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自动化磁珠法提取血清脂溶性维生素应用 LC-MS/MS 
检测的性能评价

孔　卓，李春艳（北京积水潭医院医学检验中心，北京  100035）

摘　要：目的　评估自动化磁珠法提取血清脂溶性维生素应用液相色谱串联质谱法（liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry，LC-MS/MS）检测的性能。方法　收集 200 例临床剩余血清样本，采用自动化磁珠法提取血清中脂溶性

维生素 A，D2，D3，E 和 K；同时联合 LC-MS/MS 检测脂溶性维生素 A，D2，D3，E 和 K 的线性、定量限、精密度、

正确度、携带污染率等性能指标以及基质效应。并比较此方法与传统萃取法检测结果的一致性。结果　自动化磁珠法

提取脂溶性维生素 A，D2，D3，E 和 K 线性相关系数均＞ 0.99；五种物质的定量限分别为 5，0.25，0.25，125 和 0.025 
ng/ml；批内精密度和批间精密度分别为 0.66%~4.83%，0.15%~3.70%；平均加标回收率为 87.05%~111.11%；基质效应

为 95.43%~99.07%；高 - 低值样本循环进样结果均值与低 - 低值样本循环进样结果均值之差，均小于低 - 低值样本循环

进样结果均值的 3s；统计学结果显示自动化磁珠法和传统萃取法提取的脂溶性维生素结果相关性良好（r ＞ 0.99），两

种方法的检测结果无显著偏倚。结论　自动化磁珠法提取脂溶性维生素的检测性能良好，有望提高样品通量和分析效率。
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Performance Evaluation of Automated Magnetic Beads Extraction Method 
for Extraction of Serum Fat-soluble Vitamins by LC-MS/MS Detection

KONG Zhuo, LI Chunyan（Department of Clinical Laboratory, Beijing Jishuitan Hospital, Beijing 100035, China）

Abstract: Objective　To evaluate the performance of the automated magnetic beads extraction method for extraction of 
serum fat-soluble vitamins by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Methods　A total of 120 
clinical residual serum samples were collected automated magnetic beads extraction method was applied to extract serum fat-
soluble vitamins A, D2, D3, E and K. The linearity, limit of quantification, precision, accuracy, carryover and matrix effect of fat-
soluble vitamins A, D2, D3, E and K were detected by LC-MS/MS. The consistency of the method and conventional extraction 
method was compared. Results　The linear correlation coefficients for extracting fat-soluble vitamins A, D2, D3, E and K by 
automated magnetic beads extraction method were all greater than 0.99, and the quantitative limits for these five fat-soluble 
vitamins were 5, 0.25, 0.25, 125 and 0.025 ng/ml. The intra-batch precision and inter-batch precision were 0.66%~4.83% and 
0.15%~3.70%, respectively, and the average spike recovery rate was 87.05%~111.11%. The matrix effect was 95.43%~99.07%, 
and the difference between the mean value of the cyclic injection results of high-low value samples and the mean value of the 
cyclic injection results of low-low value samples was less than 3s of the mean value of the cyclic injection results of low-low 
value samples. The statistical analysis showed that the correlation between the results of the automated magnetic beads extraction 
method and the conventional extraction method was good (r>0.99), and there was no significant bias in the detection results of 
the two methods. Conclusion　The automated magnetic beads extraction method for extraction of fat-soluble vitamins had good 
detection performance, which may be expected to improve sample flux and analysis efficiency.
Keywords：automated magnetic beads extraction method；liquid chromatography tandem mass spectrometry；fat-soluble 
vitamins

脂溶性维生素是体内的辅酶和催化剂，主要溶

解于脂肪，储存于肝脏，对人体的生长发育、免疫、

应激等均有重要作用。脂溶性维生素缺乏会引起人

体生理机能、新陈代谢、细胞调节紊乱，诱发多种
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疾病，而摄入过量则易引起蓄积中毒，甚至导致死

亡 [1-2]。因此，监测人体内脂溶性维生素的浓度非

常必要，有助于人体健康的评价、疾病的诊断以及

治疗过程中摄入量的控制，临床意义重大。液相色
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谱 串 联 质 谱（liquid chromatography-tarndem mass 
spectromerry, LC-MS/MS）技术以其高灵敏度、高

特异度的强大优势，被广泛应用于临床检验领域，

且在维生素、单胺类神经递质、激素等项目的检测

中备受青睐。目前临床采用质谱技术检测脂溶性维

生素的过程中，大多是通过手工操作完成样本提取，

以萃取法居多，需浓缩、正压、多次离心等 [3-6]，

自动化程度极低，对操作人员技能要求较高，容易

出现假阳性结果。自动化磁珠法样本制备前处理简

单，自动化程度较高，极大程度地降低了人为因素，

节约了人力和时间成本，并且有望将液相色谱 - 串

联质谱技术发展成为前处理和检测一体的全自动分

析仪。故本研究拟采用磁珠法进行样本前处理，联

合液相色谱串联质谱检测人血清中脂溶性维生素含

量，并与传统萃取法检测结果作为对照，评估该检

测程序的分析性能，为临床脂溶性维生素样本检测

自动化前处理的方法选择提供重要依据。

1　材料与方法

1.1　研究对象　收集当天临床检测剩余血清样本，

选取非乳糜、黄疸的 200 例样本分装后保存于 -80℃

备用。本研究经过医院伦理委员会审核批准后实施。

1.2　仪器与试剂　液相色谱串联质谱系统（美国

Waters Xevo TQ-S IVD）；ZPTQ 32 自动化磁珠法

质谱全自动样品处理系统（北京梅斯质谱生物科技

有限责任公司）；BY-R20 型高速冷冻离心机（北京

白洋医疗器械有限公司）；MTV-100 多管涡旋混合

仪和 MB100-2A 微孔板恒温振荡器（杭州奥盛仪器

有限公司）；传统萃取法脂溶性维生素测定试剂盒

（杭州凯莱谱精准医疗检测技术有限公司）；自动

化磁珠法脂溶性维生素测定试剂盒（北京梅斯质谱

生物科技有限责任公司）。维生素 A 质控品：90， 
432，864 ng/ml；25- 维生素 D2 质控品：3，14.4，

28.8 ng/ml；25- 维生素 D3 质控品：7.5，36，72 ng/
ml； 维 生 素 E 质 控 品：1 725，8 280，16 560 ng/
ml；维生素 K 质控品：0.3，1.44，2.88 ng/ml。
1.3　方法 
1.3.1　自动化磁珠法样本制备：按照试剂盒操作说

明操作，将 100 μl 血清样本加入预设的 96 孔中的

样本位置，再将同位素内标加入其中，后将 96 孔

板转移至前处理系统 ZPTQ 32 仪器中进行自动化样

本提取。标线、质控和样本同步操作处理。

1.3.2　传统萃取法样本制备：按照试剂盒操作说明

操作，取 50 μl 血清样本，加入 250 μl 脂溶性维

生素萃取液（含内标），涡旋 8 min，4 000 r/min
离心 10 min，取上清液 200 μl 待测。标线、质控

和样本同步操作处理。

1.3.3　 色 谱 条 件： 色 谱 柱 为 Kinetex 2.6 μm C18 
100A 30×2.1 mm，流动相为 0.1% 甲酸水（A）~ 0.1%
甲酸甲醇（B），梯度洗脱：0 ~ 0.5 min，40% 流

动相 A；0.5 ~ 2 min，40% ~ 0% 流动相 A；2 ~ 3.5 
min，0% 流动相 A；3.51 ~ 5 min，40% 流动相 A；

流速 0.5 ml/min；柱温 40 ℃，进样量 10 μl。
1.3.4　质谱条件：采用正离子电喷雾离子化多反应

监测模式（MRM），离子源温度 150℃，毛细管电

压 3.5 kV，脱溶剂气和辅助气为氮气，脱溶剂气（氮

气）体积流量 800 L/h，脱溶剂气温度 600℃，其他

主要参数见表 1。

表 1                    　　　　　　　　　　  脂溶性维生素的相关质谱参数

物质名称 母离子 / 子离子（m/z） 锥孔电压 /V 碰撞能量 /eV 物质名称 母离子 / 子离子（m/z） 锥孔电压 /V 碰撞能量 /eV

维生素 A 269.2 ＞ 81.0 25 20 维生素 A-IS 275.2 ＞ 96 20 20

维生素 D2 413.2 ＞ 337.2 20 20 维生素 D2-IS 419.4 ＞ 401.2 19 9

维生素 D3 401.3 ＞ 383.1 20 8 维生素 D3-IS 404.3 ＞ 368.1 20 10

维生素 E 431.3 ＞ 83.1 33 20 维生素 E-IS 437.3 ＞ 171.3 20 20

维生素 K 451.4 ＞ 187.1 40 22 维生素 K-IS 455.4 ＞ 191.1 40 22

1.3.5　性能验证：性能验证过程参考《液相色谱 -
质谱临床应用建议》[7] 和《液相色谱串联质谱临床

检测方法的开发与验证》[8] 两部专家共识。

1.3.5.1　线性、定量限和检测限评价指标　以标准

溶液的浓度为 X 轴，标准品和内标峰面积的比值为

Ｙ轴，进行线性回归分析，经“1/X2”权重得到线

性回归方程，且 r2 ＞ 0.99。将血清样本中各物质

峰面积和其内标的峰面积比值代入线性回归方程，

计算样本中脂溶性维生素 A，D2，D3，E，K 的含

量。检测限为信噪比≥ 3 时的浓度，定量限为信噪

比≥ 10 时的浓度，且连续 10 次测定的变异偏差应

＜ 20%。

1.3.5.2　精密度评价方案：混合血清样本平均分为

2 份，1 份加入适量低浓度混合标准品作为低值样本，

1 份加入适量高浓度混合标准品作为高值样本，混

匀后分别分装保存于 -80 ℃冰箱。每天各取出 1 支，

制备 8 个平行管，测定三个批次，计算精密度，批

内精密度和批间精密度的相对偏差应≤ ±15%。
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1.3.5.3　正确度评价方案：通过加标回收率判断测

定准确度，混合血清、混合血清添加脂溶性维生素

A，D2，D3，E，K 两个水平的混合标准品溶液各

10 μl，按上述前处理方法处理，各制备 3 个平行管，

计算加样回收率和测量偏差，加样回收率的相对偏

差应≤ ±15%。

1.3.5.4　基质效应评价方案：采用样本处理后加入

法。取 8 份来源于不同个体的血清样本，每份样本

分为 3 份，经过自动磁珠法提取后，一份加入水空白，

一份加入 10 μl 脂溶性维生素高浓度混合标准品，

最后一份加入 10 μl 脂溶性维生素低浓度混合标准

品，3 份均加入 20 μl 混合内标。去除空白样本的

信号值后与溶剂中标准品峰面积（或峰面积比值）

进行比较，判断基质效应，基质效应的相对偏差应

≤ ±15%。

1.3.5.5　携带污染评价方案：选择高值质控和低值

质控样本作为实验对象，分别进行高 - 低质控进样

循环 5 次和低 - 低质控进行循环 5 次，高 - 低值样

本循环进样结果均值与低 - 低值样本循环进样结果

均值之差应小于低 - 低值样本循环进样结果均值的

3s。

1.4　统计学分析　两种前处理方法提取并检测，

检测结果使用 MedCalc®20.0.27（比利时 MedCalc 
Software bvba 公司）软件进行统计学分析。采用

Bland-Altman 法比较两种前处理方法结果的一致

性，通过 Passing-Bablok 回归分析两种前处理方法

结果之间的相关性。

2　结果

2.1　血清样本经自动化磁珠法提取脂溶性维生素后

检测得到的各色谱峰 峰形对称，峰形良好互不干

扰；与传统萃取法提取后的检测结果比较，未发现

自动化磁珠法提取后的杂峰有明显增多。

2.2　自动化磁珠法提取脂溶性维生素性能评价结果

2.2.1　线性、定量限和检测限：脂溶性维生素 A，

D2，D3，E，K 在标准曲线范围内相关性良好，各

批次的相关系数均在 0.99 以上，定量限和检测限满

足要求，相关具体参数见表 2。

表 2   　磁珠法提取脂溶性维生素 LC-MS/MS 检测的回归方程、相关系数、线性范围、定量限及检出限

分析物 回归方程 相关系数 线性范围 (ng/ml) 定量限 (ng/ml） 检出限（ng/ml）

维生素 A Y=0.053 942 2X-0.416 081 0.999 1 10~2 000 5 2.5

维生素 D2 Y=0.002 225 13X+0.001 224 1 0.999 4 0.5~100 0.25 0.2

维生素 D3 Y=0.075 101X+0.029 263 4 0.998 8 0.5~100 0.25 0.2

维生素 E Y=0.977 969X+0.406 469 0.999 9 250~100 000 125 50

维生素 K Y=0.089 369 7X+0.001 717 75 0.998 8 0.05~50 0.025 0.01

2.2.2　精密度和正确度：见表 3。脂溶性维生素 A，

D2，D3，E，K 的低值样本和高值样本批内精密度

分别在 0.66%~4.83%，0.15%~3.70%；批间精密度

分别在 1.16%~4.33%，2.44%~6.61%，加标回收率

在 87%~112%，百分偏差均在 ±15% 以内，满足检

测要求。

表 3         　　　　　　  磁珠法提取脂溶性维生素 LC-MS/MS 检测的精密度和正确度

分析物 浓度水平
批内精密度 (%)

批间精密度 (%)
理论加入浓度 

(ng/ml)
平均测定浓度

(ng/ml)
平均回收率 (%) 测量偏差 (%)

第一批 第二批 第三批

维生素 A L 0.66 0.78 2.52 1.16 40 42.71 106.77 6.78

H 0.80 2.21 0.76 3.27 160 175.15 109.47 9.47

维生素 D2 L 4.83 2.49 4.66 3.03 2.5 2.18 87.05 -12.80

H 1.75 2.26 1.62 3.28 10 9.76 97.55 -2.40

维生素 D3 L 1.53 2.09 1.05 3.84 5 4.68 93.59 -6.40

H 0.32 0.97 0.65 2.61 20 21.82 109.08 9.10

维生素 E L 1.42 2.27 1.26 3.76 1 000 1 050 104.73 5.00

H 2.39 1.98 0.15 2.44 4 000 3 590 89.81 -10.25

维生素 K L 2.41 1.98 4.55 4.33 0.15 0.17 111.11 13.33

H 1.64 1.10 3.70 6.61 0.6 0.57 95.33 -5.00
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2.2.3　基质效应和携带污染：见表 4。脂溶性维生

素 A，D2，D3，E，K 在电喷雾离子源检测下几乎

没有基质抑制，经同位素内标校正，基质效应均在

100% 左右；高 - 低值样本循环进样结果均值与低 -
低值样本循环进样结果均值之差均小于低 - 低值样

本循环进样结果均值的 3s，满足检测要求。
表 4 磁珠法提取脂溶性维生素 LC-MS/MS 检测的基质效应和携带污染

分析物 (ng/ml) 绝对基质效应 (%) 相对基质效应 (%) 高 - 低值转换样本均值 (ng/ml) 低 - 低值转换样本均值 (ng/ml) 差值 (ng/ml) 3s

维生素 A 96.99 98.80 353.46 351.17 2.28 6.91

维生素 D2 97.02 98.82 20.21 20.5046 -0.30 2.97

维生素 D3 97.26 99.07 40.19 41.03 -0.84 1.88

维生素 E 95.43 97.21 8.38 8.18 0.20 0.35

维生素 K 96.53 98.33 1.28 1.25 0.03 0.19

2.2.4 方法比对：见表 5。对自动化磁珠法和传

统 萃 取 法 两 种 方 法 提 取 200 例 临 床 血 清 样 本 中

脂 溶 性 维 生 素 的 测 定 结 果 进 行 Bland-Altman 和

Passing-Bablok 回归分析。Bland-Altman 分析结果

显示所有样本均在 ±1.96s，表明两种提取方法检

测结果具有较高的一致性，Passing-Bablok 回归分

析结果显示两种提取方法的检测结果相关性良好

（均 r ＞ 0.99，95% CI 均在 0.986~0.997 之间）。
表 5　两种方法提取临床血清样本中脂溶性维 

　　　　　　 生素的测定结果比较

分析物 (ng/ml) 相关系数（r） 95%CI

维生素 A 0.994 0.993~0.996

维生素 D2 0.995 0.994~0.997

维生素 D3 0.992 0.989~0.994

维生素 E 0.990 0.986~0.992

维生素 K 0.992 0.989~0.994

3　讨论

脂溶性维生素是人体内不可或缺的一类营养物

质，缺乏或过量均会对身体机能造成损伤，诱发多

种疾病 [3, 5]。人体缺乏维生素 A，会引起儿童发育

不良、皮肤干燥、干眼病、夜盲症等；缺乏维生素

D 可能会导致儿童佝偻病、成人骨质疏松症、软骨

症、肌无力，增加老年人跌倒和骨折的风险；维生

素 E 与肌肉、神经、生殖有关，摄入不足可能产生

运动失调、毛发脱落、不育等症状；维生素 K 又叫

凝血维生素，缺乏可能致凝血时间延长，严重时危

及生命 [9]。但是补充过量的脂溶性维生素同样会导

致不良事件的发生，维生素 A 补充过量可引起维生

素 A 过多症、牙龈出血，甚至出现急性或慢性中毒；

维生素 D 补充过量则可能会导致血钙浓度过高，引

起钙盐在肾脏、肺脏、神经系统和心血管系统等重

要器官和组织的沉积钙化，产生不可逆的严重损害；

长期服用较大剂量的维生素 E 有可能出现肌无力、

疲倦、头痛和恶心等中毒症状，维生素 E 过量还可

能引起大出血；过量补充维生素 K 会导致人体发生

癌症和出现皮疹的现象，孕妇服用大剂量维生素 K
有可能造成新生儿黄疸。综上所述，对于儿童以及

孕妇等特殊人群，准确检测脂溶性维生素尤为重要。

儿童由于受关注度高、年龄小、描述病情能力

弱等特点，在儿科临床诊疗工作中，许多家长以及

一些临床医生对儿童是否要补充维生素、是否需要

持续补充以及担心维生素过量或中毒等方面常常存

在困惑。脂溶性维生素谱检测为指导临床上维生素

科学合理补充提供有力的参考依据。对于高代谢水

平的孕产妇而言，维生素缺乏或过量均会造成不理

想的妊娠结局，有研究表明，维生素 D 与维生素 D
受体结合后可参与胚胎着床、妊娠相关蛋白和细胞

因子的分泌及钙的输送，在维持正常妊娠和胎儿发

育中发挥着重要作用 [10]。由于孕妇及家属对维生素

的认知不足，只是单纯认为补充维生素 D 就够了，

忽视了维生素 A，E，K 的意义，导致妊娠期、围

产期以及新生儿发育期间产生不同程度的危害。故

建议提高医生及孕妇对合理补充维生素的重视程

度，加强宣传和引导，使孕期维生素营养检测成为

常规，根据孕妇自身需要制定个体化补充方案，避

免因补充不当造成孕产妇及围生儿隐匿性不良结

局。因此，对人体内脂溶性维生素含量的检测是非

常必要的。

目前临床常用的方法主要集中在免疫法、色谱

法和质谱法，各有优劣。免疫法虽操作简单，但无

法精准区分 VD2，VD3，只能测 VD 总含量，且不

可同时检测多种脂溶性维生素 [3]；色谱法可精准区

分 VD2，VD3，也可同时检测多种脂溶性维生素，

但其灵敏度不高，且操作复杂 [11-13]；常见的质谱法

虽然灵敏度高，但其前处理的方法包括固相萃取、

液液萃取及蛋白沉淀等，均存在各自不足，如蛋白

沉淀的方式简单、成本低，但是处理粗糙，对仪器、

色谱柱污染较大，且易出现离子抑制导致检测灵敏

度较差，一般仅适用于含量较高的药物浓度监测；
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液液萃取的方式成本较低，但是使用挥发性溶剂较

多，且需经过离心、取上清、氮吹等较为繁琐的步骤，

仅适用于脂溶性维生素、脂肪酸等中等极性或弱极

性物质的提取；若是含量较低的代谢物或激素类物

质需使用固相萃取法，该方法能有效提取浓缩待测

物，但成本较高，还需多次离心、浓缩等复杂过程，

对操作人员要求较高，自动化程度极低，容易造成

假阳性结果 [3-5]。

本研究采用的磁珠法是通过在磁珠表面进行化

学基团修饰，使待测物与磁珠表面键合相发生吸附

解吸附的过程（模拟固相萃取），将活化平衡后的

磁珠加入待测样本中，充分混匀，使待测物被吸附

在磁珠上，再通过不同极性强度的洗脱溶液洗脱，

以达到待测物的分离和纯化 [14-15]。与传统固相萃取

法相比，磁珠法通过磁珠的转移来实现目标待测物

的分离，不仅操作简单、自动化程度较高，且未来

有望实现前处理和检测分析一体的全自动液相色

谱 - 串联质谱设备。

综上，自动化磁珠法样本制备联合液相色谱串

联质谱检测人血清中脂溶性维生素的检测性能稳定，

满足相关指南及临床检测要求。磁珠法在未来有望

实现大规模化应用于临床质谱检测的自动化前处理

过程，提高检测效率和精度，方便临床检验应用。
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