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要#色谱
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质谱联用技术)液相色谱
1

质谱联用"

+0179

$'气相色谱
1

质谱联用"

)0179

$等*因其灵敏度

高'具有保留时间和质荷比双重分离的选择性和特异度'检测动态范围宽等优势!已成为临床代谢物指标检测

和代谢组学研究中不可或缺的分析工具&其中液相色谱串联质谱"

+0179

(

79

$可对目标代谢物进行准确定性

定量分析!能够在单次分析中获得数千种代谢物的信息&该文结合文献报道!综述了液质联用技术在临床样品

的代谢物检测和代谢组学研究的应用进展!介绍了多种代谢标志物与疾病相关性和相应的检测方法!讨论了现

阶段液质联用技术在临床转化应用中面临的问题!并展望未来发展趋势&
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以基因组学%转录组学%蛋白组学和代谢组学为

主体的系统生物学#分别从调控的不同层面)基因%

S;:4

%蛋白质和代谢物*对生物体中的物质及其功

能#进行多维%系统地深入研究#以认识和掌握生命活

动的本质及疾病的发生%发展规律&

!1"

'

$代谢物是生

命体内生物化学活动与功能最直接的信号或结构组

成分子#是机体与外界环境共同作用的产物#在生命

活动中既反映了基因及其作用的下游输出#又能表现

环境因素的上游摄入+它们能够直接%准确地反映生

物体系的状态#极易与生理活动或疾病表型相关

联&

#13

'

$因此#对代谢物的深入研究和检测#可发现疾

病与基因
1

环境的相互作用关系#为疾病的发生发展机

制的阐述%新型可靠疾病标志物的发现和临床疾病诊

断提供了全新的视角和有力的工具&

(1@

'

$

最新报道显示#生物体内代谢物数量超过
%!&&&

个#而且不同代谢物种类理化性质差异大#含量悬殊

跨越
2

个数量级&

'

'

#这些因素都为代谢物的分析检测

和疾病代谢标志物的发现带来巨大的挑战$现有的

研究成果及其临床应用已经证明代谢标志物的对人

体疾病的筛查%诊断具有极其重要的参考意义$如结

合检测血清皮质醇%脱氢表雄酮%

!@1

羟皮质类固醇等

指标#可明确诊断肾上腺皮质疾病中最常见的皮质醇

增多症&

21!"

'

$血液中儿茶酚胺的检测结果可准确判断

嗜铬细胞瘤&

!#1!3

'

$针对特定的氨基酸或酰基肉碱的

检测#可快速筛查新生儿先天代谢性疾病&

!(

'

$具有临

床诊断意义的代谢物标志物还有兴奋性氨基酸"抑制

性氨基酸)神经系统代谢紊乱疾病*%铁调素)铁吸收

紊乱*%醛固酮"同型半胱氨酸)心血管疾病*%重组人

甲状旁腺素)肾性骨病%心肌肥大%软组织钙化*%

"31

羟

基维生素
X

)骨质疏松*%维生素
4

)夜盲症*等&
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临床检验中的代谢标志物检测进展

""

针对目标代谢物)疾病标志物*的特异分析#建立

高灵敏度和高专属性的液相色谱串联质谱)
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*分析方法#可实现临床来源的复杂生物样本中疾

病标志物的快速准确定量分析#为疾病的诊断和筛查

提供准确的参考依据$当前临床检验中#代谢标志物

的常规检测多为免疫方法#该技术存在相似代谢物干

扰多%灵敏度和准确性差#一次只能检测单个项目或

指标等不足$在
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79

分析过程中#临床生物

样本经过一定的前处理)如蛋白沉淀%液液萃取%净

化%衍生化或浓缩等*#经液相色谱分离%洗脱进入质

谱离子源实现离子化后#在第一个质量分析器)

c!

*中

按其母离子的质荷比)

S

"

W

*的差异进行分离选择#进

入碰撞室发生碰撞诱导裂解#产生子离子#再经后一

个质量分析器)

c#

*按
S

"

W

分离或选择后检测#从而

实现定性定量分析$因其上述原理上的优势#在临床

检验针对代谢物的检测应用中具有以下特点!)

!

*多

指标同时检测#如新生儿代谢性疾病筛查#一次分析

可检测几十种氨基酸和酰基肉碱+)

"

*分析速度快#如

一个样品测试几分钟内即可完成+)

#

*极高的灵敏度

和特异度#如检测内源性激素#灵敏度可达
HO

级#即

使是同分异构体#也能很好区分+)

%

*样品用量少#如
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干血斑%从数微升到数百微升样品就可实现准确分

析$
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因其高通量%高灵敏度和高特异度%

适用范围广%检测周期短%可同时检测多指标且准确

性高的优势#被不断推广和扩大应用范围#逐渐替代

传统免疫方法#已成为在临床检验应用中重要的新

技术$
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维生素类
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羟基维生素
X

"

维生素
X

缺乏会导致少

儿佝偻病和成年人的软骨病$维生素
X

"

和维生素

X

#

在肝脏中转化为
"31

羟基维生素
X

"

和
"31

羟基维

生素
X

#

$体内
"31

羟基维生素
X

血浆浓度最少需要
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"
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来维持牙齿和骨骼的正常生长#一般情况

下其血浆浓度为
#&

#

%&?

O

"

S+

#当浓度
&

'&?

O

"

S+

时则会产生毒性$临床检测采用的传统免疫方法#不

能区分维生素
X

"

和
X

#

#仅能得到总的维生素
X

含

量$与免疫方法不同的是#
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在区分
"

种形

式的维生素
X

同时#更能提高在微量样本中的检出

度#成为国际公认的,金标准-$文献报道在此类检测

方法中#血浆"血清用量约
!3&

#

"&&

"

+

#检测灵敏度

可达
&$3

#

3$&?
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#样本前处理多采用液液萃取

浓缩后进样分析&
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维生素
4

和维生素
,

"

维生素
4

又名视黄

醇#主要维持正常视觉功能$维生素
4

缺乏时#影响

暗适应能力$维生素
,

包括生育酚和三烯生育酚两

类共
'

种化合物#

'

1

生育酚是自然界中分布最广泛%含

量最丰富活性最高的维生素
,

形式$测定维生素
,

营养状况#有利于鉴别饮食引起的缺乏征和吸收不良

引起的缺乏征$维生素
4

和维生素
,

在体内含量较

高#血清浓度范围分别为
&$"&

#

&$'&

"

O

"
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和
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#
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"

O

"

S+

$

+0179

"

79

技术可同时检测上述
"

个

化合物#通常采用液液萃取的前处理方法#血浆用量

在
3&

#

!&&

"
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#检测灵敏度分别为维生素
4

!
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#
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和维生素
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维生素
4

和维生素
,

稳定性较差#含量测定应采

用同位素内标定量法$样品的前处理过程中需要在

避光和加入抗氧化剂条件下进行&

#"

'

#维生素
,

更易

受空气氧化和光照的影响$检测儿童样品时#应关注

不同年龄段的儿童体内含量差异$

=$=$?
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维生素
a

"

维生素
a

又称凝血纤维素#缺乏

时血中几种有助于凝血的因子水平就会降低#使血液

凝固发生障碍$轻者凝血时间延长#重者可出现紫

癜%齿龈出血%鼻出血%创伤后流血不止等情况&

3!13#

'

$

血浆维生素
a

水平较低#李岩等&

##

'报道
"&

#
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岁的

健康成人血浆维生素
a

!

水平为
&$"#

#

"$##?
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$

维生素
a

!

的血中水平与细胞色素
/%3&

酶
%\"

基因

多态性是服用华法林患者个体化给药的影响因素#可

为华法林的个体化给药提供参考依据$
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儿茶酚胺
"

儿茶酚胺是一类含有儿茶酚和胺基

的神经递质类物质#通常是指去甲肾上腺素)

:,

*%肾

上腺素和多巴胺)

X4

*$

:,

和肾上腺素既是肾上腺

素髓质所分泌的激素#又是交感神经和中枢神经系统

中去甲肾上腺素能纤维的神经介质$

:,

在中枢神经

系统内分布广泛#含量较多$

X4

主要集中在锥体外

系部位#也是一种神经递质$它们是重要的典型的肾

上腺素受体激动剂$由于儿茶酚胺介入多重调控系

统和代谢过程并发挥作用#因而在对一些神经内分泌

和心血管疾病的临床诊断与治疗中被视为重要的生

物指标物$

由于此类化合物体内含量极低且容易氧化#稳定

性差#且生物样品中含有许多相同结构内源性化合物

的干扰#故难以精确测定某一种儿茶酚胺类化合物的

浓度$结构上儿茶酚胺类化合物含有多羟基和氨基

结构#极性较大#常规液液萃取的前处理方法回收率

低$有机硼酸类化合物可以与此类化合物结构中的

!

#

"1

二羟基发生可逆性共价结合#形成环状酯#减弱化

合物的极性的同时增加稳定性$再通过四辛基溴化

铵)

.*46

*萃取#调节
H

5

值破坏环状酯#重新形成儿

茶酚胺类结构$利用苯磺酰氯或丹磺酰氯与此类化

合物上的仲胺或伯胺反应#生成衍生物#能够显著提

高质谱响应强度$既往文献报道此类方法可将灵敏

度提高到
"

#

!&

HO

"

S+

&

!#1!3

#

#%1#3

'

$

=$?

"

内源性激素
"

甾体激素主要分为肾上腺皮质激

素和性激素#其中性激素又分雌激素%雄激素和孕激

素$人体内的内源性激素种类繁多#在体内通过酶相

互转化#如孕酮可以转化为羟基孕酮+羟基孕酮通过

不同路径转化为不同的激素#如脱氢表雄酮%雄烯二

酮$激素转化是一个非常复杂的体系#任何一种激素

浓度水平的变化都可以影响到其他激素#同时测量多

种内源性激素在临床和相关生理研究中更具有价

值&

2

#

3%13(

'

$因为甾体激素都有相同的衍生羰基官能

团#生物样品经试剂提取后#在一定条件下加入衍生

化试剂如羟胺或
"1

肼基
1%1

)三氟甲基*嘧啶衍生处理

即可&

21!"

'

$样品处理及检测参数见表
!

$

=$F

"

新生儿遗传代谢疾病筛查
"

遗传性代谢疾病是

由于遗传性代谢途径的缺陷#引起异常代谢物的蓄积

或重要生理活性物质的缺乏#而导致相应临床症状的

疾病$它涉及氨基酸%有机酸%脂肪酸%尿素循环%碳

水化合物%类固醇%金属%维生素等多种物质的代谢异

常#可导致多个系统受损&

!(

#

#(

'

$

+0179

"

79

技术可

以用滤纸干血斑样品#在几分钟内一次分析近百种代

谢物#检测
#3

种遗传代谢病$目前#在我国每年几千

万出生人口中#有
%&

万至
3&

万的儿童患有遗传代谢

病#给患儿家庭和社会带来了巨大的危害和沉重的负

担$对于遗传代谢病#若能及早发现#通过相应的治

疗或饮食干预#可以避免后遗症的发生$

使用
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"
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技术#氨基酸或酰基肉碱经丁
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酯化衍生#氨基酸大多会产生中性丢失相对分子质量

为
!&"

的特征#肉碱大多产生
S

"

W'3

的特征子离子#

一次扫描可得多种氨基酸或肉碱的信息&

#@1#'

'

$可筛

查多种代谢疾病#如氨基酸类代谢病!苯酮尿症%高胱

氨酸尿症%枫糖尿症%酪氨酸血症等+脂肪酸类代谢疾

病!极长链脂肪酸代谢异常%长链脂肪酸代谢异常%中

链脂肪酸代谢异常%短链脂肪酸代谢异常+肉碱结合

酶缺乏症%肉碱吸收障碍+有机酸类代谢疾病!戊二酸

血症%甲基丙二酸血症%异丁酰基辅酶
4

脱氢酶缺乏

症等$

表
!

""

液相色谱质谱联用技术检测临床样本中的内源性激素

检测指标 临床检测意义 前处理方法 提取试剂 是否衍生化"衍生化试剂 检测离子对 参考文献

脱 氢 表 雄 酮 硫 酸 酯

)

X5,419

*

肾上腺肿瘤%多囊卵巢综合征
沉淀蛋白

_

固相萃取

_

衍生化

乙腈#

"1

硝基
1%1

三氟

甲基苯肼

是"
"1

硝基
1%1

三氟甲

基苯肼
X5,49

!

%2&$&

&

#(

'

脱氢表雄酮)

X5,4

* 固相萃取
f

否
X5,4k"@!$"

"

"3#$"

&

!!

'

!@1

羟孕酮)

!@*5/

*

增高!先天性肾上腺皮质增生)

"!

$

1

羟

化酶缺乏#

!!

$

1

羟化酶缺乏*

固相萃取
f

否
!@*5/

!

##!$"

"

!&2$!

&

!!

'

皮质醇)

0DGC=>DP

*

增多可引起糖%蛋白质%脂肪%电解质

代谢紊乱和多种脏器功能障碍$

固相萃取
f

否
0DGC=>DP

!

#(#$"

"

#%3$!

&

!!

'

雌酮)

,!

*

雌酮有助于了解卵巢的内分泌功能#

判断育龄妇女有无排卵功能
固相萃取

f

是"
"1

氟
1!

甲基吡咯
,!

!

#("

"

"#'

&

3(

'

孕酮)

/G

*

黄体囊肿%肾上腺皮质功能亢进和肾

上腺生殖器综合征病人可能会出现

孕酮病理性增高
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皮质醇增多症#睾丸细胞间质瘤等睾

酮含量增高+双氢睾酮可促进外生殖

器和前列腺的正常发育
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临床样本代谢组学及代谢标志物研究进展

""

与基因组学的筛查突变基因预警疾病风险不同#

代谢组学全面定量地分析血液%尿液中的成百上千代

谢物的变化#有望最真实直接地反映人体的健康状

态#可早期预警和反映疾病的程度$近年来#因
+01

79

"

79

技术的灵敏度高%专属性强和检测动态范围

宽等特点#成为针对临床样本检测的代谢组定性定量

分析最重要的分析手段#其重点发展主要在以下几个

方面!一是基于
+0179

"

79

分析技术的非靶向%靶向

的整体代谢组同时定性与定量分析技术&

#2

'

#这些技术

与方法不同程度地实现了多种类代谢物的高覆盖%高

灵敏的同时定性或定量分析+二是基于同位素标记或

衍生化试剂的
+0179

"

79

定量代谢组学技术#实现

了低丰度代谢物的高覆盖%高灵敏定性与定量

分析&

%&

'

$

>$=

"

液质联用技术在临床代谢组学研究中的进展
"

液质联用技术是集液相色谱)

+0

*高分离效能与质谱

)

79

*强鉴定能力于一体#可直接对样本进行预处理%

分离及富集#同时给出其结构信息$

+0

可与飞行时

间)

.*\

*%四极杆
1

飞行时间)

c1.*\

*等高分辨
79

串联#以进行非靶向代谢组学分析#也可以与三重四

级杆)

ccc

*或四极杆离子阱)

c1-.

*等
79

串联#利

用多反应监测)

7;7

*检测模式进行靶向代谢组学分

析$

05,:

等&

%!

'采用数据非依赖的扫描方式获取生

物样本中代谢物二级质谱信息#建立
+017;7

方法#

同时实现血浆中涵盖了氨基酸代谢%核苷酸代谢%能

量代谢等代谢通路中
!%(&

个代谢物的检测#并对其

中
!&!3

个代谢物进行相对定量分析#充分体现了液

质联用技术在临床生物样本中的代谢物高覆盖%高灵

敏的分析的优势$

>$>

"

基于代谢组学技术发现标志物及其临床应用
"

"&&2

年#

9;,,à 74;

等&

%"

'通过研究前列腺癌发展

过程中代谢组)包括
!!"(

个代谢物*的变化#首次发

现肌氨酸在前列腺癌细胞侵袭和转移中的重要代谢

媒介作用$体内外模型中均证明了肌氨酸能提高前

列腺癌的生长和侵袭性$

"&!!

年#

84:)

等&

%#

'采用

代谢组学方法#发现血浆中氧化三甲胺)

.74*

*的增

加可产生粥样硬化斑块+

.74*

是饮食中肉类和脂

类中肉碱类物质#在肠道微生物作用下的下游代谢

物+临床研究表明#高水平的
.74*

与心肌坏死有很

强的相关性#极有可能为引起动脉粥样硬化的生物标

志物$

"&!(

年#

\4:

等&
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'利用
+0179
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究平台#筛选出
!"

组灵敏度高%专属性强的潜在生物

标志物#可用于临床冠心病的快速诊断以及不同分型

的区分诊断$安卓玲等&

3@

'运用正%负离子检测模式的

超高效液相色谱
1

三重四级杆串联质谱)

/̀+0179

"

79

*技术结合多变量统计分析方法进行了药物性肝

损伤患者血清的代谢组学研究#鉴定出肝损伤患者与

健康人血清中存在显著性差异的潜在生物标志物苯

丙氨酸和二甲基鸟苷#为药物性肝损伤的早期发现提

供分子依据$

?

"

讨论与展望

""

鉴于临床检验的规范性高要求#

+0179

"

79

技术

大规模进入临床检验应用尚需进一步加强推广应用

和发展力度$国内的质谱仪器研发相对落后#高端的

质谱仪器基本上依赖于进口#购置成本高昂+液质联

用技术相对复杂#其仪器操作和样本分析的专门人才

缺乏#培养需要过程和一定的周期+仪器和诊断试剂

的临床检验资质要求严格#产品的报批周期长和成本

高+当前#临检中能采用
+0179

"

79

的检测指标不

多#尚需进一步有针对性开发方法和诊断试剂盒+基

于
+0179

)或
79

"

79

*技术的代谢组学的临床应用

中#发现了大量与多种疾病相关的具有价值的小分子

标志物#这为疾病早期诊断%预后及疗效评价等提供

了重要的分子基础#但其临床转化到常规临检的疾病

诊断等精准医学应用#尚需在大规模人群中开展验

证#需要制定相关的判断依据和临床医生能够直接判

读的指标$

人体的代谢网络是一个非常复杂但相对稳态的

系统#单独的一个或几个代谢物对疾病的诊断特异度

不一定足以支撑对某种疾病的准确诊断#存在多种疾

病导致同一个代谢物的变化的情况$代谢组学在疾

病研究领域与传统临床化学等研究方法相比#它是以

一种,全局-的研究理念来系统全面地反映生物体的

代谢特征$

+0179

)或
79

"

79

*技术通过分析检测样

本中的代谢组及其变化#将体内的生物化学信息转换

成数字信息#可构建代谢组大数据#并发展此大数据

的人工智能信息挖掘技术#有望应用于临床疾病诊断

和筛查$但现阶段亟待发展超灵敏和高覆盖的代谢

组定量
+0179

)或
79

"

79

*技术#加快推进信息全面

的人体代谢组数据库的构建#解决基于人工智能的代

谢组学研究数据标准化的等问题$

笔者相信#凭借
+0179

"

79

技术强大的分析检

测能力#结合代谢组大数据和模式识别%人工智能专

家系统等方法#从整体上来探讨生命活动在代谢层面

的特征和规律#使代谢物功能及水平变化与人体健康

状态和疾病诊断建立直接关系#并与基因组学%转录

组学%蛋白质组学相辅相成#实现从当前以先疾病#后

医院%医生诊疗为主的健康模式过渡到以面向全民的

健康保证%评估和干预为主的健康保障模式#从预防%

疾病诊断等方面全面提升人类健康水平$
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