脏、羊水和胎盘的胆汁酸成分。 见表 ５，在母

鼠血清胆汁酸成分含量较高的是 ＣＡ、ＴＣＡ 和 β⁃
ＭＣＡ；肝脏中胆汁酸成分含量较高的是 ＴＣＡ、Ｔ⁃β⁃
ＭＣＡ； 羊水胆汁酸成分含量较高的是 ＴＣＡ；胎盘中

胆汁酸成分含量较高的是 ＴＣＡ。 由于不同部位胆

汁酸成分含量不同，部分胆汁酸低于仪器检测限而

未能检测出来。

３　 讨论

　 　 胆汁酸是人体内一种重要的内源性物质，而且

其理化性质差异较大，存在多种同分异构体［７］。 为

了使各胆汁酸成分能够在短时间内有效分离，本研

究经过多次重复性实验，发现流动相 Ａ 相中以含有

０. １％ 冰乙酸的 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液分离效果

最理想。 国内关于孕鼠体内生物样本中胆汁酸成分

的测定方法学未见报道。 本实验主要使用蛋白沉淀

法作为孕鼠血清和羊水的前处理方法，该方法简单

快捷［８］ ，对于孕鼠肝脏和胎盘，使用恒温水浴孵育

表 ４　 血浆质控样品中各胆汁酸的准确度、精密度、基质效应以及提取回收率

胆汁酸
浓度

（ｎｇ ／ ｍｌ）
准确度

（％ ）
精密度 ＲＳＤ（％ ）

日内 日间

基质效应（％ ）
均值 ＲＳＤ

提取回收率（％ ）
均值 ＲＳＤ

　 胆汁酸
浓度

（ｎｇ ／ ｍｌ）
准确度

（％ ）
精密度 ＲＳＤ（％ ）

日内 日间

基质效应（％ ）
均值 ＲＳＤ

提取回收率（％ ）
均值 ＲＳＤ

ＣＡ １０ １０３． ７２ ６． １９ ４． ４１ １０９． ９５ １２． ７８ １０４． ０８ ９． ８５
５０ ９１． ３０ ２． １６ ３． ５１ ９５． ５９ ５． １５ ９９． ３４ ３． ８６
５００ ８９． ８１ ３． ９７ １． ７１ ９７． ０７ ６． ８３ １０２． ５１ ５． ８３

ＤＣＡ １０ ９６． ７５ ７． ２９ ２． ０３ １０５． ３１ ４． ６５ １０６． ７１ ６． ９８
５０ ９５． ５２ ６． ４６ ４． ６３ １００． ５３ １． ３６ １０１． ４７ １． ６８
５００ ９３． ５６ ３． ９１ １． ５９ ９９． ８３ １． ４４ ９９． ９３ １． ３７

ＣＤＣＡ １０ ９５． ５８ ３． ４７ ２． ９４ ９３． ７８ １４． ６０ ９６． １２ １３． ３３
５０ ９９． ０５ ４． ３８ ３． ５１ ９９． １１ ４． ２０ １００． ４６ ３． ９９
５００ ９６． ２８ ２． ２２ １． ５４ １００． ０１ １． ３１ ９９． ５２ １． ６８

ＵＤＣＡ １０ ９８． ５０ ３． ８７ ２． ５２ ８８． ６６ ８． ５０ ９１． ７２ ５． ３８
５０ ９５． ２６ １． １４ ０． ７１ ９８． １９ ３． ４１ ９８． ６５ ２． １６
５００ ９３． ６６ １． ６５ １． ２６ １００． ３９ １． ７５ ９６． ２６ ５． ８８

ＬＣＡ １０ １０１． １６ ４． ４６ ３． ７８ ９４． ３２ ６． ２６ ９４． １８ ７． ８４
５０ ９５． ２７ １． ７１ １． ５６ ９８． ８８ １． ８３ ９９． ４９ ２． ５４
５００ ９９． ６３ １． ０９ １． ５２ ９９． ４３ １． ５９ ９８． ８１ ０． ８４

ＧＣＡ １０ １０５． ２０ ２． ３１ ２． １４ ９６． ２５ ５． ２０ １０１． ４０ ６． ２１
５０ １０３． ３３ １． ７２ ３． ４１ ９６． ３７ ３． ８８ ９８． ８６ １． ９８
５００ １０３． ９０ ２． ２３ １． ５１ ９９． ６９ ２． ５６ ９６． ６０ ５． ３６

ＧＤＣＡ １０ ９５． ８５ ３． ７８ ３． ４６ ９３． ０１ １０． ７７ ９６． ５５ １１． ３２
５０ ９７． ３２ １． ６２ ３． ９６ １００． ７１ ２． ０３ ９９． ０６ ０． ７３
５００ ９７． ５９ １． ７０ １． ０８ ９８． ０５ ０． ７８ ９９． １４ １． １１

ＧＣＤＣＡ １０ ９７． ５７ ３． ９５ ２． ４５ ９４． ９５ ５． ２１ ９８． ９９ １３． １１
５０ ９４． ３０ ２． ５３ ３． ９７ ９６． ７１ ２． ３４ ９５． ６７ ５． ６６
５００ ９２． ９３ ２． ０６ ０． ９４ ９９． ４３ １． １５ ９７． ６４ ３． ９３

ＧＵＤＣＡ １０ １００． ８０ ２． ２６ ４． ０８ １０５． ０９ ６． ５５ １０１． ０３ １０． ７０
５０ １０１． ５６ １． ２７ ２． ００ ９８． ４７ ５． ７５ ９８． ４４ ３． ００
５００ ９９． ７８ ０． ８９ ０． ５７ ９７． １８ ２． ０４ ９５． ４８ ４． ６２

ＧＬＣＡ １０ １０５． ７２ ５． ４９ ４． ８３ ８８． ９４ ３． ５１ ８４． ９２ １３． ２１
５０ １０１． １３ ０． ７１ １． ７１ ９９． ３８ ２． ４７ ９６． １４ ６． ９４
５００ ９９． ７４ １． ７８ １． ３２ ９９． １１ １． ２４ ９６． ２８ ４． ０７

ＴＣＡ １０ １０３． １１ ３． ４１ ３． ９５ ９１． ３６ ３． ７９ ９５． ５４ ４． ７１
５０ ９９． ３６ ２． ５９ ２． ４２ ９９． ２９ ２． ０９ ９８． ２１ ４． ９３
５００ １０４． ０７ ２． ４８ １． ３３ １００． ９９ １． ５２ １００． ７１ ２． ０１

ＴＣＤＣＡ １０ ９６． ４９ ４． ８９ ４． ７９ ９５． ９５ １２． ４８ ９６． １２ ５． ５１
５０ ９８． ７２ ３． ２４ ２． ４０ ９７． ２５ ３． ６９ ９８． ７９ ３． ３８
５００ １００． ３６ ２． ０７ ２． ８２ ９７． ９９ ２． ７１ ９８． ４５ ３． ４３

ＴＵＤＣＡ １０ １０４． ９９ ６． ３９ ４． ０２ ９４． ４７ ６． ９８ ９６． ５３ ６． ６２
５０ １０１． ２５ １． ７０ ４． ７８ ９８． ４５ ２． ９３ ９５． ８２ ２． １２
５００ １０２． ７０ ２． ９０ ２． ５４ ９９． ２８ １． ６１ ９４． ７３ ４． ７４

ＴＬＣＡ １０ ９２． ６４ ３． ２５ ２． ９２ １０２． ４９ １． ９８ ９６． ９７ ９． ８０
５０ ９２． ６３ ２． ３３ ３． ６７ ９６． ６２ ２． ８５ ９６． ９４ ４． ３５
５００ ９５． ５５ ５． ２４ ４． ６８ ９８． ４８ １． ５８ ９９． ９０ ４． ５５

ＴＤＣＡ １０ ９４． ３４ ２． ５１ ２． ４１ １００． ９３ ５． ４６ ９４． ３９ １２． ２６
５０ ９９． １８ １． ９４ ４． １０ ９８． ２１ ２． ６４ ９６． １７ ２． ３２
５００ １０３． １９ ２． １４ １． ４０ ９８． ４１ １． ８２ ９９． ４４ ２． ８２

ＨＤＣＡ １０ ９８． ０３ ３． ３８ ２． ２２ １０３． ５３ ８． ０９ １００． ８８ ９． ５６
５０ ９６． ７４ ４． １２ ３． ３７ ９７． ２４ ２． ４７ ９９． ８１ ４． １０
５００ ９４． ６９ ２． １９ １． ７３ ９８． ３１ １． ５９ ９８． １９ ２． ３２

ＴＨＤＣＡ １０ ９７． ８２ ５． ４２ １． ８７ ９７． ６１ ４． ２２ ９８． ２５ ８． ３９
５０ ９９． ０６ ３． ５９ ３． ８１ ９９． ５７ ２． ０９ ９３． ９１ １． ９５
５００ １０２． ３３ ３． １６ ０． ６２ ９８． ８３ １． ６８ ９４． ３１ ５． ３９

ＧＨＤＣＡ １０ １０４． ６８ ２． ６２ ３． ３０ ８９． ３０ １０． ９２ ９４． ５３ ８． ８７
５０ ９９． ２４ ２． １２ ３． １１ ９８． ７７ ３． ９０ ９９． ４５ ４． ５８
５００ ９８． ３３ １． ９２ １． ５５ ９８． ６４ ２． ４２ ９８． ９９ ２． ８８

Ｔ⁃α⁃ＭＣＡ １０ １０４． １６ ３． １５ １． ３３ １０１． ４１ ９． ５９ ９６． ９８ ７． ２６
５０ １０２． ５２ １． ５４ ３． ８８ ９６． ６４ ２． ９５ ９６． ９４ ３． ２４
５００ １０２． ９８ １． ８０ ０． ５４ ９７． ７５ ２． １２ ９７． ６９ ２． ３５

Ｔ⁃β⁃ＭＣＡ １０ １０２． ２０ ２． ９９ ２． ７７ ９９． ５１ ７． ５０ ９７． ６２ ７． ７６
５０ １０１． ８４ １． ４８ ３． ５６ ９７． ０６ ４． １５ ９７． ３５ ３． ０５
５００ １０４． ２０ ３． ４６ １． ３４ ９９． ３０ １． ６６ ９６． ８４ ３． ６３

α⁃ＭＣＡ １０ ９７． ５０ ３． ６７ ５． ６８ ９９． ０２ １４． ５４ １０７． ９２ １５． ２３
５０ ９４． ８４ １． ８３ ３． ６５ ９７． ０５ ３． ３２ ９８． ８２ ４． ３２
５００ ９２． ３２ １． ８９ １． ３７ ９８． ４５ ２． ６３ ９５． ９９ ４． ４４

β⁃ＭＣＡ １０ ９６． ２５ ３． ０３ ２． ６５ １００． ４０ ５． ５３ ９５． １０ １１． ２５
５０ ９２． ６０ １． ６５ ２． ９３ ９６． ７０ ３． ００ ９７． ８６ ４． ３４
５００ ９５． ２２ ２． ７１ １． ６３ ９６． ８４ ４． ０１ ９４． ９８ ４． ８５

·１９２１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ａｕｇ；５８（８）



表 ５　 孕鼠血清、肝脏、羊水和胎盘胆汁酸成分含量（ｎ ＝ ７）

胆汁酸
胆汁酸浓度

母血 肝脏 羊水 胎盘

胆汁酸占比（％ ）
母血 肝脏 羊水 胎盘

ＣＡ ９５． ８４ １． ２３ ２． ８５ ０． ０９ ２９． ４３ ２． １１ ４． ４７ ６． ９７
ＤＣＡ １６． ７１ ０． ０４ ０． ４９ ０． ０２ ５． １３ ０． ０７ ０． ７６ １． ６３
ＣＤＣＡ １１． ６８ － ０． ８１ － ３． ５９ － １． ２６ －
ＵＤＣＡ １２． １３ ０． ０５ ０． ２１ － ３． ７２ ０． ０８ ０． ３４ －
ＬＣＡ ０． ３５ － ０． ３２ － ０． １１ － ０． ５０ －
ＨＤＣＡ １． ８３ － － － ０． ５６ － － －
ＧＨＤＣＡ ０． ８２ － － － ０． ２５ － － －
ＧＣＡ ０． ３３ ０． ０５ ０． ０８ － ０． １０ ０． ０９ ０． １３ －
ＧＤＣＡ － ０． ０４ ０． ２８ － － ０． ０７ ０． ４４ －
ＧＣＤＣＡ － ０． ０２ － － － ０． ０４ － －
ＧＵＤＣＡ ０． ０５ ０． ０５ ０． ４２ － ０． ０２ ０． ０８ ０． ６５ －
ＧＬＣＡ － ０． ０２ － － － ０． ０３ － －
ＧＨＤＣＡ － ０． ０４ － － － ０． ０７ － －
ＴＣＡ ６５． ６４ ３２． ９９ ３９． ９０ ０． ８０ ２０． １６ ５６． ６５ ６２． ５１ ５８． ６５
ＴＣＤＣＡ １． ７７ ０． ２９ － ０． ０７ ０． ５４ ０． ４９ － ４． ９８
ＴＵＤＣＡ １． ６０ ０． ６８ １． １２ ０． ０１ ０． ４９ １． １７ １． ７５ ０． ９１
ＴＤＣＡ ４． ８９ ０． ８６ １． ８３ ０． ０４ １． ５０ １． ４８ ２． ８７ ２． ９６
ＴＨＤＣＡ １． ２６ ０． ０２ ０． ３８ ０． ０２ ０． ３９ ０． ０４ ０． ５９ １． ７９
α⁃ＭＣＡ ７． ６２ ０． ４１ １． ０８ ０． ０３ ２． ３４ ０． ７０ １． ６９ １． ９３
β⁃ＭＣＡ ６５． ８１ １． ３２ ０． ７８ ０． ０３ ２０． ２１ ２． ２６ １． ２２ １． ９２
Ｔ⁃α⁃ＭＣＡ １０． ５１ ４． １５ ６． ４０ ０． １３ ３． ２３ ７． １２ １０． ０３ ９． ２６
Ｔ⁃β⁃ＭＣＡ ２６． ８１ １５． ９８ ６． ２９ ０． １２ ８． ２３ ２７． ４４ ９． ８５ ９． ００

的方法提取胆汁酸进行前处理［９］。 对取得处理好

的上清液，进行氮吹干燥后复溶上机检测，能够得到

很好的检测效果。
本研究测定了孕鼠血清、肝脏、羊水和胎盘的

２２ 种胆汁酸成分，包含游离型和结合型在内的初级

和次级胆汁酸。 检测的结果表明，在孕鼠血清中，游
离型胆汁酸含量最高的是 ＣＡ，占比为 ２９. ４３％ ，结
合型胆汁酸含量最高为 ＴＣＡ，占比为 ２０. １６％ 。 而

在孕鼠肝脏、羊水、胎盘中含量最高的均为 ＴＣＡ，且
占比均超过 ５０％ ，并且发现胎盘中可检测的胆汁酸

成分最少。 在人体中，含量最高的初级胆汁酸有 ＣＡ
和 ＣＤＣＡ， 以 及 次 级 胆 汁 酸 ＤＣＡ、 ＬＣＡ 和 ＵＤ⁃
ＣＡ［１０ － １１］。

临床上对于妊娠期肝病多以血清总胆汁酸水平

含量作为诊断指标［１２］。 血清总胆汁酸对于妊娠期

肝病的诊断特异性较差，这可能会给临床明确诊断

妊娠期肝病带来一定难度，无法早期准确识别妊娠

期肝病且易产生混淆和误诊，甚至会导致不良的围

产期结局，包括不必要的医源性早产、剖宫产和意外

的宫内胎儿死亡［１３］。 因此，依靠总胆汁酸对妊娠期

肝病进行诊断和鉴别诊断具有明显的局限性，该研

究使用孕鼠作为实验对象，模拟孕妇妊娠期，建立

ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测胆汁酸谱的方法学有利于妊娠期肝

病诊断和治疗，具有重要的临床应用价值。
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（ １Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２；２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ，Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００１２； ３Ａｎｈｕｉ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００１２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ２２ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ， ｌｉｖｅｒ， ａｍｎｉｏｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｐｌａｃｅｎｔａ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ａ ＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ， ｌｉｖｅｒ， ａｍｎｉｏｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｐｌａ⁃
ｃｅｎｔａ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｓｅｒｕｍ， ｌｉｖｅｒ， ａｍｎｉｏｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｐｌａｃｅｎｔａ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ， ｗｉｔｈ
０． １％ ｇｌａｃｉａｌ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ ａｎｄ ｐｕｒｅ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｓ
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ， ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ０. ４ ｍｌ ／ ｍｉｎ， ａ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｌｕｔｅ ｗｉｔｈ Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
Ｇｅｍｉｎｉ ３ μｍ ＮＸ⁃Ｃ１８ １１０Ａ （１００ ｍｍ × ２. ０ ｍｍ） ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｅｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｕｓｅｄ ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａ⁃
ｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ２２ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒａｎｇｅ ｗａｓ ｇｏｏｄ． Ｔｈｅ ＲＳＤ ｏｆ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ａｎｄ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｔ ｌｏｗ，
ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗａｓ ０. ５％ －７. ４％ ， ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ８８％ －１１０％ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖ⁃
ｅｒｙ ｗａｓ ８４％ －１０８％ ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ２２ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｓｅｒ⁃
ｕｍ， ｌｉｖｅｒ， ａｍｎｉｏｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｐｌａｃｅｎｔａ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｈａｓ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ，
ｂｕｔ ａｌｓｏ ｃａｎ ｓｔａｂｌｙ ｄｅｔｅｃｔ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ；ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｓｙｓｔｅｍ；ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ；ｍｅｔｈｏｄ⁃
ｏｌｏｇｙ
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