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  摘 要:目的 建立北京地区健康成人采用液相色谱串联质谱
 

(LC-MS/MS)
 

法检测血浆25-羟维生素D
[25(OH)D]的参考区间。方法 选择2022年1-12月于北京航天总医院进行体检的健康成人作为研究对象,
其中男1

 

083例,女1
 

062例。采用LC-MS/MS法对研究对象进行血浆25(OH)D水平检测。依据美国临床和

实验室标准化协会C28-A3的要求,建立25(OH)D的参考区间。结果 健康成年男性血浆25(OH)D水平

[16.70(12.50,22.00)ng/mL]高于健康成年女性血浆25(OH)D水平[15.90(11.50,21.90)ng/mL],差异有统

计学意义(Z=-2.310,P<0.05)。青年组、中年组、老年组血浆25(OH)D水平分别为16.40(11.90,21.30)、
16.90(12.70,22.85)﹑15.90(11.40,21.40)ng/mL,组间比较差异有统计学意义(H=7.224,P<0.05)。将

健康成年男、女性血浆25(OH)D水平参考区间以60岁为界分别设定,以参考分布的2.5%和97.5%百分位数

为参考下限和上限,男性≤60岁:6.97~37.03
 

ng/mL,>60岁:5.44~38.21
 

ng/mL。女性≤60岁:7.02~
35.82

 

ng/mL,>60岁:5.92~38.40
 

ng/mL。对该研究建立的血浆25(OH)D水平参考区间进行验证,结果符

合 WS/T
 

402-2012标准。结论 初步建立了北京市健康成人血浆25(OH)D的参考区间,为临床诊疗提供

依据。
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  维生素 D是一种类固醇激素,25-羟维生素 D
[25(OH)D]是维生素

 

D在代谢中的主要循环形式,
能反映食物摄入和自身合成的维生素

 

D总量及维生

素
 

D的转化能力,因此25(OH)D被认为是衡量维生

素D营养状态的最佳指标[1]。目前,国内外临床检测

25(OH)D的常用方法有放射免疫法、酶联免疫法、电
化学发光免疫法、液相色谱串联质谱

 

(LC-MS/MS)
法等[2],传统的免疫学方法虽然有自动化程度高、操
作简便等优势,但存在抗体特异性不足、抗干扰能力

差、不能区分25(OH)D2 和25(OH)D3 等缺点,无法

准确反映体内25(OH)D水平。LC-MS/MS法检测

人血浆25(OH)D,特异度高、抗干扰能力强,被公认

为是检测人血浆25(OH)D的“金标准”[3]。目前,
《WS/T677-2020人群维生素D缺乏筛查方法》[4]对
25(OH)D的临床参考区间做了相关规定,但研究表

明,性别、年龄、季节、地区纬度均对血浆25(OH)D水

平有影响[5-6],目前鲜见有关北京地区采用LC-MS/
MS法建立25(OH)D参考区间的报道。本研究旨在

建立并验证北京地区健康成人25(OH)D参考区间,
为临床治疗及诊断提供依据。

 

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年1-12月在北京航天

总医院进行体检的健康成人2
 

145例作为研究对象,
男1

 

083例,女1
 

062例。研究对象按年龄分为3组:

18~<45岁为青年组,45~<60岁为中年组,≥60岁

为老年组。纳入标准:(1)在北京地区生活超过1年

的居民;(2)半年内未使用任何维生素D补品;(3)基
本信息未缺失。排除标准:(1)既往诊断包含骨科疾

病;(2)近期服用或注射过维生素D等药物;(3)心血

管疾病;(4)免疫系统相关疾病;(5)丙氨酸氨基转移

酶、血脂、血糖等基础指标水平异常升高。所有研究

对象或其监护人对检测知情同意。
1.2 仪器与试剂 WatersTQD串联 ACQUITYU-
PLC液相色谱质谱联用仪,Agela氮吹仪,Eppendorf
移液器,Eppendorf高速冷冻离心机,MilliQ超纯水

机。25(OH)D3 和25(OH)D2 的标准品购自Ceril-
liant公司,内标品25(OH)D3-d3和25(OH)D2-d3购

自剑桥同位素实验室,甲醇、甲酸、正己烷购自美国

Thermo
 

Fisher公司。
1.3 方法

1.3.1 色谱条件 色谱柱为 Waters
 

XBridge
 

BEH
 

C8色谱柱(2.1
 

mm×100.0
 

mm,2.5
 

μm),柱温为

40
 

℃,流动相 A 为0.1%甲酸水溶液,流动相B为

0.1%甲酸甲醇溶液,流速为0.3
 

mL/min,进样量为

10
 

μL,采用梯度模式洗脱,具体见表1。
1.3.2 质谱条件 电喷雾电离离子源,正离子模式。
毛细管电压为2.0

 

kV,源温度为150
 

℃,雾化气温度

为400
 

℃,雾化气流速为600
 

L/h,锥孔气流速为100
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L/h。选择多离子反应监测模式,检测的离子对和质

谱条件见表2。
表1  流动相的梯度洗脱程序

时间

(min)
流速

(mL/min)
流动相A的体积

(%)
流动相B的体积

(%)
梯度

0.0 0.3 18 82 6

0.5 0.3 15 85 6

2.8 0.3 10 90 6

2.9 0.3 0 100 6

4.5 0.3 0 100 6

4.6 0.3 18 82 6

6.0 0.3 18 82 6

表2  质谱参数设置

项目
母离子

(m/z)
子离子

(m/z)
去簇电压

(v)
碰撞能量

(v)

25(OH)D2 413.3 355.3 24 10

25(OH)D3 401.3 365.3 24 10

25(OH)D2-d3 416.3 358.3 24 10

25(OH)D3-d3 404.3 368.2 20 12

1.3.3 样本采集 研究对象空腹静脉采血,3
 

000
 

r/min离心10
 

min,收集血浆于-20
 

℃保存,排除溶

血、脂血等不合格样本。
1.3.4 样本处理 取

 

200
 

μL待测样品转移至对应

的1.5
 

mL 离 心 管,加 入 20
 

μL
 

25(OH)D3 和

25(OH)D2 的混合内标溶液,涡旋混匀。往上述离心

管中加入200
 

μL
 

甲醇,振荡混匀。蛋白质沉淀后加

入800
 

μL 正 己 烷,涡 旋 混 匀10
 

min。在
 

4
 

℃及

13
 

000
 

r/min的条件下离心10
 

min,吸取
 

600
 

μL上

清液于新的离心管中,氮气吹干。加入100
 

μL
 

75%
甲醇复溶,4

 

℃
 

及4
 

200
 

r/min的条件下离心5
 

min,
取80

 

μL上清液上机检测。
1.3.5 定量分析 采用内标法进行定量,通过将样

本中25(OH)D3 和25(OH)D2 的峰面积与相应内标

面积的比值带入标准曲线,计算出样本中25(OH)D3
和25(OH)D2 水平,二者相加的总和即为总25(OH)D
水平。
1.4 统计学处理 依据文献[7]剔除离群值,将所有

数据从小到大排列,将疑似离群点与其相邻点的差值

设为D,数据全距设为R,两者相除,若D/R>1/3,则
考虑为离群点。采用SPSS22.0进行数据分析。用

Kolmogorov-Smirnov
 

test进行正态性检验,正态分

布的计量数据以x±s表示,非正态分布的计量数据

以M(P25,P75)表示。两独立样本的比较采用 Mann-
Whitney

 

U 检验,多个独立样本的比较用 Kruskal-
Wallis

 

H 检验,以参考分布的2.5%和97.5%百分位

数为参考下限和上限。P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 不同性别、不同年龄血浆25(OH)D水平比较 
健康成年男性血浆25(OH)D水平为16.70(12.50,
22.00)ng/mL,健康成年女性血浆25(OH)D水平为

15.90(11.50,21.90)ng/mL,健 康 成 年 男 性 血 浆

25(OH)D水平高于健康成年女性(Z=-2.310,P<
0.05)。青年组、中年组、老年组血浆25(OH)D水平

分别 为 16.40(11.90,21.30)﹑ 16.90(12.70,
22.85)、15.90(11.40,21.40)ng/mL,组间比较差异

有统计学意义(H=7.224,P<0.05)。青年组和中年

组血浆25(OH)D水平比较差异无统计学意义(Z=
-1.392,P>0.05);中年组和老年组血浆25(OH)D
水平比 较 差 异 有 统 计 学 意 义(Z=-2.642,P<
0.05);青年组和老年组血浆25(OH)D水平比较差异

无统计学意义(Z=-1.346,P>0.05)。
2.2 参考区间的建立 将健康成年男、女性血浆

25(OH)D水平参考区间以60岁为界分别设定,以参

考分布的2.5%和97.5%百分位数为参考下限和上

限。男性≤60岁:6.97~37.03
 

ng/mL,>60岁:
5.44~38.21

 

ng/mL。女性≤60岁:7.02
 

~35.82
 

ng/mL,>60岁:5.92~38.40
 

ng/mL。
2.3 参考区间的验证 根据 WS/T402-2012的血浆

25(OH)D水平的参考区间验证规则[8],选取2023年

1-4月在北京航天总医院体检的健康成年男性和女

性各40例,不同性别人群中≤60岁和>60岁各20
例,分别检测其血浆25(OH)D水平。≤60岁和>60
岁健康成年人血浆25(OH)D水平均有90%以上的

检测值落在本研究血浆25(OH)D水平参考区间内,
验证通过。
3 讨  论

25(OH)D是人体内维生素D的主要储存形式,
可同时反映内源性和外源性的维生素D水平,通过测

定它可以明确整个维生素D的情况[8]。近年来研究

表明,维生素D的生物学作用不局限于调节钙磷代谢

和促进骨健康,还具备一些非骨骼系统作用,与自身

免疫疾病、心血管系统疾病、糖尿病及癌症密切相

关[9]。因此实验室开展的维生素D检测项目对预防

相关疾病及机体健康具有重要意义。传统的免疫学

检测
 

25(OH)D的方法均采用商品化的试剂盒,试剂

盒说明书提供的参考区间大多根据白种人建立,不符

合我国人群的实际情况。随着质谱检测技术的发展,
采用LC-MS/MS法检测血浆25(OH)D的实验室数

量 也 随 之 增 加。研 究 表 明,免 疫 法 检 测 血 浆

25(OH)D与LC-MS/MS法的一致性表现不一[10-11],
临床在评价维生素D营养状况时应考虑不同方法学

间存在的差异。因此,建立北京地区健康成人采用

LC-MS/MS法检测血浆25(OH)D的参考区间尤为
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重要。
本研究结果表明,健康成年男性血浆25(OH)D

水平高于健康成年女性血浆25(OH)D水平(Z=
-2.310,P<0.05)。防紫外线产品的使用和性激素

水平的不同可能是健康成年女性25(OH)D水平低于

健康成年男性25(OH)D水平的重要原因[12]。青年

组、中年组、老年组血浆25(OH)D水平分别为16.40
(11.90,21.30)﹑16.90(12.70,22.85)﹑15.90
(11.40,21.40)ng/mL,组间比较差异有统计学意义

(H=7.224,P<0.05)。随着年龄的增长,皮肤中合

成维生素D的原料7-脱氢胆固醇逐渐下降,加之老年

人维生素D受体数量和功能不足,肾脏1α-羟化酶活

性也随着年龄的增长而降低,这些因素均会影响维生

素D的合成[13]。本研究结果显示,将健康成年男、女
性血浆25(OH)D水平参考区间以60岁为界分别设

定,以参考分布的2.5%和97.5%百分位数为参考下

限和上限,结果为男性≤60岁:6.97~37.03
 

ng/mL,
>60岁:5.44~38.21

 

ng/mL,女性≤60岁:7.02~
35.82

 

ng/mL,>60岁:5.92~38.40
 

ng/mL。对于

同一种检测项目,其参考区间也会受不同检测方法、
生物学特性和试剂厂商的影响而有所差异[14],有必要

进一步研究以获得可靠的参考区间,从而降低诊断的

假阳性,避免误诊给患者造成不必要的心理和经济负

担[15]。因此,制订适合我国、适合本地区人群的实验

室参考区间具有非常重要的意义。目前有较多关于

各地区血浆25(OH)D参考区间建立的相关报道,但
这些研究均采用化学发光法对样本进行检测[16-17]。
随着质谱技术的发展,较多的实验室选择LC-MS/MS
法对25(OH)D进行定量分析,但鲜见有北京地区健

康成人LC-MS/MS法测定血浆25羟维生素D参考

区间的 相 关 报 道。本 研 究 建 立 的 参 考 区 间,与 文

献[18-20]这些地区的报道结果均有一定的差异,除了不

同地区纬度的影响外,方法学的差异是最主要的

原因。
综上所述,本研究对北京地区健康成人的血浆

25(OH)D进行调查,建立了本地区健康成人 LC-
MS/MS法测定血浆25(OH)D的参考区间,为后续

开展维生素 D代谢及其与疾病相关的研究奠定了

基础。
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