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岁健康儿童干血滤纸片中游离肉碱和酰基肉碱水平研究"
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"广州市妇女儿童医疗中心遗传与内分泌科!广东广州
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摘
!

要"目的
!

通过对
*
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岁健康儿童干血滤纸片中游离肉碱和酰基肉碱水平的检测!对儿童体内游离肉碱及酰基肉碱水

平进行了统计分析!为脂肪酸代谢障碍性疾病和有机酸血症诊断提供生物参考区间$方法
!

应用同位素稀释非衍生化串联质谱

法对广州地区
'%(

例健康儿童的外周血干血滤纸片酰基肉碱进行检测$将所有儿童分成男%女两组&根据年龄分为分
&

个组'年

龄
*

!

'.E

!孕周
'

()

周&年龄
*

!

,'

月&年龄
*

!

(

岁&年龄
*

!
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岁$结果
!

进行正态性检验后发现!儿童的游离肉碱和酰基肉碱

水平呈正态分布$男性儿童组与女性儿童组的游离肉碱和各种酰基肉碱水平差异无统计学意义"
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各年龄组间方差齐"
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#!可进行单因素方差分析&
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方差不齐"
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进行秩和检验$
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不同年龄组水平差异有统计学意义!按不同年龄计算参考值

范围$

"&

%

"+

差异无统计学意义可合并组计算参考值范围$结论
!

根据年龄的不同建立儿童干血滤纸片游离肉碱和酰基肉碱含

量参考值范围对于脂肪酸代谢障碍和有机酸血症疾病的诊断%治疗十分重要$

关键词"酰基肉碱&
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儿童&
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串联质谱
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随着人类疾病谱的改变和对出生缺陷的重视#遗传性代谢

缺陷病$

KSN

%越来越受到关注*脂肪酸代谢障碍和支链氨基

酸代谢障碍是其中一大类疾病*近年国际上开展的串联质谱

技术$

NH

"

NH

%#通过高效'快速分析干血滤纸片上酰基肉碱

谱#为
KSN

中的脂肪酸代谢障碍或有机酸血症有关疾病的临

床诊断提供了特异性检测和诊断技术*推动了遗传性代谢病

的筛查和诊断(

,4'

)

*虽然干血滤纸片法检测酰基肉碱已经被广

泛用于新生儿筛查和脂肪酸代谢障碍'有机酸血症的诊断(

(

)

*

目前国外已有血酰基肉碱与年龄关系的报道(

&4+

)

#但是国内未

见详细报道*只有一篇文献曾提及
*

!

)

岁年龄段的酰基肉碱

正常值(

%

)

*不同年龄酰基肉碱水平对于遗传代谢病诊断是十

分重要的#因为肉碱的代谢和营养状况会随着年龄的变化$从

胎儿到成人期%而变化(

&4+

)

*本研究主要是对广州地区
'%(

例

儿童全血酰基肉碱进行分析#并探讨年龄和性别等因素对儿童

酰基肉碱水平的影响#从而提供儿童干血滤纸片游离肉碱和酰

基肉碱的生物参考区间*

@

!

资料与方法

@/@

!

一般资料
!

共纳入
'%(

例儿童作为研究对象#其中男

+

-),'

+

国际检验医学杂志
'*,)

年
.

月第
(.

卷第
,%

期
!

K39LM;@N8E

!

5B

:

B29'*,)

!

O6>/(.

!

P6/,%

"

基金项目"国家卫生和计划生育委员会十二五科技支撑计划子课题$

'*,'\5K*-\**

%&广东省自然科学基金资助项目$

&*.'%),)+*',

%*
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作者简介"蔡燕娜#女#副主任技师#主要从事遗传代谢实验室诊断研究*

!
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!

通信作者#
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例#女
,&'

例*实验分组!

*

!

'.E

组#孕周
'

()

周#共
&+

例&

*

!

,'

月组#共
%-

例&

*

!

(

岁组#共
),

例&

*

!

%

岁组#共
).

例*所纳入的研究对象均在广州市妇女儿童医疗中心采集#生

长发育正常#肝肾功能均正常#家族中无明确遗传代谢缺乏病

史#无急'慢性感染#

,

周内无服用抗菌药物的健康儿童*

@/A

!

标本采集
!

血斑采集卡!美国
]<;9C;3-*(

号滤纸#所有

儿童均空腹采集直径为
,FC

血斑$约
).

#

M

血%

(

个#使血液

完全渗透采集卡&采集后的样品平放在水平桌面于室温下放置

(

!

&<

#晾干*采集到的标本用密封袋密封后放
Z'*^

冰箱

低温保存待测*干血滤纸片在此状态至少可保存
(

个月*

@/B

!

试剂与同位素内标
!

酰基肉碱同位素内标共
.

种#均购

自美国
";C@=1E

:

8H696

?

8M;@2

#取内标储备液甲醇稀释
,**

倍

$

,

个月内用完%#分别为!(

'Y(

)乙酰肉碱$

$(4"'

%

*/(.

#
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M

#(

'Y(

)丙酰肉碱$

$(4"(

%

*/*)%

#
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M

#(

'Y(

)丁酰肉碱

$

$(4"&

%
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#
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M

#(

'Y-

)异戊酰肉碱$

$-4"+

%
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#
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M

#(

'Y(

)辛酰肉碱$

$(4".

%

*/*)%

#

C6>

"

M

#(

'Y-

)十四酰

肉碱$

$-4",&

%

*/*)%

#

C6>

"

M

#(

'Y(

)十六酰肉碱$

$(4",%

%

*/,+'

#
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M

*甲醇'乙腈购自美国
H1

:

C;

公司#纯度均为高

效液相色谱级*流动相!

.*R

乙腈水溶液*自动进样器洗针

液!

)*R

甲醇水溶液*

@/C

!

仪器
!

串联质谱仪$

NH

"

NH

#

5!K('**_#̀ 5!

#美国生

物应用系统公司%#配置了
#B=@6O

#N电离喷雾离子源$

SHK

%&

超高速液色谱相仪$日本岛津公司
aTM"4'*5

%#包括
M"4

'*5$

二元高压梯度泵#

HKM4'*5"

自动进样器#

"#X4'*5

柱温

箱#

"\N4'*5

系统控制器&

-%

孔聚丙烯板#

-%

孔过滤板$滤膜

孔径
*/&+

#

C

#美国
N1>>1

?

6=8

公司%#移液器#

-%

孔板离心机#

液氮罐*

@/E

!

方法

@/E/@

!

样品处理
!

$

,

%用打孔器取直径为
+CC

的血斑置于

-%

孔微量反应板中#每孔加入同位素内标使用液
,**

#

M

#将

-%

孔微量反应板置于震荡器上以
+**=

"

C13

震荡
,<

进行洗

脱*$

'

%将洗脱液用移液器转移至
-%

孔微量过滤板中#以

(***=

"

C13

离心
(C13

过滤*把经过滤的样本用硅胶盖盖

紧#防止挥发#上机检测*

@/E/A

!

仪器参数设置
!

流动相采用
.*R

乙腈#四元泵设置梯

度流速*

NH

"

NH

参数!多反应监测$

N`N

%正离子扫描方式

进行检测#母离子扫描范围为
C

"

J,%'/,

!

C

"

J&'./&

#子离子

为
C

"

J.+/,

片段*

@/E/B

!

定量分析
!

根据代谢物与相应内标丰度比值为
'

轴#

浓度为
.

轴#进行回归分析#得到线性回归方程#并绘制标准

曲线*由
"<8CO18A'/*

软件$美国生物应用系统公司%对数

据进行分析计算#得出样品中各种肉碱的浓度*

@/F

!

统计学处理
!

采用
H!HH,)/*

软件进行统计学分析*首

先对所有数据均进行
b4H

拟合优度检验#检验其是否符合正

态分布*不同性别间的游离肉碱和酰基肉碱水平比较采用
;

检验&各年龄组的数据进行方差齐性检验*方差齐$

!

$

*/*+

%

的多组间均数比较采用单因素方差分析并用
MH$

法进行各年

龄组间两两比较#

!

#

*/*+

为差异有统计学意义*方差不齐

$

!

#

*/*+

%的多组间均数比较采用秩和检验#各年龄组间两两

比较采用
N;334]<1938

G

#

检验#

!

#

*/*+

为差异有统计学

意义*

A

!

结
!!

果

A/@

!

正态性检验结果
!

将所有数据进行正态性检验后发现#

儿童的游离肉碱和酰基肉碱水平呈正态分布*以游离肉碱

$

"

%

*

!

'.E

组为例#

b4H

拟合优度检验统计量
,

值为
*/.,

#

!W*/+'.

#符合正态分布*不同性别间的游离肉碱水平进行
;

检验发现#男性儿童组与女性儿童组的游离肉碱和各种酰基肉

碱水平差异无统计学意义$

;W*/+

#

!W*/%,-

%*因此可以将男

女两组合并#并进行下一步统计学处理*

A/A

!

方差齐性检验结果
!

"&

'

"+

'

"%

'

",*

'

",'

'

",.

各年龄组

间方差齐$

!

$

*/*+

%可进行单因素方差分析#通过求得以上各

种肉碱类化合物的水平$

EUC

%来确定儿童各种肉碱类化合物

的正常参考值范围*

"*

'

"'

'

"(

'

"+4XY

'

".

'

",&

'

",%

方差不

齐$

!

#

*/*+

%#进行秩和检验#通过求得以上各种肉碱类化合

物的
'/+

百分位数$

!

'+

%及
-)/+

百分位数$

!

-)/+

%来确定儿童

各种肉碱类化合物的正常参考值范围*

A/B

!

不同年龄组游离肉碱和酰基肉碱水平
!

通过不同年龄组

两两比较发现有
,,

种肉碱类化合物的含量随儿童成长发育过

程和年龄的增长波动比较大*但
"*

'

"(

'

"%

'

",.

在
*

!

(

岁

组'

*

!

%

岁组间差异无统计学意义$

!

$

*/*+

%#可合并组&

"+4

XY

'

",&

在
*

!

,'

月组'

*

!

(

岁组间差异无统计学意义$

!

$

*/*+

%#可合并组&

"'

'

".

'

",*

'

",'

'

",%

在
*

!

,'

月组'

*

!

(

岁

组'

*

!

%

岁组间差异无统计学意义$

!

$

*/*+

%#可合并组&

"&

'

"+

在
*

!

'.E

组'

*

!

,'

月组'

*

!

(

岁组'

*

!

%

岁组间差异无

统计学意义$

!

$

*/*+

%#可合并组*

A/C

!

合并统计后儿童干血滤纸片中游离肉碱和酰基肉碱类化

合物含量
!

由表
(

可见
"*

'

"(

'

"%

含量在
,

!

,'

个月时出现

峰值#

,

岁后变化不大*

",.

在新生儿期较高#

,

个月后下降#

到
,

岁后又升高*由表
&

可见
"'

'
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'
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在新生儿期较高#

,

个月后变化不大&

".

'

",*

在新生儿期较低#
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个月后开始升

高*由表
+

可见
"+4XY

在
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!
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'

*
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岁'

*
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岁间随着年

龄增长而升高&
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随着年龄增长而下降*合并统计后
*
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%

岁
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水平分别为$

*/&.U*/*-

%'$

*/',U*/*+

%

#

C6>

"

M

*

表
,

!!

不同年龄组
"&

%

"+

%

"%

%

",'

%

",.

检测结果#

EUC

&

#

C6>

'

M

$

肉碱
*

!

'.E

组
*

!

,'

月组
*

!

(

岁组
*

!

%

岁组
J !

"& */&)U*/,' */+U*/*-) */&.U*/, */&)U*/*. '/,.+ */*-

"+ */,-U*/*+ */'U*/*& */''U*/*& */',U*/*/& '/%** */*+'

"% */,,U*/*,& */,'U*/*,' */,,U*/*,' */,,U*/*,, &/%%- */**(

",' */*)U*/*' */*%U*/*'( */*+U*/*' */*+,U*/*' ,,/+.( */***

",. ,/*+U*/( */..U*/'& */-)U*/'& */-+U*/'( %/*)* */**,

+

*.,'

+

国际检验医学杂志
'*,)

年
.

月第
(.

卷第
,%

期
!

K39LM;@N8E

!

5B

:

B29'*,)

!

O6>/(.

!

P6/,%



表
'

!!

不同年龄组
"*

%

"'

%

"(

%

"+4XY

%

".

%

",*

%

",&

%

",%

检测结果(

A

#

!

'+

!

!

-)/+

$&

#

C6>

'

M

)

肉碱
*

!

'.E

组
*

!

,'

月组
*

!

(

岁组
*

!

%

岁组
!

'

!

"* '&/,

$

,+/*

!

&+/.

%

'%/'

$

,&/,

!

(./+

%

''/-

$

,&/'

!

()/-

%

''/(

$

,&/(

!

'-/%

%

',/(-& */***

"' '&/'

$

,,/&

!

&(/(

%

'./*

$

,%/(

!

&+/(

%

,-/+

$

,*/*

!

&,/(

%

,-/'

$

,,/-

!

('/,

%

'-/(%. */***

"( '/,

$

,/'

!

&/+

%

'/-

$

,/+

!

&/'

%

'/+

$

,/'

!

&/(

%

'/&(

$

,/)

!

&/(

%

,&/'-& */**(

"+4XY */'%

$

*/,%

!

*/&, */(&

$

*/'

!

*/+&

%

*/(+

$

*/',

!

*/%&

%

*/(-

$

*/'+

!

*/%

%

+(/)-( */***

". */,)

$

*/,&

!

*/''

%

*/'

$

*/,+

!

*/'.

%

*/,)

$

*/,+

!

*/(+

%

*/,-

$

*/,&

!

*/')

%

(*/'+% */***

",* */,&

$

*/,,

!

*/'(

%

*/,)

$

*/,'

!

*/'.

%

*/,+

$

*/,,

!

*/')

%

*/,+

$

*/,'

!

*/')

%

,&/-)( */**'

",& */'

$

*/,,

!

*/(,

%

*/,'

$

*/*)

!

*/'&

%

*/,,

$

*/*%

!

*/,-

%

*/*.

$

*/*%

!

*/,+

%

,*)/(+ */***

",% '/)

$

,/&+

!

&/%

%

,/)

$

,/*+

!

(/+

%

,/%

$

,/,

!

'/%

%

,/%

$

,/,

!

'/+

%

%)/.'% */***

表
(

!!

合并统计后不同年龄组
"*

%

"(

%

"%

%

",.

结果#

#

C6>

'

M

$

年龄组
"*

(

A

$

!

'K+

!

!

-)K+

%)

"(

(

A

$

!

'K+

!

!

-)K+

%)

"%

$

EUC

%

",.

$

EUC

%

*

!

'.E

组
'&/,

$

,+/*

!

&+/.

%

'/,

$

,/'

!

&/+

%

*/,,U*/*,& ,/*+U*/(

*

!

,'

月组
'%/'

$

,&/,

!

(./+

%

'/-

$

,/+

!

&/'

%

*/,'U*/*,' */..U*/'&

*

!

%

岁组
''/+

$

,&/)

!

((/.

%

'/&+

$

,/(+

!

&/(.

%

*/,,U*/*,, */-+U*/''

!

'

"

J

值
,-/'+ ,&/') %/.*+ ./%)

! */*** */**, */**, */***

表
&

!!

合并统计后不同年龄组
"'

%

".

%

",*

%

",'

%

",%

结果#

#

C6>

'

M

$

年龄组
"'

(

A

$

!

'K+

!

!

-)K+

%)

".

(

A

$

!

'K+

!

!

-)K+

%)

",*

(

A

$

!

'K+

!

!

-)K+

%)

",'

$

EUC

%

",%

(

A

$

!

'K+

!

!

-)K+

%)

*

!

'.E

组
'&/'

$

,,/&

!

&(/(

%

*/,)

$

*/,&

!

*/''

%

*/,&

$

*/,,

!

*/'(

%

*/*)U*/*' '/)

$

,/&+

!

&/%

%

*

!

%

岁组
,-/&

$

,*/)

!

(+/%

%

*/,.

$

*/,+

!

*/(

%

*/,%

$

*/,,

!

*/'-

%

*/*+U*/*' ,/%

$

,/*)

!

'/+

%

,

"

; Z*/%- Z&/'+ Z'/-. +/+, Z)/-&

! */*** */*** */**( */*** */***

表
+

!!

合并统计后不同年龄组
"+4XY

%

",&

结果#

#

C6>

'

M

$

年龄组
"+4XY

(

A

$

!'K+

!

!-)K+

%)

",&

(

A

$

!'K+

!

!-)K+

%)

*

!

'.E

组
*/'%

$

*/,%

!

*/&,

%

*/'

$

*/,,

!

*/(,

%

*

!

(

岁组
*/(+

$

*/''

!

*/%,

%

*/,,

$

*/*%

!

*/''

%

*

!

%

岁组
*/(-

$

*/'+

!

*/%

%

*/*.

$

*/*%

!

*/,+

%

!

'

'-/+ ,*,/*

! */*** */***

B

!

讨
!!

论

!!

人体内肉碱以游离肉碱和酰基肉碱两种形式存在#它们存

在于所有的体液中#但是主要存在于心肌'骨骼肌等肌肉组织

中#小部分存在于肝脏'大脑'肾脏及细胞外液$如血浆'尿

液%

(

)

)

*在生理条件下肉碱的作用!$

,

%作为长链脂肪酸的唯一

载体将胞浆中的长链脂肪酸转运至线粒体内进行
$

氧化#提供

能量&$

'

%调节线粒体内辅酶
5

和酰基辅酶
5

的比例#由脂肪

酸
$

氧化和其他线粒体代谢过程产生的酰基辅酶
5

通过肉碱

酰基转移酶进行酰基交换#调节脂肪酸代谢#消除酰基辅酶
5

蓄积引起的不良反应(

.4-

)

*肉碱和其酯类可能出现在各种体液

中#参与代谢的酶缺陷会引起代谢途径中上游产物堆积#下游

产物缺乏#会表现出一个特定的酰基肉碱模式明显改变*对于

大多数遗传代谢病患者#与疾病有关的游离肉碱或酰基肉碱会

明显升高*但是肉碱的含量还会受以下的因素影响!$

,

%通过

输液喂养的早产儿和豆奶粉喂养的婴儿中会出现肉碱缺乏*

$

'

%慢性肝病'慢性肾病'肾小管疾病患者由于肾小管重吸收功

能下降#易合并肉碱缺乏(

,*

)

*$

(

%透析导致血液和组织肉碱丢

失增加#进一步加重肾病患者的肉碱缺乏*$

&

%医源性因素#长

期大量服用丙戊酸'

$

4

内酰胺酶类抗菌药物'安息香酸钠等药

物亦可导致肉碱缺乏(

,,

)

*

在国内外有关肉碱与遗传代谢病'糖尿病'心血管疾病的

关系报道较多#但是肉碱与年龄关系的报道少见*

N1>>13

:

963

做了有关
,

个月
!

,%

岁健康人血酰基肉碱与年龄关系的研究

但未对各年龄组的差别进行比较(

&

)

*比利时
";91;

做了有关

干血滤纸片法游离肉碱'酰基肉碱与年龄关系的调查发现!$

,

%

较大年龄组比新生儿组游离肉碱水平高*$

'

%较大年龄组明显

比新生儿组多种酰基肉碱水平低(

+

)

*从本研究结果可见#干血

滤纸片法检测到的
"*

'

"(

'

"%

含量在
,

!

,'

月组出现峰值#

,

岁后变化不大*

",.

在新生儿期较高#

,

个月后下降#到
,

岁

后又升高*

"'

'

",'

'

",%

在新生儿期较高#

,

个月后变化不大&

".

'

",*

在新生儿期较低#

,

个月后开始升高*由表
+

可见
"+4

XY

在
*

!

'.E

组'

*

!

(

岁组'

*

!

%

岁组间随着年龄增长而升

高&

",&

随着年龄增长而下降*

"&

'

"+

受年龄因素影响不大*

综上所述游离肉碱和酰基肉碱是有年龄差异的*

儿童肌肉量是随着年龄的增长不断增加的#其肝脏功能亦

+

,.,'

+
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会随着年龄的增长而日趋完善#与肉碱合成和代谢相关的各种

酶类的结构和功能也逐渐完善*因此#游离肉碱和部分酰基肉

碱的水平随着儿童年龄的变化而出现波动*根据年龄段的不

同#建立各种不同的正常参考值范围是十分必要的*本研究通

过对广州地区
'%(

例儿童干血滤纸片肉碱水平进行检测#初步

建立起串联质谱法检测儿童各年龄段肉碱水平的生物参考值

区间*另外#由于不同型号的串联质谱仪在灵敏度和特异度方

面存在略微差异#以及标本采集方法'前处理手法和选用的扫

描方式不同(

+

)

#可能会造成实验室间正常参考值范围的差异#

因此建议各实验室应建立自己的正常参考值范围*
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染时可促进患者中性粒细胞
"$%&

高表达(

,&4,+

)

*本研究提示

不同中性粒细胞
"$%&

表达水平患者病理类型对比无差异#而

高中性粒细胞
"$%&

表达的患者激素抵抗发生率更高#进一步

探讨对比不同
"$%&

患者并发症#发现高
"$%&

患者感染'急性

肾功能衰竭发病率明显升高#这就意味着
"$%&

可能提示潜在

感染的风险#而且与患者炎症反应状态密切相关*

综上所述#本研究发现
"$%&

和
!"#

水平与患者激素治

疗敏感性和临床并发症密切相关#值得临床关注*
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