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大鼠脑组织中全氟壬酸的LC-MS/MS分析方法的建立

与验证
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摘要：本研究通过系统优化色谱条件、质谱参数及样品前处理步骤，建立了适用于脑组织中全氟壬酸（PFNA）的

LC-MS/MS 检测方法。样品前处理采用 0.2% 甲酸酸化 - 乙腈蛋白沉淀法，并以 13C9-PFNA 作为同位素内标。色谱

分离使用 Hypersil™ BDS C18 色谱柱（100 mm×4.6 mm，2.4 μm），流动相为 2 mM 乙酸铵水溶液 - 甲醇，进行梯

度洗脱，流速为 0.7 mL·min-1。对该方法的专属性、线性范围、精密度、准确度、基质效应及稳定性进行了全面验

证，均符合生物样本分析要求，并成功应用于大鼠脑组织样本检测。

关键词：全氟壬酸；脑组织；LC-MS/MS

Development and Validation of a LC-MS/MS Method for the Determination of 
Perfluorononanoic Acid in Rat Brain Tissue
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Abstract：This research established an LC-MS/MS method for detecting PFNA in brain tissue through systematic 
optimization of chromatographic conditions, mass spectrometry parameters, and sample pretreatment procedures. Sample 
preparation employed acidification with 0.2% formic acid followed by acetonitrile protein precipitation, and 13C9-PFNA was 
used as the isotopically labeled internal standard. Chromatographic separation was performed on a Hypersil™ BDS C18 
column (100 mm × 4.6 mm, 2.4 μm) with gradient elution using 2 mM ammonium acetate solution and methanol as the mobile 
phase, at a flow rate of 0.7 mL·min-1. The specificity, linearity, precision, accuracy, matrix effects, and stability of this method 
were comprehensively validated, all meeting the requirements for biological sample analysis. It was successfully applied to 
the detection of rat brain tissue samples.
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0 引言
全氟及多氟烷基化合物（Per- and polyfluoroalkyl 

substances，PFAS）凭借其优异的疏水疏油性、热稳定性及

化学惰性，在医疗器械、不粘涂层、食品包装材料和化妆

品等工业领域及日常消费品中得到广泛应用[1]。由于 PFAS

分子中的碳 - 氟键高度稳定，在环境中难以降解，容易在

环境和生物体内蓄积[2]，已成为全球关注的新型持久性有

机污染物。近年来，PFAS 污染问题在我国日益凸显，尤

其在华东和西南等地区[3,4]。值得注意的是，这些地区是多

种道地药材的重要产区，如浙贝母、苏芡实、川芎和滇黄

精等。因此，中药材在种植过程中极易接触并富集 PFAS。

目前，已在地龙、昆布等中药材中检出多种 PFAS 残留[5,6]，

表明中药材正成为人体暴露于 PFAS 的一条不容忽视的非

传统途径。

其中，全氟壬酸（Perfluorononanoic acid，PFNA）

作为一种典型的长链全氟羧酸，因其在各类环境介质和

人类血液、组织等样本中普遍检出且生物半衰期较长，

备受关注[7-9]。动物实验表明，PFNA 可在体内长期蓄

积，并具有肝肾毒性及内分泌干扰作用[10,11]。近年研究

进一步表明，PFNA 暴露会影响斑马鱼的行为模式，并

与学龄儿童注意缺陷与多动障碍（ADHD）存在关联

[12,13]，提示其具有神经发育毒性。因此，本研究旨在建

立一种基于液相色谱 - 串联质谱技术（LC-MS/MS）的

生物样本中 PFNA 分析方法，通过优化前处理步骤、色

谱条件与质谱参数，实现脑组织中 PFNA 的准确定量，

以期为揭示其暴露途径、毒代动力学特征及健康风险评
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估提供方法支持。

1 仪器与试药
1.1 仪器

Vanquish 超高效液相色谱仪（美国赛默飞世尔公

司），TSQ Quantis 三重四级杆质谱仪（美国赛默飞世

尔公司），BSA124S-CW 万分之一天平（德国赛多利斯

公司），TGL-16K 高速冷冻离心机（湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司），冷冻研磨仪（上海净信实业发展

有限公司），多管涡旋混匀仪（上海拓赫机电科技有限

公司）。

1.2 试药

PFNA（批号：MKCW3054，纯度：97%，Sigma-

Aldrich 公司）；13C9-PFNA（批号：J3022706，北京曼哈

格生物科技有限公司），甲醇（色谱级，安徽天地高纯溶

剂有限公司），乙腈（色谱级，安徽天地高纯溶剂有限

公司），乙酸铵（纯度≥ 98%，国药集团化学试剂有限公

司），纯水（杭州娃哈哈集团有限公司）。

1.3 实验动物

清洁级雄性 SD 大鼠，体重 200 ± 20 g，许可证号：

SCXK（沪）2021-0002。

2 方法和结果
2.1 溶液配制

2.1.1 工作液

取 PFNA 1 mg，精密称定，置 1 mL 棕色量瓶中，加

入甲醇溶解并定容至刻度，配制成浓度为 1 mg·mL-1 的

PFNA 储备液。以甲醇为溶剂对储备液进行逐级稀释，制

备浓度为 1250、2500、6250、12500、25000、50000 ng·�

mL-1 的标准曲线工作液，以及浓度为 2500、12500、37500 ng·�

mL-1 的质控工作液。

2.1.2 内标液

精密移取 1 mL 13C9-PFNA 溶液至 5 mL 量瓶中，加入

甲醇稀释至刻度，摇匀，配制成浓度为 1000 ng·mL-1 的

内标工作液。

2.1.3 校正标样及质控样本

称取适量大鼠空白脑组织，以 1∶10（W/V）比例加

入纯水，进行冷冻研磨匀浆。分别取 PFNA 标准曲线工作

液及质控工作液各 2 μL，加入 50 μL 空白脑组织匀浆液

中，充分涡旋混匀，制成含 PFNA 浓度分别为 50、100、

250、500、1000、2000 ng·mL-1 的系列校正标样，以及

低（100 ng·mL-1）、中（500 ng·mL-1）、高（1500 ng·�

mL-1）三个浓度水平的质控样本。

2.2 样本前处理与 LC-MS/MS 检测

2.2.1 色谱条件优化

比较了 2.4 μm 和 3 μm 填料粒径的 Hypersil™ BDS 

C18 色谱柱（100 mm × 4.6 mm）对 PFNA 保留行为和峰

形表现的影响。结果表明，3 μm 粒径色谱柱出现明显峰

拖尾，而 2.4μm 粒径色谱柱可获得更对称、尖锐的色谱

峰见图 1A。同时，本研究对比了两种色谱条件：（1）70%

水 -30% 乙腈等度洗脱，（2）2 mM 乙酸铵水溶液 - 甲醇

梯度洗脱[14-16]。结果显示，在等度洗脱条件下，PFNA 保

留较弱，保留时间为 0.84 min，不利于与基质中的潜在干

扰物分离；而梯度洗脱显著改善了 PFNA 的保留行为与峰

形见图 1B，故采用 2 mM 乙酸铵水溶液 - 甲醇流动相体

系。进一步对进样体积（2、5、10、20 μL）及流速（0.4 ~ �

1.0 mL·min-1）进行优化，综合考虑峰形、保留时间及

灵敏度等。结果表明，进样体积为 5 μL 时，可在保证

响应信号的同时避免峰展宽或柱超载见图 1C；流速设为�

0.7 mL·min-1 时可兼顾分离效率与系统压力稳定性。综

上，最终确定色谱条件为： Hypersil™ BDS C18 色谱柱

（100 mm × 4.6 mm，2.4 μm），流动相为 2 mM 乙酸

铵水溶液（A）和甲醇（B），梯度洗脱程序：0 ~ 2 min，

5%B；2 ~ 3 min，5% ~ 95%B；3 ~ 6 min，95%B；6 ~ �

7 min，95% ~ 5%B；7 ~ 9 min, 5%B，进样量 5 μL，柱温

40 ℃，流速 0.7 mL·min-1。

图1 不同色谱条件对PFNA色谱行为的影响

A. 色谱柱粒径；B. 洗脱方式；C. 进样量

2.2.2 质谱条件

质谱分析采用电喷雾离子源（ESI），负离子模式

（ESI-），扫描方式为多反应检测（MRM）。主要参数

设置如下：毛细管电压 4000 V，离子传输管温度 350℃，

雾化气温度 400℃，鞘气流速 35 Arb，辅助气流速 5 Arb。

PFNA 的定量离子对为 m/z 463.2 → 418.9，碰撞能量为�

10 V，13C9-PFNA 的定量离子对为 m/z 472.0 → 427.0，碰

撞能量为 10 V。

2.2.3 前处理条件优化

在 PFAS 生物样品分析中，酸化结合有机溶剂沉淀蛋

白是常用的前处理策略[15,17,18]，本研究采用甲酸酸化 - 乙

腈沉淀蛋白法，考察了不同甲酸浓度（0.2%，0.5%，1%）

对 PFNA 检测响应及方法定量性能的影响。结果表明，
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0.2% 甲酸处理后，线性关系最佳，信号稳定性好见图 2。

因此，确定前处理条件如下：称取 10 mg 大鼠脑组织，加

入 100 μL 纯水进行冷冻研磨制备匀浆。取 20 μL 脑组织

匀浆液，加入 5 μL 内标工作液，涡旋混匀后加入 100 μL 

0.2% 甲酸溶液，涡旋 1 min，再加入 500 μL 乙腈，涡旋

3 min。将混合液于 4 °C、10 000 × g 条件下离心 5 min，

取上清液用于 LC-MS/MS 分析。

2.3 方法学验证

2.3.1 专属性

分别取空白样本和质控样本，按“2.2.3”进行前处理

后进样分析，记录色谱图。结果表明，在所建立的 LC-

MS/MS 条件下，空白基质中未发现与待测物及内标物保留

时间相近的内源性干扰峰见图 3。 PFNA 和 13C9-PFNA 的

保留时间分别为 5.57 min 和 5.61 min，峰形良好，表明所

建立的 LC-MS/MS 方法具有良好的专属性。

2.3.2 线性与范围

取 PFNA 系列校正标样，按“2.2.3”前处理后进样分

析，记录色谱图。以 PFNA 与 13C9-PFNA 的响应比（y）

对脑组织中 PFNA 浓度（x）进行权重回归（1/x2）。典型

标准曲线的回归方程为 y=0.0594+0.0005874x，相关系数

r2=0.9914。结果表明，PFNA 浓度在 50 ~ 2000 ng·mL-1

浓度范围内具有良好的线性关系，满足定量分析要求。

2.3.3 精密度与准确度

制备三个浓度水平的质控样本，每个浓度水平各 6

份，并于 2 天内完成 3 个独立分析批次，按“2.2”项下

方法进行测定。结果显示，PFNA 的批内和批间精密度

（RSD）为 5.39% ~ 8.18%，准确度为 90.15% ~ 112.49%。符

合生物样品分析方法学验证指导原则的相关要求，表明该

方法具有良好精密度和准确度。

2.3.4 基质效应

取空白大鼠脑组织样本，按“2.2”进行前处理，吸

取所得上清液作为基质溶液，在其中加入质控工作液，配

制成与低、中、高浓度质控样本相同浓度水平的基质加

标样品，记录 PFNA 与 13C9-PFNA 的峰面积比值，记为

B。另以甲醇为溶剂，配制不含基质的相同浓度质控溶液，

记录其峰面积比值，记为 A。按基质效应因子 (MF)=B/

A×100% 计算 MF。结果表明， PFNA 在大鼠脑组织中的

MF 为 88.6% ~ 94.8%。

2.3.5 稳定性

制备低浓度和高浓度质控样本，每个浓度水平各 6

份，分别考察以下三种条件的稳定性：在 -80℃储存 30

天、反复冻融 3 次、以及将样本按“2.2”进行前处理后放

置于进样盘 24 h 后进样。结果表明，低浓度质控样本在上

述条件下的准确度分别为 94.65%、91.58% 和 96.72%，高

浓度质控样本的准确度分别为 95.56%、96.15% 和 97.88%，

满足生物样品分析方法学验证指导原则的稳定性考察要求。

2.4 不同剂量暴露后大鼠脑组织中 PFNA 的分析

选取 SD 大鼠 18 只，按体重随机分为空白对照

组、PFNA 低剂量组（3 mg·kg-1）和 PFNA 高剂量组�

（6 mg·kg-1），每组 6 只。空白对照组给予等体积溶剂，

低剂量组和高剂量组分别以 3 mg·kg-1 和 6 mg·kg-1 剂量

每日灌胃给药一次，连续给药 6 周。末次给药后禁食不禁

水 12 h 后，处死动物并取脑组织，于 -80℃保存待测。取

待测组织样本按“2.2.3”进行前处理，采用所建立的 LC-

图2 不同甲酸浓度对PFNA线性的影响

A. 0.2%甲酸; B. 0.5%甲酸; C. 1%甲酸

图3 专属性考察色谱图

A. 空白脑组织样本；B. 质控样本
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MS/MS 方法测定脑组织中 PFNA 含量，结果以 ng·g-1 表

示。结果显示，空白对照组中可检测到低水平 PFNA，其

含量低于给药组，应来源于环境暴露；低剂量组和高剂量

组脑组织中 PFNA 均可被检出，且随给药剂量的增加，脑

组织中 PFNA 浓度呈现升高趋势见图 4。与空白对照组相

比，低剂量组和高剂量组脑组织中 PFNA 含量均显著升

高（P < 0.05），其中低剂量组浓度为 3299.08 ± 644.23 

ng·g-1（P=0.0006），高剂量组为 7878.06 ± 4721.13 

ng·g-1（P=0.02）。上述结果表明，所建立的 LC-MS/

MS 方法能够满足大鼠脑组织中 PFNA 的定量分析需求，

可有效区分不同暴露水平下脑组织中 PFNA 的含量差异，

具有良好的实际样本适用性。

图4 不同给药剂量组大鼠脑组织中PFNA的浓度（ng·g-1）

注：与空白对照组相比，*P < 0.05。

3 讨论
本文建立了一种基于 LC-MS/MS 的大鼠脑组织中

PFNA 定量分析方法，采用 Hypersil™ BDS C18 色谱柱

（100 mm×4.6 mm,2.4 μm）进行分离，同位素标记物作为

内标。该方法前处理流程简便，适用于生物样品中 PFNA

的快速分析。在样品前处理条件优化过程中，系统考察了

不同甲酸浓度对 PFNA 定量性能的影响。结果表明，较高

浓度（0.5% 和 1%）甲酸并未改善 PFNA 的质谱响应和线

性关系，反而可能因过度酸化而影响提取效率。相比之下，

0.2% 甲酸条件可有效促进脑组织蛋白变性，并有助于释放

与蛋白结合的 PFNA，从而降低基质干扰，获得更优的线

性范围和信号稳定性。与采用固相萃取方法相比，本研究

所建立的方法简化了样品处理流程，减少了样品用量和处

理时间，为脑组织样品中的 PFNA 检测提供快速、稳定的

方法，并为其它羧酸类 PFAS 的方法建立提供参考。
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