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关键词"维生素
T

#

!

免疫分析法#

!

色谱分析法

中图法分类号"

&0032/

文献标志码"

(

文章编号"

/37+)*011

"

+4/*

$

43)4A0*)41

!!

维生素
T

是一种重要的脂溶性维生素#为固醇类

衍生物#主要存在形式为维生素
T

+

$麦角钙化醇&和维

生素
T

-

$胆钙化醇&(维生素
T

的主要食物来源有动

物肝脏+鱼肝油+蛋黄等#除食物性来源外#人体皮下

储存的
7)

脱氢胆固醇#受紫外线的照射后#可转变为

维生素
T

-

)

/

*

(

维生素
T

是人体必需的营养元素#其经典作用是

促进肠道对钙磷的吸收以及肾小管内钙的重吸收#非

经典作用包括对机体多种组织细胞增殖+分化和功能

的调节)

+

*

(维生素
T

的缺乏已经日渐成为一个全球

性的健康问题#据估算#全球约有
/4

亿人缺乏维生素

T

(越来越多的研究表明#维生素
T

不仅在人体的钙

磷代谢和骨骼钙化过程中发挥着重要的作用#维生素

T

的缺乏会导致佝偻病+软骨病+骨质疏松等疾病#而

心脏病+癌症+糖尿病+高血压+心血管等疾病的形成

都与缺乏维生素
T

密切相关)

-)1

*

(随着对维生素
T

与

骨骼及非骨骼系统疾病相关性的深入研究#人们对维

生素
T

与健康的重要性的认知#维生素
T

的检测需求

也迅速增加#因此维生素
T

水平的精准+快速+高效的

测定对于维生素
T

相关疾病的诊断+治疗和预防十分

重要(

$

!

国内外维生素
T

检测方法发展现状

!!

维生素
T

由食物摄取或阳光照射产生后#通过血

液循环#首先进入肝脏#在肝脏
+1)

羟化酶的作用下转

化为
+1

羟维生素
T

)

+1)

$

`5

&

T

*#

+1)

$

`5

&

T

再转运

到肾脏#经过第
+

次羟化形成
/

#

+1

二羟维生素
T

)

/

#

+1)

$

`5

&

+

T

*

)

3

*

(

+1)

$

`5

&

T

是维生素
T

在体内的主

要存在形式#

/

#

+1)

$

`5

&

+

T

则被认为是维生素
T

在

体内的主要活性形式(由于
+1)

$

`5

&

T

在血液中的

浓度较高#半衰期长)维生素
T

半衰期约
+0G

#

+1)

$

`5

&

T

半衰期约
-

周#

/

#

+1)

$

`5

&

+

T

半衰期约
0

G

*#更加稳定#且其浓度不受血液中钙磷的浓度和甲

状旁腺激素$

:?5

&调节的影响#因此常被作为评价维

生素
T

营养水平的指标(

根据检测原理#测定血清
+1)

$

`5

&

T

的方法可以

分为
-

类!竞争蛋白结合分析法$

6:S(

&+免疫分析

法+色谱分析法)

7)A

*

(其中
6:S(

是于
/*7/

年提出的

最早测定
+1)

$

`5

&

T

的方法(此方法以维生素
T

结

合蛋白$

=TS:

&为主要结合剂来测定
+1)

$

`5

&

T

和

/

#

+1)

$

`5

&

+

T

的水平#但此法存在交叉反应且操作

繁琐#不宜大量样品的测定#不能满足高通量检测的

需求#目前已逐渐被临床实验室淘汰(现常用的方法

为免疫分析法和色谱分析法(

$2$

!

免疫分析法
!

免疫分析法主要利用抗原抗体结

合反应的原理#所有的
+1)

$

`5

&

T

代谢产物及类似物

都能发生反应#因此不能单独测定
+1)

$

`5

&

T

+

和
+1)

'
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$

`5

&

T

-

的浓度(免疫分析法主要包括!放射免疫法

$

&<(

&+化学发光法免疫法$

68<(

&+酶联免疫吸附法

$

U8<Q(

&+电化学发光免疫法$

U68<(

&和全自动生

化法)

*

*

(

$2$2$

!

&<(

!

放射免疫法应用广泛#于
/*A1

年首次

提出#是最经典的测定
+1)

$

`5

&

T

水平的方法(该方

法使用/+1

<

标记的
+1)

$

`5

&

T

作为示踪剂#与待测样

品中的
+1)

$

`5

&

T

竞争性结合抗体(

&<(

法首先由

T"NQ%$"J

公司商业化并沿用至今#目前常用的商业化

&<(

试剂盒主要来自
T"NQ%$"J

公司和英国
<TQ

公司(

T"NQ%$"J

于
+444

年提出了全自动化学发光免疫分析

系统
8<(<Q̀ '

;

#可检测
+1)

$

`5

&

T

总的浓度#是目

前临床诊断应用广泛的一款检测
+1)

$

`5

&

T

的系统(

&<(

法对仪器要求较低#检测方法方便+准确度

好#兼具灵敏度高和特异性强的优点(但是
&<(

法不

能区分检测
+1)

$

`5

&

T

+

和
+1)

$

`5

&

T

-

#且存在放射

性污染#对实验人员和环境都有危害#放射性废弃物

的处理也十分复杂(

$2$2/

!

U8<Q(

法
!

U8<Q(

法是将可溶性的抗原或

抗体结合到固相载体上#利用抗原抗体结合专一性进

行免疫反应生成抗原抗体复合物#洗去其他杂质及未

被结合的抗原或抗体#最后根据酶催化底物生成的有

色产物颜色的深浅进行定性或定量分析)

/4

*

(

U8<Q(

法容易实现自动化操作#在节省人力+减少污染方面

具有一定的优势#适合于在常规临床实验室开展(

张天 勇 等)

//

*采 用 国 产
U8<Q(

试 剂 盒 检 测

+1)

$

`5

&

T

-

的浓度#并与高效液相色谱法进行比较(

U8<Q(

法批内和批间的变异系数$

#T

&值分别为

*2AB

和
/-2+B

#测得试剂盒可报告的最小检测范围

为
/4

$

O

"

8

(两种检测系统
+1)

$

`5

&

T

-

的测定结果

存在差异#差异有统计学意义$

!

$

4241

&#两者相关显

著#相关系数为
42AA4

$

!>42444

&(高玲娟等)

/+

*对

<TQ

公司生产的
+1)

$

`5

&

T

检测试剂盒$

U8<Q(

法&

进行了性能验证#参照美国临床和实验室标准化协会

$

'668Q

&的文件标准#从精密度+准确度+线性范围+

检出限+干扰性试验
1

个方面对试剂盒进行性能验

证#结果显示#试剂盒测定
+1)

$

`5

&

T

批内与批间不

精密度均低于
1B

#符合精密度试验要求%定值质控品

相对偏差
&

AB

#符合试验准确度要求%最低检出限为

1J!%K

"

8

#可用于临床实验室维生素
T

水平的评估(

但由于所有维生素
T

羟基化合物都能发生抗原
)

抗体结合反应#所以该法只能测定
+1)

$

`5

&

T

总的浓

度#不能 区分检 测
+1)

$

`5

&

T

+

和
+1)

$

`5

&

T

-

(

U8<Q(

法的另一缺点是其基质敏感性#容易与其他非

目标化合物发生交叉反应#降低检测的特异性#且酶

促反应的结果受到反应温度+反应时间及加样准确性

等因素的影响#易造成批间和批内的
#T

相对较大)

/-

*

(

$2$2'

!

68<(

!

68<(

将化学发光测定技术与免疫技

术相结合#使用连接有异鲁米诺或吖啶酯衍生物的

+1)

$

`5

&

T

与待检测样品中
+1)

$

`5

&

T

竞争性结合

包被了
+1)

$

`5

&

T

特异性抗体的磁珠#反应终止后加

入激发剂#使用光电倍增管检测产生的化学荧光信

号)

/0

*

(由于其操作简单+快速+无同位素污染且容易

实现自动化等优点#已有数家厂商开发出化学发光自

动免疫分析仪和相关试剂盒)

/1)/3

*

(目前市场上应用

较为广泛的有
<TQ)"Q]Q

化学发光法自动分析仪+

T")

NQ%$"J8<(<Q̀ '

; 化学发光免疫检测系统+

(,,%FF

"+444

型全自动化学发光免疫分析仪等(

:(8

等)

/7

*比较了液相色谱法$

5:86

&+

68<(

和

酶免疫法$

U<(

&测定血中维生素
T

的水平#检测结果

显示#

68<(

法与
5:86

法结果相关性$

@>42*7A

#

!

$

4244/

&比酶免疫法$

@>42*74

#

!

$

4244/

&好#

68<(

法可以代替
5:86

法作为临床诊断的方法(

68<(

法的特异性强+准确度高#自动化程度高+

可控性强#适用于大规模的维生素
T

营养状况的监

测#但
68<(

法需要配备特定的自动免疫分析仪#仪

器价格昂贵#且只能测出
+1)

$

`5

&

T

总的浓度(

$2$21

!

U68<(

法
!

U68<(

法是将免疫技术+电化学

发光标记技术与链霉亲和素生物包被技术结合在一

起#通过在电极表面进行电化学反应而发出光#常用

的化学发光剂为三联毗啶钌)

&E

$

,

.R

&

+d

-

*#电子供体

为三丙胺$

?:(

&(市面上电化学发光免疫仪器以罗

氏为代表(

U68<(

法使用生物素标记的
+1)

$

`5

&

T

与样品中
+1)

$

`5

&

T

竞争性结合钌标记的维生素
T

结合蛋白后#用包被了链霉亲和素的磁珠将生物素标

记的
+1)

$

`5

&

T

和钌标记的维生素
T

结合蛋白复合

体固定#光电倍增管检测钌的电发光信号强度#回算

样品中的
+1)

$

`5

&

T

浓度(

何国坚等)

/A

*对罗氏
U/74

电化学发光免疫分析

系统检测血清维生素
T

试剂盒进行评估(评估结果

表明#电化学发光免疫分析法检测维生素
T

具有较好

的稳定性#该实验检出限为
-24J

O

"

!8

#两种不同浓

度的定值质控血清在准确度评估中相对偏差均
$

AB

#批内+批间
#T

均小于
1B

#线性良好#抗干扰能

力均符合临床检验要求(向波等)

/*

*对罗氏公司
U/74

全自动电化学发光免疫分析仪测定
+1)

$

`5

&

T

技术

进行性能认证#结果符合国家标准文件.临床实验室

检验 项 目 参 考 区 间 的 制 定 $

_Q

"

?04+)+4/+

&/(

U68<(

法具有高灵敏度#干扰因素少#能自动化批量

操作#但其仪器价格昂贵#只能用于检测
+1)

$

`5

&

T

总量(

$2$22

!

全自动生化法
!

全自动生化分析法利用全自

动生化仪#根据光电比色原理来测定血液中
+1)

$

`5

&

T

的总浓度(由于其操作简单+测量速度快+准确性

'
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较高+消耗试剂量小#在各级医院得到广泛应用(其

缺点是仅能检测
+1)

$

`5

&

T

的总浓度#精密度和特异

性稍差#仪器间的性能差异大#容易造成样品间交叉

污染)

+4

*

(目前关于全自动生化法的报道较少(

$2/

!

色谱分析法
!

由于色谱+质谱分析技术灵敏度

高+特异性强#且能够同时检测多种物质#近年来被广

泛地应用于生物医学研究领域+临床诊断领域(基于

色谱+质谱技术的维生素
T

的检测方法有!

5:86

+气

相色谱
)

串联质谱法$

6̂)@Q

"

@Q

&+液相色谱
)

串联质

谱法$

86)@Q

"

@Q

&(其中
6̂)@Q

"

@Q

太复杂#大多

数实验室并没有采用此法作为日常分析方法(

$2/2$

!

5:86

!

早在
+4

世纪
74

年代#研究者便提出

了使用
5:86

测定血液中
+1)

$

`5

&

T

浓度(最初采

用正相色谱分离技术#利用硅胶柱分离#随着技术的

发展进步#现多使用反向色谱#色谱柱多选用
6/A

#常

用紫外检测器在
+31J!

检测(

5:86

方法的特点在

于能够有效地分离
+1)

$

`5

&

T

+

和
+1)

$

`5

&

T

-

#同时

检测两者的浓度水平#分析速度快+稳定性+重复性

好#准确度高(

5:86

法的主要缺点是样品需求量

大#样品处理复杂#通量小#仪器设备花费较高且需要

专业人员操作(现已逐渐被
86)@Q

"

@Q

代替(

$2/2/

!

86)@Q

"

@Q

!

86)@Q

"

@Q

结合了液相色谱

的高分离性和质谱仪很强的分离鉴定的能力#被国际

公认为检测的,金标准-(

86)@Q

"

@Q

能够有效地避

免免疫法存在的交叉反应+

+1)

$

`5

&

T

+

和
+1)

$

`5

&

T

-

识别率不一致等问题#且能够同时分别测定
+1)

$

`5

&

T

+

和
+1)

$

`5

&

T

-

的浓度(由于其高灵敏度+

高特异性和高精准度等特点#被越来越多的临床实验

室所接受和应用(

TU;̀ '<'̂

等)

+/

*比较了
T"NQ%$"J8<(<Q̀ '

;

和
86)@Q

"

@Q

两种方法检测
+1)

$

`5

&

T

+

#

T"NQ%$"J

化学发光法与
86)@Q

"

@Q

法相比#对
+1)

$

`5

&

T

+

的

检测率不准#会导致较高的缺乏率和不足率$

-3BKG<

*B

&(

86)@Q

"

@Q

法表现出更高的精准性(

赵平等)

++

*建立了一种用
86)@Q

"

@Q

检测血清

+1)

$

`5

&

T

水平的方法并进行了基本性能评价#结果

显示
+1)

$

`5

&

T

+

和
+1)

$

`5

&

T

-

内标峰面积比与对

应的水平线性相关系数均大于
42**1

#检出限$

8̀ T

&

均为
/24J

O

"

!8

#

+1)

$

`5

&

T

+

批内和总
#T

分别为

-24/B

#

12+-B

和
-201B

#

A27+B

#

+1)

$

`5

&

T

-

批

内和总
#T

分别
/27AB

#

-20-B

和
+2/*B

#

02/3B

#

准确度分别为
/4120B

和
*A24B

#

/402*B

#加样回收

率分别为
**237B

#

/4-2*+B

和
*A27+B

#

/4020B

(

结果说明利用
86)@Q

"

@Q

方法检测血清中
+1)

$

`5

&

T

+

和
+1)

$

`5

&

T

-

灵敏度高#准确性好#可用于常规临

床评价维生素
T

水平(

虽然
86)@Q

"

@Q

相比较于免疫法有着出色的特

异性和准确率#样品需求量小#但仪器操作复杂#对检

验人员的专业度要求高#仪器昂贵#一般普通的医院

检验室无法达到要求(

$2'

!

维生素
T

其他代谢产物的检测
!

维生素
T

在体

内的代谢产物除了
+1)

$

`5

&

T

#还有许多其他相似的

代谢产物#如
+0

#

+1)

$
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&

+

)T

-

+

+0

#

+1)

$
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-
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$
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/

#
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$
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+
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等)
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(随着对维生素
T

及其代谢产物的深入研究和

生理生化活性的进一步认知#越来越多的人认识到

+1)

$

`5

&

T

以外的其他代谢产物的营养水平检测的

重要性(

/

#

+1)

$

`5

&

+

)T

作为维生素
T

在体内的主要

活性形式#除了与骨骼疾病相关#近年来的研究还发

现与自身免疫性疾病+糖尿病+癌症+心血管疾病+高

血压及一系列妊娠并发症都有密切关系)

+0

*

(血清
/

#

+1)

$

`5

&

+

)T

水平的检测十分有利于对疾病的诊断+

预后和监测(但由于
/

#

+1)

$

`5

&

+

)T

的血清浓度非常

低+半衰期短#且受到甲状旁腺激素+钙磷离子调节的

影响#在检测上存在一定的难度(

Q:('(YQ

等)

+1

*分别用
T"NQ%$"J8<(<Q̀ '

;和

<TQ"Q]Q

两种全自动免疫分析系统检测血清中

/

#

+1)

$

`5

&

+

)T

的浓度并与
86)@Q

"

@Q

法相比较(

T"NQ%$"J8<(<Q̀ '

;和
<TQ"Q]Q

两种免疫方法检测

结果的不精确率分别为
-2/B

#

12+B

和
72/B

#

+42/B

(与
86)@Q

"

@Q

法结果比较#

T"NQ%$"J8<(<)

Q̀ '

; 和
<TQ"Q]Q

检测结果的相关系数分别为

42A1+

+

42*37

#

T"NQ%$"J8<(<Q̀ '

; 免疫系统表现出

更好的相关性(

9('̂

等)
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*通过优化
86)@Q
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方法#创建了一种快速+简单+准确的检测血清中
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和
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的方法#测定范围

均在
/424

#

14424
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总
#T

分别为
72+*B

和
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#实验

结果证明该方法是一种实用+灵敏+特异性良好的能

够检测
/

#

+1)

$

`5

&

+

)T

的方法(

随着色谱质谱技术的不断进步#也有研究者创立

了利用色谱质谱技术一次分析出多种维生素
T

代谢

产物的方法(

Q(?̀ 5

等)
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*开发和验证了一种利用

86)@Q

"

@Q

同时测定血清中
0

种维生素
T

代谢产物

)
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424+4

+
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和
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(检测结果不受样品反

复冻融+抗凝剂存在等因素的影响(这种高通量
86)

@Q

"

@Q

方法检测
0

种维生素代谢产物样品需求量仅

+4
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8

(

/
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维生素
T

检测方法的总结与分析

!!

目前常用的维生素
T

检测方法主要包括基于色

谱的
5:86

+

86)@Q
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和基于抗原抗体结合的免疫

学方法(由于不同的方法均有各自的优劣势#各临床
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实验室采用的检测方法亦不相同(其中
U8<Q(

是最

经典的测定维生素
T

水平的方法#在大规模筛查维生

素
T

水平上仍有不可替代的优势#

U8<Q(

法需要的

酶标仪多数临床医院均有配备#因此仍被大多数医院

所使用(全自动生化分析法使用全自动生化仪#操作

简便+测量迅速+准确度高+消耗试剂量小#适用于各

级医院临床常规监测维生素
T

水平(

86)@Q

"

@Q

由

于其非常高的灵敏度+特异性和准确性被公认为检测

的金标准#也被作为其他检测方法验证校对的参考依

据(但仪器昂贵+对操作人员专业度要求较高#且需

要自行开发检测方法#目前国内大多数医院没有配备

相关仪器和专业人员的能力#限制了该种方法在临床

的应用推广(相反#国内第三方医学独立实验室由于

仪器平台和专业操作人员的优势#可以实现对维生素

T

的批量+快速检测(

虽然目前维生素
T

检测方法众多#但对于血清

+1)

$

`5

&

)T

浓度的检测目前仍存在一定技术挑战(

包括!$

/

&血液中的维生素
T

通常与结合蛋白$

=T)

S:

&结合#样品前期处理需要将其从血清中的
=TS:

中解离下来%$

+

&血液中的
=TS:

+

-)H

.

")+1)

$

`5

&

T

-

等干扰#会造成维生素
T

检测结果的假阳性#导致误

诊%$

-

&不同诊断试剂公司开发的试剂盒以及各实验

室自行研发和验证的
86)@Q

"

@Q

检测方法无统一标

准(因此#维生素
T

检测方法的标准化十分重要(

为了减少维生素
T

不同检测方法之间的差异性#

使患者诊断结果具有一致性#

+4/4

年美国疾病与预防

控制中心$

6T6

&成立维生素
T

标准化项目$

==T)

Q6:

&和基于准确度的定量保障项目$

(Sc(:

&(分别

针对第三方独立医学实验室和普通的医学检测实验

室+研究实验室对
+1)

$

`5

&

T

检测结果进行评估(

综上所述#维生素
T

检测方法还有很大的优化和

进步空间#维生素
T

检测方法的标准化问题亟待解

决(就现阶段而言#在检测血清
+1)

$

`5

&

T

时#免疫

法可能受基质和
+1)

$

`5

&

T

其他代谢物的影响较大#

而
86)@Q

"

@Q

受基质和
+1)

$

`5

&

T

内源性待测物的

影响较小#可靠性更好(
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缺血性脑卒中的血液学标志物研究进展"

马
!

蓉/综述!徐弘杨/

!王光明+

#审校

"

/2

大理大学临床医学院!云南大理
37/444

#

+2

大理大学第一附属医院基因检测中心!云南大理
37/444

$

!!

关键词"缺血性脑卒中#

!

标志物#

!

诊断效能

中图法分类号"

&10-

文献标志码"

(

文章编号"

/37+)*011

"

+4/*

$

43)4A1-)40

!!

脑卒中是一种急性脑血管疾病#发病急骤#症状

多样#在全球范围内具有发病+致残+死亡及复发率高

等特点#全球每年约有
/144

万脑卒中的患者#其中

+4B

的患者可能因脑卒中死亡#

14B

的患者将失去自

理能力)

/)+

*

(我国每年大约有脑卒中患者
/+4

万至

/14

万#

1

年内的复发率高达
0/B

(在欧美国家中#脑

卒中的发病率和病死率位列第
-

位#仅次于缺血性心

脏病和癌症(脑卒中不仅严重影响了人们的生活质

量#也加剧了社会的经济负担#医学界将其与冠心病+

癌症并列为威胁人类健康的
-

大疾病之一(因此#准

确+及时地诊断缺血性脑卒中对于建立适当的治疗方

案是至关重要的(而用单一或多种血液生物标志物

来加快对脑卒中的诊断+分型和预测#以期在最佳时

间内对脑卒中患者进行治疗具有较为重要的意义(

故本文就脑卒中血液学标志物的研究概况综述如下(

$

!

缺血性脑卒中的危险因素

$2$

!

生理和生活因素
!

脑卒中是一种多因素导致的

神经系统疾病#涉及的病理生理反应众多#其影响因

素也较多#包括年龄+性别+种族+民族+吸烟+过量酒

精的摄入等影响心血管活动的因素(脑卒中可影响

任何年龄阶段的人#且脑卒中的发病率和患病率会随

着年龄的增长而急剧增加)

-

*

(但有文献提出#脑卒中

的复发与年龄或脑卒中的病理类型无关)

0

*

(众所周

知#吸烟会加速纤维蛋白的激活从而改变血栓的构

型#这很可能会引起血管性脑卒中%目前酒精对脑卒

中的影响机制尚不明确#但可以肯定的是#过量的酒

精摄入与血管疾病相关#会使血压升高#因而可能增

加脑卒中的风险(研究显示#膳食纤维的摄入量与脑

卒中的发生呈负相关)

1)3

*

(有研究显示#年龄较大的

患者#死亡的风险更高)

7

*

#这主要是因为年龄越大的

患者其脏器衰老更严重#对环境和疾病的应激能力也

较低#此外#感染的发生随环境的变化而变化#感染者

血液成分也会发生改变(因此#脑卒中的发生可能与

气象的变化有一定的相关性(

$2/

!

疾病因素
!

许多心血管疾病及其危险因素#如

高血压+房颤+高脂血症等都可能是脑卒中的始作俑

者(.中国高血压防治指南/中明确指出#血压和脑卒

中的发生呈对数线性关系#基础收缩压每增高

/4!!5

O

#脑卒中发生的风险增高
03B

#舒张压每

增高
1!! 5

O

#脑卒中发生的风险也会增高
03B

#可

见高血压与脑卒中的发生息息相关(而糖尿病会引

起体内糖+脂肪和蛋白质的代谢异常#造成脂质代谢

紊乱#加速动脉硬化#与小血管疾病的发生关系密切#

另外#糖尿病患者的血液常常呈现高黏度状态#若同

时伴有高血压#这些因素将会促进血栓的形成#导致

缺血性脑卒中的发生(脑卒中患者脑源性心律失常

发病率较高#研究发现#房颤是脑卒中患者常发的心

率失常类型之一)

3

*

(毫无疑问#高脂血症与高密度脂

蛋白水平密切相关#它是血管性疾病的主要危险因素

之一#因此与脑卒中这一脑部血液循环疾病可能有相

关性(

/

!

缺血性脑卒中的临床诊断

!!

目前#脑卒中的诊断依赖于典型的临床症状+及

时的体检筛查和计算机断层扫描$

6?

&或脑脊液$

6Q9

&

'
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