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电喷雾串联质谱法检测干血斑中谷氨酰胺、谷氨酸及

其临床初步应用
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摘要：目的　 建立一种采用电喷雾串联质谱法（ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ）检测干血斑样品中谷氨酰胺（Ｇｌｎ）和谷氨酸（Ｇｌｕ）含量的方法，评
价其用于筛查新生儿鸟氨酸氨甲酰转移酶缺乏症和氨甲酰磷酸合成酶缺乏症的可行性。方法　 收集 ２０２０年 ６—９月新生儿
筛查足跟血干血斑样品，用非衍生化串联质谱检测试剂盒萃取样品，完成常规串联质谱检测项目后，将残余样品作为 Ｇｌｎ 和
Ｇｌｕ的检测对象，复溶后选择正离子扫描模式进行分析测定，统计分析 ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ 检测 Ｇｌｎ 和 Ｇｌｕ 的正确度、精密度和稳定
性，并评价其临床应用。结果　 Ｇｌｎ在 １２５～１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ浓度范围内回收率和正确度均良好，回收率为 ９８．０１％～１０７．２４％，偏
倚为 ０．５６％～４．８％；Ｇｌｕ在 ２５０～１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ浓度范围内回收率良好，回收率为 １０２．０６％ ～１１３．６５％，在 ２５０～ １ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ浓
度范围内正确度良好，偏倚为 ０．０９％～７．６７％。Ｇｌｎ精密度良好，Ｇｌｕ精密度稍差。稳定性实验证实在样品复溶前后，Ｇｌｎ 差异
无统计学意义，但 Ｇｌｕ差异有统计学意义。结合 Ｇｌｎ和 Ｇｌｕ检测结果，６份鸟氨酸氨甲酰转移酶缺乏症确诊患儿干血斑样品检
出率为 １００％，并确定 Ｇｌｎ的参考区间为＜１０６．６３ μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｇｌｕ 的参考区间为＜１８８．２４ μｍｏｌ ／ Ｌ。结论　 成功建立了检测 Ｇｌｎ 和
Ｇｌｕ的 ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ法，该方法操作简单、成本低，不影响临床常规检测。
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　 　 氨甲酰磷酸合成酶、鸟氨酸氨甲酰转移酶、精
氨酸琥珀酸合成酶、精氨酸琥珀酸裂解酶、精氨酸

酶和鸟氨酸－δ－转氨酶缺乏可导致先天性尿素循环
障碍性疾病（ｕｒｅａ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＵＣＤ）［１］。鸟氨酸
氨甲酰转移酶缺乏症（ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ ｔｒａｎｓｃａｒｂａｍｙｌａｓｅ ｄｅ
ｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＯＴＣＤ）是最常见的 ＵＣＤ，其发病率约为
１ ／ ５６ ５００［２］。氨甲酰磷酸合成酶缺乏症（ｃａｒｂａｍｏｙｌ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＣＰＳＤ）与 ＯＴＣＤ 同
属于 ＵＣＤ。ＯＴＣＤ和 ＣＰＳＤ 均表现为血浆氨、谷氨
酰胺（Ｇｌｎ）增高，精氨酸（Ａｒｇ）和瓜氨酸（Ｃｉｔ）降
低［３］。ＣＰＳＤ与 ＯＴＣＤ致死、致残率较高，患儿血液
中 Ｃｉｔ可作为筛查指标。２０１９ 年《新生儿疾病串联
质谱筛查技术专家共识》［４］将 ＯＴＣＤ 和 ＣＰＳＤ 纳入
新生儿遗传代谢病筛查病种。

电喷雾串联质谱（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ）技术可以同时检测
干血滤纸片样品中的 １１ 种氨基酸，分别为丙氨酸
（Ａｌａ）、Ａｒｇ、Ｃｉｔ、甘氨酸（Ｇｌｙ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）、蛋氨
酸（Ｍｅｔ）、鸟氨酸（Ｏｒｎ）、苯丙氨酸（Ｐｈｅ）、脯氨酸
（Ｐｒｏ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）、缬氨酸（Ｖａｌ）。国内大部分新
生儿筛查中心当前均采用串联质谱技术，通过检测

干血斑中 Ｃｉｔ浓度来筛查新生儿 ＯＴＣＤ和 ＣＰＳＤ，暂
未见用 ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ 技术检测干血斑中 Ｇｌｎ 和谷氨
酸（Ｇｌｕ）［５］。在实际临床应用中，依赖 Ｃｉｔ 浓度筛
查 ＯＴＣＤ和 ＣＰＳＤ 的灵敏度不足 ５０％且假阳性率
高［６］。本研究拟建立一种用 ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ 技术检测
Ｇｌｎ和 Ｇｌｕ的方法，该方法不影响常规临床检测、不
额外消耗干血斑样品量。本研究将该方法应用于

筛查新生儿 ＯＴＣＤ 和 ＣＰＳＤ，并初步制定本地区新
生儿 Ｇｌｎ 的参考区间，为 ＯＴＣＤ 和 ＣＰＳＤ 的新生儿

筛查提供依据和参考。

１　 材料与方法

１．１　 标本来源　 ２０２０ 年 ６—９ 月南京市新生儿遗
传代谢病筛查足跟血干血斑样品。本研究获得南

京市妇幼保健院医学伦理委员会批准（文号：宁妇

伦字［２０１８］９３号），新生儿的监护人均签署知情同
意书。

１．２　 主要试剂与仪器　 非衍生化串联质谱检测试
剂盒 （美国 ＰＥ 公司）；甲醇 （色谱级，货号
１０６００７５０００，德国默克公司）；ＸＴＱＤ 电喷雾串联质
谱检测系统（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；８通道微量移液器
（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；纯水仪（杭州万洁公司）。
１．３　 方法
１．３．１　 标本前处理　 非衍生化串联质谱检测试剂
盒内含流动相、萃取液、１１种氨基酸内标、琥珀酰丙
酮内标和 １３种酰基肉碱内标。首先用该试剂盒进
行标本前处理，然后进行常规串联质谱检测，再用

萃取液进行复溶后用 ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ 技术检测 Ｇｌｎ 和
Ｇｌｕ。ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ技术检测干血斑 Ｇｌｎ 和 Ｇｌｕ 的流
程见图 １。

将 ３ ｍｍ干血滤纸片（相当于 ３．２ μＬ 全血）置
于温育用 ９６孔 Ｕ形板中，每孔加入 １００ μＬ萃取液
和内标混合液，密封后 ４５ ℃恒温震荡 ４５ ｍｉｎ，然后
将上清液（约 ７５ μＬ）转移至检测用 ９６ 孔 Ｖ 形板
中，铝膜覆盖，室温静置 ２．５ ｈ，即可上样进行常规
检测，每份样品进样量为 １５ μＬ。常规检测流程结
束后，每孔残余样品中加入 ６０ μＬ 萃取液，铝膜覆
盖，室温震荡 １０ ｓ混匀后即可上样检测 Ｇｌｎ和 Ｇｌｕ。
每份样品进样量为 ３０ μＬ。

图 １　 ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ技术检测干血斑 Ｇｌｎ和 Ｇｌｕ的流程

１．３．２　 质谱条件　 采用 ＸＴＱＤ 电喷雾串联质谱检
测系统，采用正离子扫描模式，扫描时间为１．５ ｍｉｎ，
离子源温度设定为 １５０ ℃，脱溶剂气温度 ５００ ℃，
脱溶剂气流速 ８５０ Ｌ ／ ｈ，锥孔反吹气 ５０ Ｌ ／ ｈ，Ｌｅｕ、
Ｇｌｎ和 Ｇｌｕ离子采集通道分别为 １３５．１→８９．１ ｍ ／ ｚ、

１４７．１→８４．２ ｍ ／ ｚ、１４８．０２→８４．０２ ｍ ／ ｚ。
１．３．３　 内标选择　 由于本研究直接使用残余样品
溶液，不再另行添加 Ｇｌｎ 和 Ｇｌｕ 的内标，因此直接
使用试剂盒中已经预添加的内标。当分析物没有

相应的同位素内标时，可参考“内标物的峰应尽可
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能接近待测物的峰”原则［４］，本研究选定 Ｌｅｕ 内标
ｄ３Ｌｅｕ为 Ｇｌｎ和 Ｇｌｕ的参考内标。
１．３．４　 标准曲线　 准确称取 １．８４５ ｍｇ Ｇｌｎ和１．８３９ ｍｇ
Ｇｌｕ溶解于 ５ ｍＬ 纯水中，制备成 ２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的混
合工作液，加入适当体积的全血，最终工作浓度分

别是 １ ２５０、５００、２５０、１２５、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ。以待测物和
内标物的浓度比作为横坐标，待测物和内标物的离

子响应强度比作为纵坐标，绘制标准曲线，要求 Ｒ２

不小于 ０．９９０。
１．４　 方法学评价　 非衍生化串联质谱检测试剂盒
可常规检测 １１ 种氨基酸，但只有 ９ 种氨基酸有商
品化质控品，另外 ２种氨基酸均采用样本均数法作
为室内质控的补充［７］。因此，本研究也采用样本均

数法对复溶后样品检测进行室内质控。在室内质

控在控的情况下评价方法学性能。

１．４．１　 加样回收率实验　 取 ２份健康人的全血，以
及加入 ５０、１２５、２５０、５００、１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｇｌｎ 和 Ｇｌｕ
的全血，均按照上述方法测定，计算回收率。回收

率＝（换算后测定浓度 －基础浓度）／加样浓度 ×
１００％，回收率可接受标准为 ７０％～１３０％。
１．４．２　 正确度　 参考 ＣＬＳＩ ＥＰ１５Ａ２指南，检测 ５０、
１２５、２５０、５００、１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 干血斑样品，计算检测
值与理论值的相对偏倚。偏倚 ＝（测定值 －理论
值）／理论值×１００％，偏倚≤±３０％为中国疾病预防
控制中心（ＣＤＣ）室间质控可接受水平。
１．４．３　 精密度　 参考 ＣＬＳＩ ＥＰ１５Ａ２ 指南，选高、低
浓度水平样品，分别测定 ２０ 次，后续每批实验重复
测定 ２ 个浓度样品 ２ 次，验证精密度性能，以变异
系数（ＣＶ）表示，ＣＶ＜１０％为可接受水平。
１．４．４　 稳定性　 通过常规串联质谱检测后剩余样
品中 Ｇｌｎ 和 Ｇｌｕ 的检测，可以降低假阳性率。但剩
余样品可能面临残留量偏少问题，因此需用试剂盒

自带的萃取液进行复溶后检测。由于 Ｇｌｎ 不稳定，
需明确未复溶样品和复溶后样品中 Ｇｌｎ 的差异。
采用 ２０２０年 ７ 月连续编号的 ２５５ 份样品，完成常
规串联质谱检测后，立即检测 Ｇｌｎ和 Ｇｌｕ，检测完成
后的样品立即进行复溶，每孔中直接加入６０ μＬ萃
取液，铝箔膜密封覆盖，室温震荡 １０ ｓ混匀后进样。
比较复溶前后样品中 Ｇｌｎ和 Ｇｌｕ的稳定性。
１．５　 临床初步应用　 检测 ６１２ 例复溶样品的 Ｇｌｎ
和 Ｇｌｕ，观察检测值的分布情况；确诊 ＯＴＣＤ阳性样
本共计 ６例，其中 ３例为患儿陈旧性初筛干血斑样
品，另外 ３例是将患儿的冻存抗凝静脉血溶解后滴
于空白滤纸片上，制备成干血斑样品后进行检测。

１．６　 统计学分析　 用 ＳＰＳＳ ２２．０统计软件进行。

２　 结果

２．１　 标准曲线 　 见图 ２、３。在 ５０ ～ １ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
范围内，Ｇｌｎ标准曲线为 Ｙ＝ ０．０８１ ３Ｘ＋０．３３０ ８，Ｒ２ ＝
０．９９８ ６；Ｇｌｕ 标准曲线为 Ｙ ＝ ０．０７６ １Ｘ＋０．１９，Ｒ２ ＝
０．９９９ ６。

图 ２　 ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ检测 Ｇｌｎ的标准曲线

图 ３　 ＥＳＩＭＳ ／ ＭＳ检测 Ｇｌｕ的标准曲线

２．２　 回收率　 ５０、１２５、２５０、５００、１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｇｌｎ
的回收率分别为 １７０． ９０％、１０７． ２４％、９８． １６％、
９８．０１％、１０１．１５％，Ｇｌｎ 在 １２５～１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范
围内回收率良好。５０、１２５、２５０、５００、１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｇｌｕ的回收率分别为 １９１．２２％、１２９．１８％、１１３．６５％、
１０３．８７％、１０２．０６％，Ｇｌｕ在 ２５０ ～ １ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度
范围内回收率良好。

２．３　 正确度　 ５０、１２５、２５０、５００、１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｇｌｎ
的偏倚分别为 ５６． １６％、１． ３３％、４． ８０％、３． ４６％、
０．５６％，Ｇｌｎ在 １２５～１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范围内正确
度良好。５０、１２５、２５０、５００、１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｇｌｕ 的偏
倚分别为 ３７． ４５％、７． ６７％、２． ９０％、１． ５０％、０． ０９％，
Ｇｌｕ在 １２５～１ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ浓度范围内正确度良好。
２．４　 精密度　 见表 １。Ｇｌｎ精密度良好。

表 １　 Ｇｌｎ和 Ｇｌｕ测定的重复性和期间不精密度

质控品

Ｇｌｎ
重复性

（ｎ＝ ３８）
期间不精密度

（ｎ＝ ７６）

Ｇｌｕ
重复性

（ｎ＝ ３８）
期间不精密度

（ｎ＝ ７６）
低浓度 ７．０７％ ６．５８％ １１．２８％ １０．５９％
高浓度 ４．５９％ ４．３３％ １０．８３％ ９．８４％

　 　 注：，以 ＣＶ表示。
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２．５　 复溶样品的稳定性　 用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ Ｕ检验
分析 ２５５例样品复溶前、后 Ｇｌｎ、Ｇｌｕ检测结果，Ｐ值
分别为 ０．１４８、０．０００，表明可用复溶样品检测 Ｇｌｎ。
２．６　 临床初步应用　 检测 ６１２例复溶样品的 Ｇｌｎ和
Ｇｌｕ，测定值呈偏态分布，鉴于在 ＯＴＣＤ和 ＣＰＳＤ患儿
中，Ｇｌｎ均表现为增高，因此偏态分布数据单侧参考
区间取 Ｐ９５参考限，Ｇｌｎ 参考区间为＜１０６．６３ μｍｏｌ ／ Ｌ，
Ｇｌｕ参考区间为＜１８８．２４ μｍｏｌ ／ Ｌ。

表 ２中，样品 １～３是将低温保存的阳性静脉血
样品复溶，颠倒混匀后直接滴于空白滤纸片，制备

成干血斑后检测，Ｇｌｎ 明显增高，Ｇｌｕ 在参考区间
内；样品 ４～６均为－２０ ℃保存的陈旧性、阳性干血
斑样品，检测结果中 Ｇｌｎ 未见明显增高，但 Ｇｌｕ 均
明显增高。

表 ２　 ＯＴＣＤ阳性样品 Ｇｌｎ和 Ｇｌｕ检测结果

编号 Ｇｌｎ（μｍｏｌ ／ Ｌ） Ｇｌｕ（μｍｏｌ ／ Ｌ）
１ ５８３．２４ １５３．３４
２ ７０９．６７ ７０．５４
３ ７０３．５５ ６９．８１
４ ２５．３４ ４９０．２９
５ ４７．８３ ２９２．３０
６ ５０．５１ ２９１．８８

３　 讨论

　 　 目前国内暂未发布针对尿素循环障碍的专家
共识。根据国外 ２００２年尿素循环障碍的指南［８］以

及 ２０１２ 年［３］、２０１９ 年［９］专家共识，Ｇｌｎ 筛查 ＯＴＣＤ
和 ＣＰＳＤ的特异性、敏感性高于 Ｃｉｔ。但国内一些针
对 ＯＴＣＤ、ＣＰＳＤ 的案例报道中，描述为 Ｇｌｕ 增高。
因此，本研究除了检测 Ｇｌｎ，还同步检测干血斑中
Ｇｌｕ。

根据 ＯＴＣＤ 阳性新鲜干血斑样品与陈旧干血
斑样品对比结果，新鲜样品中 Ｇｌｎ 升高，Ｇｌｕ 正常，
与国外指南描述一致；而陈旧性样品中 Ｇｌｕ 升高，
Ｇｌｎ正常。结合文献分析，Ｇｌｎ稳定性比 Ｇｌｕ弱，Ｇｌｎ
的分解又称谷氨酰胺异化或谷氨酰胺降解，是通过

一系列的生化反应过程，将 Ｇｌｎ降解为 Ｇｌｕ、天门冬
氨酸、二氧化碳、丙酮酸、乳酸、丙氨酸、柠檬酸等产

物。因此，陈旧样品中大量的 Ｇｌｎ降解为 Ｇｌｕ，导致
了 Ｇｌｕ异常增高；提示在实际应用中，应同时检测
Ｇｌｎ、Ｇｌｕ，避免因干血斑样品保存不当而导致 Ｇｌｎ
表现为假阴性，同步检测 Ｇｌｕ可防止漏检。

采用完成常规质谱检测后的干血斑样品进行

复溶，在复溶样品中检测 Ｇｌｎ 与 Ｇｌｕ 还存在以下优

势：（１）节约干血斑样品量和缩短检测时间。所有
新筛样品均必须进行常规串联质谱检测，用一次实

验的成本已经同步将 Ｇｌｎ 和 Ｇｌｕ 成功从干血斑中
萃取出来，后续只需要用微量且极低成本的萃取液

复溶后即可进样检测。采用剩余溶液复溶后立即

检测 Ｇｌｎ，可以在不增加干血斑样本量和试剂成本
的前提下迅速完成 Ｃｉｔ 的二级筛查；（２）降低假阳
性率、提高阳性预测值。常规临床筛查工作中，以

Ｃｉｔ低于 ６．０ 或 Ｃｉｔ ／ Ｐｈｅ 低于 ０．１ 为界限统计，初次
筛查阳性率接近 １ ／ １００，实际工作中 ＯＴＣＤ与 ＣＰＳＤ
的发病率远低于该界限，过高的阳性率会加重新生

儿家属的心理负担并增加实验室的检测成本，因此

通过原始样品检测残留物进行二级筛查，可以降低

假阳性率、提高阳性预测值和降低检测成本。

本研究中虽然已经初步建立 Ｇｌｎ 和 Ｇｌｕ 的参
考区间，鉴于当前阳性样本例数过少，后续工作中

仍需积累阳性样本，进一步评估该方法的性能。
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