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基于化学衍生化技术提高 LC-MSn 在生物体液中 
药物定量检测灵敏度的研究进展 
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(军事医学科学院毒物药物研究所, 北京 100850) 

摘要: 液相色谱-质谱联用 (LC-MSn) 的高灵敏度和高专属性在药物研究特别是药物代谢研究中发挥着重

要作用。但是随着高活性低剂量药物和特殊结构类型化合物的出现, 液质联用的应用也受到限制。通过衍生化

改变药物的结构, 从而改变其理化性质, 在液质联用检测中可以提高离子化效率, 降低基质抑制和减少无机盐及

内源性杂质的干扰。本文简要综述了衍生化和液质联用技术应用于生物体液中药物定量检测灵敏度提高方面的

最新进展。 
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Research progress of enhancing quantitative sensitivity by using  
LC-MSn with derivatization method in bio-matrices 
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Abstract: Liquid chromatography/mass spectrometry (LC-MSn) has been essential to a large number of 
quantitative analytical applications in drug research, and especially in the drug PK/PD research, due to its high 
sensitivity and high specificity.  But following the appearance of drugs with high activity and low dosage and 
the especial structural compounds, a number of limitations of LC-MSn have been noted.  Derivatization changes 
the structure of drugs and therefore changes their physical and chemical properties, resulting in high ionization 
efficiency, low matrix effect and low disturbance by inorganic salts and endogenous compounds in LC-MSn.  In 
this article, recent progress in the research of the chemical derivatization strategy with LC-MSn is reviewed on 
breakthrough of some LC-MSn limitations, in particular focusing on the applications involving some drugs in 
bio-matrices.  
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 液相色谱-质谱联用 (LC-MSn) 具有高灵敏度和

高专一性, 在药物研究特别是药物代谢研究中发挥

着极大的作用, 但是随着高活性低剂量药物和特殊
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结构类型化合物的出现, 液质联用的应用也受到限 
制。应用衍生化反应将药物转化为适合液质联用识 
别和检测的新结构, 从而提高药物检测灵敏度和专

一性。本文简要综述了衍生化和液质联用技术应用 
于生物体液中药物定量检测灵敏度提高方面的最新

进展。 
1  药物中不同官能团的衍生化 
1.1  醇羟基  生物样品分析领域中多数报道应用衍

生化液质联用技术的含醇羟基类药物主要是甾体类。 
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由于缺乏可电离的官能团, 未经结构修饰的醇羟基

药物在 LC-MSn 中不易被检测, 尤其在复杂生物基质

中直接应用 LC-MSn, 微量的醇羟基药物很难达到灵

敏度检测要求。因此, 通过衍生化和 LC-MSn 联用的

方法, 在电喷雾电离 (ESI) 模式下, 应用醇羟基药

物衍生化试剂在分子中引入可电离的基团, 包括磷、

季胺盐等。如 Meesters 等[1]应用叠氮-7-二乙基氨基香

豆素-3-羧酸酯叠氮化合物作为衍生化试剂, 衍生化

马鞭草烯醇 (单萜醇类), 检测线性范围为 22～197 
ng·L−1。含胺基的衍生化试剂单-(二甲氨基乙基) 琥
珀酸 (MDMAES) 能有效提高胆固醇和去氢胆固醇

的检测灵敏度[2], 应用此衍生化技术可以仅用 5 µL
人血浆即可使血浆中的定量限达到 0.12 mmol·L−1。

在大气压化学电离 (APCI) 模式下, 引入高亲质子

原子 (如氮、氧) 可提高质子转移能力[3]。Gao 等[4]

用苯甲酰氯衍生化丙烯乙二醇, 使其在大鼠血浆和

肺的检测限分别为 0.27 µg·mL−1 和 1.1 µg·g−1。引入

苯甲酰基后, 离子的气体状态下碱度和丙烯乙二醇

的质子转移能力均提高。另外, 向甾体中引入酯的结

构也能提高 APCI 模式下的离子化效率。12.5% 乙酸

酐和 12.5% 三甲基胺的混合物用作衍生化试剂, 与
醇羟基生成乙酰基衍生物。如布地奈德和氟替卡松丙

酸酯的检测限分别为 25 和 10 pg·mL−1 [5]。总之, 醇
羟基由于活性不高, 反应条件较复杂。 
1.2  酚羟基  相比醇羟基, 酚羟基的活性大大增加。

在酚羟基的衍生化液质联用研究中, 应用丹磺酰氯

的报道较多。因为其结构中含有 1 个碱性叔胺, ESI
模式下可提高离子化效率。Gong 等[6]应用丹磺酰氯

测定人血清中的痕量糖甙类药物淫羊藿苷, 线性范

围在 10 pg·mL−1～4 ng·mL−1 内, 灵敏度大为提高。

Licea-Perez[7]和 Liu 等[8]分别应用丹磺酰氯测定血浆

中的炔雌醇, 定量限均为 0.01 ng·mL−1。还有应用其

他新型的衍生化试剂, 如 1-(2, 4-二硝基-5-氟苯基)-4-
甲基哌嗪 (PPZ) 和叠氮-4-(4-甲基-1-哌嗪)-3-硝基苯

甲酸酯 (APZ), 它们可以显著提高睾酮的检测灵敏

度, 且反应迅速、完全[9]。 
1.3  酮和醛  酮和醛是活性较高的官能团之一, 所
以酮和醛的衍生化报道较多, 衍生化试剂种类也较

多。但是衍生化试剂多是来源于原来的荧光、紫外衍

生化反应的试剂, 真正应用于液质联用并可以显著

提高液质联用检测灵敏度的还很少。归纳起来, 主要

应用于 LC-MSn 的有丹磺酰肼 (DNSH)[10]、2-肼基-1-
甲基吡啶 (HMP)、2, 4-二硝基苯肼 (DNPH)[11]和 3-
硝基苯肼 (NPH)[12]等。它们的结构特征是含有叔胺

基团, 可以在目标药物结构中引入易电离基团, 提高

检测灵敏度。Higashi 等[13]研究发现, 经 HMP 衍生化, 
检测唾液中的脱氢表雄酮可以达到 25 pg·mL−1 (样品

量 100 µL)。Uran 等[12]应用 NPH 衍生化测定 13C-丙
酮 酸 盐 , 检 测 范 围 为 4.5 ～ 4 500 µmol·L−1 。

Al-Dirbashi 等[14]应用 DNSH 测定尿中的琥珀酰丙酮

的浓度, 尿的用量为 100 µL, 定量限为 5 nmol·L−1。 
1.4  羧酸  生物基质中羧酸基团在 ESI 正离子模  
式下通常干扰较大, 在负离子模式下也不易电离。因

此, 羧基可以通过衍生化来改善其质谱检测灵敏度。

羧基衍生化通常为酯化反应, 其中最简单有效的衍

生化是甲基化和乙基化。Chen 等[15]通过甲基化羧甲

司坦, 改善其在质谱检测中峰形差、灵敏度低的问 
题, 实验使用 200 µL 人血浆, 定量限为 20 ng·mL−1。

Zhang 等[16]研究发现未衍生化的三七素质谱检测灵

敏度极低, 血浆样品中干扰也很大。应用甲基衍生 
化结构修饰后, 三七素在大鼠体内检测灵敏度可以

提高 50 倍。另外, 还有其他酯化试剂, 如 Cheng 等[17]

应用 4-二甲氨基苄胺二盐酸盐作为衍生化试剂, 在
三乙胺催化下, 衍生化和液质联用测定血浆中丙戊

酸 (valproic acid, VPA) 和其代谢产物 2-丙基-4-戊 
烯酸 (2-propyl-4-pentenoic acid, 4-ene VPA), 结果表

明 VPA 的定量限为 200 ng·mL−1, 而 4-ene VPA 的定

量限为 20 ng·mL−1, 满足检测的要求。 
2  糖类和肽类药物的衍生化 

近十几年来, 糖类、肽类药物结构测定技术快速

发展, 作用机制研究不断深入, 这两类药物的理化性

质、结构特征、构效关系和作用机制等理论多已阐明。

但目前应用常规液质联用技术定量测定糖类、肽类及

修饰物尚有一定困难。原因主要有 3 点: ① 糖类结构

中的多羟基和肽类结构中的多羧基使它们在 ESI 模

式下电离差, 且糖、肽类药物的给药量低, 体内浓度

极低, 需要高灵敏度的测定方法进行体内定量研究; 
② 糖、肽类药物的相对分子质量较大, 而质谱对待

测药物的质量有范围限制, 对较高分子量的药物检

测灵敏度有限; ③ 大多数糖、肽类及修饰物的水溶性

较好, 而质谱对流动相的限制较多, 使得药物的色谱

保留差, 进而产生较高的基质抑制效应, 引起定量分

析的灵敏度和重现性差。 
2.1  糖类  糖类药物由于没有显色基团, 早期的光

谱和色谱技术都难以直接定量分析, 需要衍生化等

前处理[18]。后来, GC-MSn 检测糖的醇醛酸衍生物具

有高灵敏度、高特异性的特点, 一度成为糖类药物结

构鉴定和定量分析的主要方法。但是, 很多糖类药物 
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不能耐高温, 在未达到其气化温度时就已分解, 限制

了 GC-MSn 技术的应用。近年来, 随着 LC-MSn 的发

展, LC-MSn 已经完成了越来越多的糖类药物检测。但

是糖类药物通常缺乏可电离的基团, 在 LC-MSn 中难

以生成  [M+1]+, 通常只能生成  [M−H]−和碱金属加合

离子, 而且灵敏度较低。因此应用 LC-MSn 定量测定

糖类药物在生物基质中含量的文献报道还很少, 而
且多是以定性为主。如 Liu 等[19]应用 LC-ESI-MSn 研

究中药中的皂苷类成分结构, 成功地鉴定出 3 种皂

苷。研究发现, 应用衍生化反应修饰糖类药物后, 有
些单糖或寡糖类药物的灵敏度大大提高, 使生物基

质中该类药物的定量成为可能。如有报道[20, 21]表明

在还原低聚糖分子中引入恒定的阳离子可以显著地

提高质谱检测灵敏度, 其中比较好的衍生化试剂是

Girard’s 试剂 T (GT)。GT 通过和还原糖上的醛基反

应, 在糖分子中引入叔胺基团而提高单糖和寡糖类

药物的灵敏度。Jang 等[22]应用 GT 衍生化中性和唾液

酸化的 N-聚糖后再应用 MALDI-TOF-MS 测定, 研究

中国仓鼠卵巢 (CHO) 两个细胞系中中性和唾液酸化

N-聚糖的差异, 结果证明 CHO-I 和 CHO-II 中唾液酸

化 N-聚糖有显著差异, 分别含 22.5% 和 5.2%。Gouw
等[23]和 Naven 等[24]分别通过 GT 衍生化低聚糖中的

醛基, 研究证明低聚糖在 MALDI-TOF-MS 和 ESI 质
谱上的灵敏度均有显著提高。Gouw 等[23]还将非还原

糖分子的醇羟基与缩水甘油基三甲铵 (GTMA) 发
生反应, 在葡萄糖分子中引入叔胺基团, 可显著提高

糖分子在 MALDI-TOF-MS 的灵敏度和峰形。 
2.2  肽类  对于肽类药物来说, 国外应用液质联用

技术定量测定的报道相对较多。一些分子量较小而 
灵敏度能够满足体内研究需要的小肽类药物, 可以

采用 LC-MSn 直接测定。但是肽类药物常常由于给药

剂量低或生物利用度差, 导致体内含量很低, 直接测

定不能满足检测要求。通过衍生化法, 一些生物样品

中肽类药物的检测难题得以解决。如 Li 等[25]使用二

硝基氯苯为衍生化试剂, 使硫普罗宁 (甘氨酸巯基

衍生物) 的质谱检测灵敏度提高。Berna 等[26]应用 1-
氟-2, 4-二硝基苯基-5-L-丙氨酸酰胺 (Marfey’s 试剂) 
与丝氨酸的胺基发生衍生化反应, 成功分离并定量

测定了大鼠脑组织微透析液中丝氨酸手性异构体。仅

使用 25 µL 的样品, 即可测定 10～7 500 ng·mL−1 的 
丝氨酸手性异构体。Kawasaki 等[27]应用 1-氟-2, 4-二
硝基苯基-5-L-亮氨酸酰胺 (L-FDLA) 为衍生化试剂, 
结构修饰氨基酸的胺基, 再结合液质联用完成测定。

该方法可靠、灵敏, 能够同时测定 6 种氨基酸。 

总体来说, 糖和肽类药物的体内定量测定方法

学依然是世界范围存在的难题, 目前国内外报道衍

生化液质联用测定糖和肽类药物还主要以定性为主。 
3  有机小分子的衍生化 

有机小分子的检测是分析工作中的一大难题 , 
主要是: ① 相对分子质量小, 很难在色谱柱上保留; 
② m/z 值低于 200 时, LC-MSn 检测的背景噪音大;  
③ 生物样品分析时, 内源性小分子的干扰。针对这

些难题, 可以采用衍生化的方法, 增大相对分子质量, 
改善色质谱行为。Barry 等[28]报道了 7 个新季铵药物, 
通过柱前衍生化, 将其连接到小分子伯胺、仲胺或羧

酸上, 提高了 LC-MS 检测灵敏度。Xu 等[29]使用丹磺

酰氯为衍生化试剂, 成功实现了 4-DMAP 和血浆中

类似物的分离, 并在此基础上完成了比格犬体内药

代动力学研究。Xu 等[30]用氯甲酸-9-芴基甲酯衍生化

弗多司坦  (小分子胺类药物), 改善了其色谱保留 , 
避免了内源小分子的共洗脱干扰, LC-ESI-MS 检测, 
人血浆中的检测限为 30 ng·mL−1。 
4  不稳定性药物的衍生化 

一些在水中或生物样品中稳定性差的药物, 在
应用 LC-MSn 定量时常常因为药物的变性而使测定 
的结果不能反映药物在体内的实际情况。这种情况 
下, 通过衍生化提高药物的稳定性, 可以解决这一问

题。如硫醇类药物不稳定, 在生物样品收集过程中 
或收集后极易被氧化成二硫化物, 给分析造成很大

困难。通过与丙烯酸盐发生迈克尔加成反应, 含硫 
醇结构的化合物可生成丙烯酸衍生物, 此法在稳定

硫醇官能团的同时可引入一个可离子化基团。Jemel
等[31, 32]报道了用丙烯酸甲酯作稳定剂, 完成硫醇类

药物的 LC-MS2 定量分析。Matsuura 等[33]应用 7 个  
丙烯酸结构的衍生化物衍生化硫普罗宁。在 ESI 正 
离子模式下, 由于引入了高亲核的二甲基氨基, 衍生

化物的 [M+H]+
 信号最强; 在 ESI 负离子模式下, 由

于磺酸基结构的亲电性, 衍生化物的  [M−H]− 信号也

最强。另外, 卡托普利结构中也含有不稳定的硫醇 
基, 为准确测定血中游离型卡托普利, 取血后必须立

即加入稳定剂和衍生化试剂以阻止二硫化物的形成。

Zhao 等[34]用对溴苯甲酰甲基溴 (p-BPB) 衍生化卡

托普利, 用 0.2 mL 人血浆, 经甲醇沉淀蛋白后衍生

化, LC-ESI-MS2 检测, 定量限为 2.5 µg·L−1。该方法 
与以往的分析方法相比, 灵敏度显著提高, 分析时间

大大缩短。 
总之, 在 LC-MSn 联用技术越来越普及的今天, 

人们逐渐发现 LC-MSn 联用也并非“万能工具”, 很
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多药物在 LC-MSn 测定中都有一定限制。尤其在复杂

生物基质中, 常常由于药物浓度低、灵敏度差和干扰

大的问题, 使 LC-MSn 测定不能满足生物样品中药物

的定量。通过衍生化和 LC-MSn 联用的方法, 改变药

物的化学结构, 进而改变其物理和化学特性, 可以改

善药物在液质联用检测中的色谱与质谱行为, 最终

达到提高检测灵敏度、降低生物基质内其他杂质干扰

和降低基质抑制的目的。但是, 衍生化和 LC-MSn 联

用的方法研究的时间还不长, 国内外只见一些反应

的实例, 但并未有 LC-MSn 适合的衍生化试剂和反应

的系统研究及理论体系。但是鉴于衍生化可以根本上

解决一些LC-MSn联用中药物稳定性差、色谱保留差、

杂质干扰大和检测灵敏度不高等问题, 它定会随着

LC-MSn 的发展而逐渐成熟和完善起来。 
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