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引言

阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是痴呆症最常见的

潜在病因，是一种与衰老相关的进行性神经退行性疾病[1-3]。预计

到2020年患者将会达到2000万，该病会带来巨大的经济和社会负

担，因此其逐渐成为社会关注的公共卫生问题之一。因此，AD的

早期诊断对于减缓其退行性变过程，启动预防性治疗具有重要意

义。

脑脊液中淀粉样β（Amyloid beta，Aβ）肽广泛用于AD的

早期诊断[8-10]。Aβ1–40和Aβ1–42肽是Aβ的主要形式[4]。此外，

Aβ1–42/Aβ1–38和Aβ1–42/Aβ1–40的比率，可能有助于区分

AD和其他类型痴呆症。脑脊液被证明是检测AD相关生物标志物的

合理来源[5]，而血浆游离Aβ1-40 和 Aβ1-42对AD的指示意义不

大。

目前Aβ肽的分析方法主要包括酶联免疫吸附、免疫亲和纯化

色谱、肽吸附色谱、液相色谱串联质谱法等。由于在Aβ肽的定量

过程中，有关自身聚集、非特异性结合表面和低内源性浓度的问题

仍然具有挑战性。本方法采用微洗脱固相萃取（SPE），应用SCIEX

液相色谱串联质谱系统，以待测目标物的同位素标记物为内标，检

测人脑脊液中β-淀粉样肽 Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42。

实验部分

样品处理：

取200 μL CSF，分别加入8 μL 50%乙腈和10 μL IS (200 ng/

mL),涡旋混匀，加入到含有200 μL 4% H3PO4水溶液的1.5 mL 低蛋

白吸附离心管（Eppendorf protein LoBind tube）使用固相萃取柱

（Oasis® MCX μ-Elution Plate, 30 μm）富集，取500 μL甲醇平衡，
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500 μL 4% H3PO4水活化，加载样品600 μL脑脊液样品，50 μL 洗

脱液（乙腈/氨水/水=75/10/15, v/v/v）溶液洗脱两次，收集洗脱

液，经N2吹干后用50 μL含0.2%甲酸的50%乙腈水溶液复溶后，取

5 μL进LC-MS/MS分析[6]。

色谱条件：

色谱柱使用Atlantis® HILIC Silica column (3 μm, 2.1×50 mm）

进行分离，流动相选用水（含0.5% 甲酸）作为A相，和乙腈（含

0.5% 甲酸）作为B相，柱温设为40℃，进样量为5 μL；进行梯度洗

脱，液相梯度见表1。

表1. 液相梯度洗脱条件。

Time min 流速 ml/min A % B %

0.00 0.6 20 80

0.50 0.6 20 80

2.00 0.6 60 40

3.00 0.6 60 40

3.01 0.6 20 80

5.00 0.6 20 80

质谱条件：

使用SCIEX QTRAP® 6500+质谱系统。采用电喷雾离子源

（Electrospray Ionization，ESI）和多反应监测（Multiple Reaction 

Monitoring，MRM）模式进行质谱扫描。离子源参数：加热气

（GS1）和辅助加热气（GS2）分别为65和65 psi，脱溶剂气温度为

600 ℃；气帘气（Curtain Gas，CUR）为35 psi，碰撞气（Collision 

Gas，CAD）为8 psi；喷雾针（Ionspray，IS）电压为 5500V。为

了获取较好的稳定性和灵敏度，各化合物监测离子对的去簇电

压（Declustering Potential，DP）和碰撞电压（Collision Energy，
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CE），目标物定量离子对、定性离子对以及内标物监测离子对等

参数均经过系统优化，离子对信息见表2。

为了考察方法的重现性及准确性，分别进行Aβ1-38、Aβ1-

40 和 Aβ1-42的精密度和准确度方法验证。从表4可以看出，

Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42低、中、高浓度的精密度（RSD）

均在10%以内，准确度均在97-107%之内。

表2.  Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42及内标物MRM离子通道参数。

化合物 电荷状态
离子对 

Q1 / Q3
（m/z） 

去簇电压 
DP (V)

碰撞电压 
CE (V)

Aβ1-38 [M+5H]5+ 827.3/801.0 80 21

15N51- Aβ1-38 [M+5H]5+ 837.4/810.5 80 23

Aβ1-40 [M+5H]5+ 867.1/843.7 80 23

15N53- Aβ1-40 [M+5H]5+ 877.4/853.8 80 23

Aβ1-42 [M+5H]5+ 903.9/886.2 55 24

15N55- Aβ1-42 [M+5H]5+ 914.7/896.7 80 25

结果与讨论

图1是血浆样品中Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42的提取离子流

色谱图，峰型对称，响应良好。图2是人脑脊液中Aβ1-38、Aβ1-

40 和 Aβ1-42的提取离子流色谱图，峰型对称，响应良好。

Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42回归方程和线性范围见表3，

Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42在0.1~20 ng/mL的浓度范围内线性

良好。
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图1. Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42在定量下限LLOQ (0.1 ng/mL)提取离子

流图。

图 1.  Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42 在定量下限 LLOQ (0.1 ng/mL)提取离子流图 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2 是人脑脊液中 Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42 的提取离子流色谱图 

 

Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42 回归方程和线性范围见表 3，Aβ1-38、Aβ1-40 和 

Aβ1-42 在 0.1~20 ng/mL 的浓度范围内线性良好。 

表 3. Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42 回归方程和线性范围 

化合物 回归方程 权重 相关系数 r 
线性范围 

ng/mL 

Aβ1-38 y=0.08233x-0.00106  1/x2 r=0.99595 0.1~20 

Aβ1-40 y=0.07141x-5.80733e-4  1/x2 r=0.99593 0.1~20 

Aβ1-42 y=0.08763x+0.00162  1/x2 r=0.99751 0.1~20 
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图2. 是人脑脊液中Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42的提取离子流色谱图。

表3. Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42回归方程和线性范围。

化合物 回归方程 权重
相关系数

r
线性范围
ng/mL

Aβ1-38 y=0.08233x-0.00106 1/x2 r=0.99595 0.1~20

Aβ1-40 y=0.07141x-5.80733e-4 1/x2 r=0.99593 0.1~20

Aβ1-42 y=0.08763x+0.00162 1/x2 r=0.99751 0.1~20

表3. Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42的准确度及精密度。

化合物
理论浓度 
ng/mL

实测值 
ng/mL

准确度
 %

精密度
 %

Aβ1-38 0.25 0.27 107.25 7.20

2.00 2.02 100.98 3.06

15.00 15.32 102.14 2.98

Aβ1-40 0.25 0.25 98.10 7.54

2.00 2.02 100.82 3.70

15.00 14.64 97.58 3.89

Aβ1-42 0.25 0.26 104.01 9.59

2.00 2.11 105.39 4.97

15.00 15.22 101.49 3.54

总结

本方法使用SCIEX 高灵敏度和高稳定性的三重四极杆质谱系

统，克服了Aβ肽的定量过程中，有关自身聚集、非特异性结合表

面和低内源性浓度的问题。实现了人脑脊液中β-淀粉样肽 Aβ1-

38、Aβ1-40 和 Aβ1-42浓度测定。因此，本方法采用ESI+电喷

雾离子源和MRM多反应监测模式，可对人脑脊液中β-淀粉样肽 

Aβ1-38、Aβ1-40 和 Aβ1-42进行快速的定性和定量分析。该方

法具有线性好、准确度高等优点，且每个样本分析仅需5 min，具

有较高的分析通量。
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