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摘要：目的　 探讨液相色谱串联质谱技术（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）在载脂蛋白 Ｅ（ａｐｏＥ）室间质量评价中的应用。 方法　 分别将 ５ 份混合

人血清样品冷链运送到 ７６ 家实验室，用免疫比浊法（ＩＴＡ）进行单次检测。 以同位素标记精氨酸的肽段为内标，对标本进行变

性、烷基化和胰蛋白酶酶解处理，液相色谱部分采用 ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱分离，质谱部分采用正离子模式和多反应监测定量。 ＪＭＰ
１３．０ 软件分析不同方法分组所对应的相对偏倚。 结果　 对于所有样品，ＩＴＡ 检测 ａｐｏＥ 的方法组内不精密度在 １．７％至 ２０．４％
之间。 总不精密度在 ８％左右（ ｓＢ ～ ｓＥ 样品）。 ５ 个样品相对偏倚的均值分别是（按照样品浓度由低到高排列）：－３４．２％、
－９．４％、－９．８％、－２．７％和－２．１％。 高浓度样品比低浓度样品更接近 ＬＣ⁃ＭＳ 检测结果。 结论　 ＬＣ⁃ＭＳ 检测 ａｐｏＥ 可评价免疫法

的准确性，为临床应用提供帮助。
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　 　 载脂蛋白 Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ，ａｐｏＥ）作为脂质

转运蛋白和低密度脂蛋白受体的主要配体，在胆固

醇代谢和心血管疾病中发挥重要作用［１⁃２］。 ＡＰＯＥ
ε４ 等位基因是阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＡＤ）的主要危险因素［３⁃５］。 血清 ａｐｏＥ 增高与心血

管疾病死亡率增加有关，而降低则与 ＡＤ 相关死亡

率增加有关［３，６⁃７］。 这些研究发现是基于免疫法，大
多数是常规检测中的免疫透射比浊法（ ｉｍｍｕｎｏｔｕｒ⁃
ｂｉｄｉｍｅｔｒｙ ａｓｓａｙ，ＩＴＡ）。 然而，基于免疫法的 ａｐｏＥ 的

研究数据差异较大［８⁃１０］，而基于液相色谱串联质谱

法（ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣ⁃ＭＳ ／

ＭＳ）的研究数据一致程度较高［１１⁃１４］，ＬＣ⁃ＭＳ 在定义

被分析物和抗干扰方面具有优势，且在血清载脂蛋

白的绝对定量上已有较为成熟的应用［１５］，但未见

其用于 ａｐｏＥ 室间质量评价（质评）中的报道。 本研

究首次使用已建立的血清 ａｐｏＥ ＬＣ⁃ＭＳ 定量方

法［１６］，为室间质评样品赋值，探讨其在室间质评中

的应用潜力。

１　 材料和方法

１．１　 血清样品　 本中心 ２０１９ 年度 ＥＱＡ 样品，混合

人血清，编号分别为 ｓＡ、ｓＢ、ｓＣ、ｓＤ 和 ｓＥ。 ＥＱＡ 样
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品由冷链物流运输，参加者使用日常检测系统检测

１ 次。 校准品为人血清制品，ａｐｏＥ 含量为 １２． ８ ～
５４ ｍｇ ／ Ｌ，由荷兰莱顿大学医学中心惠赠。
１．２　 主要仪器与试剂　 分析系统包括 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０
Ｉｎｆｉｎｉｔｙ 超高效液相系统 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司） 和

ＡＢ５５００ ＱＴＲＡＰ 三重串联四级杆质谱仪（美国 ＡＢ
Ｓｃｉｅｘ 公司）。 使用正离子模式和多反应监测

（ＭＲＭ）方法。 Ｚｏｒｂａｘ ｅｃｌｉｐｓｅ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱（２． １
ｍｍ×１５０ ｍｍ，１．８ μｍ，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。

二硫键还原剂三 （ ２ －甲酰乙基） 膦盐酸盐

（ＴＣＥＰ）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，碘乙酰胺

（ＩＡＡ）、脱氧胆酸钠（ＤＯＣ）、Ｔｒｉｓ 缓冲液购自美国

Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。 甲醇、甲酸为 ＬＣ⁃ＭＳ 级，分别

购自法国 Ｂｉｏｓｏｌｖｅ 公司和美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。
胰蛋白酶为测序级，购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司。 实验

用水为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超纯水机所制（电阻率 １８．２ ＭΩ）。
同位素标记多肽由国平药业公司合成，纯度＞９８％，
标记位点为精氨酸的 Ｃ 和 Ｎ。
１．３　 方法

１．３．１　 定量和定性肽段的选择　 根据本实验室前

期研究结果［２０］，使用序列为 ＳＥＬＥＥＱＬＴＰＶＡＥＥＴＲ
肽段作为定量肽段，ＬＧＰＬＶＥＱＧＲ 肽段为定性肽

段，具体信息见表 １。

表 １　 所用肽段信息及部分质谱参数

肽段序列 用途 位置ａ 离子对 （ｍ ／ ｚｂ） ＣＥｃ

定量肽段

　 ＳＥＬＥＥＱＬＴＰＶＡＥＥＴＲ 天然肽段 ９４～１０８ ８６６．４ ／ ９０２．５ ３８
　 ＳＥＬＥＥＱＬＴＰＶＡＥＥＴＲ∗ 同位素标记多肽 — ８７１．１ ／ ９１２．５ ３８
定性肽段

　 ＬＧＰＬＶＥＱＧＲ 天然肽段 １８１～１８９ ５８８．３ ／ ７０１．４ ２２

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 注：ａ，肽段在天然蛋白质中的位置；ｂ，质荷比；ｃ，碰撞能量；∗，同位素标记 Ｒ（精氨酸）。

１．３．２　 胰蛋白酶酶解及质谱分析　 样品 ２０ 倍稀释

后，依次加入 ０． ５２３％ ＤＯＣ、２． ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＣＥＰ 和

１４．３％同位素标记多肽于 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ 溶液中，
５６ ℃ 变性 ３０ ｍｉｎ。 冷却后，每支样品加入 ４． ６
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＡＡ ２０ μＬ，室温避光放置 ３０ ｍｉｎ。 加入胰

蛋白酶 ２４ μＬ，３７ ℃酶解；加入终止液（４．７％甲醇和

０．６％甲酸的水溶液）终止。 ＬＣ⁃ＭＳ 的 ＬＣ 部分：流
动相 Ａ 为 ５％甲醇和 ０．０５％甲酸水溶液，流动相 Ｂ
为 ９５％甲醇和 ０．０５％甲酸水溶液；流速为 ０．２ ｍＬ ／
ｍｉｎ；进样 ５ μＬ。 洗脱梯度：流动相 Ｂ，０．０ ～ ６．０ ｍｉｎ
１５％～８５％；６．０ ～ ８．０ ｍｉｎ ８５％；８．０ ～ ８．１ ｍｉｎ ８５％ ～
１００％；８．１～１０．０ ｍｉｎ １００％；１０．１ ～ １５．０ ｍｉｎ １００％ ～

１５％。 ＬＣ⁃ＭＳ 的 ＭＳ 部分：离子对的选择见表 １。
每个样品检测 ２ 次，取均值。
１．４　 统计学分析　 采用统计软件 ＪＭＰ １３．０ 绘制不

同方法分组所对应的相对偏倚图。 相对偏倚 ＝ （参
加者结果－ＬＣ⁃ＭＳ 结果） ／ ＬＣ⁃ＭＳ 结果×１００％。 对

ＥＱＡ 结果计算不同方法组的均值和 ＣＶ。

２　 结果

２．１　 ＥＱＡ 结果　 见表 ２。 ７６ 家实验室用 ＩＴＡ 检测

ｓＡ、ｓＢ、ｓＣ、ｓＤ、ｓＥ 样品 ａｐｏＥ 结果分别为：１５．７～２０．８
ｍｇ ／ Ｌ、４１．７ ～ ４７． ６ ｍｇ ／ Ｌ、６３． ９ ～ ６９． ７ ｍｇ ／ Ｌ、８３． １ ～
９４．４ ｍｇ ／ Ｌ和 １１２．９～１２９．７ ｍｇ ／ Ｌ。

表 ２　 ＥＱＡ 结果

ＩＴＡ ｎａ ｓＡ（２７．５ ｍｇ ／ Ｌ）
均值（ｍｇ ／ Ｌ） ＣＶ（％）

ｓＢ（４９．０ ｍｇ ／ Ｌ）
均值（ｍｇ ／ Ｌ） ＣＶ（％）

ｓＣ（７４．５ ｍｇ ／ Ｌ）
均值（ｍｇ ／ Ｌ） ＣＶ（％）

ｓＤ（９０．６ ｍｇ ／ Ｌ）
均值（ｍｇ ／ Ｌ） ＣＶ（％）

ｓＥ（１２２．８ ｍｇ ／ Ｌ）
均值（ｍｇ ／ Ｌ） ＣＶ（％）

偏倚ａ

（％）
积水 ２２ １９．２ １２．６ ４７．６ ４．６ ６８．９ ７．０ ８９．２ ８．１ １２０．７ ８．８ ８．７
美康 ６ １７．２ ９．７ ４３．０ ４．８ ６５．３ ４．０ ８８．８ ２．７ １２１．６ ３．０ １３．０
瑞源 ６ ２０．２ １６．２ ４３．９ １２．７ ６６．７ １２．０ ８６．０ １０．７ １２０．１ １２．３ １０．９
普瑞柏 ８ １９．１ ８．５ ４４．９ ４．８ ６３．９ ６．０ ８３．１ ７．２ １１２．９ ６．６ １３．９
华臣 ４ ２０．８ ８．３ ４６．４ ４．５ ６７．６ ４．１ ８５．４ ４．２ １１７．３ １．７ ９．８
蓝怡 ６ １６．１ ２０．４ ４１．７ ７．１ ６９．７ ７．７ ９４．４ ７．４ １２９．７ ５．２ １４．６
申能 １３ １８．４ ６．３ ４６．１ ６．８ ６６．９ ５．６ ８９．１ ８．５ １２０．０ ８．４ １０．６
执诚 ５ １６．２ １９．５ ４２．４ ５．３ ６９．７ ５．９ ９２．３ ６．０ １２６．８ ５．８ １３．２
中元 ６ １５．７ １６．６ ４３．４ ８．１ ６６．０ ２．７ ８５．２ ４．２ １１３．１ ５．９ １５．９
所有方法 ７６ １８．１ １４．５ ４４．４ ７．６ ６７．２ ６．９ ８８．２ ７．９ １２０．３ ８．２ １１．６

　 　 注：ｎ，参加者数目；ａ，相对偏倚绝对值的均值。
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２．２　 不精密度和相对偏倚 　 ｓＢ ～ ｓＥ 样品，除瑞源

外（ＣＶ＞１０％），其他方法组内的不精密度为 １．７％ ～
８．８％。 ｓＢ～ ｓＥ 样品的总 ＣＶ 在 ８％左右。 ｓＡ 样品的

组内不精密度＞其他样品，总 ＣＶ 为 １４．５％。 积水的

相对偏倚绝对值的均值最小，为 ８．７％，而蓝怡最大

１４．６％，见表 ２。 每种 ＩＴＡ 的偏倚和 ＣＶ 均不相同，
见图 １。 高浓度样品（ｓＤ 和 ｓＥ）比低浓度样品（ｓＡ、
ｓＢ 和 ｓＣ）更接近 ＬＣ⁃ＭＳ 结果。
２．３　 ＥＱＡ 结果评价　 以靶值±１５％为判断标准，不
同品牌的合格率见表 ３。 除积水外，其他品牌检测

ｓＡ 样品的合格率均为 ０。 随着 ＥＱＡ 样品浓度的增

高，多个品牌的合格率有逐步增高趋势。

表 ３　 不同品牌 ＥＱＡ 结果评价合格率（％）

ＩＴＡ ｓＡ ｓＢ ｓＣ ｓＤ ｓＥ
积水 ４．５ １００．０ ７７．３ ９０．９ ８６．４
美康 ０．０ １００．０ ６６．７ １００．０ １００．０
瑞源 ０．０ ６６．７ ５０．０ ８３．３ ８３．３
普瑞柏 ０．０ １００．０ ６２．５ ７５．０ ８７．５
华臣 ０．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０
蓝怡 ０．０ ６６．７ ８３．３ １００．０ １００．０
申能 ０．０ ９２．３ ８４．６ ９２．３ ９２．３
执诚 ０．０ ４０．０ ８０．０ １００．０ １００．０
中元 ０．０ ８３．３ １００．０ １００．０ ８３．３

３　 讨论

　 　 本实验室前期研究发现 ＬＣ⁃ＭＳ 法与免疫法具

有较好的相关性（ ｒ ＝ ０．９７）；ＬＣ⁃ＭＳ 法的不精密度

５．２％，与靶值的相对偏差在 ３．６％ ～７．６％［１６］。 本研

究发现，除 ｓＡ 样品外，ｓＢ～ ｓＥ 的 ＩＴＡ 结果整体上比

ＬＣ⁃ＭＳ 结果低约 ６％。 可能是由于 ａｐｏＥ 的基因型

以及两种方法的特异性不同而造成。 首先，血清

ａｐｏＥ 含量在 ３ 种等位基因型之间（ε２，ε３ 和 ε４），
区别较大。 基因型变化从 ε２２、ε３２、ε４２、ε３３、ε４３
至 ε４４， ａｐｏＥ 含量逐渐降低，可降低约 ６５％ （即

５５ ｍｇ ／ Ｌ）。 然而这些发现使用的是抗人 ａｐｏＥ 多克

隆抗体，尚不清楚具体针对的是哪一亚型。
简单地说，绝对定量方法使用合成的同位素标

记肽作为内标物，检测样品中天然肽的浓度。 本研

究使用了 ＳＥＬＥＥＱＬＴＰＶＡＥＥＴＲ 作为定量肽段。 实

验表明，３ ｈ 的酶解可实现该肽段的完全释放。 更

重要的是，该肽段位于 ａｐｏＥ２、ａｐｏＥ３ 和 ａｐｏＥ４ 的共

同区域，定量结果就是总 ａｐｏＥ 的水平。 因此，相对

于质谱法明确清晰的分析目标而言，免疫法可能会

低估总 ａｐｏＥ 的含量。
血清 ａｐｏＥ 降低 １０ ｍｇ ／ Ｌ 带来的 ＡＤ 相关死亡

率的风险比为 １．７［６］。 对于样品 ｓＡ、ｓＢ、ｓＣ、ｓＤ 和

ｓＥ，反馈结果相对于 ＬＣ⁃ＭＳ 结果降低 １０ ｍｇ ／ Ｌ 以上

的分别占 ２７．６％、５．３％、２８．９％、１７．１％和 ２１．１％，表
明使用这些实验室出具的报告，患者可能被错误分

类为 ＡＤ 相关死亡风险增加。
当血清 ａｐｏＥ 在 ４５ ｍｇ ／ Ｌ 以上时，全因死亡率

随着 ａｐｏＥ 含量的增加而上升。 ｓＢ 样品 ａｐｏＥ 为

４９ ｍｇ ／ Ｌ，接近于 ４５ ｍｇ ／ Ｌ，以靶值±１５％为判断标

准（参照美国 ＣＡＰ 的载脂蛋白 Ａ 和 Ｂ 的正确度验

证计划的判断标准），８６．８％的实验室在此范围内。
本研究使用的 ＥＱＡ 样品为混合人血清样品，

可能包括不同的 ε２ ／ ε３ ／ ε４ 基因型，不能显示 ＩＴＡ
方法的特异性，对于结果在 ＩＴＡ 和 ＬＣ⁃ＭＳ 之间的偏

倚无法深入分析，采用单一来源人血清样品可能会

提供更多有价值的信息。
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ｖｅｒｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＣＮＳ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｌａｓｍａ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２０１６，

２９１（５３）： ２７２０４⁃２７２１８．

［１３］ Ｓｉｍｏｎ Ｒ， Ｇｉｒｏｄ Ｍ， Ｆｏｎｂｏｎｎｅ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｔａｌ ＡｐｏＥ ａｎｄ ＡｐｏＥ４

ｉｓｏｆｏｒｍ ａｓｓａｙｓ ｉｎ ａｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｃａｓｅ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔｕｄｙ ｂｙ ｔａｒ⁃

ｇｅｔｅｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ｎ ＝ ６６９）： ａ ｐｉｌｏｔ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ⁃

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｏｔｙｐｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅｓ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ， ２０１２，

１１（１１）： １３８９⁃１４０３．

［１４］Ｗｉｌｄｓｍｉｔｈ ＫＲ， Ｈａｎ Ｂ， Ｂａｔｅｍａｎ ＲＪ． Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ ｉｓｏｆｏｒｍｓ ｕｓｉｎｇ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃ⁃

ｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ａｎａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２００９， ３９５（１）： １１６⁃１１８．

［１５］ｖａｎ ｄｅｎ Ｂｒｏｅｋ Ｉ， Ｒｏｍｉｊｎ ＦＰ， Ｎｏｕｔａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ

ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ Ａ⁃Ⅰ， Ｂ，

Ｃ⁃Ⅰ， Ｃ⁃Ⅱ， Ｃ⁃Ⅲ， ａｎｄ Ｅ ｗｉｔｈ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ ｐｈｅｎｏ⁃

ｔｙｐｉｎｇ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃｈｅｍ， ２０１６， ６２（１）： １８８⁃１９７．

［１６］李卿， 居漪， 孙贺伟， 等． 同位素稀释液相色谱串联质谱定量

检测血清载脂蛋白 Ｅ 及其表型分型的方法学建立［Ｊ］ ． 中华检

验医学杂志， ２０１９， ４２（８）： ６２９⁃６３３．

（收稿日期：２０２０⁃１０⁃１４）
（本文编辑：王海燕）

·４· 临床检验杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３９ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ｄｅｃ． ２０２１，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．１


