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本文旨在建立并验证一种准确'方便'快速同时定量人血清中四种脂溶性维生素
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的液质联用方法!以满足临床研究'

临床诊断对其检测的需求(方法
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血清样品经液
,

液萃取纯化!

:

种分析物经反相色谱分离'质谱
F=F

扫描模式下检测(采用自配并经验证的替代基质!对内源性分析物进行准确的标准曲线定量(分离定量在
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的时间里完成(结果
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提出并成功验证了代替基质法为基础的
G$,F#

.

F#:

种内源性维生素的定量方

法(代替基质容易配制!性能优越!定量方便(方法的检测线性范围分别为
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(四种分析物的日内

及日间精密度和准确度偏差均在
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以内(血清样品室温'冻融及
*

个月长期稳定性均满足评判标准(结

论
"

实验结果说明此方法具有准确'可靠!稳定'耐用性及快速等优点!适用于临床样本的分析(
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脂溶性维生素是人体必需的营养成分!在人体的

生理$病理上起着至关重要的作用"越来越多的研究

证据表明!脂溶性维生素
?
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D
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与人体多种生理代

谢性疾病相关联"最近的大量研究表明!维生素
D

缺

乏除会引起传统认识到的儿童佝偻病外&
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!还与冠心

病!糖尿病!小儿头疼!癌症等众多疾病关系密切&

&,>

'

"

维生素
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的检测已成为目前最为活跃的疾病标志物

检测领域之一"维生素
?

除与视力的发育及功能!性

腺功能等有关外&
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!最新研究表明!维生素
?

在慢性

的移植抗宿主疾病中具有改善皮肤的纤维化的功

效&
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"维生素
+

作为抗氧化剂!普遍认为具有抗衰老

的作用!最新发现维生素
+

缺乏也会导致卵巢激素的

缺乏!从而会引起相关的疾病&
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"目前!检测维生素

的方法主要有免疫分析法$高效液相色谱法$液质联

用
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法等&
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方法相比于

免疫分析法具有特异性和灵敏度高等优点"因此!液

质联用的方法已经广泛被运用在测量生物标记物方

面"现今!已经有部分研究运用液质联用的方法同时

分析脂溶性维生素
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"这些方法!在分析

时间$灵敏度$方法成本等方面尚有诸多不足"此外!

这些维生素是人血清内源物质!无法找到不含这些分

析物的人空白血清配制校正标准做定量标准曲线!从

而增加了一般方法的临床应用难度"本文首次提出

并验证了以代替基质为基础的
G$,F#
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法!在
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时间里完成了四种成分的同时准确定量!节省了

试剂成本和时间成本"通过方法学验证!证明了方法

适用于人血清中
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的质控工作液(
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中浓度由高浓度逐级溶剂稀释配制"
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代替基质及其效能的平行试验验证
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代替基质及其配制按本实验室自行开发的

方法配制
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代替基质由实验室易得的化学品配制

而成"
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平行试验验证
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个不同

来源的混合血清!添加工作液!对得到的样品进行标

准加入法分析!外推得到本底浓度!从而得到各点的

理论浓度!此数据用作为浓度的参照值"(
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)用代替

基质做标准曲线!对上述样品进行定量!测得浓度#
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)计算代替基质测定结果的准确度!从而验证代替

基质的可行性"
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质控样品的配制
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分析批代替基质质控的配制
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配制"
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质控样品(
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)为血清样品测试得到的本底
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样品处理
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校准曲线及批内质控品的处理方法
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甲醇水溶液进行复溶!涡旋离心后!取上清进

样分析"
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方法参数
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实验使用
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离子

源!多反应监测模式(

F=F

)进行选择离子扫描定量!
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!自动
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相比例从
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!保留
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有机相!保留
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!之后回

到初始有机相比例!停留
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"最终在
>-/2

时

间里完成分析"代表性的图谱见图
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"

代替基质的可行性平行试验验证
"

如表
&

所

示"内源性物质常规的定量方法为标准加入法!此测

定结果在这里作为参照标准"用代替基质所做的标

曲!得到相关系数
:

$

"6!!""

"用此标曲定量标准添

加法的样品!得到的值与标准加入法对比!以评价代

替分析物的可用性"

:

种化合物的用替代基质测定的

偏差均在
h&"@

以内"由此证明所配制的替代基质

可以作为定量真实血清样本的替代基质!结果可靠"

%6%

"

血清基底值测试
"

方法的可靠性必须通过真实

的血清质控品来验证"本实验中以替代基质配制四

个水平
GGBb

$

Gb$

$

Fb$

$

Tb$

的质控和两个水平

的真实血清质控
Fb$,#L

(混合血清本底值)*

Tb$,

#L

(标准加入一定量的混合血清值)各平行
(

份!按照

样品前处理方法处理"上机测试得到血清
Fb$

*

Tb$

的实测浓度值"此值作为后期日内及日间准确

度与精密度及稳定性测试的标准值"加入此两个水

平的质控样本的目的一是为了说明方法适用于临床

真实样本的测试!另一方面也说明了混合了不同来源

的人血清样本中几乎不含对定量有干扰的物质"说

明方法具有特异性"各化合物血清本底测试值由于

篇幅限制未呈现"
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日内及日间准确度与精密度!配制了
(

个水平的质控

品考察实测值与理论值之间的偏差"分别在
)

个不

同的分析批及不同天对
(

个水平的质控品进行比较"

根据测试结果!准确度与精密度的偏差均在
h&"@

以

内!符合生物样本分析的评判标准"见表
)

"

图
*

""

:

种化合物在
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的
G$,F#

'

F#

的代表性色谱图

表
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替代基质可行性的平行实验数据

样品名称
标准加入后的理论值
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维生素
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替代基质标曲测量值
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维生素
?

维生素
+

使用替代基质的误差(
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)
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维生素
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"

稳定性

%6'6$

"

储备液稳定性
"

实验中考察了储备液在
A&"

d

冰箱
*

个月的稳定性!结果符合新旧比对偏差在
h

*"@

以内的评判标准"此外!还考察了储备液在室温

放置
(O

的稳定性!结果也符合差异
h*"@

以内的评

判标准!说明使用的储备液在一个月的时间内是保持

稳定的!且室温放置
(O

及以内不会影响检测结果"

%6'6%

"

工作液的室温稳定性
"

接近
GGBb

的浓度点

放置在室温
(O

!与新鲜配制的相同浓度点比较!结果

符合偏差在
h*"@

以内的评判标准"本实验中使用

的工作液自开始验证配制后储存在
A&"d

冰箱到完

成验证实验
*

个月的时间里保持稳定!说明工作液在

*

个月的时间里是稳定的"由此!方法中使用的工作

液放置在室温
(O

及以内!以及储存在
A&"d

冰箱
*

个月时间均不会对结果产生显著影响"
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"

短期稳定性
"

考察替代基质质控
Gb$

和

Tb$

及血清质控
Fb$,#L

和
Tb$,#L

共四个水平在

室温 放 置
&: O

的 稳 定 性"由 实 验 结 果 得 知!

&>"TMD&

!

&>BTMD

)

及维生素
+

三种成分的替代基

质质控和血清质控在室温放置
&:O

均稳定"维生素

?

替代基质质控在室温放置
&:O

不稳定!每次分析需

要新鲜配制"而血清质控是稳定的!说明真实样本即

使在室温放置
&:O

依然呈稳定状态"限于篇幅!数据

未列出"为了考察维生素
?

替代基质质控品的稳定

性状态!接着又考察了其
&

$

:

$

(O

!稳定性"由数据发

现!维生素
?

在
&O

里都会有近
)"@

的降解!进一步

说明维生素
?

的替代基质质控需新鲜制备!不适用于

室内保存"

%6'6'

"

冻融稳定性
"

考察了血清
Fb$,#L

和
Tb$,

#L

两个浓度水平!将早先配制好储存在冰箱的
Tb$,

#L

及
Fb$,#L

放置室温解冻后!再次存储回
A&"d

冰箱冷冻至少
*&O

以上再次解冻!依次循环
)

次考察

其经过
)

次冻融循环后浓度与理论浓度之间的偏差"

经过试验!得知血清在经过
)

个冻融循环后!依然可

以保持稳定"不影响检测结果"满足生物分析方法

学
h&"@

以内的评判标准"限于篇幅!数据未列出"

+

';'

+
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%6'6E

"

长期稳定性
"

考察了真实的血清质控品放置

在
A&"d

冰箱
*

个月的稳定性状态"由于短期稳定

性考察中维生素
?

替代基质质控品在室温放置不稳

定!这里还考察了替代基质质控品在
A&"d

冰箱放置

)J

的稳定性"由表
:

得到!血清质控在
A&"d

冰箱

放置
*

个月的时间里仍然稳定!且
:

种成分的替代基

质质控放置在
A&"d

冰箱
)J

时间里也是稳定的"

表
)

""

日内及日间准确度与精密度$

@

%

化合物名称及质控名称 日内准确度(

+e(

) 日内精密度(

+e(

) 日间准确度(

+e*'

) 日间精密度(

+e*'

)

&>BTMD

&

"

GGBb A**6) ;6& **6) *(6" !6& &6& &6: !6(

"

Gb$ A)6" !6) A&6* ;6( *)6> !6" *6: *:6(

"

Fb$ A*6; A;6& A(6; !6& (6; !6& A>6& (6(

"

Tb$ A"6) A:6: *6> (6" (6! ;6& A*6* (6;

"

Fb$,#L A)6! )6" *>6( *>6" *'6' *"6" :6! *'6:

"

Tb$,#L A*6; A*6( >6' :6' :6> *&6) "6' :6:

&>BTMD

)

"

GGBb A&6" (6) *)6! *"6; !6; ;6) (6* !6;

"

Gb$ *'6; *:6; *>6: !6& >6; !6* *(6& >6;

"

Fb$ >6( )6) :6! !6* **6( *"6! :6( **6:

"

Tb$ A"6) A*6' &6) !6' >6) >6! "6* >6&

"

Fb$,#L "6; A>6& !6& ;6: '6& !6: *6( ;6;

"

Tb$,#L A&6) A>6' "6> *"6: *)6( (6> A&6( *)6*

维生素
?

"

GGBb *!6> &6' A&"6& **6& *&6* *!6& "6; >6'

"

Gb$ A"6; A'6; A*6' *)6> ;6" &(6" A)6; )6:

"

Fb$ A'6! A:6) A*(6( :6> (6! *"6: A!6! ;6;

"

Tb$ A*6! A(6> A!6( >6; ;6& *"6> A(6" ;6"

"

Fb$,#L *6: *6& A'6* :6' *(6* !6; A*6' !6)

"

Tb$,#L "6> A*"6* A*&6; (6& ;6( !6) A;6: ;6*

维生素
+

"

GGBb :6* A(6: :6( !6! (6) !6) "6; *&6)

"

Gb$ :6! )6" "6! !6( )6: *&6" &6! (6(

"

Fb$ A*6( "6; A>6" (6& ;6> ;6& A&6" ;6)

"

Tb$ *6" *6) "6( '6" (6! (6* *6" ;6&

"

Fb$,#L A*6* &6> A(6! (6" '6! >6> A*6' *(6(

"

Tb$,#L >6) "6' A(6: **6* ;6* (6' A"6* ;6)

表
:

""

:

种化合物的长期稳定性$

+e(

%

样品名称
&>BTMD

&

&>BTMD

)

维生素
+

维生素
?

质控品理论值(

2

4

*

-G

)

"

Gb$ *6>" (6"" !"" )""

"

Tb$ );6> *>" &&>"" ;>""

"

Fb$,#L "6'"" &;6( !>&" (;("

"

Tb$,#L **6> ;&6: *>""" !*&"

替代基质质控放置
)J

及血清质控放置
*

个月后测量平均值(

2

4

*

-G

)

"

Gb$ *6:& (6)> !&" &>(

"

Tb$ :*6) *>; &>:"" (;:"

"

Fb$,#L "6;; &(6) '!)" (:""

"

Tb$,#L **6( (!6: *:""" '":"

标准偏差(

2

4

*

-G

)

"

Gb$ "6&": "6&' >!6& *>6)

"

Tb$ *6*"" )6&& **>"6" *)"6"

"

Fb$,#L "6"(; *6:) >>&6" !)6"

"

Tb$,#L "6;;! )6"" :*&6" &)"6"

准确度(

@

)

"

Gb$ A>6& >6! &6) A*:6'

"

Tb$ *"6* :6; *&6' A*"6*

"

Fb$,#L A:6" A:6; A(6& A>6)

"

Tb$,#L *6; A:6* A(6( A**6'

+

!;'

+

国际检验医学杂志
&"*!

年
:

月第
:"

卷第
;

期
"

%219G.HFIJ

!

?

K

L/0&"*!

!

M806:"

!

N86;



续表
:

""

:

种化合物的长期稳定性$

+e(

%

样品名称
&>BTMD

&

&>BTMD

)

维生素
+

维生素
?

精密度(

@

)

"

Gb$ *:6: :6> (6: (6"

"

Tb$ &6; &6* :6> *6!

"

Fb$,#L '6; >6> (6& *6>

"

Tb$,#L (6; :6) &6! &6!

&

"

讨
""

论

""

同 时 高 效$精 确 定 量 人 血 清 中
&>BTMD

&

$

&>BTMD

)

$维生素
?

$维生素
+

四种脂溶性维生素是

一挑战性课题"原因一!四种物质在血清中含量分布

很宽!从
&>BTMD

&

的纳克级以下!到维生素
+

的微

克级以上!因此要求方法的线性范围宽"本方法即可

灵敏地定量到低浓度的
&>BTMD

&

!也可检测到高浓

度维生素
+

#原因二!作为内源性化合物的空白基质

的不可得到性"市面上尚无包含这四种维生素的标

准品和质控品!即使有!方法的成本也会很高!直接影

响方法的广泛应用性"对内源性生物标志物的定量!

如果空白基质无法得到!通常采取代替分析物或代替

基质法"以同位素为基础的代替分析物法!尽管方法

发展较容易!但成本较高!而且后续样品分析因不可

用标曲直接定量而较麻烦"选用代替基质法!一旦代

替基质的可用性得到证明!方法应用到样品分析则如

常规定量分析一样!无附加步骤"但代替基质需反复

筛选!以期其性能满足分析要求"经过大量筛选优化

实验!本实验室制得了一种易得且性能可靠的代替基

质"通过实验!其可用性得到证实"该方法使用了自

配易得的替代基质来制备校准品和质控品!缩减了成

本!提高了经济效益!使得方法更加实用"其三是方

法的灵敏度和样品用量"由于
&>BTMD

&

的浓度很

低!为达到准确定量!一般报道的方法样品用量都较

大"而本方法只需
*""

$

G

血清就能达到较低的检测

限!完全满足临床样本的分析要求!减轻了患者的痛

苦"经过方法学验证!证明了该方法具有灵敏度高$

可靠$稳定$耐用$快速等优点"本方法适用于临床样

本的分析"目前该方法已在本实验室服务于临床样

品分析"
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本文引用格式!李红艳!凌凯!徐月霞!等
6

尿毒症维持性血液透析患者血清
FFC,*"

水平和心血管事件的相关性&

9

'

6

国际检验医学杂志!

&"*!

!

:"

(

;

)%

''*,'':6

"短篇论著"

尿毒症维持性血液透析患者血清
FFC,*"

水平和心血管事件的相关性

李红艳!凌
"

凯!徐月霞!徐红芳!张
"

琴!徐
"

燕

"苏州市吴江第一人民医院肾内科!江苏苏州
&*>&""

$

""

摘
"

要!目的
"

探讨终末期尿毒症维持性血液透析患者血清基质金属蛋白酶
*"

"

FFC,*"

$水平与心血管

事件的相关性(方法
"

选取行维持性血液透析的终末期尿毒症患者
'"

例!采集患者空腹静脉血!采用酶联免

疫吸附法检测血清
FFC,*"

水平!并行血红蛋白"

TH

$'清蛋白"

?GS

$'尿素氮"

SRN

$'肌酐"

#7L

$及血脂检测#

所有患者随访
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"
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个月!观察心血管事件发生情况(结果
"

'"

例患者中
)>

例发生心血管事件!发生率为
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(与无心血管事件组比较!心血管事件组年龄明显增大!血清
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水平明显增高!

TH

'

?GS

水平

明显降低!差异均有统计学意义"
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相关性分析显示!血清
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水平与年龄呈正相关
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回归分析

显示!年龄增大'血清
FFC,*"

水平增高是终末期尿毒症患者心血管事件的独立危险因素"
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$!而
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?GS

水平增高是终末期尿毒症患者心血管事件的独立保护因素"
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$(结论
"

终末期尿毒症患者血清

FFC,*"

水平增高与心血管事件发生密切相关(
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心血管事件是行维持性血液透析(

FTD

)的终末

期尿毒症患者主要死亡原因!其中透析血压波动$钙

磷代谢紊乱$容量负荷重$血管钙化是
FTD

患者发

生心血管事件的重要危险因素&

*

'

"基质金属蛋白酶
,

*"

(

FFC,*"

)是参与细胞外基质降解的重要因子!在

心力衰竭发病中发挥着重要作用&

&

'

"研究发现!终末

期肾病患者
FFC,*"

水平增高与钙磷代谢紊乱$血管

钙化密切相关&

)

'

"另有研究表明!

FFC,*"

水平与心

脏功能有着紧密联系!是透析患者发生心室肥厚的独

立危险因素&

:

'

"然而!目前关于尿毒症患者
FFC,*"

水平与心血管事件的关系尚不明确"因此!本研究对
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年
(

月至
&"*>

年
(

月本院
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例终末期尿毒症

患者血清
FFC,*"

水平进行了检测!并分析了该指标

与心血管事件发生的关系!旨在为早期预测尿毒症患

者心血管事件发生提供一定依据!现报道如下"

$

"

资料与方法

$6$

"

一般资料
"

病例来源于
&"*)

年
(

月至
&"*>

年

(

月在本院肾内科行
FTD

治疗的终末期尿毒症患

者"纳入标准%(

*

)均处于尿毒症期!肾小球滤过率

(

IQW=

)

%

*>-G

*
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#(
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)规律透析治疗
$

)

个月#

(

)

)签署研究知情同意书"排除标准%(

*

)入组前
*

个

月内有发生过心力衰竭$心律失常等急性心血管事件

者#(

&

)急慢性性感染者#(

)

)恶性肿瘤患者#(

:

)伴有

自身免疫性疾病者#(

>

)先天性心脏病患者#(

(

)随访

资料不齐全者"共纳入
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例!其中男
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例!女
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例#年龄
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"
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岁!平均(
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)岁#透析月

龄
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"
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个月!平均(

!:6)(h)*6:&

)个月#
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例患者

根据原发病情况分为慢性肾小球肾炎
>)

例!高血压

肾病
*&

例!糖尿病肾病
'

例!多囊肾病
>

例!痛风性

肾病
&

例"所有患者均采用瑞典
?P!"

透析机及
W(

或
W'

聚砜膜透析器!以反渗水和碳酸氢盐为透析液"

每周透析
)

次!每次透析时间为
:O

!透析液流量为
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!血流量为
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"
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方法
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"

资料收集
"

收集所有患者性别$年龄$体质量

指数(
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)$吸烟史$合并疾病(高血压$糖尿病)及原

发病等情况"

$6%6%

"

血清
FFC,*"

及常规生化指标检测
"

入组时

(透析前)!所有患者均抽取空腹状态下外周静脉血!

采用酶联免疫吸附法检测血清
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水平!试剂盒
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