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  摘 要:目的 比较同位素稀释质谱法时,采用线性和非线性响应函数制作校准和(或)标准曲线对结果的

影响。方法 实验室建立的同位素稀释质谱法检测伊立替康及其3种主要代谢产物,使用C18反相柱梯度洗

脱,以ABSciex
 

API
 

3200检测。按《液相色谱-质谱临床应用建议》完成方法学验证。结果 伊立替康(CPT-
11)、SN-38G和APC在4.6~4.7

 

min出现洗脱峰,SN-38约在5.2
 

min出现洗脱峰。检测4种分析物的3种

浓度质量控制(QC)样本,分别以线性函数、二次函数、三次函数和新的线性最小二乘法Padé[1,1]近似拟合分

析,比较4种拟合方法计算得出的结果偏差。结论 结果适合线性标准曲线时,优先应用线性;非线性校准曲

线时,三参数有理函数一定程度上可以消除同位素稀释分析中不必要的误差源。
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Abstract:Objective To

 

determine
 

the
 

impact
 

on
 

the
 

results
 

of
 

linear
 

or
 

nonlinear
 

theoretical
 

response
 

functions
 

calculated
 

form
 

isotope
 

dilution
 

mass
 

spectrometry.Methods Irinotecan
 

and
 

its
 

three
 

main
 

metabo-
lites

 

were
 

detected
 

by
 

isotope
 

dilution
 

mass
 

spectrometry
 

established
 

in
 

the
 

laboratory,which
 

was
 

eluted
 

by
 

C18
 

reverse
 

phase
 

column
 

gradient
 

and
 

detected
 

by
 

ABSciex
 

API
 

3200.The
 

methodology
 

validation
 

was
 

com-
pleted

 

according
 

to
 

The
 

recommendations
 

for
 

clinical
 

application
 

of
 

liquid
 

chromatography-mass
 

spectrom-
etry.Results CPT-11,SN-38G

 

and
 

APC
 

showed
 

elution
 

peaks
 

in
 

4.6-4.7
 

min,and
 

the
 

elution
 

peak
 

of
 

SN-38
 

appeared
 

in
 

about
 

5.2
 

min.QC
 

samples
 

of
 

three
 

concentrations
 

of
 

four
 

analytes
 

were
 

detected
 

and
 

approximate
 

fitting
 

analyzed
 

by
 

linear
 

function,quadratic
 

function,cubic
 

function
 

and
 

new
 

linear
 

least
 

squares
 

Padé[1,1],

respectively.The
 

deviation
 

of
 

the
 

results
 

calculated
 

by
 

the
 

four
 

fitting
 

methods
 

was
 

compared.Conclusion 
When

 

the
 

results
 

are
 

suitable
 

for
 

the
 

linear
 

standard
 

curve,the
 

linear
 

standard
 

curve
 

is
 

preferred.In
 

the
 

non-
linear

 

calibration
 

curve,the
 

three
 

parameter
 

rational
 

function
 

can
 

eliminate
 

the
 

unnecessary
 

error
 

source
 

in
 

iso-
tope

 

dilution
 

analysis
 

to
 

a
 

certain
 

extent.
Key

 

words:isotope
 

dilution
 

mass
 

spectrometry; calibration
 

curve; linear
 

equation; nonlinear
 

equation

  质谱(MS)定量通常使用稳定同位素标记(SIL)
的分析物作内标(IS),并通过分析物和IS峰面积比值

进行定量。IS用于校正样品制备、进样、电离和仪器

性能的变化,加入IS的定量方法能够提高方法的准

确度和精度。
稳定同位素标记的内标在 MS准确定量定性方

面具有很大的实用性。然而,在某些情况下,分析物

天然存在的同位素或者内参标准品中存在没有被标
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记的目标分析物,均对二者信号存在一定“串扰”。对

于富含同位素的化合物,例如含有硫、氯或溴的化合

物,或是相对分子质量更大的化合物,以及分析物或

内标浓度比高的化合物,这种现象变得更加明显[1-2]。
这可能会导致非线性响应的情况出现,影响定量结

果[3]。在这些情况下,如果使用非线性回归,通过实

验确定每个分析物或内标组合的可调校准参数(如确

定一个或两个常数),数据拟合可能会更准确。因存

在分析物中稳定同位素的信号,非线性拟合在基于

MS测定中提供更准确的定量[2]。相反,它亦可校正

同位素内标中分析物作为杂质的存在情况。本文利

用已获得的同位素稀释质谱法检测伊立替康(CPT-
11)及其代谢产物的数据[4],分析了线性和非线性拟

合[5]的比较与实际应用。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 仪器:高效液相色谱(HPLC)仪

Agilent
 

1260(美国Agilent公司)、三重串联四级杆质

谱API
 

3200及电喷雾离子源。试剂:CPT-11(纯度≥
97%)、SN-38(纯度≥98%)、SN-38G(纯度≥97%)均
购自美国Sigma-Aldrich公司;APC(纯度≥97%)和

IS
 

CPT-11
 

D10、SN-38
 

D3、SN-38G
 

D3和APC
 

D3购

自Toronto
 

Research
 

Chemicals,Inc(图1);乙腈和醋

酸(HPLC级),二甲基亚砜(DMSO)购自德国 Merck
公司,去离子水制备自美国 Milli-Q

 

Plus纯水系统。
从上海交通大学医学院附属新华医院检验科实验室

的7例健康志愿者那里收集空白EDTA血浆,混合后

制备标准品和质量控制(QC)样品。

图1  标准品及相应同位素内标结构式

1.2 液相色谱条件 色谱柱菲罗门反相C18色谱柱
 

(4.6
 

mm×50
 

mm,2.6
 

μm),柱温30
 

℃;流动相A为

水(含0.1%醋酸,V/V),B为乙腈(含0.1%醋酸,V/

V),流速300
 

μL/min,进样量为15
 

μL。采用梯度洗

脱,前1
 

min为95%流动相A,>1~7
 

min为95%流

动相A至5%流动相A,>7.0~7.5
 

min为5%流动

相A,>7.5~8.0
 

min为5%流动相A至95%流动相

A,并持续此梯度至9
 

min,总时间为9
 

min。质谱条

件:电喷 雾 离 子 源,正 离 子 扫 描 模 式,毛 细 管 电 压

4
 

500
 

V,干燥气为氮气(N2),温度180
 

℃,流速4
 

L/

min,雾化气压力0.4
 

bar;碰撞气为N2,碰撞能量为8
 

eV;扫描质量范围为质荷比(m/z)
 

50~1
 

000。采用

多离子反应监测模式,定量离子通道选择 m/z
 

CPT-
11

 

m/z
 

587.216>124.3,SN-38
 

m/z
 

393.3>349.2,

SN-38G
 

m/z
 

569.2>393.3,APC
 

m/z
 

619.2>
393.3,CPT-11

 

D10
 

m/z
 

597.3>133.3,SN-38
 

D3
 

m/z
 

396.2>352.3,SN-38G
 

D3
 

m/z
 

572.1>
396.2,APC

 

D3
 

m/z
 

622.3>396.2。

1.3 试剂、校准曲线和 QC样本制备 所购买试剂

均为1
 

mg,CPT-11、CPT-11
 

D10和SN-38、SN-38
 

D3
溶于DMSO获得终质量浓度分为5

 

000、1
 

000、100、1
 

000
  

μg/mL储存液,SN-38G、SN-38G
 

D3和 APC、

APC
 

D3溶于DMSO∶甲醇(50∶50)获得终浓度分

为100、1
 

000、5
 

000、1
 

000
  

μg/mL储存液。储备液均

分装于2
 

mL离心管中,-80
 

℃冰箱保存备用。在混

合人血浆中准确加入4种标准品和内参储备液,-80
 

℃冰箱保存备用。制作校准曲线时,溶解后漩涡混

匀,2倍稀释后得到CPT-11和 APC浓度为2
 

500、

1
 

250、625、312.5、156.3、78.1、39.1、19.5、9.8、4.9
 

μg/mL,SN-38和 SN-38G 浓度为1
 

000、500、250、

125、62.5、31.3、15.6、7.8、3.9、2.0、1.0
 

ng/mL的混

合标准溶液。制备200×混合内参储存液,工作液终

浓度分别为CPT-11
 

100
 

ng/mL、APC
 

100
 

ng/mL、

SN-38
 

50
 

ng/mL、SN-38G
 

100
 

ng/mL。制备高、中、
低3种浓度 QC血浆样本,CPT-11为80、400、1

 

000
 

ng/mL;SN-38
 

和
 

SN-38G 为15、100、400
 

ng/mL;

APC为40、200、400
 

ng/mL,所有 QC样本制备后分

装,-80
 

℃冰箱保存备用。

1.4 样本前处理 准确吸取200
 

μL
 

EDTA-K2 抗凝

血浆样本,加入5
 

μL混合内标工作液(200×),加入

795
 

μL乙腈蛋白沉淀,振荡混匀后4
 

℃
 

16
 

000
 

g高速

离心10
 

min,吸取900
 

μL
 

上清,置于35
 

℃
 

N2 吹干,
再以100

 

μL
 

0.1%
 

醋酸水和乙腈(50∶50)溶液复溶,

15
 

μL进样分析。样本重复检测5次,取均值。

1.5 标准曲线分析 以Excel中LINEST拟合分析

功能分析线性回归、曲线回归(二次函数和三次函数)
和有理多项式逼近函数Padé[1,1]近似,y=(a0+
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a1x)/(1-a2x)。

表1  LINEST常用分析

类型 曲线方程 LINEST分析

线性 y=a0+a1x =LINEST(y,x,TRUE,TRUE)

二次函数 y=a0+a1x+a2x
2 =LINEST(y,x̂{0,1,2},FALSE,TRUE)

三次函数 y=a0+a1x+a2x
2+a3x

3 =LINEST(y,x̂{0,1,2,3},FALSE,TRUE)

Padé[1,1] y=(a0+a1x)/(1-a2x) =LINEST(y,x̂{0,1,0}*-ŷ{0,0,1}*x̂{0,0,1},FALSE,TRUE)

2 结  果

2.1 同位素稀释质谱法分析CPT-11及其代谢产物

和内 参 色 谱 结 果  在 本 实 验 条 件 下,4 种 物 质

(1
 

μg/mL)的混合标准溶液,采用正离子模式电喷雾

离子化后,根据保留时间依次出峰时间分别为SN-
38G(4.61

 

min)、APC(4.65
 

min)
 

CPT-11(4.72
 

min)
和SN-38(5.16

 

min),与各相应同位素内参保留时间

一致,见图2A。标准品单独分析时,SN-38和SN-38
 

D3洗脱峰在5.16~5.21
 

min,其他时间没有峰出现

(图2A和2B)。但混合标准品和内参后,在SN-38G
 

D3(50
 

ng/mL)色谱结果中提取到SN-38碎片离子峰

(图2C),CPT-11
 

D10中亦可提取SN-38离子峰。考虑

SN-38主要结构均存在于CPT-11、SN-38G和APC分

子结构中,发生源内裂解时可能存在部分交叉。

图2  CPT-11及其代谢产物色谱图和SN-38、SN-38
 

D3
 

提取 m/z
 

393.3>349.2离子色谱图

2.2 数据分析 实验室对 CPT-11的校准范围是

4.9~2
 

500.0
 

ng/mL,方法线性定量范围9.8~1
 

250.0
 

ng/mL。应用LINEST分析4种标准曲线,外推校准曲

线见 图 3。4 种 计 算 公 式 分 别 为:线 性 函 数y=
91.51x-48.59;二次函数y=0.167x2+83.02x-
19.40;三 次 函 数 y= -0.009

 

3x3 +0.88x2 +
71.10x-0.55;Padé[1,1]y=(-19.60+83.32x)/
(1-0.001

 

8x),R2 均>0.999。二次函数、三次函数

曲线回归和Padé[1,1]近似3种浓度QC计算结果偏

差10%以内(表2)。
表2  基于同位素稀释质谱法的4种标准曲线计算

   CPT-11
 

QC样本偏差

项目
理论值

(ng/mL)

平均值

(ng/mL)

标准差

(ng/mL)
偏差(%)

线性 80 56.81 4.87 -28.99

二次函数 80 77.04 4.44 -3.70

续表2  基于同位素稀释质谱法的4种标准曲线计算

   CPT-11
 

QC样本偏差

项目
理论值

(ng/mL)

平均值

(ng/mL)

标准差

(ng/mL)
偏差(%)

三次函数 80 83.39 3.92 4.24

Padé[1,1] 80 77.10 4.45 -3.62

线性 400 423.07 17.24 5.77

二次函数 400 412.92 15.96 3.23

三次函数 400 388.13 14.96 -2.97

Padé[1,1] 400 413.66 15.98 3.42

线性 1
 

000 1
 

005.65 23.69 0.56

二次函数 1
 

000 959.08 22.48 -4.09

三次函数 1
 

000 921.62 22.73 -7.84

Padé[1,1] 1
 

000 960.14 22.48 -3.99

  对SN-38的校准范围是1.0~1
 

000.0
 

ng/mL,
方法线性定量范围2.0~500.0

 

ng/mL。应用LIN-
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EST分析4种标准曲线,外推校准曲线,见图4。SN-
38

 

4种计算公式分别为:线性函数y=
 

133.3x-
4.22;二次函数y=0.018x2+133.24x-4.2;三次函

数y=-3.99x3+21.16x2+109.44x-1.5;Padé[1,

1]Y=(-4.13+132.93x)/(1-0.000
 

8x),R2 均>
0.999。线性回归、二次函数曲线回归和Padé[1,1]近
似3种浓度QC计算结果偏差10%以内(表3)。

  注:黑色虚线为线性方程,正方形表示曲线为二次函数,三角形表

示曲线为三次函数,十字曲线为Padé[1,1]近似。

图3  CPT-11
 

4种回归模型校准曲线外推的预测能力

  注:黑色虚线为线性方程,正方形表示曲线为二次函数,三角形表

示曲线为三次函数,十字曲线为Padé[1,1]近似。

图4  SN-38
 

4种回归模型校准曲线外推的预测能力

表3  基于同位素稀释质谱法的4种标准曲线计算

   SN-38
 

QC样本偏差

项目
理论值

(ng/mL)

平均值

(ng/mL)

标准差

(ng/mL)
偏差(%)

线性 15 15.48 3.22 3.19
二次函数 15 15.48 3.22 3.22
三次函数 15 15.05 2.79 0.31

Padé[1,1] 15 15.51 3.22 3.42
线性 100 109.14 3.60 9.14
二次函数 100 109.11 3.60 9.11
三次函数 100 109.35 4.14 9.35

Padé[1,1] 100 108.85 3.59 8.85
线性 400 406.88 8.92 1.72
二次函数 400 406.86 8.93 1.72
三次函数 400 654.64 23.99 63.66

Padé[1,1] 400 404.88 8.86 1.22

  对SN-38G的校准范围是1.0~1
 

000
 

ng/mL,方
法线性定量范围2.0~500.0

 

ng/mL。应用LINEST
分析4种标准曲线,外推校准曲线,见图5。SN-38G

 

4
种计算公式分别为:线性函数y=41.91x-9.15;二
次函数y=1.62x2+24.62x+4.64;三次函数y=
0.25x3-2.53x2+40.57x-2.04;Padé[1,1]y=
(3.3+27.7x)/(1-0.031

 

4x),R2 均>0.999。二次

函数和三次函数曲线回归,Padé[1,1]近似3种浓度

QC计算结果偏差15%以内(表4)。

  对APC的校准范围是4.9~2
 

500.0
 

ng/mL,方
法线性定量范围9.8~625.0

 

ng/mL。应用LINEST
分析4种标准曲线,外推校准曲线见图6。4种计算

公式分别为:线性y=123.85x-211.96,R2=0.989;
二次函数y=2.65x2+32.45x+40.96;三次函数y=
0.071

 

5x3-1.204x2+80.81x-27.67;Padé[1,1]

y=(-2.71+60.54x)/(1-0.014
 

7x),R2 均>
0.999。只有Padé[1,1]近似3种浓度 QC计算结果

偏差10%以内(表5)。

  注:黑色虚线为线性方程,正方形表示曲线为二次函数,三角形表

示曲线为三次函数,十字曲线为Padé[1,1]近似。

图5  SN-38G
 

4种回归模型校准曲线外推的预测能力

表4  基于同位素稀释质谱法的4种标准曲线计算

   SN-38G
 

QC样本偏差

项目
理论值

(ng/mL)

平均值

(ng/mL)

标准差

(ng/mL)
偏差(%)

线性 15 9.57 1.90 -36.22

二次函数 15 15.58 1.18 3.86

三次函数 15 15.33 1.75 2.19

Padé[1,1] 15 15.54 1.30 3.60

线性 100 107.95 6.03 8.0

二次函数 100 86.09 4.84 -13.9

三次函数 100 97.00 4.64 -3.0

Padé[1,1] 100 88.49 4.81 -11.5

线性 400 400.34 53.04 0.1

二次函数 400 401.74 70.90 0.4

三次函数 400 390.73 78.73 -2.3

Padé[1,1] 400 398.56 73.09 -0.4
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  注:黑色虚线为线性方程,正方形表示曲线为二次函数,三角形表

示曲线为三次函数,十字曲线为Padé[1,1]近似。

图6  APC
 

4种回归模型校准曲线外推的预测能力

表5  基于同位素稀释质谱法的4种标准曲线计算

   APC
 

QC样本偏差

项目
QC理论值

(ng/mL)

平均值

(ng/mL)

标准差

(ng/mL)
偏差(%)

线性 40 -131.82 10.35 -429.55

二次函数 40 63.12 3.02 57.79

三次函数 40 24.12 6.62 -39.70

Padé[1,1] 40 36.81 5.16 -7.96

线性 200 160.29 14.35 -19.86

二次函数 200 162.65 5.63 -18.68

三次函数 200 206.25 8.75 3.13

Padé[1,1] 200 187.54 7.68 -6.23

线性 400 569.30 14.06 42.33

二次函数 400 351.62 7.51 -12.10

三次函数 400 452.09 8.42 13.02

Padé[1,1] 400 417.93 8.35 4.48

3 讨  论

  复杂物质组分含量的定量分析是当前医学检验

研究中的重要问题之一,而质谱分析技术在生物医学

领域的迅速应用无疑提供了强有力的分析手段。校

准曲线的准确度也决定了样本定量的准确度。在生

物分析和临床化学领域中,通常以线性拟合用于校准

曲线,非线性的校准并不常用[6-8]。但同位素稀释质

谱法常常存在非线性响应,当实验者观察到非线性响

应时,通常会采用经验多项式(一般以二次函数曲线

拟合为主)来表示观察到的曲率,而忽略非线性的物

理基础。尽管所有二次函数都是非线性的,但并非所

有非线性方程都是二次的,且对于重要的校准数据,
某些非二次非线性方程可以适当地用作校准函数。
为探讨此问题,本实验采用同位素稀释质谱法对伊立

替康及其3种主要代谢产物进行检测,进行线性和非

线性拟合,以及一种非二次非线性拟合方程对数据进

行分析。
本文对每种化合物均使用了IS,用以更好地完成

校准曲线和(或)校正基质效应等影响因素。同时,本
文发现CPT-11

 

D10中存在相对少量的SN-38(SN-38
 

D3中的程度较小)会导致SN-38的校准曲线出现问

题,推测SN-38检测下限(LLMI)应该不低于2.0
 

ng/mL,代谢产物 APC亦存在类似情况。本文初步

实验中没有发现该方法存在其他重要问题,无残留效

应,批内和批间精密度CV<10%[9],QC样品的加标

回收率准确性,以及基质效应和样本回收率均根据

MATUSZEWSKI等[10]确 定 的 比 例 都 在 80% ~
120%,多数在85%~115%。

实验中所有的拟合分析是利用Excel中LINEST
函数公式完成,线性拟合未采用加权最小二乘法分

析,因此可见CPT-11、SN-38G和APC
 

3种分析物低

浓度时偏差>15%,但如果采用1/x2 加权系数,可能

意味着高浓度QC样本结果出现偏差>15%。SN-38
是CPT-11的活性代谢产物,APC和SN-38G是其无

活性代谢产物,4种分析物共享主要结构(SN-38),而
且现有商品化标准品种纯度不可能达到100%。从4
种分析物的4种校准曲线拟合分析结果看,不同的分

析物对线性函数、二次函数、三次函数和Padé[1,1]近
似4种方程的偏向性存在不同。总体而言,在不采用

加权系数分析时,Padé[1,1]近似获得的校准曲线中,
高中低3种QC偏差相对更小且稳定。

对于分析物定量分析而言,尤其是采用稳定同位

素作为内参时,并非所有的分析方法都符合线性响应

函数。因此,不同的实验室为避免基于同位素的定量

分析中的非线性校正亦采用不同的分析方法,包括:
忽略非线性部分的数据,使用反比建立线性函数[11];
应用偏最小二乘回归统计加权方案来抵消非线性的

影响[11]或将坐标变换对数值。但在同位素稀释质谱

方法中,尤其对于多种结构相似分析物及其同位素内

标物的混合物,这两种物质的同位素比和质量比之间

的一般关系既不是线性也不是多项式。相反,它是两

个线性函数的比率[5]。本文建议实验中优先以线性

拟合校准曲线,但同位素稀释校准曲线拟合时,线性

或曲线可能会引入不必要的误差,此时可应用有理

Padé[1,1]近似方程和线性最小二乘拟合来避免这些

误差。
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