
的影响［Ｊ］．西藏医药杂志，１９９９，２０（３）：１１１２．

［４］ 石泉贵，邓志武，陈洪章，等．高原健康老人红细胞免疫功能及其

调节因子的变化研究［Ｊ］．西藏科技，２０００，３７（６）：４５．

［５］ 石泉贵，满玉生，许清安，等．急速进入高原人员红细胞免疫粘附

功能的动态变化观察［Ｊ］．中国免疫学杂志，１９９５，１１（１）：１７８１８０．

［６］ 石泉贵，邓志武，江成剑，等．快速进入高原对世居高原藏族红细

胞免疫粘附功能的影响［Ｊ］．西南国防医药杂志，２０００，１０（５）：３０３

３０４．

［７］ 石泉贵，邓志武，江成剑，等．快速低氧致世居藏族红细胞促粒细

胞吞噬作用改变［Ｊ］．高原医学杂志，２０００，１０（４）：１１１３．

［８］ 石泉贵，覃乐，刘新明，等．高原红细胞增多症患者红细胞免疫功

能状况及动态观察［Ｊ］．中华血液学杂志，１９９３，１４（５）：２６０２６２．

［９］ 石泉贵，马召平，王雄伟，等．高原肺水肿患者红细胞免疫功能的

变化及意义［Ｊ］．中国免疫学杂志，１９９７，１３（６）：１０４１０７．

［１０］石泉贵，邓志武，曾桂茹，等．高原肺水肿患者红细胞促中心粒细

胞吞噬功能改变［Ｊ］．高原医学杂志，１９９９，９（３）：４６４８．

［１１］石泉贵，邓志武，刘叶香，等．紫外血疗法对高原健康青年红细胞

免疫功能的影响［Ｊ］．高原医学杂志，２０００，１０（２）：１１１２．

（收稿日期：２０１２０１０９）

△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｃｌａｂ００１＠１２６．ｃｏｍ。

·综　　述·

维生素Ｄ代谢及２５羟基维生素Ｄ测定方法研究进展

李水军１综述，王思合２，周建烈１，余　琛
１△审校

（１．上海市徐汇区中心医院中心实验室，上海２０００３１；２．美国克利夫兰医学中心

病理学与检验医学研究所，美国克利夫兰４４１９５）

　　关键词：２５羟基维生素Ｄ；　免疫酶技术；　液相色谱技术；　质谱技术

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２４．０４０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２４３０２８０３

　　功能性的维生素Ｄ主要包括维生素Ｄ３和维生素Ｄ２。维

生素Ｄ除了具有传统意义上的骨骼效应，它还有着广泛的非

骨骼效应，与心血管疾病、免疫疾病、糖尿病、肿瘤等疾病密切

相关。２５羟基维生素Ｄ（２５ＯＨＤ）测定是衡量维生素Ｄ营养

状态的最佳指标。根据测定原理不同，目前２５ＯＨＤ的测定方

法可分为多种，液相色谱串联质谱法（ＬＣＭＳ／ＭＳ）具有特异

性强、准确性高的特点，被认为是评价维生素 Ｄ营养状况的

“金标准”测定法。

１　维生素Ｄ的来源、代谢途径、生理意义及参考水平

维生素Ｄ是一种必需的脂溶性维生素，在自然状态下，紫

外线照射和食物源的补充是人体维生素Ｄ的主要来源。２０１０

年美国医学科学院推荐不同年龄段人群维持骨骼健康所需维

生素Ｄ的膳食参考摄入量（ＤＲＩｓ）为４００～８００ＩＵ／ｄ，成年人最

高可耐受摄入量为４０００ＩＵ／ｄ。而实际上维生素Ｄ具有更加

广泛的非骨骼效应，维持正常维生素Ｄ水平需要摄入１０００～

２０００ＩＵ／ｄ
［１］。

自身合成和食物源的维生素Ｄ２和维生素Ｄ３经血液循环

进入肝脏，在维生素 Ｄ２５羟化酶作用下转化为２５ＯＨＤ２和

２５ＯＨＤ３，总称为２５ＯＨＤ。２５ＯＨＤ主要在肾脏经２５ＯＨＤ１α

羟化酶的催化下转化成有生理活性的１，２５二羟基维生素Ｄ

［１，２５（ＯＨ）２Ｄ］
［２］。维生素Ｄ、２５ＯＨＤ和１，２５（ＯＨ）２Ｄ在人

体内的半衰期分别为２４ｈ、３周和４ｈ
［３］。其中２５ＯＨＤ在人体

比较稳定且浓度较高，能反映食物摄入和自身合成的维生素Ｄ

总量，以及维生素Ｄ的转化能力，因此２５ＯＨＤ被认为是衡量

维生素Ｄ营养状态的最佳指标
［３５］。

维持正常的维生素Ｄ水平对调节钙磷代谢至关重要。在

维生素Ｄ缺乏的情况下，人体仅能吸收大约１０％～１５％钙和

６０％的磷，１，２５（ＯＨ）２Ｄ通过与维生素受体结合，可提高肠道

对钙磷的吸收效率，使钙吸收增加至３０％～４０％，磷增加至

８０％左右
［５］。众所周知，维生素Ｄ具有传统意义上的骨骼效

应，缺乏可能会导致儿童佝偻病、成人骨质疏松症、软骨症、肌

无力，增加老人跌倒和骨折的风险。近年来研究表明，维生素

Ｄ还具有很多与自身免疫疾病、糖尿病、心血管病、肿瘤等有关

的非骨骼效应［３５］。分子机理研究发现，维生素Ｄ缺乏会直接

影响人类基因的表达，这些基因与风湿性关节炎和糖尿病等许

多疾病有关［６］。

２５ＯＨＤ是维生素Ｄ营养状态的评价指标，最近美国医学

科学院推荐２５ＯＨＤ血浓度大于２０ｎｇ／ｍＬ有利骨骼健康
［１］，

而许多文献将维生素Ｄ缺乏定义为血清２５ＯＨＤ水平低于２０

ｎｇ／ｍＬ，不足为２１～２９ｎｇ／ｍＬ，充足为３０ｎｇ／ｍＬ以上，而大于

１５０ｎｇ／ｍＬ可能会导致中毒。但是维生素 Ｄ 中毒极为罕

见［１，５］，而维生素Ｄ缺乏却十分常见，这与年龄、人种、肤色、生

活习惯等等有关。据估计，全球有超过１０亿人缺乏维生

素Ｄ
［５］。

２　维生素Ｄ的测定方法和原理

通过测定２５ＯＨＤ浓度来评价维生素Ｄ水平，现有多种方

法用于临床２５ＯＨＤ的测定，根据方法原理，可分为酶免疫分

析法和色谱法。由于所有的维生素Ｄ羟化物都可能发生抗体

抗原结合反应，因此酶免疫分析法只能测定２５ＯＨＤ总量，无

法同时测定２５ＯＨＤ２和２５ＯＨＤ３的浓度。现有２５ＯＨＤ的色

谱分析方法包括高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）和液相色谱串联质

谱法（ＬＣＭＳ／ＭＳ）
［７］。由于可分离并检测不同的分析物，色谱

法可区分并能分别定量２５ＯＨＤ２和２５ＯＨＤ３。

３　维生素Ｄ测定方法的评价

由于２５ＯＨＤ的测定结果影响维生素Ｄ的营养状况的判

断，测定结果准确与否、不同的测定方法之间是否一致，至关重

要。经过比较发现，由于基于不同的测定原理和操作程序，不

同的２５ＯＨＤ测定方法之间可能存在一定的差异
［７１３］。

酶免疫分析法是早期维生素Ｄ测定的主流方法。２００３年

国际维生素Ｄ代谢物室间质评计划（ＤＥＱＡＳ）的１８个国家９５

家实验室中９０％的２５ＯＨＤ测定方法为酶免法，其中ＤｉａＳｏｒｉｎ

放免法和ＩＤＳ放免法分别占３８％和２７％
［９］。酶免法在自动化
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操作、节省人力方面具有一定的优势，适合于常规临床实验室

开展，不足之处在于特异性低。酶免法对基质效应敏感，容易

与其他非目标化合物产生交叉反应［１４］。部分酶免法对于

２５ＯＨＤ２的测定存在问题，有报道ＩＤＳ放免法对２５ＯＨＤ２的

回收率低，当血样中２５ＯＨＤ２浓度较高，２５ＯＨＤ测定结果可

能偏低［１５］。当患者服用维生素Ｄ２补充剂治疗维生素Ｄ缺乏

时，酶疫法测定结果偏低，可能误导临床决策，带来维生素 Ｄ

中毒风险［１６］。尽管如此，比较２５ＯＨＤ３的测定结果时，也可见

免疫法与ＬＣＭＳ／ＭＳ法的明显差异
［１３］。由于市场上供应的

维生素Ｄ补充剂包括维生素Ｄ３和维生素Ｄ２，因此推荐测定

方法应该同时测定２５ＯＨＤ２和２５ＯＨＤ３。

色谱法可将２５ＯＨＤ２、２５ＯＨＤ３与维生素Ｄ其他代谢物

实现有效分离，提高检测特异性。ＨＰＬＣ是早期应用较多的色

谱法之一，可同时检测２５ＯＨＤ２和２５ＯＨＤ３，具有良好的精密

度，与ＬＣＭＳ／ＭＳ法结果一致性较好
［１１，１３］。与免疫法相比，

ＨＰＬＣ的相对不确定度小，分析成本更低
［１２，１７］，甚至还有

ＨＰＬＣ商业试剂盒用于２５ＯＨＤ的测定
［１８］。但是 ＨＰＬＣ的不

足之处是分析时间长、检测通量小、灵敏度低、所需样品量

大［１１］，不适合临床应用，已经完全被ＬＣＭＳ／ＭＳ所替代。

ＬＣＭＳ／ＭＳ是色谱法中最为常用的２５ＯＨＤ检测方法，样

品经处理后采用液相色谱分离，检测器为串联质谱仪，在多反

应监测扫描模式下，实现分子离子和碎片离子两次质量选择，

可同时检测２５ＯＨＤ２和２５ＯＨＤ３，具有非常高的检测特异

性［１４］，被认为是“金标准”的检测技术［２４，７］。ＬＣＭＳ／ＭＳ更加

契合现代临床实验室的工作流程，可完全满足临床检测方法准

确性、特异性、检测通量的要求。从２００４年开始，ＬＣＭＳ／ＭＳ

法检测２５ＯＨＤ陆续报道
［１９２４］。２５ＯＨＤ的ＬＣＭＳ／ＭＳ检测

方法都是实验室内部开发的，不同的实验室采用不同的标准品

来源、贮备液配制、样品处理方法等，影响了室间可比性。而采

用共同的校准品、参加英国维生素 Ｄ代谢物室间质评计划

（ＤＥＱＡＳ）、美国病理学家协会（ＣＡＰ）的能力测试等措施有助

于改进方法间、实验室间测定结果的可比性［８，１０，１３，２５］。美国标

准技术研究所提供血清２５ＯＨＤ２和２５ＯＨＤ３的标准参考物质

（ＳＲＭ９７２），采用ＬＣＭＳ／ＭＳ测定靶值。２００９年 ＤＥＱＡＳ有

３５国家、６７０家实验室参加，目前国内尚无相应的２５ＯＨＤ的

室间质评计划。

虽然 ＬＣＭＳ／ＭＳ在２５ＯＨＤ检测特异性具有明显的优

势，但是同时也需要注意内源性干扰物Ｃ３ｅｐｉ２５ＯＨＤ对测定

结果的影响［４］，另外ＬＣＭＳ／ＭＳ技术复杂，需要专业操作人

员，仪器昂贵，自动化不高，需要自己开发方法，在一定程度上

限制了ＬＣＭＳ／ＭＳ在临床常规２５ＯＨＤ检测应用。相对而

言，ＬＣＭＳ／ＭＳ的试剂用量少，可开展多个项目，实现多成分

同时检测，与其他检测技术相比，ＬＣＭＳ／ＭＳ长期运行成本较

低。因此建立标准测试程序，参加室间质量评价计划，开发

ＬＣＭＳ／ＭＳ试剂盒，将有助于简化２５ＯＨＤ检测流程，改进

２５ＯＨＤ测定结果的室间可比性。

４　小　　结

维生素Ｄ有众多的骨骼效应和非骨骼效应，维生素Ｄ缺

乏广泛存在。２５ＯＨＤ是衡量维生素Ｄ营养状态的最佳指标，

临床上对２５ＯＨＤ的测试需求越来越大。目前临床常用的方

法有免疫分析法和色谱法，由于基于不同的测试原理，不同方

法之间的２５ＯＨＤ测定结果常出现不同程度的差异。ＬＣＭＳ／

ＭＳ法被认为是评价维生素Ｄ营养状况的“金标准”测定法。

而建立标准测试程序，参加室间质量评价计划，开发检测试剂

盒，将有助于进一步改进２５ＯＨＤ测定结果的室间可比性。
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生物钟在肿瘤中的研究进展

张　霞 综述，李　杰 审校

（青岛大学附属烟台毓璜顶医院检验中心，山东烟台２６４０００）

　　关键词：生物钟；　肿瘤；　综述
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　　哺乳动物细胞具有自发的分子钟来调控很多生物化学反

应的周期，因此对周围环境因素的刺激包括遗传毒性因素发生

反应。这个分子钟由一个自动调整的转录翻译反馈回路组

成，包括４种基因／蛋白质：ＢＭａｌ１，Ｃｌｏｃｋ，Ｃｒｙｐｔｏｃｈｒｏｍｅ和Ｐｅ

ｒｉｏｄ。生物钟本质的周期是２４ｈ，它指挥着很多生化反应的进

度。最近，越来越多的研究表明生物钟在在肿瘤的发生发展过

程中发挥作用，对肿瘤的治疗具有重要的指导意义。

１　生物钟的结构及其分子机制

生物钟是细胞自发产生和维持的，它不依赖于外界因素维

持着时间节律性。然而，细胞自发产生的生物钟在哺乳动物的

外周器官的同步性是依赖于大脑中的管家钟通过神经和体液

来调节的。管家钟位于视交叉上核，它的基本分子结构和外周

器官的生物钟是一样的，所不同的是，它可以发出信号，这样就

可以使所有的生物钟同步化。

在分子水平，生物钟由４种基因／蛋白质组成一个转录翻

译负反馈回路：Ｃｌｏｃｋ，ＢＭａｌ１，Ｃｒｙｓ和 Ｐｅｒｓ。Ｃｌｏｃｋ和 ＢＭａｌ１

是转录激活因子，他们共同形成异源二聚体结合到Ｃｒｙ和Ｐｅｒ

基因的启动子上从而激活它们的转录。反过来，Ｃｒｙ和Ｐｅｒ基

因，形成二聚体或高阶复合体，通过一段时间进入到细胞核内，

抑制ＣｌｏｃｋＢＭａｌ１的转录活性。ＣｌｏｃｋＢＭａｌ１还可以控制大约

１０％的基因转录，引起他们的节律性表达，称这些基因为节律

控制基因，其编码的蛋白不直接参与上述的转录翻译负反馈回

路［１］。然而，核心的节律加上附加的转录回路以及翻译后修饰

共同保证更广阔和高精度的节律调节。

２　生物钟和细胞凋亡

生物昼夜节律的基本分子机制就是生物钟基因及其蛋白

产物构成的自主调节的转录翻译反馈回路，钟基因Ｃｌｏｃｋ或

者ＮＰＡＳ２与Ｂｍａｌ１形成Ｃｌｏｃｋ／Ｂｍａｌ１，ＮＰＡＳ２：ＢＭＡＬ１异

二聚体，通过与Ｃｒｙ，Ｐｅｒ和ＲｅＥｒｂ基因启动子部位的ｅ盒结

合，激活这些基因的转录。这个蛋白二聚体同样负向调节细胞

的凋亡。大量的研究充分证明了肿瘤发生发展与细胞凋亡状

态密切相关，凋亡受到抑制时细胞大量增殖，使肿瘤发生、发

展、复发，也可使肿瘤产生化疗耐药。

细胞凋亡的信号通路主要分为死亡受体和线粒体／细胞色

素Ｃ介导的信号通路。最近有研究表明生物钟可以调节

ＴＮＦα的合成从而参与了死亡受体通路的凋亡
［２］。此外，

ＴＮＦα还参与了炎性反应，在Ｃｒｙ１／Ｃｒｙ２／双敲基因小鼠中

过表达ＴＮＦα使其对炎症刺激更加敏感并且显示类风湿样的

症状［３］。抑癌基因ｐ５３在线粒体通路的凋亡中发挥重要作用，

ｐ５３作为一个抑癌基因在很大程度上是由于ｐ５３在癌转化的

细胞中可以上调促凋亡蛋白Ｂａｘ和Ｂａｋ的表达从而诱导细胞

凋亡。生物钟和ｐ５３也有直接的关系：ＢＭａｌ１可以上调ｐ５３表

达［４］，而Ｃｒｙ可以下调ｐ５３表达
［５］，然而由于很多因素参与了

ｐ５３表达的调节使其没有稳定的昼夜节律性。生物钟ｐ５３凋

亡的关系是很复杂的，下调ｐ５３可以减低昼夜节律的振幅
［６］，

但是ｐ５３基因突变小鼠却显示正常的昼夜节律性。特别的是，

ｐ５３／Ｃｒｙ１／Ｃｒｙ２／比ｐ５３／的成纤维细胞对遗传毒物诱导

的凋亡更加敏感，暗示了在ｐ５３敲除的背景下，Ｃｒｙ可以负调
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