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  摘 要:目的 比较液相色谱串联质谱法(LC-MS/MS)与电化学发光免疫分析法(ECLIA)检测血清中25-
羟基维生素D(25(OH)D)结果的相关性和一致性,以期指导临床选择合适的检验方法。方法 收集该实验室

临床血清标本94例,分别用LC-MS/MS和ECLIA这两种方法检测25(OH)D。采用Passing-Boblok回归分

析两种方法的相关性,采用Bland-Altman及 Mountain
 

plot评估两种方法的一致性。以血清25(OH)D<20.0
 

ng/mL为维生素D缺乏,20.0~<30.0
 

ng/mL为维生素D不足,使用Kappa分析判断两种方法的诊断维生素

D营养状况的符合率。结果 LC-MS/MS与ECLIA检测25(OH)D结果分别为(26.67±4.79)ng/mL和

(39.33±4.09)ng/mL,Passing-Bablok回归分析显示两种方法检测25(OH)D浓度的回归方程为YECLIA=
-4.558

 

1+1.719
 

8XLC-MS/MS,斜率为1.719
 

8(95%CI
 

1.586
 

3~1.828
 

4),不包含1,截距为-4.5581(95%CI
 

-7.692
 

2~-2.122
 

1),不包含0,提示两种方法存在系统差异或比例差异。Bland-Altman图显示两种方法差

值的均值为-12.7,界外点数(比率)为3.19%。山形图的山顶值为-9.17
 

ng/mL,偏离0较多,表明两种方法

检测的结果一致性较差。两种方法判断维生素D缺乏的Kappa系数为0.875,诊断符合率为94.68%;两种方

法判断维生素D不足的Kappa系数为0.538,诊断符合率为75.53%。结论 ECLIA与LC-MS/MS检测结果

一致性较差,但依据营养状况诊断维生素D缺乏与不足的符合率较高。
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Abstract:Objective To

 

compare
 

the
 

correlation
 

and
 

consistency
 

of
 

liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry
 

(LC-MS/MS)
 

and
 

electrochemiluminescence
 

immunoassay
 

(ECLIA)
 

in
 

the
 

determination
 

of
 

se-
rum

 

25-hydroxyvitamin
 

D[25
 

(OH)D],in
 

order
 

to
 

guide
 

the
 

clinical
 

selection
 

of
 

appropriate
 

detection
 

meth-
ods.Methods A

 

total
 

of
 

clinical
 

serum
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

laboratory,and
 

25(OH)D
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

LC-MS/MS
 

and
 

ECLIA,respectively.Passing-Boblok
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correla-
tion

 

between
 

the
 

two
 

methods,and
 

Bland-Altman
 

and
 

Mountain
 

plot
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

agreement
 

be-
tween

 

the
 

two
 

methods.Serum
 

25(OH)D<20.0
 

ng/mL
 

was
 

defined
 

as
 

vitamin
 

D
 

deficiency,and
 

serum
 

25
(OH)D

 

as
 

20.0-<30.0
 

ng/mL
 

was
 

defined
 

as
 

vitamin
 

D
 

insufficiency.Kappa
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

coincidence
 

rate
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

vitamin
 

D
 

nutritional
 

status.Results The
 

25(OH)
D

 

levels
 

detected
 

by
 

LC-MS/MS
 

and
 

ECLIA
 

were
 

(26.67±4.79)ng/mL
 

and
 

(39.33±4.09)ng/mL,respec-
tively.The

 

regression
 

equation
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

YECLIA=-4.558
 

1+1.719
 

8XLC-MS/MS,the
 

slope
 

was
 

1.719
 

8
 

(95%CI
 

1.586
 

3-1.828
 

4),excluded
 

1,and
 

the
 

intercept
 

was
 

4.558
 

1
 

(95%CI
 

-7.692
 

2-
-2.122

 

1),excluded
 

0,prompt
 

system
 

difference
 

or
 

ratio
 

differences
 

of
 

the
 

two
 

methods.There
 

were
 

system-
atic

 

or
 

proportional
 

differences
 

between
 

the
 

two
 

methods.The
 

Bland-Altman
 

figure
 

showed
 

two
 

methods
 

aver-
ages

 

was
 

12.7,and
 

the
 

difference
 

of
 

out
 

points
 

(ratio)
 

was
 

3.19%.The
 

peak
 

value
 

of
 

the
 

mountain
 

plot
 

was
 

-9.17
 

ng/mL,with
 

more
 

deviations
 

from
 

0,indicating
 

poor
 

agreement
 

between
 

the
 

results
 

measured
 

by
 

the
 

two
 

methods.The
 

Kappa
 

coefficient
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

for
 

judging
 

vitamin
 

D
 

deficiency
 

was
 

0.875,and
 

the
 

diagnostic
 

coincidence
 

rate
 

was
 

94.68%.The
 

Kappa
 

coefficient
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

for
 

judging
 

vitamin
 

D
 

in-
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sufficiency
 

was
 

0.538,and
 

the
 

diagnostic
 

coincidence
 

rate
 

was
 

75.53%.Conclusion The
 

agreement
 

between
 

ECLIA
 

and
 

LC-MS/MS
 

is
 

poor,but
 

the
 

agreement
 

between
 

ECLIA
 

and
 

LC-MS/MS
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

vita-
min

 

D
 

deficiency
 

and
 

insufficiency
 

based
 

on
 

nutritional
 

status
 

is
 

high.
Key

 

words:liquid
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mass
 

spectrometry; electrochemiluminescence
 

immunoassay;
 25-hydroxyvitamin

 

D

  维生素D是一种脂溶性甾体激素前体,主要包括

维生素D2(麦角钙化醇)、维生素D3(胆钙化醇),其主

要功能为促进小肠黏膜细胞吸收磷及钙离子,还可减

轻炎症反应,调控免疫系统功能及帮助控制血糖水

平[1]。25-羟维生素D[25(OH)D]是维生素D在人体

内的主要作用形式,其在血液中的浓度较高且半衰期

较长,是监测体内维生素D水平及营养状况的可靠

指标[2]。
随着临床实验室维生素D检测的大范围开展,不

同检测方法间结果不一致的情况愈来愈多,甚至部分

结果差异会影响临床对维生素D缺乏的诊断。故本

研究使用液相色谱串联质谱法(LC-MS/MS)和电化

学发光免疫分析法(ECLIA)这两种方法检测临床血

清标本中的25(OH)D,并对测定结果进行分析和比

较,评价这两种方法检测结果的相关性和差异性,以
期指导临床选择合适的项目,合理解读这两种方法结

果差异的原因。
1 材料与方法

1.1 标本来源 收集本实验室临床血清标本94例,
分别用 ECLIA 与 LC-MS/MS两个检测系统检测

25(OH)D浓度,并对结果相关性进行分析,入组的所

有标本均为单纯随机抽样的方法挑选。
1.2 仪器与试剂 LC-20ADXR

 

液相色谱仪(日本岛

津公司)、API3200质谱仪(美国 AB公司)、Milli-Q
 

Gradient超纯水机、默克 Ascentis
 

Express
 

C18(5.0
 

cm×2.1
 

mm×2.7
 

μm)色谱柱、电化学发光免疫分

析仪(罗氏E602)。甲醇、乙腈、正己烷均为色谱纯,
购自德国默克公司;甲酸(分析纯)购自广东光华化学

厂有限公司;25(OH)D2 和25(OH)D3 标准品、色谱

纯购自西格玛中国有限公司;d6-25(OH)D2 和d6-25
(OH)D3 内标品购自美国 Medical

 

Isotopes公司;25
(OH)D检测试剂盒购自罗氏诊断产品有限公司。
1.3 方法 (1)25(OH)D检测采用ECLIA:使用电

化学发光免疫分析仪和配套试剂盒,依据试剂盒说明

书的标准操作流程进行标本的处理和检测。检查仪

器清洗液、反应杯、缓冲液等是否足够使用,开机后在

仪器试剂盘中加入平衡至室温的相应试剂(避免产生

气泡),仪器将自动按照设定程序进行检测。LC-MS/
MS,色 谱 条 件:色 谱 柱 柱 温 50

 

℃;流 速:0.55
 

mL/min;进样量为40
 

μL;流动相A相为含0.1%甲

酸的去离子水,B相为含0.1%甲酸的甲醇,采用梯度

洗脱模式。质谱参数:采用正离子电喷雾电离离子化

的多反应监测模式,25(OH)D2 和25(OH)D3 定量离

子通 道 质 荷 比 分 别 为 413.3∶395.4 和 401.3∶
383.4;定性离子通道质荷比分别为413.3∶355.4和

401.3∶365.4;内标离子通道质荷比分别为416.3∶
398.4和407.3∶389.4。离子源温度:550

 

℃,离子源

电压5
 

500
 

V,气帘气20,雾化器55,辅助气55。实验

步骤:吸取200
 

μL血清标本至2
 

mL离心管中,加入

400
 

μL的内标工作液[含50.0
 

ng/mL的d6-25(OH)
D2、50.0

 

ng/mL的d6-25(OH)D3 及1.00
 

μg/mL雌

三醇的乙腈溶液],充分震荡5
 

min,加入800
 

μL正己

烷震荡10
 

min后,室温10
 

000
 

r/min离心10
 

min;吸
取700

 

μL上清液60
 

℃加热氮气吹干,加入100
 

μL
复溶液,可得待测标本,转移至进样瓶后上机检测。
进样顺序为空白样品-标准工作曲线-空白样品-质控-
空白样品-待测血清标本-空白样品-质控-空白样品,查
看标准曲线及质控是否在控,查看质谱图峰形、出峰

时间及分离度是否正常,确认后导出数据。(2)维生

素D营养状况判定:根据血清25(OH)D浓度,将血

清25(OH)D<20.0
 

ng/mL判定为维生素D缺乏,
20~<30.0

 

ng/mL判定为维生素D不足。
1.4 质量控制

1.4.1 LC-MS/MS 25(OH)D2 和25(OH)D3 检出

限分别为0.31
 

ng/mL、0.46
 

ng/mL,定量限分别为

1.56
 

ng/mL、1.66
 

ng/mL。25(OH)D2 重复性精密

度为12.03%(低浓度)、9.57%(高浓度),25(OH)D2
中间精密度为8.90%(低浓度)、8.78%(高浓度);
25(OH)D3 重复性精密度为4.64%(低浓度)、2.26%
(高浓度),25(OH)D3 中间精密度为4.76%(低浓度)、
2.47%(高浓度)。该检测通过国家卫生健康委临床检

验中心(NCCL)组织的室间质评及正确度验证。
1.4.2 ECLIA 25(OH)D检出限为3.00

 

ng/mL,
定量限为4.39

 

ng/mL,重复性精密度为5.99%(低浓

度)、4.58%(高浓度),中间精密度为7.98%(低浓

度)、5.92%(高浓度),该检测通过NCCL组织的室间

质评。
1.5 统计学处理 采用 Medcala11.0及SPSS18.0
软件进行统计分析。使用配对t检验分析两种方法

检测结果差异是否有统计学意义;使用Passing-Bob-
lok回归分析两种检测方法之间的相关性;Bland-Alt-
man及 Mountain

 

plot进行两种方法的一致性检验;
使用Kappa分析判断两种方法评估维生素D营养状

况的诊断符合率。以P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 两种方法的检测结果 本实验室LC-MS/MS
与ECLIA 法均经过严格的方法学验证,并参与了

NCCL的室间质评,使用LC-MS/MS与ECLIA检测

25(OH)D,当日质控结果均在控。使用LC-MS/MS
与ECLIA检测94例血清标本25(OH)D浓度,两种

方法测定的25(OH)D浓度结果比较,差异有统计学

意义(P<0.05)。LC-MS/MS系统检测25(OH)D
最低 值 为4.82

 

ng/mL,最 高 值 为76.23
 

ng/mL。
ECLIA系统检测最低值为6.41

 

ng/mL,最高值为

127.78
 

ng/mL。见表1。

表1  LC-MS/MS与ECLIA对94例血清标本25(OH)D浓度的检测结果比较(ng/mL)

检测方法 浓度范围 中位数 百分位数(P25) 百分位数(P75) 浓度 95%CI
LC-MS/MS 4.82~76.23 24.08 16.05 35.14 26.67±4.79 23.65~29.70
ECLIA 6.41~127.78 36.70 17.99 55.31 39.33±4.09 34.40~44.27

2.2 两种方法的相关性和一致性 Passing-Bablok
 

回归分析显示两种方法检测25(OH)D浓度的回归方

程为YECLIA=-4.558
 

1+1.719
 

8XLC-MS/MS,斜率为

1.719
 

8(95%CI
 

1.586
 

3~1.828
 

4),不包含1,截距

为-4.558
 

1(95%CI
 

-7.692
 

2
 

~
 

-2.122
 

1),不包

含0,提示两种方法存在系统差异或比例差异,见图

1。Bland-Altman图 显 示 两 种 方 法 差 值 的 均 值 为

-12.7,差值的95%CI 为-35.7~10.4,有3个点

[界外点数(比率)为3.19%]落在95%一致性界限以

外,见图2。山形图的山顶值为-9.17
 

ng/mL,偏离0
较多,见图3。以上结果显示两种方法检测的结果一

致性较差。

图1  ECLIA与LC-MS/MS检测25(OH)D浓度的

Passing-Bablok回归图

图2  ECLIA与LC-MS/MS法检测25(OH)D浓度的

Bland-Altman
 

图

2.3 两种方法诊断维生素D缺乏的一致性评价 将

94例血清标本LC-MS/MS与ECLIA检测结果进行

比较,判断受检者维生素D营养状况。使用Kappa分

析判断两种方法诊断维生素D营养状况的符合率。
两种方法判断维生素 D缺乏的符合率为94.68%,
Kappa=0.875≥0.750,P<0.001,表明两种方法诊

断结果具有一致性,一致性较好[3]。两种方法判断维

生素D 不足的符合率为75.53%,Kappa=0.538,
0.400<kappa<0.750,P<0.001,提示两种方法诊断

结果的一致性中等[4]。以上分析结果表明两种方法

在判断维生素D缺乏与不足时一致性较好,结果差异

对维生素D营养状况判读的影响可接受。

图3  ECLIA与LC-MS/MS法检测25(OH)D浓度的

山形图

3 讨  论

研究表明,维生素D不仅可以维持体内钙磷平衡

及骨骼代谢,其在免疫调节、癌症、抗炎及心血管健康

等方面也起着至关重要的作用[5]。维生素D缺乏或

不足易导致佝偻病及骨质疏松症等常见病的发生,过
量也会导致高钙血症等相关疾病[6]。相关研究指出,
血清25(OH)D浓度检测已被公认为反映维生素D
状态 的 最 合 理 指 标[7]。因 此,需 要 选 择 合 适 的

25(OH)D 检 测 方 法 以 辅 助 临 床 进 行 疾 病 诊 断 及

预防。
目前临床实验室25(OH)D检测方法主要有放射

免疫法(RIA)、酶联免疫吸附试验(ELISA)、ECLIA、
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高效液相色谱法(HPLC)及LC-MS/MS等[8]。不同

检测系统由于采用的方法学不同,抗干扰能力也不

同,会出现同一标本在不同检测系统上得到不同的检

测结果,这种结果差异的出现可能会影响临床对疾病

的判读。为了改变不同检测系统结果差异的这种情

况,有机构成立了维生素D标准化项目,其宗旨是促

进全球所有实验室25(OH)D检测方法(包括商业化

和自建方法)的标准化,从而提高医疗安全,保障全民

健康[9-10]。目前越来越多厂商及大型临床实验室加入

美国疾病控制和预防中心标准化认证程序的行列中,
参加实验室数与日俱增,但距离25(OH)D检测结果

一致的目的仍任重而道远[11]。因此,对不同检测系统

所得到的结果之间的相关性及一致性进行评估是非

常有意义的工作。
本研究采用LC-MS/MS与ECLIA这两种方法

检测 血 清 中 25(OH)D 浓 度,LC-MS/MS 测 定

25(OH)D浓度明显低于ECLIA,统计分析结果显示

两种方法一致性较差。引起这种结果差异的原因可

能有以下几点:ECLIA原理为利用抗原抗体反应进行

有效结合,易受基质及抗体状态影响,特异性较差,而
LC-MS/MS经过对血清标本前处理、色谱分离、串联

质谱根据分子量进行区分检测,可实现25(OH)D2、
25(OH)D3 的 精 准 检 测,从 方 法 学 角 度 来 分 析,

ECLIA 较之 LC-MS/MS测定结果偏高[7,12-13]。再

者,ECLIA无法避免25(OH)D3 的3-epi-25(OH)D3
异构体造成的影响,导致交叉反应,从而可能使得检

测结果较高[14]。25(OH)D与维生素D结合蛋白是

否解离完全,也是影响其检测结果准确性的重要影响

因素,受试者维生素D结合蛋白浓度差异也导致了其

对维生素D代谢物的亲和力不同,这也是ECLIA与

LC-MS/MS产生检测结果差异的可能原因[15]。
两种方法在诊断维生素D缺乏时诊断符合率为

94.68%,Kappa系数为0.875,一致性较好,诊断维生

素D不足的诊断符合率为75.53%,Kappa系数为

0.538,一致性中等,整体来看,依据营养状况诊断维

生素D缺乏与不足的符合率较高。LC-MS/MS因其

高灵敏度、特异度等优势,被认为是血清25(OH)D检

测的金标准,但目前质谱仪器价格较高,且对实验室

环境条件及人员技术要求较高,在大型医院及第三方

医学检验实验室应用较多,在小型医院暂未广泛使

用。而ECLIA自动化程度高,成本较低,适用于小型

医院及健康体检。这两种方法在应用和选择时,临床

应考虑可能存在的干扰因素,根据实际情况选择合适

检测系统。在进行维生素D检测时,25(OH)D2 虽检

出率较高,但大多数标本浓度较低,对无LC-MS/MS
检测能力的实验室可选择传统免疫方法作为替代方

法;当受试者服用过25(OH)D2 时,LC-MS/MS是更

可靠的检测方法。在解读维生素D报告时,应充分考

虑所选用的检测方法,建立本实验室所用方法检测25
(OH)D的参考范围,并尽快实施维生素D检测一致

化计划。
本研究尚有不足,仅比对了罗氏电化学发光免疫

分析仪与LC-MS/MS检测25(OH)D的一致性,入组

样本量不大,后续可进行其他平台的比对。3-epi-
25(OH)D3 是25(OH)D3 的同分异构体,在结构上仅

有一个羟基空间方向上的差异,需高灵敏度质谱仪器

才能将其分离检测,它的存在会造成25(OH)D检测

结果的假阳性,3-epi-25(OH)D3 在一岁以下婴幼儿

中浓度较高,影响更为明显。同时检测25(OH)D2、

25(OH)D3、3-epi-25(OH)D3 的浓度有助于真实准确

地评估维生素D营养水平,对于骨质疏松、佝偻病的

治疗防治可提供有效诊断依据,同时可为心血管及肿

瘤疾病等提供辅助诊断。后续仍需继续开发可分离

3-epi-25(OH)D3 的LC-MS/MS检测方法,助力实现

25(OH)D的精准检测。同时提示检验实验室应定期

进行比对,保证检测结果的准确性。临床在解读报告

时也应考虑到不同检测系统对检测结果的影响。
综上所述,ECLIA与LC-MS/MS检测结果一致

性较差,但依据营养状况诊断维生素D缺乏与不足的

符合率较高。两种检测方法都可以应用于临床检测,
临床可根据实际需求选择相应检测方法。
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