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目的

利用 UltraPerformance Convergence Chromatography ™ (UPC2®) 超高效合相色谱建立一种可快速

进行胆汁酸分析和定量的新方法。

背景

胆汁酸作为一种信号分子，在调节甘油三酯、胆固醇和葡萄糖代谢中扮演着重要的角色 1。

这些信号通路已经成为开发治疗代谢性疾病药物的靶点。此外，胆汁酸还可用作血清中

揭示肝脏疾病和胆汁酸调控代谢机制的生物标志物 2–5。因此，建立一种可测定体内胆汁

酸的分析方法具有重要意义。

由于结构类似物 ( 如同分异构体 ) 的存在，以及非结合型和结合型胆汁酸之间的极性差

异使得胆汁酸的分离尤为复杂。过去，研究人员采用气相色谱 (GC) 和液相色谱 (LC) 分析

这些化合物，但这些方法都存在一定的局限性。GC 法通常需要进行步骤繁琐的衍生化处

理，且衍生化的每个步骤中都会损失一定量的胆汁酸。此外，采用 GC 分析法测定结合型

胆汁酸的成分或浓度时，需对若干等分的样品分别进行提取。
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图1. 13 min内同时分析25种胆汁酸标准品混合物，包括甘氨酸和牛磺酸结合物。各MRM色谱图中

的化合物名称按保留时间顺序标示。

图2. 采用UPC2/MS系统对大鼠血清中的胆汁酸进行定量测定(n=6)。

解决方案

本实验利用沃特世（Waters®）ACQUITY UPC2TM 系统，以超临界二氧化碳 (SCCO2) 为主要流动

相建立了一种可同时分离 25 种不同胆汁酸 ( 包括其结合物在内 ) 的方法。以 SCCO2 为流

动相可加速分析物的扩散并降低反压，从而缩短分析时间。为了提高分析的灵敏度和特

异性，我们将 ACQUITY UPC2 系统与 Xevo® TQ-S 质谱仪联用。25 种不同的胆汁酸 ( 包括甘

氨酸和牛磺酸结合物 ) 的分离结果见图 1。

所有的胆汁酸在 13 min 内实现分离，与此前的分析方法相比，分析时间缩短了约 2 倍。

采用不同的固定相、柱温设置、添加剂以及不同 pH 值的改性剂的组合对方法进行优化。

Xevo® TQ-S 的检测模式设置为 ESI 负离子模式，无需使用尾吹气即可获得最大灵敏度。

使用这一方法对实际生物样品 ( 大鼠血清 ) 中的胆汁酸及其结合物进行定量分析。使用

甲醇按甲醇：血清 3:1(v/v) 的比例对购得的大鼠血清进行去蛋白处理，再进行涡旋和离心。

取上清液注入UPC2/MS/MS，测定血清样品中各胆汁酸及其结合物的浓度。结果如图 2所示，

表明本方法可测定生物基质中各胆汁酸及其结合物的水平，且重现性良好。

总结

采用超高效合相色谱 (UPC2) 串联 ESI-MS/MS 系统，可同时分析生物基质中的 25 种胆汁酸

与其结合物。采用亚 2 μm 填料的色谱柱，在 13 min 内实现所有分析物的分离，分离度满

足要求。本应用纪要证明：这一新的分离方法非常适合评价胆汁酸对甘油三酸酯、胆固

醇和葡萄糖代谢的影响，并可促进治疗代谢性疾病的新型药物靶点的开发。
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采用超高效合相色谱串联ESI-MS/MS系统，可在13 min内同时
分析25种胆汁酸。
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虽然 LC 分析法可同时检测结合型和非结合型胆汁酸，但单针分析时间长达 30 min。在本

应用纪要中，我们将介绍一种可快速进行胆汁酸分析和定量的 UPC2/MS 方法。


