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引言

甲基丙二酸血症是一种染色体隐性遗传疾病，由酶缺陷导致

甲基丙二酸不能正常进行新陈代谢，在血液中贮积。甲基丙二酸

血症伴同型半胱氨酸血症是甲基丙二酸血症中钴胺素代谢缺陷的

一种类型，导致腺苷钴胺素和甲基钴胺素合成不足，引起相应的

甲硫氨酸合成酶和甲基丙二线辅酶A变位酶活性降低，从而使体内

甲基丙二酸及同型半胱氨酸蓄积，造成神经、血液、肝脏、肾脏

和皮肤等多系统损伤。

巨幼红细胞性贫血，常见于孕前或孕中缺乏维生素B12或

（和）叶酸。这种贫血的特点是骨髓里的幼稚红细胞量多，红细

胞核发育不良，成为特殊的巨幼红细胞。这两种营养素都是在红

细胞的合成阶段发挥巨大作用的物质。维生素B12在体内主要以甲

钴胺和腺苷钴胺两种形式存在，由于其含量低、易受基质干扰，

且甲基丙二酸在腺苷钴胺的作用下转化生成琥珀酸参与三羧酸循

环，同型半胱氨酸在甲钴胺的作用下转化为甲硫氨酸，因此临床

常通过检测甲基丙二酸和同型半胱氨酸的含量反映维生素B12的情

况。5-甲基四氢叶酸是叶酸在体内的主要存在形式。当叶酸缺乏

或某些药物抑制了叶酸还原酶，使叶酸不能转变为5-甲基四氢叶

酸，都可影响血细胞的发育和成熟，造成巨幼红细胞性贫血。人

在怀孕期，由于需要量增高易导致叶酸及5-甲基四氢叶酸缺乏，

严亏者可使胎儿发生神经管畸形。

本方法采用蛋白沉淀法提取，结合SCIEX液相色谱串联质谱

系统，以同位素内标法定量，对血浆中同型半胱氨酸、甲基丙二
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酸、叶酸和5-甲基四氢叶酸的含量进行精准定量及分析，以期为临

床诊断甲基丙二酸血症、同型半胱氨酸血症及巨幼红细胞性贫血

等疾病提供方法和数据支持。

实验部分

1、 溶液制备

叶酸标准物质粉末经过纯水（含0.1% 氨水）溶解制得的

1  m g / m L储备液，同型半胱氨酸标准物质粉末经过纯水溶解

制得的1 mg /mL储备液，5-甲基四氢叶酸标准物质粉末经过纯

水:甲醇=1:3（含10mM AcNH4、10% Vc、2% DTT）溶解制得的

1 mg/mL储备液，甲基丙二酸标准物质粉末经过纯水（含0.01% 

Vc）溶解制得的1 mg /mL储备液。分析物和同位素内标的二级

储备液由储备液的溶剂稀释得到10 μg /mL，分析物的工作溶液

由二级储备液经含纯水:甲醇=1:3（含10 mM AcNH4、10% Vc、

2% DTT）稀释得到。分析物及同位素内标的储备液置于实验

室-80℃冻存。

2、样品前处理

准确量取100 μL血清样品于1.5 mL塑料离心管中，加入10 μL内

标混合标准工作液（10 ng/mL）和190 μL乙腈（含1%FA），涡旋

混匀1 min，14000 r/min离心10 min，精密移取上清液100 μl至96孔

板，待LC-MS/MS分析。

3、检测方法

色谱条件：色谱柱：HSS T3（2.5 μm，150 mm column XP），

流动相：A：含0.1%甲酸、10 mmol/L甲酸铵的水溶液，B：含0.1%
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以50%甲醇为基质，配制混合标曲溶液，按上述前处理步骤

进行处理，配作标准工作曲线（浓度单位均为ng /mL）。表3显

示，叶酸、同型半胱氨酸、5-甲基四氢叶酸和甲基丙二酸在0.1-50 

ng/mL、1-30000 ng/mL、0.4-200 ng/mL、0.3-30 ng/mL均具有良好

的线性，其回归系数r＞0.999。

总结

本方法使用SCIEX Triple Quad™系统建立血浆中叶酸、同型半

胱氨酸、5-甲基四氢叶酸和甲基丙二酸测定的LC-MS/MS方法，并

对方法的线性、准确度和精密度进行了系统的方法学验证。该方

案可以满足临床患者血浆中叶酸、同型半胱氨酸、5-甲基四氢叶酸

和甲基丙二酸浓度检测的需求，并且为临床诊疗提供方法参考和

数据支持。

甲酸、10 mmol/L甲酸铵的乙腈溶液，柱温：40℃，梯度洗脱，液

相梯度见表1。

表1. 液相梯度洗脱条件

表2. 目标组分的质谱参数

时间（min） A(%) B(%)

0.0 95 5

1.0 95 5

2.0 50 50

5.0 1 99

5.1 95 5

6.0 95 5

质谱条件：离子源：ESI源正模式

气帘气 CUR: 20 psi 碰撞气 CAD: medium

雾化气 GS1: 50 psi 辅助气 GS2: 50 psi

IS电压: +5500 V/-4500 V 源温度 TEM: 550℃  

质谱参数见表2

中文名 Q1 Q3 Dwell 
time ID DP CE

5-甲基四氢叶酸
460.2 313.2 10 5-MTHF-1* 91 28

460.2 180.1 10 5-MTHF-2 91 52

同型半胱氨酸
136.2 47.0 10 HCY-1* 75 40

136.2 90.0 10 HCY-2 75 15

叶酸
442.1 295.1 10 Folic acid-1* 90 25

442.1 176.0 10 Folic acid-2 90 52

甲基丙二酸
117.1 73.1 10 MMA-1* -50 -13

117.1 55.1 10 MMA-2 -50 -34

* 定量离子

结果与讨论

以50%甲醇为替代基质，考察了5-甲基四氢叶酸、同型半胱氨

酸、叶酸和甲基丙二酸在线性范围最低点的灵敏度和峰形情况，

结果表明化合物灵敏度高、峰形良好，见图1。

 

 

叶酸

5-甲基四氢叶酸

同型半胱氨酸

甲基丙二酸

图1. 替代基质中叶酸（100 pg/mL）、同型半胱氨酸（1 ng/mL）、5-甲基

四氢叶酸（0.4 ng/mL）和甲基丙二酸（0.3 ng/mL）色谱图
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表3. 人血浆基质标准曲线

系列 叶酸 同型半胱氨酸 5-甲基四氢叶酸 甲基丙二酸

STD1 0.1 1 0.4 0.3

STD2 1 10 1 0.5

STD3 2 50 4        1

STD4 5 100 10 2

STD5 10 200 80 5

STD6 20 2000 100 10

STD7 50 30000 200 30

线性方程 Y=3.4X+2.9e2 Y=4.4e3X-1.6e3 Y=0.79X+5.5e2 Y=9.9e3X+6.3e3

相关系数r 0.99914 0.99956 0.99946 0.99942


