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ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ检测６种三羧酸循环代谢物
在孕期 ＤＥＨＰ暴露小鼠模型中的应用
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摘要　目的　利用高效液相色谱串联质谱（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）系统建立三羧酸循环主要有机酸的测定方法，探究孕期邻苯二甲酸
二（２乙基己基）酯（ＤＥＨＰ）暴露小鼠血清、肝脏和胎盘中富马酸、苹果酸、琥珀酸、α酮戊二酸、顺乌头酸、枸橼酸６种三羧酸
循环有机酸成分变化。方法　孕鼠血清、肝脏和胎盘样品经过前处理后，以含１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵的水溶液和５μｍｏｌ／Ｌ亚甲基
二膦酸作流动相Ａ和含１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵的９０％乙腈水溶液和５μｍｏｌ／Ｌ亚甲基二膦酸作流动相Ｂ，流速为０３５ｍｌ／ｍｉｎ，采
用梯度洗脱程序通过ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＡｍｉｄｅＣｏｌｕｍｎ，１３０?，１７μｍ，（２１ｍｍ×１５０ｍｍ）色谱柱进行洗脱，质谱
检测系统采用电喷雾离子源，负离子多反应监测。结果　三羧酸循环相关６种有机酸代谢物的标准曲线相关系数ｒ在定量范
围内均大于０９９６，所建立的方法准确度为９７１４％ ～１０８２６％，低、中、高浓度日间和日内精密度相对标准偏差（ＲＳＤ）为
１３５％～６７３％，基质效应为９３２９％～１０７４７％，提取回收率为９４８２％ ～１１２５７％。与对照组相比，孕期 ＤＥＨＰ暴露组小
鼠不同组织样本中富马酸、苹果酸、α酮戊二酸、顺乌头酸、枸橼酸均降低（Ｐ＜００５）。结论　本实验建立 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法
检测孕期ＤＥＨＰ暴露小鼠血清、肝脏和胎盘中６种三羧酸循环有机酸成分，方法稳定、灵敏度高、选择性强。孕期ＤＥＨＰ暴露
引起小鼠肝脏、血清、胎盘中的三羧酸循环有机酸代谢物水平变化，提示孕期 ＤＥＨＰ暴露可能会影响线粒体三羧酸循环过程，
在孕期ＤＥＨＰ暴露所致疾病的诊断和治疗中具有潜在价值。
关键词　三羧酸循环；三羧酸循环代谢物；高效液相色谱－质谱联用系统；孕鼠；方法学；ＤＥＨＰ
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　　三羧酸循环（ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｃｙｃｌｅ，ＴＣＡ）是线
粒体能量合成代谢的核心通路，整合了细胞中的众

多生物过程包括糖酵解、糖异生、蛋白质转氨作用和

脱氨基作用、脂肪酸β氧化和脂肪酸合成等有关氨
基酸、脂肪酸和葡萄糖的多个合成代谢和分解代谢

途径，是将糖、脂肪和蛋白质三大营养物质代谢联系

在一起的重要枢纽和最终分解途径［１］。邻苯二甲

酸酯（ｐｈｔｈａｌｉｃａｃｉｄｅｓｔｅｒ，ＰＡＥｓ）类物质作为增塑剂
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被广泛用于塑料制品中，包括食品容器、儿童玩具和

家用化学品等，用来增强其柔韧性、延展性和耐久

性［２－３］。其中使用最广泛的 ＰＡＥｓ是邻苯二甲酸二
（２乙基己基）酯［ｄｉ（２ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ）ｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＤＥ
ＨＰ］，作为一种内分泌干扰物质，因其与塑料制品通
过非共价结合，容易从中缓慢释放到环境中来，已

被欧盟列为首要污染物［４－５］。研究［６－８］指出，ＤＥＨＰ
暴露可通过诱导炎症和氧化应激导致线粒体生物功

能障碍、线粒体质量控制异常及相关信号通路的异

常调控，阻断三羧酸循环和呼吸链，扰乱肝脏葡萄糖

稳态。

　　本实验利用高效液相色谱串联质谱（ｈｉｇｈｐｅｒ
ｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）建立检测孕期ＤＥＨＰ暴露小鼠血清、
肝脏、胎盘生物样本中三羧酸循环中间代谢有机酸

成分的方法，以期为ＤＥＨＰ暴露诱发相关疾病的临
床诊断和治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　ＣＤ１小鼠（ＳＰＦ级，８周龄，雌性小鼠
体质量２８～３２ｇ，２０只；雄性小鼠体质量３８～４０ｇ，
１５只）购自北京维通利华实验动物技术有限公司，
实验动物生产许可证号【ＳＣＸＫ（京）２０２１０００６】，实
验动物使用许可证号【ＳＹＸＫ（皖）２０２０００１】。本研
究所使用的动物饲养在安徽医科大学卫生毒理学动

物房，在适宜环境（温度２２℃ ±２℃，湿度５０％ ±
５％，１２ｈ光暗交替）自由饮水摄食活动。本研究所使
用的动物及实验均通过安徽医科大学动物伦理委员

会的审查并批准（批准编号：２０２００５２３）。
１．１．２　仪器　ＡＢＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＥｘｐｏｒｔＴｒｉｐｌｅＱｕａｄＴＭ三
重四极杆串联质谱系统（美国 ＡＢＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＥｘｐｏｒｔ
公司，型号：４５００）；高效液相色谱仪（美国安捷伦
Ａｇｉｌｅｎｔ公司，型号：１２００）；精密电子天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏ
ｌｅｄｏ公司，型号：ＸＳ１０５ＤＵ）；涡旋混合器（南通海门
其林贝尔仪器制造有限公司，型号：ｖｏｒｔｅｘ５）；高速
低温冷冻离心机（德国 ｓｉｇｍａＺｅｎｔｒｉｆｕｇｅｎ公司，型
号：１１４ｋ）；手持式组织研磨器（上海净信实业发展
有限公司，型号：ＭＹ１０）；超声波清洗机（宁波新芝
生物科技股份有限公司，型号：ＳＢ８００Ｄ）；超纯水系
统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，型号：Ｓｙｎｅｒｇｙ）。
１．１．３　药品与试剂　富马酸、苹果酸、琥珀酸、无水
枸橼酸、顺乌头酸、α酮戊二酸（均 ＨＰＬＣ级纯度≥
９８％，货 号：Ｂ２０４０４、Ｂ２０９３７、Ｂ２０５３４、Ｂ２１３１３、

Ｂ２７１０５、Ｂ２４３７４）、ＤＬ苹果酸２，３，３Ｄ３（ＨＰＬＣ级纯
度≥９９％，丰度≥９８％，货号：Ｂ７２８７７）均购自上海
源叶生物科技有限公司；ＤＥＨＰ（货号：Ｄ２０１１５４５００
ｍｌ）、亚甲基二膦酸（货号：６４２５５１ＧＦ）购自美国西
格玛奥德里奇贸易有限公司；玉米油（货号：

Ｃ１１６０２５５００ｍｌ）购自上海阿拉丁生化有限公司。
２００目粉末状活性炭（货号：Ａ８０５３３８）、色谱级乙酸
铵（货号：Ａ８０１０００）购自上海麦克林生化科技股份
有限公司，高效液相色谱级乙腈（货号：Ａ９９８４）、甲
醇（货号：Ａ４５２４）均购自美国赛默飞世尔科技有限
公司。

１．２　方法
１．２．１　动物处理与分组　ＣＤ１小鼠在适宜环境
（温度２２℃ ±２℃，湿度 ５０％ ±５％，１２ｈ光暗交
替）自由饮水摄食活动１周后，于第８天晚上１０点
将小鼠按雌雄２∶１的比例合笼，第９天早上８点之
前检查是否有阴道栓，见栓鼠为交配成功并定为妊

娠第０天（ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｄａｙ０，ＧＤ０），妊娠小鼠随机分
配为Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＤＥＨＰ组，每组１０只孕鼠，每日上
午９点灌胃，ＤＥＨＰ组灌胃含２００ｍｇ／ｋｇＤＥＨＰ的玉
米油，Ｃｏｎｔｒｏｌ组灌胃等量玉米油，从 ＧＤ０到 ＧＤ１６
持续灌胃１７ｄ，并于ＧＤ１６禁食６ｈ处死后取材，收
集母鼠血清、肝脏和胎盘用于后续实验。

１．２．２　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ
ＢＥＨＡｍｉｄｅＣｏｌｕｍｎ，１３０?，１７μｍ，２１ｍｍ×１５０
ｍｍ；色谱柱柱温：４０℃；流动相：流动相 Ａ为含１０
ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵和 ５μｍｏｌ／Ｌ亚甲基二膦酸的水溶
液，流动相Ｂ为含１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵和５μｍｏｌ／Ｌ亚
甲基二膦酸的９０％乙腈水溶液；流动相流速：０３５
ｍｌ／ｍｉｎ；进样量：１μｌ。样品梯度洗脱程序见表１。

表１　样品梯度洗脱条件
Ｔａｂ．１　Ｓａｍｐｌｅｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ｔｉｍｅ（ｍｉｎ） Ｆｌｏｗ（ｍｌ／ｍｉｎ） Ａ．Ｃｏｎｃ（％） Ｂ．Ｃｏｎｃ（％）
　０ ０．３５ ５ ９５
　０．５ ０．３５ ５ ９５
　４．０ ０．３５ ３５ ６５
　６．０ ０．３５ ４０ ６０
　６．５ ０．３５ ５ ９５
　１１．０ ０．３５ ５ ９５

１．２．３　质谱条件　在多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）扫描方式下，采用电喷雾离子源，
负离子模式扫描，雾化气为４５ｐｓｉ；气帘气为３０ｐｓｉ；
碰撞气为８ｐｓｉ；辅助气为４５ｐｓｉ；电喷雾毛细管电压
为４５００Ｖ；离子源温度为４５０℃。６种三羧酸循环
中间有机酸及内标质谱条件优化参数见表２。
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表２　６种三羧酸循环有机酸及内标质谱参数优化

Ｔａｂ．２　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｓｉｘ

ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｃｙｃｌｅｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ

Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

ｎａｍｅ

ＲＴ

（ｍｉｎ）

Ｑ１Ｍａｓｓ

（ｍ／ｚ）

Ｑ３Ｍａｓｓ

（ｍ／ｚ）

ＤＰ

（Ｖ）

ＥＰ

（Ｖ）

ＣＥ

（Ｖ）

ＣＸＰ

（Ｖ）
Ｆｕｍａｒａｔｅ ５．１９ １１５ ７１ －２０ －１０ －１１．５ －７
Ｍａｌａｔｅ ５．３９ １３３ １１５ －２０ －１０ －１５．０ －７

１３３ ７１ －２０ －１０ －１９．０ －７
Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ５．０４ １１７ ７３ －２０ －１０ －１６．７ －７

１１７ ９９ －２０ －１０ －１５．６ －７

αＫｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅ ５．０７ １４５ １０１ －２０ －１０ －１２．０ －７
１４５ ５７ －２０ －１０ －１７．０ －７

Ｃｉｓａｃｏｎｉｔａｔｅ ５．１６ １７３ １２９ －２０ －１０ －１２．０ －７
１７３ ８５ －２０ －１０ －１７．０ －７

Ｃｉｔｒａｔｅ ６．２８ １９１ １１１ －２０ －１０ －１８．０ －７
１９１ ８７ －２０ －１０ －２３．０ －７

ＤＬｍａｌｉｃ２，３， ５．３９ １３６ １１７ －２５ －１０ －１５．０ －７
３Ｄ３ａｃｉｄ １３６ ７３ －２１ －１０ －２０．０ －７

１．２．４　血清前处理　准确吸取 ５０μｌ血清，加入
２５０μｌ、４℃预冷的甲醇和乙腈溶液（１∶１，Ｖ／Ｖ）和
５０μｌ预冷２００ｎｇ／ｍｌ的 ＤＬｍａｌｉｃ２，３，３Ｄ３ａｃｉｄ内
标（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ，ＩＳ）溶液后（预冷提取溶剂可有
效减少代谢物降解或者生物转化），立即充分涡旋

混匀１ｍｉｎ，于－２０℃冰箱中静置１ｈ以提高蛋白沉
淀效率，静置结束后在４℃低温预冷高速离心机中
以１４７２５ｒ／ｍｉｎ条件充分离心１０ｍｉｎ，小心吸取全
部上清液转移至１５ｍｌ离心管中，在氮吹仪中氮气
挥干；往干燥沉淀中加入５０μｌ预冷的体积分数为
５０％的甲醇水溶液复溶涡旋至沉淀完全溶解，在低
温预冷高速离心机中以４℃、１４７２５ｒ／ｍｉｎ条件离
心１０ｍｉｎ，吸取上清液至进样瓶内插管中上机分析。
１．２．５　肝脏和胎盘前处理　取超低温冷冻样本２０
ｍｇ，为防止有机溶剂引入匀浆管中的塑料，先加入
２００μｌ、４℃预冷的超纯水，使用手动匀浆器进行组
织匀浆，充分匀浆后向匀浆液中加入８００μｌ、４℃预
冷的甲醇和乙腈溶液（１∶１，Ｖ／Ｖ）作为组织提取液
和１００μｌ内标溶液（ＤＬｍａｌｉｃ２，３，３Ｄ３ａｃｉｄ，２００
ｎｇ／ｍｌ），充分涡旋１ｍｉｎ后，冰浴超声１０ｍｉｎ，冰浴
超声结束后放入－２０℃冰箱中静置１ｈ以提高蛋白
沉淀效率，随后放入离心机４℃、１４７２５ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ；将全部上清液转移至另一１５ｍｌ离心管中，
在氮吹仪中氮气挥干后，加入１００μｌ、４℃预冷的乙
腈和水溶液（１∶１，Ｖ／Ｖ）复溶，充分涡旋１ｍｉｎ后，
冰浴超声５ｍｉｎ，于４℃、１４７２５ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
吸取上清液上机分析。

１．２．６　空白基质的配制　为检测基质效应的影响，

取适量母鼠血清、肝脏和胎盘的匀浆液，分别添加活

性炭使活性炭浓度为０１ｇ／ｍｌ制备成混悬液，将混
悬液放置在涡旋仪上充分振荡１ｈ后，在４℃预冷
低温离心机中以１４７２５ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后，小心
吸取上清液低温保存。

１．２．７　混合有机酸标准溶液和内标溶液的制备　
精密称定６种有机酸分析标准品１０ｍｇ，使用体积
分数为５０％的预冷甲醇水溶液进行充分溶解，并在
１０ｍｌ容量瓶中准确定容至１０ｍｌ，得到１ｍｇ／ｍｌ的
各有机酸标准溶液。接着将６种有机酸组分混匀后
在容量瓶中定容至１０ｍｌ，使得到的混合有机酸标准
溶液中各有机酸浓度均为１０００００ｎｇ／ｍｌ，最终用空
白基质将混合有机酸标准溶液逐级稀释成系列浓度

为１０、２０、２５、５０、１００、２００、２５０、５００、１０００、２０００、
２５００、５０００、１００００、２００００ｎｇ／ｍｌ的混合标准溶液，
用于建立标准曲线，在－８０℃超低温环境中保存。
　　精密称定内标标准品 ＤＬ苹果酸２，３，３Ｄ３１０
ｍｇ，用体积分数为５０％的预冷甲醇水溶液溶解后，
在１０ｍｌ容量瓶中准确定容为浓度１ｍｇ／ｍｌ的内标
标准溶液，－８０℃超低温保存。用体积分数为５０％
的预冷甲醇水溶液逐级稀释成２００ｎｇ／ｍｌ的内标标
准溶液，现配现用。

１．２．８　基质效应考察中标准样品的制备　精确配
制３种标准样品（Ａ、Ｂ、Ｃ），每种标准样品梯度稀释
配制成低中高 ３个不同浓度（２０、１００、２０００ｎｇ／
ｍｌ）。标准样品Ａ是采用体积分数为５０％的预冷甲
醇水溶液制备的混合有机酸对照品溶液，标准样品

Ｂ是先采用按照１２６项下配置的空白基质氮气挥
干后，用体积分数为５０％预冷甲醇水复溶涡旋干燥
沉淀配制的混合有机酸对照品溶液，标准样品 Ｃ是
采用空白基质配制的有机酸混合对照品溶液。将标

准样品分别上机进样分析，记录各有机酸峰面积及

内标峰面积［９］。

１．２．９　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ２２０软件来进行
数据的统计分析，所有计量资料实验数据使用平均

数±标准差表示，两组比较采用 ｔ检验。Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　方法学考察
２．１．１　专属性考察　通过 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ系统确定
６种有机酸混合标准品与内标化合物相关质谱参数
信息，确定母离子（Ｑ１）和子离子（Ｑ３）质荷比，优化
不同离子对的碰撞电压和碰撞能，６种有机酸混合
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标准品与内标色谱图见图１，通过混合标准溶液确
定各代谢物的保留时间，在４～７ｍｉｎ之内有效洗脱
出６种代谢物，出峰时间主要集中在５～７ｍｉｎ。
２．１．２　标准曲线与线性范围考察　使用 Ｍｕｌ
ｔｉＱｕａｎｔ３０３软件进行回归分析，以有机酸混合标
准溶液中每种有机酸标准品峰面积与内标峰面积的

比值为纵坐标（ｙ），对应各有机酸标准品浓度为横
坐标（ｘ），使用加权最小二乘法，权重（１／χ２）进行回
归运算得到的标准曲线见表３。结果显示６种三羧
酸循环有机酸的相关性系数ｒ均大于０９９６，线性关
系良好。

２．１．３　准确度与精密度考察　将有机酸混合标准
溶液配制成２０、１００、２０００ｎｇ／ｍｌ低、中、高浓度的对
照品溶液作为ＱＣ质控样品（平行配置５份），３ｄ连

续进样，记录有机酸和苹果酸内标峰面积。精密度

和准确度计算结果如表４所示，６种有机酸的准确
度为９７１４％～１０８２６％，日间、日内精密度相对标
准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）为１３５％～
６７３％，该方法低、中、高质控样品 ＲＳＤ均小于
１５％，准确度和精确度良好，符合方法学要求。
２．１．４　基质效应与提取回收率考察　根据１３５
项中步骤，分别进样，记录有机酸峰面积及内标峰面

积，计算Ｂ与Ａ的比值为各种标准样品浓度的基质
效应，Ｃ与Ｂ的比值为各种标准样品浓度的提取回
收率。结果显示标准样品的基质效应准确度在

９３２９％ ～１０７４７％，基质效应 ＲＳＤ在 ２６０％ ～
９１２％，提取回收率在９４８２％～１１２５７％，提取回收
率ＲＳＤ在１４５％～１２２３％，计算结果表明均符合要

图１　６种有机酸酸和内标ＬＣＭＳ／ＭＳ色谱图

Ｆｉｇ．１　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｉｘｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄＬＣＭＳ／ＭＳ

　　Ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓｔａｎｄａｒｄｍｉｘｔｕｒｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；ａ：Ｆｕｍａｒａｔｅ；ｂ：Ｍａｌａｔｅ；ｃ：αＫｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅ；ｄ：ｃｉｓａｃｏｎｉｔａｔｅ；ｅ：Ｃｉｔｒａｔｅ；ｆ：Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ；ｇ：ＤＬｍａｌｉｃ２，

３，３Ｄ３ａｃｉｄ（ＩＳ）．

表３　６种有机酸回归方程、相关系数以及线性范围

Ｔａｂ．３　Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓ，ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｆｏｒｓｉｘｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓ

Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｎａｍｅ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓ ｒｖａｌｕｅ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ（ｎｇ／ｍｌ）
Ｆｕｍａｒａｔｅ ｙ＝２．２２０７６×１０－４ｘ＋０．０３５１０ ０．９９９１９ １０－１００００
Ｍａｌａｔｅ ｙ＝０００５０７ｘ＋０．３２９５６ ０．９９８２５ １０－２００００
Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ｙ＝０００２２０ｘ＋０．８５７２１ ０．９９７６２ ２０－２００００
αｋｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅ ｙ＝０００１４３ｘ＋０．５２３４７ ０．９９６３８ １０－１００００
Ｃｉｓａｃｏｎｉｔａｔｅ ｙ＝００１７９６ｘ＋０．７７３８４ ０．９９８３２ １０－２５００
Ｃｉｔｒａｔｅ ｙ＝００３１９８ｘ＋８．２２５２８ ０．９９６７９ ２０－１００００
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求，各有机酸基质效应和提取回收率的结果见表４。
２．１．５　稳定性考察　精确制备低、中、高３种标准
ＱＣ质控浓度样品，各质控浓度样品平行准确配置５
份，分别进行在液相自动进样器（４℃）放置２４ｈ、室
温条件放置６ｈ、－８０℃条件反复冻融３次及 －８０

℃环境中长期放置冻存９０ｄ后的稳定性考察，结果
见表５，均符合方法学要求，保持稳定。
２．２　孕期 ＤＥＨＰ暴露母鼠血清、母鼠肝脏和胎盘
的有机酸含量　通过建立的 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ检测三
羧酸循环有机酸的方法测定１８只孕鼠血清、肝脏和

表４　血清不同浓度样品中各三羧酸循环有机酸的精密度、准确度、基质效应以及提取回收率

Ｔａｂ．４　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ａｃｃｕｒａｃｙ，ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓ，ａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆｅａｃｈＴＣＡｃｙｃｌｅ

ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｉｎｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｎａｍｅ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ／ｍｌ）

Ａｃｃｕｒａｃｙ
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胎盘中的有机酸成分，探究 ＤＥＨＰ孕期暴露对母鼠
血清、肝脏、胎盘三羧酸循环主要代谢有机酸水平的

影响。结果如图２，与对照组相比，ＤＥＨＰ组孕鼠肝
脏中有机酸成分富马酸、苹果酸、α酮戊二酸、枸橼
酸水平均降低（ｔ＝７３７２、６４７７、３２４１、３５９３，均

Ｐ＜００１），此外，血清和胎盘中有机酸成分富马酸
（ｔ＝３７６９、２７８９，Ｐ＜００５），苹果酸（ｔ＝６２５７、
５２１６，Ｐ＜０００１）、α酮戊二酸（ｔ＝２５１８、４４６３，
Ｐ＜００５）枸橼酸（ｔ＝３９１４、３６６１，Ｐ＜００１）顺乌
头酸（ｔ＝２８１０、２２４１，Ｐ＜００１）水平降低。

图２　孕期ＤＥＨＰ暴露对孕鼠肝脏、血清和胎盘有机酸水平的影响
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３　讨论

　　线粒体是细胞内高度动态的细胞器，作为细胞
内多种生化过程相互作用的场所，线粒体是细胞内

氧化还原状态、能量生产与代谢、钙离子水平、细胞

程序性死亡的主要调节者，是有关细胞稳态众多生

物过程的重要细胞器，包括能量代谢、脂肪酸代谢、

氧化磷酸化、细胞凋亡等。线粒体作为细胞能量、免

疫反应和信号转导等不同过程的中心枢纽，其功能

的改变不仅会影响细胞代谢，而且严重可能影响到

全身代谢、健康甚至寿命。线粒体对细胞内关键的

细胞生理生化过程也起重要作用，如细胞自噬、凋亡

以及炎症等［１０］。研究［１１］表明，线粒体功能障碍可

能参与人类众多疾病的发生与发展，主要包括神经

退行性疾病、心血管疾病、代谢症候群和癌症等。在

胆汁酸代谢异常如胆汁淤积性肝病中，线粒体障碍

介导的细胞凋亡、线粒体蛋白和线粒体生物合成的

减少以及线粒体氧化应激等在胆汁淤积性肝病的发

展中起着重要的作用［１２］。

　　ＤＥＨＰ作为一种内分泌干扰物，越来越多的流
行病学证据表明，ＰＥＡｓ类物质暴露与肝损伤的高风
险之间存在关联［１３－１４］。ＤＥＨＰ可通过食品、饮水、
医疗、皮肤等途径接触进入人体，长期暴露可引起生

殖毒性、肝脏毒性、肾毒性、神经毒性等［１５］。本课题

组在前期的研究［１６］发现尿中ＰＥＡｓ的代谢物与妊娠
期肝内胆汁淤积症（ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓｏｆｐｒｅｇ
ｎａｎｃｙ，ＩＣＰ）的发生存在关联。根据美国环境保护署
的参考剂量（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄｏｓｅ，ＲＦＤ）和欧盟的每日耐
受量（ｔｏｌｅｒａｂｌｅｄａｉｌｙｉｎｔａｋｅ，ＴＤＩ）的定义，一般成年
人每天长期摄入 ＤＥＨＰ的剂量分别为２０μｇ／（ｋｇ·
ｄ）和３７μｇ／（ｋｇ·ｄ）［１７］；还有报道［１８］表明，在正常

情况下，人体（体质量以６０ｋｇ为基准）的 ＤＥＨＰ日
摄入量约为２７ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）。人类通常长期暴露
于低剂量的 ＤＥＨＰ，而为了更好地模拟孕期 ＤＥＨＰ
暴露对人类的影响，本研究参考课题组前期孕期

ＤＥＨＰ暴露稳定致ＩＣＰ的剂量２００ｍｇ／ｋｇ［１９］。有报
道指出ＤＥＨＰ对动物肝脏具有毒性，可导致脂质代
谢紊乱、胆汁淤积、肝损伤等［２０］。既往的研究［６，２０］

指出ＤＥＨＰ可影响肝脏线粒体三羧酸循环过程、导
致小鼠肝脏线粒体质量控制异常以及线粒体功能障

碍。本研究基于 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ技术探究 ＴＣＡ中间
体代谢有机酸在孕期ＤＥＨＰ暴露小鼠肝脏、血清、胎
盘中的变化，所建立的方法具有较好的线性、准确度

和精密度。ＴＣＡ是线粒体产生能量最主要的生物

过程之一，在氧化代谢和正常的生理功能中发挥主

要作用，本研究的检测结果表明，孕期ＤＥＨＰ暴露会
导致母鼠肝脏、血清、胎盘部分有机酸水平下降，其

中富马酸、苹果酸水平下降较为显著。ＴＣＡ中间代
谢物和衍生物被证明具有一种非代谢的信号传递功

能，如调节先天免疫和适应性免疫细胞的激活，以及

促炎介质或抗炎介质的生成。如 α酮戊二酸可直
接或间接调控炎症及免疫相关信号通路，通过抑制

ＮＦκＢ所介导的炎症来抑制促炎反应和促炎细胞因
子的生成［２１－２２］。

　　本课题组在既往的研究［１８］中发现孕期 ＤＥＨＰ
暴露能显著影响母鼠体内胆汁酸的合成、分泌、转

运、代谢等过程，导致胆汁酸水平升高及胎儿的不良

预后。同时有研究［２３］表明，线粒体功能障碍是过量

胆汁酸诱导胎盘滋养层损伤的主要生物学过程，胆

汁酸在胎盘中的有害堆积引起的线粒体功能障碍以

及胎盘滋养层细胞凋亡很可能在ＩＣＰ的发病机制中
起关键作用。而在本研究中建立 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ检
测ＴＣＡ有机酸水平，结果显示孕期ＤＥＨＰ暴露导致
肝脏、血清、胎盘ＴＣＡ部分重要有机酸水平减少，其
结果可能为以线粒体为靶点孕期相关疾病的临床诊

断和治疗提供新的思路和方法。
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