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甲基丙二酸质控滤纸片的配制及其气相色谱
?

质谱联用

技术检测尿液有机酸的应用评估
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摘
!

要"目的
!

探讨甲基丙二酸质控滤纸片的配制方法及其在气相色谱
?

质谱联用技术测定尿有机酸方法

中的应用价值%方法
!

收集健康者尿液标本!根据肌酐值及目标浓度添加甲基丙二酸溶液!配成甲基丙二酸尿

液%采用
)JK ;̀JK

专用滤纸片浸取甲基丙二酸尿液后自然晾干!制成甲基丙二酸质控滤纸片%根据
P-.#?

Y:*'

要求!对质控滤纸片的均匀性&稳定性进行评价%结果
!

甲基丙二酸质控滤纸片的最终浓度达到目标浓

度!均匀性&稳定性评估结果表明该质控品基质均匀&稳定期至少
!

年%结论
!

本研究成功配制了用于气相色

谱
?

质谱联用技术检测有机酸的甲基丙二酸质控滤纸片!为研制含其他有机酸的复合项目室内质控品提供了

思路%

关键词"甲基丙二酸#
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遗传代谢病病因复杂#临床表现缺乏特异性#需

依靠液相串联质谱$

4#4#

&及气相色谱
?

质谱联用

$

YP?4#

&分析技术等特殊生化分析技术进行诊断)

基于标本留取和运输的便利#

4#4#

主要检测干血滤

纸片中的多种氨基酸和酰基肉碱#

YP?4#

主要检测

尿滤纸片中的多种有机酸'

!

(

)

&

种质谱技术各有特

点*相互补充#广泛应用于氨基酸代谢病*脂肪酸代谢

病和有机酸代谢病的筛查和诊断)目前#检测干血滤

纸片中多种氨基酸和酰基肉碱的
4#4#

检测系统仪

器和试剂盒#均有国家食品药品监督管理总局的注册

产品#有商品化的成熟室内质控品#因此检测比较规

范'

&

(

)而检测尿滤纸片中的多种有机酸的
YP?4#

检

测系统在实际应用中还有不少问题#不但无国家食品

药品监督管理总局的注册仪器和配套试剂盒#也无商

品化的室内质控品#因此该检测领域尚未开展行业要

求的室内质控)本实验室从最常用的检测项目111

甲基丙二酸着手#配制室内质控品#并对其均匀性和

稳定性进行评估)

$

!

资料与方法

$($

!

一般资料
!

选取经体检肝*肾功能正常*无遗传

病史*

!

周内未服用任何药物的
;

!

+

例成人#每例留

取空腹晨尿
&**

!

&3*K:

#置于
!

个带盖的干净大玻

+

!3

+

检验医学与临床
&*!E

年
!

月第
!;

卷第
!

期
!
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璃瓶中充分混匀)取
&**

#

:

检测肌酐#剩余尿液标

本于
)i

冰箱保存备用)

$(/

!

仪器与试剂
!

气相色谱质谱联用仪$型号!

#IA?

K=>Q7YP?4#?c5&*!*b:$%.

#日本岛津公司产品&)

十七烷酸*托品酸*二十四烷*尿素酶$美国西格玛奥德

里奇公司产品&%硅烷化衍生剂
N#$X.g$4P#_E*g

!*

$上海安谱科学仪器公司产品&%甲基丙二酸$上海九

鼎化学科技有限公司产品&)试剂配制浓度为十七烷

酸*二十四烷!

*(3K

D
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K:

%托品酸
!(*K

D

"
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%甲基丙

二酸溶液!
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"

K:

*

!**(*K

D

"

K:

)
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!

仪器分析流程
!

标本经前处理后上机检测#经

YP?4#8F67HAFB

软件工作站进行色谱和质谱分析#采

用先天性代谢异常筛查诊断软件$

OBCF2BS22F28FL

41H=CF6A8B#J211BAB

D

#

/

8H1K

&对色谱和质谱图进行

数据处理与化学诊断#再传入实验室信息系统$

:O#

&

进行室内质控分析和检测报告签发'

'

(

)
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!

质控品的配制及评估

$(1($

!

初始样品及质控测试样品浓度测定
!

根据基

础尿液肌酐值#取
&

份浓度为
*(&K

D

肌酐的尿液标

本#

!

份作为初始样品%另
!

份加入
*(3K

D

"

K:

的甲

基丙二酸
)*

#

:

$与内标十七烷酸加入量一致&#充分

混匀配制成质控测试样品)

&

份样品分别执行有机酸

检测前处理!加入尿素酶#混匀#分解尿素%加入内标

溶液#用去离子水定容至
&K:

#然后#加入
3e

盐酸

羟铵*

&(3-

氢氧化钠溶液#进行肟化反应避免
)

酮酸

漏检%加入
;-

盐酸溶液充分混匀#调节溶液
0

<

值%

再用乙酸乙酯萃取
&

次#合并上清液#

;*i

氮气吹干%

最后加入硅烷化试剂$

N#$X.g$4P#_E*g!*

&衍

生#

YP?4#

分析测定)使用
YP?4#

先天性代谢异

常诊断软件进行数据处理#获得甲基丙二酸结果)

$(1(/

!

质控尿液配制
!

根据步骤
!()(!

中初始样品

及质控测试样品的甲基丙二酸测定结果#计算配成

!***K:

目标浓度的质控尿液需加入甲基丙二酸的

数量#加入
!***K:

尿液中充分混匀后#取相当于

*(&K

D

肌酐的尿液标本#执行有机酸检测前处理#

YP?4#

分析得出质控尿液最终浓度)

$(1('

!

甲基丙二酸质控滤纸片的配制
!

采用
)JK`

;JK

专用滤纸片$与被检者使用滤纸片相同&充分浸

取质控尿液后自然晾干#制成甲基丙二酸质控滤纸

片#分装后于
!

&*i

冰箱保存'

)

(

)

$(1(1

!

均匀性和稳定性评估
!

按照
P-.#?Y:*'

/能

力验证样品均匀性和稳定性评价指南0进行稳定性和

均匀性评价'

)

(

)随机抽取
!*

份标本$每份含
)

张滤

纸片&#先将每份标本中的
&

片干滤纸片卷曲后放入

&(3K:

针筒#用去离子水浸泡洗脱#等滤纸片充分湿

润后离心#得到滤纸尿#检测肌酐值)根据滤纸尿肌

酐值取相当于
*(&K

D

肌酐的尿液标本执行前处理#

于
YP?4#

检测)使用每份标本中的另外
&

片干滤纸

片重复上述步骤
!

次)记录检测结果#使用方差分析

计算
-

值#若
-

%

-

*(*3

$

E

#

!*

&

#说明分装样品间差异无统

计学意义#均匀性评估通过)配制分装后及
'

*

;

*

E

*

!&

个月后#均随机抽取
;

份标本$每份含
&

张滤纸片&分

别测定#记录测定值#计算均值及标准差#计算
<

值#若

<

%

<

*(*3

#

!*

#表示稳定性评估通过)

/

!

结
!!

果

/($

!

基础尿液样品中肌酐检测结果
!

基础尿液样品

肌酐检测值!
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#

KF6

"

:

#肌酐摩尔质量!

!!'(!

D

"

KF:

#通过换算可知肌酐
+3)+

#

KF6

"

:

相当于
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D
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!

基础尿液样品*质控测试样品及调配后的质控

尿液中甲基丙二酸检测结果
!

基础尿液样品甲基丙

二酸检测结果为
*

#

D

"

K

D

的肌酐#质控测试样品甲基

丙二酸检测结果为
&+(''

#

D

"

K

D

的肌酐)根据既往

本实验室甲基丙二酸尿症患者检测结果的均值显示#

将质控尿液配制的预计浓度调为
&+'('

#

D

"

K

D

的肌

酐#可以满足监测阳性结果的需要)由此可计算配成

!***K:

的质控尿液需加入的甲基丙二酸的数量为

*("3

D

#即加入
!**K

D

"

K:

的甲基丙二酸溶液
"(3

K:

)调配后质控尿液甲基丙二酸检测结果为
&)+()"

#

D

"

K

D

的肌酐)

/('

!

均匀性评价结果
!

随机抽取
!*

份甲基丙二酸

质控滤纸片的甲基丙二酸进行检测)单因子方差分

析结果显示#经统计分析#

-

值为
*(''

#经查表
-

临界

值
-

*(*3

$

E

#

!*

&_'(*&

#结果计算的
-

值
%

-

临界值#均

匀性测试通过)见表
!

)

表
!

!!

!*

份质控滤纸片甲基丙二酸测试结果#

#

D

'

K

D

!肌酐$

测定次数 标本
!

标本
&

标本
'

标本
)

标本
3

标本
;
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标本
"

标本
E

标本
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!

稳定性评价结果
!

配制分装后及
'

*

;

*

E

*

!&

个

月后#分别随机抽取
;

份标本的甲基丙二酸进行检

测)稳定性评估结果显示#经统计计算第
'

*

;

*

E

*

!&

个月稳定性
<

值分别为
*(3&

*

!(3!

*

!(3"

*

*(!;

#均小

于
<

临界值$

<

*(*3

#

!*

_&(&'

&#稳定性测试通过#说明所

配制的甲基丙二酸质控滤纸片
!&

个月稳定性良好)

+

&3

+

检验医学与临床
&*!E

年
!

月第
!;

卷第
!

期
!
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见表
&

)

表
&

!!

;

份标本配制分装后及
'

%

;

%

E

%

!&

个月后甲基丙

!!!

二酸测试结果#

#

D

'

K

D

$

类别 分装后
'

个月
;

个月
E

个月
!&

个月

标本
! &3+(&3 &)E()' &"&(*3 &3"(&E &)*(3*

标本
& &";("' '*'("" '*;(3) &"*()& &*&()'

标本
' !3'("' &+"('* '*"(;* '**(;! &)3(;;
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) !E3(3& &+&()" &E)("" &;)("3 &*'(+!

标本
3 !E)(!* !E!(E' &&+("3 &"!(3* &+)('+

标本
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讨
!!

论

!!

目前
YP?4#

定量测定尿液含甲基丙二酸在内的

!**

多种有机酸#是根据多种被测物质与同一种内标

$十七烷酸&色谱峰面积的比值进行计算而完成#不是

每个被测物质与各自内标相比计算得到#原因是目前

尚无法得到含
!**

多种被测成分相应内标的混合内

标#因此
YP?4#

测定尿液
!**

多种有机酸是相对定

量)在加入的内标中#除十七烷酸外#还有二十四烷*

托品酸#用于监测色谱保留时间及阳性对照)根据上

述定量原理可知#一旦内标十七烷酸配制时间过长*

稳定性差*加样出偏差*质谱离子强度读取等方面出

现问题#包括甲基丙二酸在内的
!**

多种有机酸检测

结果均会发生偏差#且上机前的标本处理包括提取滤

纸片尿液*测定肌酐浓度*加尿样*脲酶处理*氧化*调

节
0

<

值*加内标*萃取*氮气吹干及硅烷化试剂衍生

等复杂*耗时的步骤)所以要想获得稳定*可靠的检

测结果#进行室内质控是需要解决的问题)但目前尚

无商品化的专门用于
YP?4#

测定
!**

多种有机酸的

室内质控品)为解决这一问题#本实验室从甲基丙二

酸$筛查和诊断甲基丙二酸尿症的必须指标&着手#尝

试配制室内质控品)

首先应考虑使用与患者标本前处理和检测系统

响应方式尽可能接近的质控物'

3

(

)为避免基质效应#

本实验室选择了与患者样品一致的人新鲜尿液作为

基质)然后在基础尿液中添加甲基丙二酸#使其浓度

达到约为既往甲基丙二酸尿症患者检测结果的均值)

为实现此目的#本实验室采用先加入与内标物相同数

量的甲基丙二酸进行测试#根据测试结果再进行调

配#最终配制出预计浓度的质控品)这样既能起到监

控甲基丙二酸阳性标本的作用#又能避免配制的甲基

丙二酸浓度过高而引起
YP?4#

检测器的饱和)

在配制及保存过程中#应注意防污染#盛放尿液

的容器在使用前需进行清洗%配制准备期间的尿液需

低温储存%批量滤纸片浸取同一批次尿液需连续完

成#并于自然条件下充分晾干%晾干后的质控滤纸片

需配上干燥剂密封*冷冻保存)

足够的均匀性和良好的稳定性是确保质控效果

的前提'

;

(

)按照
P-.#?Y:*'

/能力验证样品均匀性

和稳定性评价指南0对自配甲基丙二酸质控滤纸片进

行稳定性和均匀性评价#结果表明均匀性及稳定性均

能符合要求)本研究将自配的甲基丙二酸质控滤纸

片用于日常室内质控#取得了较好的质控效果)如

&*!"

年
'

月
!U3

日#发现甲基丙二酸质控结果持续

增高#而二十四烷*托品酸结果正常#在排除了人员操

作*仪器状态等问题后#发现是内标十七烷酸配制时

间过长所致#于是修改相关
#W5

#明确内标配置间隔

时间#并进行新旧内标工作液批号验证)若不进行室

内质控#仅根据二十四烷*托品酸结果判断患者检测

结果是否可靠#则发现不了此类问题#可能出现甲基

丙二酸尿症假阳性结果)

目前采用气相色谱
?

质谱联用仪从尿液中能检测

出
!**

多种有机酸#可检测
)*

余种代谢病'

+

(

)除甲

基丙二酸尿症外#丙酸尿症*戊二酸尿症
%

型等也较

常见#因此含其他有机酸的复合项目室内质控品研制

很有必要#本研究对此提供了研制思路)

综上所述#本研究成功配制了用于气相色谱
?

质谱

联用技术检测有机酸的甲基丙二酸质控滤纸片#为研

制含其他有机酸的复合项目室内质控品提供了思路)
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