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临床诊断

摘要
采用安捷伦 Infinity LC Clinical Edition/K6460 液相色谱串联质谱系统与上海复星长征有限
公司生产的同型半胱氨酸检测试剂盒（液相色谱-串联质谱法），定量分析血液中的同型半
胱氨酸。通过方法验证及临床样品检测，证明 K6460 系统可以稳定地提供高准确度的定
量结果。

前言
质谱仪，尤其是三重四极杆质谱仪，是痕量检测和定量分析的首选仪器，具有灵敏度
高、稳定性出色和抗干扰能力强等优点，可同时分析多种目标物。三重四极杆质谱在
药物检测、内分泌与生物标志物、诊断指示物、治疗监控化合物等方面都有广泛的 
应用。

图 1. 安捷伦 Infinity LC Clinical Edition/K6460 液相色谱串联质谱系统
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同型半胱氨酸 (HCY) 又称高半胱氨酸、巯基丁氨酸，与冠心病、
脑血管疾病、外周血管疾病和静脉血栓的发生和发展相关。目前
临床实验室用于血清或血浆中同型半胱氨酸的检测方法有酶联免
疫法、荧光偏振免疫法、液相色谱法、液相色谱-串联质谱法等。
其中液相色谱-串联质谱方法灵敏度高、特异性好、定量结果准
确，受到越来越多临床实验室的青睐。

本应用简报采用 Agilent Infinity LC Clinical Edition/K6460 三重四
极杆液质联用系统与相应的试剂盒结合，定量检测人血清或血浆
中总同型半胱氨酸，方法验证及临床样品检测结果表明，该方法
检测适用浓度范围宽、测定结果准确，适用于同型半胱氨酸的日
常定量分析。

实验部分

试剂盒
同型半胱氨酸检测试剂盒（液相色谱-串联质谱法）购自上海复星
长征有限公司，注册号：沪械注准 20162400091。

仪器和设备
安捷伦 Infinity LC Clinical Edition/K6460 液相色谱串联质谱系
统，液相色谱仪配备如下：二元泵（部件号 K1312B）、真空脱气
机（部件号 K4225A）、自动进样器（部件号 K1367E）、恒温器
（部件号 K1330B）、柱温箱（部件号 K1316C）；质谱系统为三重
四极杆质谱仪；并配备相关的采集、定性和定量软件。

还原剂的配制
取试剂盒内还原剂，在室温下准确加入 6.0 mL 纯化水，摇匀， 
备用。

对照品、质控品的配制
在室温下，分别准确吸取 5 μL 对照品或质控品于离心管中；分别
加入 45 μL 稀释液、50 μL 内标液和 50 μL 还原剂，混匀；放置 
30 分钟后，再加入 50 μL 蛋白沉淀剂，涡旋混合 30 秒，高速离心 
(15000 rpm) 3 分钟，吸取上清液供色谱进样分析。

样本前处理
准确吸取 50 μL 待测样本于 1.5 mL 离心管中；分别加入 50 μL 
内标液和 50 μL 还原剂，混匀；在室温下放置 30 分钟后，加入 
50 μL 蛋白沉淀剂，涡旋混合 30 秒，高速离心 (15000 rpm) 3 分
钟，吸取上清液供色谱进样分析。

液相色谱条件
色谱柱：2.1 × 50 mm C18 分析柱

流速：0.2 mL/min

柱温：25 °C

流动相：0.02% 甲酸的甲醇溶液:0.02% 甲酸水溶液 (10:90)

质谱条件
离子源：喷射流技术离子源 (AJS)

雾化气、干燥气及碰撞气均为氮气

毛细管电压：3500 V

雾化气压力：35.0 psi

干燥气温度：250 °C

干燥气流速：5 L/min

鞘气温度：350 °C

鞘气流速：11 L/min

检测模式：多反应监测 (MRM)

MRM 参数：如表 1 所示

表 1. HCY 及其氘代内标 HCY-d4 的 MRM 参数

化合物
母离子 
(m/z)

子离子 
(m/z)

碎裂电压 
(V)

碰撞电压 
(V)

极性

HCY 136 90 70 8 正
HCY-d4 140 94 70 8 正

结果与讨论

方法学验证
按照试剂盒推荐的蛋白沉淀进行样品前处理及等度洗脱进行液相
分离，分析结果良好，如图 2 所示。HCY 峰形良好，且与血液基
质实现了有效分离。在试剂盒的最低定量点 5 μmol/L 下，信噪 
比 ≥ 20000，表明所用仪器具有良好的灵敏度。在试剂盒标准要
求的 HCY 检测的线性范围 5–45 μmol/L 内，R2 平均值 > 0.998，
对照品的检测偏差均 < 5%。对于质控样品 (QC)，多次测量准确度
接近 100%，RSD = 0.47%（如表 2），表明所用方法具有优异的
定量能力和稳定性。
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图 2. 5 μmol/L 最低浓度点及内标的色谱图

优异的线性及稳定性
经过连续 4 天的临床样品测试得到，方法线性及系统稳定性良
好。将同一医院的数据整合分析，标准曲线线性良好，R2 > 0.998
（图 3）。所有批次的 QC（包括日内和日间检测的结果）均值 

20.02 μmol/L，准确度 100.1%，RSD = 1.09%。全部标准品及 QC 
的内标峰面积 RSD = 6.56%（表 3）。

表 2. 预期浓度 20 μmol/L 的所有批次样品的 QC 检测结果，准确度接近 100%

样品 Hcy 方法 Hcy 结果 Hcy-d4
名称 类型 级别 采集日期时间 预期的浓度 RT 响应 计算浓度 最终浓度 准确度 RT 响应

20180416-Z7-01 QC 4 2018/4/16  12:06 20.0000 1.278 14051 20.0171 20.0171 100.1 1.278 14398

20180416-Z7-02 QC 4 2018/4/16  13:23 20.0000 1.278 14517 20.0347 20.0347 100.2 1.278 14863

20180417-Z7-01 QC 4 2018/4/17  11:48 20.0000 1.293 14932 20.0121 20.0121 100.1 1.293 15305

20180417-Z7-02 QC 4 2018/4/17  13:05 20.0000 1.296 14418 20.1339 20.1339 100.7 1.296 14687

20180418-Z7-01 QC 4 2018/4/18  11:34 20.0000 1.281 14899 20.3135 20.3135 101.6 1.281 15040

20180418-Z7-02 QC 4 2018/4/18  12:51 20.0000 1.291 14008 20.2361 20.2361 101.2 1.291 14196

20180419-Z7-01 QC 4 2018/4/19  11:59 20.0000 1.280 15962 19.7176 19.7176 98.6 1.280 16609

20180419-Z7-02 QC 4 2018/4/19  13:05 20.0000 1.290 16210 19.7135 19.7135 98.6 1.290 16871
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图 3. 同一医院 4 天的标准品（黑色圆点）线性良好，质控品 QC（蓝色三角点）结
果准确（共 3 个校正浓度，12 个校正点；8 个 QC）

临床样品检测结果
基于试剂盒推荐的参考范围，同型半胱氨酸的正常值为  
5–15 μmol/L，轻度升高为 13–30 μmol/L，中度升高为   
30–100 μmol/L，> 100 μmol/L 为严重升高。临床试验选取了
两个地区一百多例病人血液样本进行检测，浓度分布为  
5.04–62.64 μmol/L，均值为 13.71 μmol/L，超过半数的样本在正
常范围。调查发现，本次研究人群普遍年龄偏大，平均年龄接近 
60 岁，HCY 测试结果符合人们对同型半胱氨酸的认知。
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表 3. 同一医院所有批次标准品及 QC 数据结果表

样品 Hcy 方法 Hcy 结果 Hcy-d4
名称 类型 级别 采集日期时间 预期的浓度 RT 响应 计算浓度 最终浓度 准确度 RT 响应

20180416-D4 校正 1 2018/4/16  11:55 5.0000 1.278 3553 5.1485 5.4185 103.0 1.278 14869

20180416-D5 校正 2 2018/4/16  11:59 15.0000 1.268 10542 14.9278 14.9278 99.5 1.269 14568

20180416-D6 校正 3 2018/4/16  12:02 45.0000 1.282 30366 44.5231 44.5231 98.9 1.282 13863

20180416-Z7-01 QC 4 2018/4/16  12:06 20.0000 1.278 14051 20.0171 20.0171 100.1 1.278 14398

20180416-Z7-02 QC 4 2018/4/16  13:23 20.0000 1.278 14517 20.0347 20.0347 100.2 1.278 14863

20180417-D4 校正 1 2018/4/17  11:37 5.0000 1.291 3670 5.1636 5.1636 103.3 1.291 15310

20180417-D5 校正 2 2018/4/17  11:40 15.0000 1.288 11238 15.0951 15.0951 100.6 1.288 15354

20180417-D6 校正 3 2018/4/17  11:44 45.0000 1.289 33744 44.4882 44.4882 98.9 1.289 15417

20180417-Z7-01 QC 4 2018/4/17  11:48 20.0000 1.293 14932 20.0121 20.0121 100.1 1.293 15305

20180417-Z7-02 QC 4 2018/4/17  13:05 20.0000 1.296 14418 20.1339 20.1339 100.7 1.296 14687

20180418-D4 校正 1 2018/4/18  11:23 5.0000 1.283 3403 5.0570 5.0570 101.1 1.283 14516

20180418-D5 校正 2 2018/4/18  11:26 15.0000 1.281 11029 14.0916 14.0916 93.9 1.281 16167

20180418-D6 校正 3 2018/4/18  11:30 45.0000 1.290 32086 46.9241 46.9241 104.3 1.290 13893

20180418-Z7-01 QC 4 2018/4/18  11:34 20.0000 1.281 14899 20.3135 20.33135 101.6 1.281 15040

20180418-Z7-02 QC 4 2018/4/18  12:51 20.0000 1.291 14008 20.2361 20.2361 101.2 1.291 14196

20180419-D4 校正 1 2018/4/19  11:48 5.0000 1.295 3708 4.8998 4.8998 98.0 1.295 16363

20180419-D5 校正 2 2018/4/19  11:52 15.0000 1.288 12350 14.8097 14.8097 98.7 1.288 17206

20180419-D6 校正 3 2018/4/19  11:56 45.0000 1.280 36382 44.8713 44.8713 99.7 1.280 16480

20180419-Z7-01 QC 4 2018/4/19  11:59 20.0000 1.280 15962 19.7176 19.7176 98.6 1.280 16609

20180419-Z7-02 QC 4 2018/4/19  13:05 20.0000 1.290 16210 19.7135 19.7135 98.6 1.290 16871

结论
本研究表明，安捷伦 Infinity LC Clinical Edition/K6460 液相色谱
串联质谱系统与上海复星长征有限公司生产的同型半胱氨酸检测
试剂盒（液相色谱-串联质谱法）结合，可以提供高度准确、稳定
的定量结果，满足血液中同型半胱氨酸的检测要求。

声明
此材料中所涉及的试验结果是安捷伦公司在一定条件下进行并得
出的。此材料仅为一个技术参考以证明我们的仪器在一定条件下
可以对目标检测物进行测试和分析。在临床上对患者的实际检测
应遵守相关法规同时实验方法和条件也应根据实际情况进行优
化。如果您有任何疑问，也可以咨询安捷伦客户服务中心。
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