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朱佐银１，２，　 郭文博１，　 赵含珂１，　 王　 杰２，　 杨俊花１∗，　 周新丽２

（１． 上海市农业科学院农产品质量标准与检测技术研究所， 上海 ２０１４０３；
２． 上海理工大学健康科学与工程学院， 上海 ２０００９３）

摘要：采用超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）建立了一种灵敏度高、特异性好，且能够快速准确检

测心脏组织中腺苷含量的方法。 将样品溶于含 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 稳定剂 ２⁃羟基⁃３⁃壬基腺嘌呤盐酸盐（ＥＨＮＡ）的 １ ｍＬ 超

纯水中，低温研磨 ２ ｍｉｎ， ６０ Ｈｚ 冰水浴超声萃取 ４０ ｍｉｎ。 以甲醇和 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵溶液为流动相，流速为 ０􀆰 ４
ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ４０ ℃，进样量为 ３ μＬ，采用电喷雾离子源（ＥＳＩ）正离子切换多反应监测（ＭＲＭ）模式对心脏组织中

的腺苷进行定性定量分析，以标准曲线外标法准确定量。 结果显示，在检测范围内线性关系拟合较优，线性范围为

０􀆰 １～１６０ ｎｇ ／ ｍＬ，相关系数（ｒ２）为 ０􀆰 ９９３ ０，检出限（ＬＯＤ）为 ０􀆰 ０３ ｎｇ ／ ｍＬ，定量限（ＬＯＱ）为 ０􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ；腺苷在鼠心

脏组织低、中、高 ３ 个水平的加标回收率分别为 １１３􀆰 ６％、９６􀆰 ３％、１０２􀆰 ９％，日内精密度为 １􀆰 ７％ ～８􀆰 ４％，日间精密度为

２􀆰 ６％ ～７􀆰 ４％。 相关性和一致性分析结果表明，ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法和双抗体夹心法测量结果存在正偏倚，两种方法腺

苷检测结果呈极显著的正相关（Ｐ＜０􀆰 ０００ １）；采用该方法随机测定 １７ 份小鼠和 １７ 份大鼠心脏样品，小鼠和大鼠心

脏组织中腺苷的含量范围为 ３􀆰 ２５ ～ ８􀆰 ７８ ｍｇ ／ ｋｇ 和 １０􀆰 ２４ ～ １５􀆰 １９ ｍｇ ／ ｋｇ，腺苷的平均含量分别为 ５􀆰 ３７ ｍｇ ／ ｋｇ 和

１２􀆰 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ。 本研究为心脏组织腺苷含量的测定提供了一种简单、精确、高效的检测方法，可为临床研究和疾病

诊断提供重要的技术支持。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）； ａｄｅｎｏｓｉｎｅ （Ａｄｏ）； ｃａｒｄｉａｃ ｔｉｓｓｕｅ

　 　 腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ， Ａｄｏ）是核苷的一种，广泛分

布于人与动植物体内。 作为一磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＭＰ）、二磷酸腺苷 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＤＰ ）、 三 磷 酸 腺 苷 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＴＰ）等化合物转化及合成的重要中

间体，腺苷通过含量变化参与能量平衡［１］。 在心血

管系统、神经系统以及肌肉中，腺苷具有非常重要的

生理功能，可以转化为环磷酸腺苷进行信号传递，参
与调节物质代谢和生物学功能［２］。 心肌内磷酸化

后的腺苷不仅可以为心肌提供能量，还可以诱导冠

状动脉血管扩张［３］。 中枢神经系统中，腺苷可以作

为神经调节介质，抵抗缺血性与疾病性神经伤害，也
可以作为信号调节大脑能量的输入与输出［４，５］。 正

常生理状况下，细胞外的腺苷浓度恒定，基本维持在

ｎｍｏｌ ／ Ｌ 范围，若细胞外腺苷水平过高，会被转运至

细胞内，在细胞内腺苷转化为 ＡＭＰ 或降解为肌苷。
但在癫痫、缺血、疼痛、炎症和癌症等病理状态下，新
陈代谢需求增加或者缺氧都会引起腺苷浓度升

高［６］。 此外，腺苷脱氢酶活性与许多疾病的诊断密

切相关，其底物腺苷的浓度是反映该酶活性水平的

重要标志物［７］。 因此，临床上把腺苷浓度变化作为

评估冠状动脉血流储备及微血管功能的重要指标，
故血液和组织中腺苷含量的准确检测极为重要。
　 　 目前，传统的腺苷检测方法有薄层色谱法［８］、
毛细管电泳法［９，１０］、电化学法［１１］、高效液相色谱

法［１２，１３］等，但检测对象大多都集中在血液、尿液、虫
草、保健食品等其他基质［１４－１９］，关于检测动物组织

样品中腺苷含量的相关文献报道极少。 与传统的检

测方法（薄层色谱法、毛细管电泳法）相比，超高效

液相色谱⁃三重四极杆质谱法 （ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 操作更简单，响应

快，灵敏度高，选择性强；与电化学适配体快速检测

方法相比，ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对样品前处理要求不高，
处理过程简单且不需要样品衍生化，方法建立成本

低；与高效液相色谱法相比，ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 通量更

高，更高效，因此 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 是检测腺苷的首选

方法。
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　 　 为改善目前腺苷检测技术的不足，填补组织样

品中腺苷检测方法的空白，本文提出了一种简单且

稳定的前处理方法，用于提取小鼠和大鼠心脏组织

样品中的腺苷。 通过 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ，建立了一种灵

敏度高、特异性好、操作简单，且能够快速准确检测

组织样品中腺苷含量的方法。 用于检测心脏组织中

的腺苷浓度，为临床研究和疾病诊断提供技术支撑。

１　 实验部分

１．１　 仪器和试剂

　 　 Ｘｅｖｏ⁃ＴＱＳ 超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱仪

（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； Ｗｏｎｂｉｏ⁃Ｅ 多样品冷冻研磨仪

（上海万柏公司）； ＡＬ１０４ 分析天平（美国梅特勒⁃托
利多仪器有限公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｉ⁃
ｐｏｒｅ 公司）； ＳＫ８２１０ＬＨＣ 超声波清洗机（上海科导

超声仪器有限公司）； ＳＴ１６Ｒ 台式冷冻离心机（美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００Ｐｒｏ 酶标仪

（瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）。
　 　 乙腈、甲醇（纯度≥９９％，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；腺
苷标准品、醋酸铵（纯度≥９９％）、高氯酸（分析纯）
（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； ２⁃羟基⁃３⁃壬基腺嘌呤

盐酸盐 （ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＥＨＮＡ，纯度≥９８％，美国

ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ 公司）；心脏组织样品：随机选取

实验室 ＳＤ 大鼠和 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的心脏样品，低温

保存于－８０ ℃。
　 　 本实验用鼠均得到上海市农业科学院实验动物

伦理委员会批准，批准文号为 ＳＡＡＳＰＺ０９２１０３４。

表 １　 腺苷的保留时间和质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ （Ａｄｏ）

Ｓａｍｐｌｅ ｔＲ ／ ｍｉｎ Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ （ｍ／ ｚ） Ｃｏｎｅ ｖｏｌｔａｇｅ ／ Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｉｅｓ ／ Ｖ
Ａｄｏ ３．０１ ２６８．１２９ １１９．０９８∗ ／ １３６．１３３ ２８ ４０ ／ １６

　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

１．２　 样品前处理

　 　 准确称取 ５０􀆰 ０ ｍｇ 心脏组织样品，置入 ２ ｍＬ
离心管中，加入 １ ｍＬ 超纯水和 １００ μＬ ＥＨＮＡ 腺苷

稳定剂（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），浸泡 ３ ｍｉｎ 后，涡旋 １ ｍｉｎ。
在离心管中加入两粒小钢珠，低温研磨 ２ ｍｉｎ， ６０
Ｈｚ 冰浴超声提取 ４０ ｍｉｎ，以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３
ｍｉｎ，吸取上清液，经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤后，取 ２００
μＬ 滤液于 ２ ｍＬ 离心管中，用超纯水稀释至 １ ｍＬ，
上机测定。 空白心脏样品加标处理：选取经检测不

含腺苷的空白心脏组织样品，称取 ５０􀆰 ０ ｍｇ 于 ２ ｍＬ
离心管中，加入 １１０ μＬ 标准溶液（１ μｇ ／ ｍＬ）后，按

上述提取方法进行样品前处理。
１．３　 腺苷标准溶液的配制

　 　 准确称取 ２􀆰 ０ ｍｇ 腺苷标准品，充分溶解于 １
ｍＬ 超纯水中，得到 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的标准储备液，于－２０
℃保存。 将标准储备液用空白心脏样品提取液和超

纯水分别梯度稀释为 １６０、 ８０、 ４０、 ２０、 １０、 １、 ０􀆰 １
ｎｇ ／ ｍＬ 的系列标准工作溶液。
１．４　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测条件

　 　 使用 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｃ１８柱（１００ ｍｍ×３
ｍｍ， ２􀆰 ５ μｍ）； 流动相 Ａ： 甲醇， 流动相 Ｂ： ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵水溶液。 梯度洗脱程序：０ ～ ３ ｍｉｎ，
５％ Ａ； ３～５ ｍｉｎ， ３０％ Ａ～９０％ Ａ； ５ ～ ６ ｍｉｎ， ９０％ Ａ；
６～６􀆰 １ ｍｉｎ， ９０％ Ａ ～ ５％ Ａ； ６􀆰 １ ～ ８ ｍｉｎ， ５％ Ａ。 流

速 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量 ３ μＬ；柱温 ４０ ℃。 采用电

喷雾电离源（ＥＳＩ），正离子模式扫描；雾化气、辅助

气均为高纯氮气；碰撞气为高纯氩气；毛细管界面电

压为 ２􀆰 ５ ｋＶ；雾化温度为 ５００􀆰 ０ ℃；离子源温度为

１５０ ℃；雾化气体压力为 ０􀆰 ０７ ＭＰａ；脱溶剂气体流

速为 １ ０００ Ｌ ／ ｈ。 通过多反应监测（ＭＲＭ）模式对心

脏组织中腺苷进行定量分析。 腺苷的保留时间、母
离子、子离子、锥孔电压、碰撞能量等质谱参数见表

１。 数据分析采用 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 配套使用的 Ｍａｓｓ⁃
Ｌｙｎｘｖ４􀆰 １ 和 Ｔａｒｇｅｔｌｙｎｘ 软件处理。
１．５　 双抗体夹心法测定小鼠心脏腺苷含量

　 　 用北京某公司商用的双抗体夹心法测定鼠心脏

组织中腺苷含量。 使用纯化的鼠腺苷抗体涂覆微孔

板，制备成固定的抗体层，在涂覆好的微孔中加入腺

苷样本，与辣根过氧化物酶标记的腺苷抗体相互结

合，构建抗体⁃抗原⁃酶标记抗体复合物，进行充分洗

涤清除未结合的杂质成分后，添加 ３，３′，５，５′⁃四甲

基联苯胺底物进行显色。 在辣根过氧化物酶的催化

下，３，３′，５，５′⁃四甲基联苯胺被转化成蓝色，并在酸

性条件下进一步变成黄色。 使用酶标仪，在 ４５０ ｎｍ
波长下测定吸光度，测定样品中腺苷的含量。
１．６　 一致性分析

　 　 应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０􀆰 ０ 软件中的 Ｂｌａｎｄ⁃
Ａｌｔｍａｎ 散点图和 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性，分析 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ 法和双抗体夹心法测量结果的一致性。 Ｂｌａｎｄ⁃
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Ａｌｔｍａｎ 散点图：以两种方法测量结果的差值（ｄ）为
纵坐标，两种方法测量结果的均值为横坐标。 ｄ 的

变异情况用差值的标准差来描述，９５％ 差值应该位

于 ｄ±１􀆰 ９６ 之间，即 ９５％ 为一致性界限（ＬＯＡ）。 当

９５％ 的点都在一致性区间内，则认为这两种方法具

有较好的一致性。

２　 结果与讨论

２．１　 方法优化

２．１．１　 色谱条件的优化

　 　 考察了 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｃ１８（１００ ｍｍ×３
ｍｍ， ２􀆰 ５ μｍ）、Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８（１００
ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）两种不同型号、不同粒径的

色谱柱的分离效果。 结果表明，当流动相为 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵水溶液⁃甲醇时，Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ
ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱（图 １ａ）对腺苷的分离效果较好，色谱

峰更加对称尖锐，要明显优于 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ
ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱（图 １ｂ）；当色谱柱为Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ
ＢＥＨ Ｃ１８柱、流动相为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵水溶液⁃甲醇

时（图 １ａ），分离效果优于流动相为 ０􀆰 １％ 甲酸水⁃甲
醇时（图 １ｃ），腺苷的色谱峰形和响应强度最好，保留

时间稳定；这可能是在流动相中加入 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸

铵，使腺苷分子更好的离子化。 分子的离子化程度越

高，目标物的响应程度越高，峰形就越好［２０］。
２．１．２　 质谱条件的优化

　 　 通过单进样方式优化质谱条件，在 ＥＳＩ＋模式下

扫描（ｍ／ ｚ １００ ～ ８００），选择母离子。 在确定母离子

的基础上，进行子离子扫描，通过比较响应值选择 ２
个子离子碎片。 利用母离子的信号强度优化锥孔电

压、子离子的信号强度优化碰撞能量，最终得到的母

离子、子离子、锥孔电压和碰撞能量如表 １ 所示。 在

最佳质谱条件的基础上建立了 ＭＲＭ 扫描模式，对
心脏组织中的腺苷，以响应值高的通道作为定量离

子通道，响应值略低的作为定性离子通道。
２．１．３　 提取剂的优化

　 　 由于体内组织中腺苷快速形成且快速清除，因
此腺苷的半衰期很短［２１，２２］，需在提取剂中加入 １００
μＬ ＥＨＮＡ 稳定剂（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）来预防腺苷代谢及

其在提取过程中降解。 为了更好地提取和检测组织

中的腺苷，本文比较了 ５ 种提取剂对心脏组织中腺

苷提取和检测效果的影响（图 ２ａ ～ ｅ）。 结果发现，
超纯水为提取剂时，腺苷峰形最好，无杂峰，无拖尾

现象，响应值高，为 ４􀆰 ６４ × １０７，基线噪声较小 （图

图 １　 腺苷在不同色谱柱和流动相条件下的 ＭＲＭ 色谱图
Ｆｉｇ． １　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ａｄｏ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｌｕｍｎｓ ａｎｄ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ
　 ａ． ｃｏｌｕｍｎ： Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｃ１８ （１００ ｍｍ× ３ ｍｍ， ２􀆰 ５
μｍ）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ⁃ｍｅｔｈａｎｏｌ；
ｂ． ｃｏｌｕｍｎ： Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ （１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ，
１􀆰 ７ μｍ）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ⁃ｍｅｔｈａ⁃
ｎｏｌ； ｃ． ｃｏｌｕｍｎ： Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｃ１８ （１００ ｍｍ×３ ｍｍ， ２􀆰 ５
μｍ）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ⁃
ｍｅｔｈａｎｏｌ．

２ａ）；提取剂为乙腈⁃水（２０ ∶８０， ｖ ／ ｖ，图 ２ｂ）、乙腈⁃水
（８０ ∶２０， ｖ ／ ｖ，图 ２ｃ）和纯乙腈（图 ２ｄ）时，Ａｄｏ 响应

值较高，但是色谱峰拖尾严重，随着提取剂中乙腈含

量的增加，腺苷出峰效果逐渐变差，出现杂峰；７０％
的高氯酸为提取剂时，响应值最低，为 １􀆰 ５９×１０６，保
留时间偏移严重，同时出现较多杂峰，且基线噪声较

大（图 ２ｅ），这可能是高氯酸破坏了心脏组织中的蛋

白质等生物大分子，大分子进一步分解，导致提取液

中杂质较多，干扰腺苷出峰。 综上，纯水对腺苷具有

更好的提取效果，因此选择超纯水为提取剂进行后

续实验。
２．２　 方法学验证

２．２．１　 基质效应

　 　 通过鼠心脏样品中腺苷的信号抑制 ／增强程度

·８４３·
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图 ２　 采用不同提取剂时腺苷的 ＭＲＭ 色谱图

Ｆｉｇ． ２　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ａｄｏ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ

　 ａ． ｗａｔｅｒ； ｂ． ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃ｗａｔｅｒ （２０ ∶８０， ｖ ／ ｖ）； ｃ． ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃
ｗａｔｅｒ （８０ ∶ ２０， ｖ ／ ｖ）； ｄ． ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ｅ． ７０％ ｐｅｒｃｈｌｏｒｉｃ ａｃｉｄ
ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ．

（ｓｉｇｎａｌ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ／ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ， ＳＳＥ）来评估基

质效应［２３］。 ＳＳＥ＝ Ｓ１ ／ Ｓ２×１００％，其中 Ｓ１ 和 Ｓ２ 分别

为基质标准曲线的斜率和空白溶剂标准曲线的斜

率。 当 ＳＳＥ 值大于 １００％，表明存在基质增强效应；
ＳＳＥ 值低于 １００％，表明存在基质抑制效应；ＳＳＥ 值

为 ８０％ ～１２０％ 时，表明基质效应影响较小。 实验结

果表明，基质标准曲线线性方程为 Ｙ ＝ ５２ ２９０􀆰 １Ｘ＋

８４ ９１８􀆰 ６，相关系数（ｒ２）＝ ０􀆰 ９９３ ０，溶剂标准曲线线

性方程为 Ｙ＝ ５９ ２２１􀆰 ９Ｘ＋７０ １１５􀆰 ２，ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９３ ０。 其

中 Ｘ 为腺苷的质量浓度（ｎｇ ／ ｍＬ），Ｙ 为信号响应强

度。 ＳＳＥ 值为 １１３􀆰 ２６％，在 ８０％ ～１２０％ 范围内，说明

鼠心脏组织中腺苷的基质效应较小，可以忽略，不需

要补偿基质效应，因此本实验采用溶剂标准曲线对

心脏组织样品进行定量分析。
２．２．２　 线性关系、ＬＯＤ 和 ＬＯＱ
　 　 利用超纯水对腺苷标准储备液进行稀释，得到

不同质量浓度的系列溶剂标准工作溶液，以腺苷的

质量浓度（Ｘ， ｎｇ ／ ｍＬ）为横坐标，信号响应强度为

纵坐标（Ｙ），建立腺苷的溶剂标准曲线；腺苷的 ＬＯＤ
和 ＬＯＱ 分别以 ３ 倍和 １０ 倍信噪比确定。 结果表

明，腺苷在 ０􀆰 １～１６０ ｎｇ ／ ｍＬ范围内线性关系拟合较

优，ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 分别为 ０􀆰 ０３ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ０􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ。
２．２．３　 回收率和精密度

　 　 按照 １􀆰 ２ 节样品前处理条件进行加标回收和精

密度试验，在空白鼠心脏样品基质中分别添加低、
中、高（０􀆰 １、１０、８０ ｎｇ ／ ｍＬ， ｎ＝ ６）３ 个不同水平的腺

苷标准工作液，根据测定值和理论值的百分比计算

各自的回收率，日内精密度和日间精密度分别为同

一天 ６ 次平行试验和不同自然日（ｎ ＝ ３）测定结果

的相对标准偏差。 结果表明，腺苷在鼠心脏组织中

低、中、高 ３ 个不同水平下的平均回收率分别为

１１３􀆰 ６％、９６􀆰 ３％、１０２􀆰 ９％，日内精密度分别为 ８􀆰 ４％、
３􀆰 ５％、１􀆰 ７％，日间精密度分别为 ２􀆰 ６％、７􀆰 ４％、５􀆰 ５％。
以上结果表明，所建立的心脏组织中腺苷检测方法

结果准确可靠，可用于实际样品的分析。
２．３　 实际样品检测

　 　 采用本文建立的 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法同时测定 ３４
份鼠心脏组织（１７ 份大鼠和 １７ 份小鼠）中腺苷含

量，测量结果如图 ３ 所示。 在 １７ 份大鼠心脏组织

中，腺苷含量范围为 １０􀆰 ２４ ～ １５􀆰 １９ ｍｇ ／ ｋｇ，平均含

量为 １２􀆰 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ；在 １７ 份小鼠心脏组织中，腺苷

含量范围为 ３􀆰 ３１ ～ ８􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ，腺苷平均含量为

５􀆰 ３７ ｍｇ ／ ｋｇ。
２．４　 两种腺苷检测方法的相关性和一致性分析

　 　 采用两种检测方法同时对 ３４ 份鼠心脏组织（１７
份大鼠和 １７ 份小鼠）中腺苷含量进行测定。 如图 ４
所示，以双抗体夹心法的测定值为横坐标 （ Ｘ，
ｍｇ ／ ｋｇ）， ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法的测定值为纵坐标（Ｙ，
ｍｇ ／ ｋｇ），拟合回归方程：Ｙ ＝ ０􀆰 ９８９ ４Ｘ－２􀆰 １９８， ｒ２ ＝
０􀆰 ９２２ ６， Ｐ＜０􀆰 ０００ １，拟合方程具有统计学意义，两
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图 ３　 心脏组织中腺苷的含量水平
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ａｄｏ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｔｉｓｓｕｅ

图 ４　 两种腺苷测定方法的相关性检验
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ

Ａｄｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

个方法的检测结果均匀分布于回归方程两侧，表明

两个检测方法的腺苷检测结果具有极强的线性相关

关系。

表 ２　 本文所建立的方法与文献报道的检测方法对比
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗｉｔｈ ａｓｓａｙｓ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ
Ｍｅｔｈｏｄ Ｓａｍｐｌｅｓ ＬＯＤ Ｒｅｆ．

Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ １．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （０．２７ ｎｇ ／ ｍＬ） ［１４］
Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｐｌａｓｍａ ８．３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （２．２２ ｎｇ ／ ｍＬ） ［１５］
Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （０．０２６ ｎｇ ／ ｍＬ） ［１６］
Ｈｙｄｒｏｇｅｌ ａｐｔａｓｅｎｓｏｒ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ ０．０９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （０．０２４ ｎｇ ／ ｍＬ） ［１７］
ＬＣ⁃ＵＶ ｈｅａｌｔｈ ｆｏｏｄｓ １０００ ｎｇ ／ ｍＬ ［１８］
ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ０．０１ ｎｇ ／ ｍＬ ［１９］
ＨＩＬＩＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ ０．０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （０．０２６ ｎｇ ／ ｍＬ） ［２４］
ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｈｅａｒｔ ｔｉｓｓｕｅ ０．０３ ｎｇ ／ ｍＬ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ

　 ＨＩＬＩＣ： ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ．

　 　 应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０􀆰 ０ 软件中的 Ｂｌａｎｄ⁃
Ａｌｔｍａｎ 散点图，分析 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法和双抗体夹

心法两种方法测量结果的一致性，如图 ５ 所示。
Ｂｌａｎｄ⁃Ａｌｔｍａｎ 分析显示两种方法测量腺苷含量差

值的 ９５％ 一致性界限 ＬＯＡ 为 ０􀆰 １５３ １ ～ ４􀆰 ４８３ ０
ｍｇ ／ ｋｇ，虽然 ９７􀆰 ０６％ 的点落在 ９５％ 的一致性界限范

围以内，但双抗体夹心法检测值较 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
法存在显著正偏倚。 双抗体夹心法检测结果值高于

ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法的测定值，差值的绝对值最大为

４􀆰 １３０ ｍｇ ／ ｋｇ，差值的平均值为 ２􀆰 ３１８ ｍｇ ／ ｋｇ，差值

的标准差为 １􀆰 １０４。 综上，两种方法在心脏组织中

腺苷的检测中存在一定程度的偏差，这可能是由于

所选用的双抗体夹心法主要是用于小鼠血清中腺苷

含量的测定，心脏组织由于基质复杂，在腺苷含量检

测上有一定的偏差，不适用于心脏组织中腺苷的测

定。 目前国内外关于鼠心脏组织中腺苷含量的测定

方法鲜有报道，本文所建立的方法可以填补该领域

的空缺。

图 ５　 两种腺苷测定方法的一致性检验
Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ

Ａｄｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ＬＯＡ： ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ａｇｒｅｅｍｅｎｔ．

２．５　 方法比较

　 　 通过与目前已经报道的文献对比（见表 ２），采
用 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定鼠心脏组织中的腺苷含量，
由于基质不同，各方法的灵敏度有一定的差别，但总

体上，本文所建立的方法更灵敏，操作更简单。
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３　 结论

　 　 本研究建立了基于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 快速高效检

测心脏组织中腺苷含量的方法，在提取剂中加入

ＥＨＮＡ 稳定剂预防腺苷代谢及其在提取过程中的降

解，通过对色谱、质谱、提取剂等条件进行优化，有效

减少了基质干扰，提高了心脏组织中腺苷的检测灵

敏度。 与传统腺苷检测方法相比，本方法检测灵敏

度高，特异性好，操作简单，且能够快速准确检测组

织样品中腺苷含量，可为临床研究和疾病诊断提供

技术支撑。
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