
８６６　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第６期　２０２５年３月（总第４２８期）　　　　

用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法检测血清中维生素 Ｄ的含量
ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤｉｎｓｅｒｕｍｂｙＬＣ－ＭＳ／ＭＳ

基金项目：南通市药物政策与药学服务研究基

金资助项目（２０２３ＮＴＰＡ１１）
作者简介：施卉（１９８６－），女，主管药师，主要从

事儿童治疗药物监测方向的研究

通信作者：顾锦华，主任药师，硕士生导师

Ｔｅｌ：（０５１３）５９００８１５３
Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｈｇｕ＠ｎｔｕｅｄｕｃｎ

施　卉１ａ，李海娟１ａ，顾玲琪１ａ，

张小华１ｂ，金　霞１ｂ，顾锦华１ａ

（１南通大学 附属妇幼保健院，ａ药学部；

ｂ儿科，江苏 南通 ２２６０００）

ＳＨＩＨｕｉ１ａ，ＬＩＨａｉ－ｊｕａｎ１ａ，
ＧＵＬｉｎｇ－ｑｉ１ａ，ＺＨＡＮＧＸｉａｏ－ｈｕａ１ｂ，
ＪＩＮＸｉａ１ｂ，ＧＵＪｉｎ－ｈｕａ１ａ

（１ ａＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ；
ｂＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
ＭａｔｅｒｎｉｔｙａｎｄＣｈｉｌｄＨｅａｌｔｈＣａｒｅＨｏｓｐｉｔａｌ
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摘要：目的　建立一种基于液相色谱－串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）的血清维生素Ｄ
（ＶＤ）定量分析方法并评估其在儿科营养支持中的临床应用价值。方法　血清
样品经乙腈处理，以２５－羟基维生素 Ｄ２－ｄ６（２５－ＯＨ－ＶＤ２－ｄ６）与２５－羟基
维生素Ｄ３－ｄ６（２５－ＯＨ－ＶＤ３－ｄ６）作为内标。色谱柱：ＫｉｎｅｔｅｘＣ１８（５００ｍｍ
×３０ｍｍ，２６μｍ）；流动相：０１％甲酸水溶液和０１％甲酸甲醇溶液梯度洗脱，
流速为０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为１０μＬ，柱温３０℃。用电喷雾离子化源，正离
子模式，多重反应监测，评估 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测方法学的专属性、标准曲线及定
量下限、精密度及回收率、稳定性和基质效应。应用建立的方法检测肠内组（口

服１０μｇ·ｋｇ－１ＶＤ滴剂，ｑｄ）和肠外组［肠外营养液中加入注射用脂溶性维生素
（Ⅰ）经静脉注射相当于１０μｇ·ｋｇ－１ＶＤ，ｑｄ］早产儿血清中ＶＤ水平。结果　２５－
ＯＨ－ＶＤ２与２５－ＯＨ－ＶＤ３均在５～１００ｎｇ·ｍＬ

－１呈良好的线性关系，２５－ＯＨ－

ＶＤ２标准曲线为 ｙ＝１００ｘ＋２３４×１０－２（Ｒ＝０９９９８），定量下限为

０５ｎｇ·ｍＬ－１；２５－ＯＨ－ＶＤ３标准曲线为 ｙ＝１００ｘ＋５６×１０
－３（Ｒ＝０９９９８），

定量下限为１ｎｇ·ｍＬ－１。精密度及回收率：２５－ＯＨ－ＶＤ２的质控样本回收率为
９５５９％～１０５３８％，批内和批间精密度分别≤４７５％和≤４６８％，２５－ＯＨ－ＶＤ３
回收率为９８３８％～１１３６３％，批内和批间精密度分别≤５６４％和≤７８３％；不同
浓度２５－ＯＨ－ＶＤ２和２５－ＯＨ－ＶＤ３样品在不同条件下稳定性良好，基质效应分
别为８５％～１１０％和８８％～１１２％。经肠内或肠外 ＶＤ补充后，２组早产儿血清
中２５－ＯＨ－ＶＤ２和２５－ＯＨ－ＶＤ３浓度均显著升高，其中肠外组２５－ＯＨ－ＶＤ２
和２５－ＯＨ－ＶＤ３浓度均显著高于肠内组（均Ｐ＜００５）；肠外组早产儿每日体质
量增加率均显著高于肠内组（均Ｐ＜００５）。结论　基于ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ的血清ＶＤ
定量分析方法专属性强、灵敏度高，适用于早产儿ＶＤ水平监测。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｍｅｔｈｏｄｆｏｒ
ｓｅｒｕｍｖｉｔａｍｉｎＤ（ＶＤ）ｂａｓｅｄｏｎｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）ａｎｄｅｖａｌｕａｔｅｉｔｓｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｖａｌｕｅ
ｉｎｐｅｄｉａｔｒｉｃｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｓｕｐｐｏｒｔ Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｄｗｉｔｈａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ，ｕｓｉｎｇ２５－ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ２－ｄ６（２５－ＯＨ－
ＶＤ２－ｄ６）ａｎｄ２５－ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ３－ｄ６（２５－ＯＨ－ＶＤ３－ｄ６）ａｓ
ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓＫｉｎｅｔｅｘＣ１８（５００
ｍｍ ×３０ｍｍ，２６μｍ）Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆ０１％ ｆｏｒｍｉｃ
ａｃｉｄａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｍｅｔｈａｎｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｗｉｔｈ
ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ０５ｍＬ·ｍｉｎ－１ａｎｄａｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ
ｏｆ１０μＬＴｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓｓｅｔｔｏ３０℃Ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ，ｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎ
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　　　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇＴｈｅＬＣ－ＭＳ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｆｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓ，ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓＴｈｅｍｅｔｈｏｄｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＶＤｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｏｆ
ｉｎｆａｎｔｓｆｒｏｍｔｈｅｅｘｔｅｒｎａｌｇｒｏｕｐ（ｏｒａｌ１０μｇ·ｋｇ－１ＶＤｄｒｏｐｓ，ｑｄ）ａｎｄｔｈｅｐａｒｅｎｔｅｒａｌｇｒｏｕｐ［ｐａｒｅｎｔｅｒａｌｎｕｔｒｉｔｉｏｎ
ｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎｊｅｃｔａｂｌｅｆａｔ－ｓｏｌｕｂｌｅｖｉｔａｍｉｎ（Ⅰ）ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ，ｉｔｗａｓｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｔｏ１０μｇ·ｍＬ－１ＶＤ，
ｑｄ］Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｂｏｔｈ２５－ＯＨ－ＶＤ２ａｎｄ２５－ＯＨ－ＶＤ３ｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ５－１００ｎｇ·ｍＬ

－１，ｗｉｔｈ
ｔｈｅ２５－ＯＨ－ＶＤ２ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｙ＝１００ｘ＋２３４×１０

－２（Ｒ＝０９９９８），ａｎｄａｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
（ＬＬＯＱ）ｏｆ０５ｎｇ·ｍＬ－１；２５－ＯＨ－ＶＤ３ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｙ＝１００ｘ＋５６×１０

－３（Ｒ＝０９９９８），ａｎｄＬＬＯＱｏｆ
１ｎｇ·ｍＬ－１Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆ２５－ＯＨ－ＶＤ２ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅｓｗａｓ９５５９％－１０５３８％，ｗｉｔｈｉｎｔｒａ－ａｎｄ
ｉｎｔｅｒ－ｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ≤ ４７５％ ａｎｄ≤ ４６８％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆ２５－ＯＨ－ＶＤ３ｗａｓ９８３８％ －
１１３６３％，ｗｉｔｈｉｎｔｒａ－ａｎｄｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈｐｒｅｃｉｓｉｏｎ≤５６４％ ａｎｄ≤７８３％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ２５－ＯＨ－ＶＤ２
ａｎｄ２５－ＯＨ－ＶＤ３ｓａｍｐｌｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗａｓｇｏｏｄｕｎｄｅｒｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｗｉｔｈｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓｒａｎｇｉｎｇ
ｆｒｏｍ８５％－１１０％ ａｎｄ８８％－１１２％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＡｆｔｅｒｅｎｔｅｒａｌｏｒｐａｒｅｎｔｅｒａｌＶＤｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ｔｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ２５－ＯＨ－ＶＤ２ａｎｄ２５－ＯＨ－ＶＤ３ｉｎｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓｏｆｐｒｅｔｅｒｍｉｎｆａｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｉｔｈｔｈｅｐａｒｅｎｔｅｒａｌ
ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２５－ＯＨ－ＶＤ２ａｎｄ２５－ＯＨ－ＶＤ３ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｅｎｔｅｒａｌｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜００５）Ｔｈｅｄａｉｌｙｗｅｉｇｈｔｇａｉｎｒａｔｅｏｆｐｒｅｔｅｒｍｉｎｆａｎｔｓｉｎｔｈｅｐａｒｅｎｔｅｒａｌｇｒｏｕｐｗａｓａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ
ｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｅｎｔｅｒａｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｍｅｔｈｏｄｏｆｓｅｒｕｍＶＤｂａｓｅｄｏｎ
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳｈａｓｓｔｒｏｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｏｆＶＤｌｅｖｅｌｉｎｐｒｅｍａｔｕｒｅｉｎｆａｎｔｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｖｉｔａｍｉｎＤ；ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ；ｐｒｅｔｅｒｍｉｎｆａｎｔｓ；
ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｓｕｐｐｏｒｔ

　　早产儿因消化系统发育不成熟，需依赖肠外营养
（ｐａｒｅｎｔｅｒａｌｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，ＰＮ）支持［１］。维生素Ｄ（ｖｉｔａｍｉｎＤ，
ＶＤ）是一种调节钙磷平衡的脂溶性维生素［２］，其缺乏

会增加新生儿呼吸窘迫综合征、坏死性结肠炎、支气

管肺发育不良的风险［３］。常用的 ＶＤ检测方法主要
有放射免疫分析和酶联免疫吸附试验法，因灵敏度和

特异性不足，难以满足临床需求［４］。因此，为确保早

产儿获得适当ＶＤ补充，建立一种准确、快速的检测方
法十分重要。液相色谱 －串联质谱（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇ
ｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法具有
强大的分离能力和高灵敏度，能够区分２５－羟基维生
素 Ｄ２（２５－ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ２，２５－ＯＨ－ＶＤ２）和
２５－羟 基 维 生 素 Ｄ３ （２５ －ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３，
２５－ＯＨ－ＶＤ３），是 ＶＤ检测的“金标准”

［５］。本研究

旨在建立基于 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ的血清 ＶＤ定量分析方
法，优化ＶＤ检测精度，并应用于儿科营养支持，为早
产儿ＶＤ精准补充提供科学依据。

材料与方法

１　材料
药品与试剂　维生素 Ｄ滴剂，规格：每粒４００Ｕ，

批号：１２９２３２０２８、１２９２３４０１７、１２９２３４０４８，批准文号：国
药准字Ｈ３５０２１４５０，国药控股星鲨制药（厦门）有限公

司生产；注射用脂溶性维生素（Ⅰ），规格：复方制剂，
批号：２２０７２９－１、２３０３１７－２、２３０６０４－２，批准文号：国
药准字 Ｈ２００８０５４１，马鞍山丰原制药有限公司生产。
２５－ＯＨ－ＶＤ２，规格：每支 １００μｇ·ｍＬ

－１，纯度：

９８％，批号：Ｃ０７Ｂ２３，２５－ＯＨ－ＶＤ３，规格：每支 １００

μｇ·ｍＬ－１，纯度：９８％，批号：Ａ１０Ｃ２３，２５－ＯＨ－ＶＤ２－ｄ６，
规格：每瓶 １ｍｇ，纯度：≥９８％，批号：Ｂ１１Ａ２２，
２５－ＯＨ－ＶＤ３－ｄ６，规格：每瓶 １ｍｇ，纯度：９８％，批
号：０３ＡＣＡ２３，均购自美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。

仪器 　 ＸｅｖｏＴＱＤ 质 谱 仪、ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ
Ｉ－Ｃｌａｓｓ超高效液相色谱仪，均为美国 Ｗａｔｅｒｓ公司
产品。

２　测定条件、溶液配制与血浆样品预处理
色谱条件　色谱柱：ＫｉｎｅｔｅｘＣ１８柱 （５００ｍｍ×

３０ｍｍ，２６μｍ），柱温：３０℃，流动相：０１％甲酸水
溶液 （Ａ）０１％ 甲 酸 甲 醇 溶 液 （Ｂ），流 速：
０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量：１０μＬ。洗脱程序：０～０５０
ｍｉｎ，２０％Ａ；０５０～１００ｍｉｎ，９％Ａ；１００～２４５ｍｉｎ，
３％Ａ；２４５～２５０ｍｉｎ，２０％Ａ。

质谱条件　用电喷雾离子化源，大气压化学正离
子模式，多重反应监测。离子源温度为５００℃，离子
喷射电压为５５００Ｖ，源内气体１（Ｎ２）压力：３７９ｋＰａ；
气体 ２（Ｎ２）压力：３１０ｋＰａ；气帘气体（Ｎ２）压力：
１７２ｋＰａ；碰撞气（Ｎ２）压力：Ｍｅｄｉｕｍ。２５－ＯＨ－ＶＤ２、
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２５－ＯＨ－ＶＤ２－ｄ３、２５－ＯＨ－ＶＤ３和２５－ＯＨ－ＶＤ３－ｄ６
的碰撞室射出电压均为２２Ｖ，碰撞能量均为１０Ｖ，入
口电压均为６Ｖ，停留时间均为７０ｍｓ。检测离子对：
２５－ＯＨ－ＶＤ２ｍ／ｚ４１３３０→３９５２０，２５－ＯＨ－ＶＤ２－ｄ３
ｍ／ｚ４１６３０→３９８２０，２５－ＯＨ－ＶＤ３ｍ／ｚ４０１３０→
３８３２０，２５－ＯＨ－ＶＤ３－ｄ６ｍ／ｚ４０７３０→ ３８９２０。

质控样品工作液的配制　精准量取２５－ＯＨ－ＶＤ２
与２５－ＯＨ－ＶＤ３各０２ｍＬ溶解于甲醇０８ｍＬ中，配
制成 ２０μｇ· ｍＬ－１的 标 准 液 （２５－ＯＨ －ＶＤ２，
２５－ＯＨ－ＶＤ３质量浓度均为２０μｇ·ｍＬ

－１）。标准液

经甲醇梯度稀释，配制质量浓度分别为５、１０、２０、３０、
４０、５０、６０、７０、８０、９０ｎｇ·ｍＬ－１的２５－ＯＨ－ＶＤ２和５、
１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００ｎｇ· ｍＬ－１

２５－ＯＨ－ＶＤ３的标准曲线工作液。
内标储备液的配制　称量２５－ＯＨ－ＶＤ２－ｄ６与

２５－ＯＨ－ＶＤ３－ｄ６各１ｍｇ，分别溶解于甲醇１ｍＬ，配
制１ｍｇ· ｍＬ－１的内标储备液，经乙腈稀释至
２０ｎｇ·ｍＬ－１内标工作液。

血清样本预处理　取血清样本与梯度工作液各
１００μＬ，加入内标工作液３００μＬ，旋涡混匀１ｍｉｎ，以
１２×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，取上清液做后续
分析。

３　方法学考察
专属性　分别取空白血清基质、含内标的血清基

质、标准液、早产儿血清样本，按“血清样本预处理”方

法进行处理和配制，进行 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析，考察专
属性。

标准曲线与定量下限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）　以梯度标准溶液的浓度作为 ｘ轴，而
将标准溶液与内标峰面积的比值设定为 ｙ轴。用了
加权最小二乘法（权重设定为 ｗ＝１／ｘ２）进行回归分
析，绘制标准曲线。２５－ＯＨ－ＶＤ２的标准曲线质量浓
度分别为 ５、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０
ｎｇ·ｍＬ－１，ＬＬＯＱ为０５ｎｇ·ｍＬ－１；２５－ＯＨ－ＶＤ３的
标准曲线质量浓度分别为５、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、
８０、９０、１００ｎｇ·ｍＬ－１，ＬＬＯＱ为１ｎｇ·ｍＬ－１。

精密度与回收率　①批内精密度：用空白血清基质
分别配制３个质量浓度梯度的加内标液的２５－ＯＨ－ＶＤ２
（１０、１００和 ４００ｎｇ·ｍＬ－１）与 ２５－ＯＨ－ＶＤ３
（２０、２００与８００ｎｇ·ｍＬ－１）溶液，每个质量浓度同
时检测１０个样本；②批间精密度：于３个批次分别测
定上述浓度的样本，每个质量浓度同时检测１０个样
本。分别计算批内和批间测量值的平均值、标准差、

相对标准偏差、标准偏差。用上述质量浓度梯度

２５－ＯＨ－ＶＤ２与２５－ＯＨ－ＶＤ３样本，每个样本重复６
次浓度测定，分别计算２５－ＯＨ－ＶＤ２与２５－ＯＨ－ＶＤ３
的相对回收率的平均值和标准差。回收率（％）＝检
测浓度／标示浓度×１００％。

基质效应　用空白血清样本作为基质，按“血清
样本 预 处 理”方 法 加 入 已 知 浓 度 的 标 准 品

（２５－ＯＨ－ＶＤ２和２５－ＯＨ－ＶＤ３），分别检测其峰面积，
与相同浓度的纯溶剂标准品峰面积进行比较，基质效应

的测试在低（１０ｎｇ·ｍＬ－１）、中（１００ｎｇ·ｍＬ－１）和高
（４００ｎｇ·ｍＬ－１）３个质量浓度梯度下进行，每个质
量浓度重复检测６次，并计算平均值和相对标准偏差
（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）。基质效应（％）＝
基质液峰面积／纯溶剂峰面积×１００％。

稳定性　按照“精密度与回收率”的方法配制
３个质量浓度梯度的２５－ＯＨ－ＶＤ２与２５－ＯＨ－ＶＤ３
溶液。分别室温放置１２ｈ、４～８℃ 放置７ｄ、－２０℃
放置３０ｄ后，按照“血清样本预处理”项下操作，进行
测定。

４　临床样本资料
一般资料　选取南通大学附属妇幼保健院

２０２２年１月至２０２３年１２月收治的５６例早产儿为研
究对象。按随机数表法分为肠内组和肠外组。收集

２组早产儿性别、胎龄、入院时间等一般资料，２组早
产儿的一般资料比较，在统计学上差异均无统计学意

义（均Ｐ＞００５）。本研究经南通大学附属妇幼保健院
伦理审查委员会批准（伦理批件：Ｙ２０２１０５１）。所有早
产儿的监护人均签署知情同意书。

诊断与入选标准　符合《早产儿管理指南》的诊
断标准。①出生后４８ｈ内入院；②早产儿与母体均未
补充维生素制剂；③临床资料完整。

排除标准　①先天消化道畸形者；②正在使用可
能影响ＶＤ水平的药物者；③重度呼吸窘迫综合征或
重度窒息者；④严重的心血管、胃肠道或肝肾疾病，不
耐受肠内营养支持者。

分组与治疗方法　肠内组给予口服维生素 Ｄ滴
剂补充：每次服用剂量为 １０μｇ·ｋｇ－１，ｑｄ，疗程为
２周；肠外组给予注射用脂溶性维生素：在肠外营养液
中加入注射用脂溶性维生素（Ⅰ），经静脉注射，相当
于１０μｇ·ｋｇ－１ＶＤ，ｑｄ，疗程为２周。

临床观察指标　治疗前和治疗后２周，采集早产
儿静脉血２ｍＬ，以３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，保留样
本血清，置于 －８０℃冷冻，参照上述 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方
法，对血清中２５－ＯＨ－Ｄ２与２５－ＯＨ－Ｄ３的浓度进行
检测；记录早产儿治疗后２周的体质量、每日体质量
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增加率以及住院时间。

５　统计学处理
用ＳＰＳＳ２３０软件进行统计分析。符合正态分布

的计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，比较用独立样本 ｔ检验；计
数资料用率（％）表示，比较用χ２检验。

结　　果

１　方法学评价
专属性　２５－ＯＨ－ＶＤ２与２５－ＯＨ－ＶＤ３内标的

保留时间分别为２２５和２２６ｍｉｎ，临床血清样本的
保留时间分别为２２８和２２４ｍｉｎ，提示血清内源性
物质对样品分析不产生干扰，见图１。

标准曲线和与 ＬＬＯＱ　２５－ＯＨ－ＶＤ２在 ５～９０
ｎｇ·ｍＬ－１，２５－ＯＨ－ＶＤ３在５～１００ｎｇ·ｍＬ

－１有良好

的线性关系，２５－ＯＨ－ＶＤ２的标准曲线方程为ｙ＝１００ｘ
＋２３４×１０－２（ｒ＝０９９９８）；２５－ＯＨ－ＶＤ３的标准曲线
方程为 ｙ＝１００ｘ＋５６０×１０－３（ｒ＝０９９９８）。
２５－ＯＨ－ＶＤ２与２５－ＯＨ－ＶＤ３的与 ＬＬＯＱ样本的信
噪比均＞１０，变异系数分别为３８％和６１％，准确度
分别为１０１３％和９９０％。检测的灵敏度可以满足

本次临床样本的测试需求。

精密度与回收率　２５－ＯＨ－ＶＤ２质控样本的回
收率在 ９５５９％ ～１０５３８％，批内精密度≤ ４７５％，
批间精密度≤ ４６８％。２５－ＯＨ－ＶＤ３的质控样本的
回收率在 ９８３８％ ～１１３６３％，批内精密度 ≤
５６４％，批间精密度≤ ７８３％，见表１。以上结果说
明本检测方法具备良好的准确度和精密度。

基质效应　２５－ＯＨ－ＶＤ２和２５－ＯＨ－ＶＤ３的基
质效应分别为８５％ ～１１０％和８８％ ～１１２％，ＲＳＤ均
低于１０％。不同浓度梯度的基质效应结果一致，未对
标准 曲 线 的 线 性 关 系 造 成 影 响。此 外，内 标

（２５－ＯＨ－ＶＤ２－ｄ６和２５－ＯＨ－ＶＤ３－ｄ６）的引入有
效校正了基质效应对定量分析的干扰，使各浓度梯度

的基质效应偏差控制在±５％。
稳定性　２５－ＯＨ－ＶＤ２和２５－ＯＨ－ＶＤ３样品分

别以３个不同质量浓度在室温放置 １２ｈ、４～８℃ 放
置７ｄ与 －２０℃放置３０ｄ，２种样品在各个条件下的
相对偏差分别在 －８５４％ ～－２１７％和 －４８２％ ～
０２３％，相对标准差为５３５％ ～１０６３％。表明在上
述条件中，２组样品均有较好的稳定性。

图 １　２５－羟基维生素Ｄ２（２５－ＯＨ－ＶＤ２，Ⅰ）与２５－羟基维生素Ｄ３（２５－ＯＨ－ＶＤ３，Ⅱ）的典型液相色谱 －串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ）色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｙｐｉｃａｌｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ２５－ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ２
（２５－ＯＨ－ＶＤ２，Ⅰ）ａｎｄ２５－ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ３（２５－ＯＨ－ＶＤ３，Ⅱ）
Ａ：Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍ；Ｂ：２５－ＯＨ－ＶＤ２ａｎｄ２５－ＯＨ－ＶＤ３ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍ ＋ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｄ：Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅ
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表１　用液相色谱－串联质谱法检测２５－ＯＨ－ＶＤ２ａｎｄ２５－ＯＨ－ＶＤ３的精密度和回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ２５－ＯＨ－ＶＤ２ａｎｄ２５－ＯＨ－ＶＤ３ｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝１０） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝１０）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（ｎｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（ｎｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％）

２５－ＯＨ－ＶＤ２ １０ ０９５±００４ ４７５ －４１６ ０９４±００３ ４１１ －７１３ １０５３８±４２１
１００ ８７２±０２０ ２１９ －９９６ ８８７±０２７ ３６４ －９８２ １０１３４±４０２
４００ ３５７８±１２５ ３６１ －７１８ ３６１２±１４８ ４６８ －８０５ ９５５９±１２５

２５－ＯＨ－ＶＤ３ ２０ １８９±０１３ ５６４ －４３１ １９２±０１４ ５８６ －１３５ ９８３８±４９８
２００ １７８７±０５７ ３６７ －８１０ １８２１±０８７ ５７４ －６９２ １１３６３±３８４
８００ ７５１１±１３８ １７９ －７２２ ７５０４±４３８ ７８３ －５１３ １０１５８±４６９

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ

２　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测２组早产儿血清２５－ＯＨ－ＶＤ２与
２５－ＯＨ－ＶＤ３的质量浓度

治疗前，肠内组 ２５－ＯＨ－ＶＤ２质量浓度为
（０４９±００３）ｎｇ·ｍＬ－１，２５－ＯＨ－ＶＤ３质量浓度为
（１３２３±２６８）ｎｇ·ｍＬ－１；肠外组２５－ＯＨ－ＶＤ２质
量浓度为（０４８±００４）ｎｇ·ｍＬ－１，２５－ＯＨ－ＶＤ３质
量浓度为（１３１４±２６４）ｎｇ·ｍＬ－１，组间比较，在统
计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）。治疗后，
肠外组的 ２５－ＯＨ－ＶＤ２质量浓度显著高于肠内组
［（０６８ ± ００２）ｎｇ· ｍＬ－１ ｖｓ（０５６ ± ００２）
ｎｇ·ｍＬ－１，Ｐ＜００５］；肠外组的２５－ＯＨ－ＶＤ３质量浓
度也显著高于肠内组［（１５９５±２３２）ｎｇ·ｍＬ－１ｖｓ
（１４０５±２４９）ｎｇ·ｍＬ－１，Ｐ＜００５］。
３　２组早产儿治疗后的每日体质量增加率及住院时
间的变化

经治 疗 后，肠 内 组 每 日 体 质 量 增 加 率 为

（４１４±１４７）％，肠外组为（５３７±１３６）％，肠外组
的每日体质量增加率显著高于肠内组（Ｐ＜００５）；肠
内组的住院时间为（２８４９±６２８）ｄ，肠外组为
（３０５１±１０２４）ｄ，２组患儿的住院时间比较，在统计
学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

讨　　论

研究显示，早产儿容易出现ＶＤ缺乏，可导致幼儿
出现如佝偻病、手足搐搦症和视网膜病变等［６］。因

此，准确评估儿童的 ＶＤ状态对于指导临床营养支持
和预防相关疾病具有重要意义。传统的检测方法存

在灵敏度和特异性不足等缺陷，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术因
其独特的检测优点，在维生素检测方面展现出更高的

准确性和重复性［７］。本研究旨在建立一种基于

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ的血清ＶＤ定量分析方法，并探讨其在儿

科营养支持中的临床药学评价。

ＶＤ为脂溶性维生素，ＫｉｎｅｔｅｘＣ１８色谱柱常用
于 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ和超高效液相色谱中，其疏水固定
相在检测脂类化合物时可以提供良好的保留特性，

有助于化合物的分离，提高检测精度。本研究显

示，２５－ＯＨ－ＶＤ２和 ２５－ＯＨ－ＶＤ３的色谱图有明
确保留时间，证明该方法可以准确区分和定量血清

中的 ＶＤ代谢物。此外，张文杰等［８］研究建立的

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法检测不同浓度的质控样本回收率
达１１１３９％，批内和批间精密度≤７９９％，本研究
通过优化去簇电压和碰撞能，以及对离子源的电

压、温度和气体流量等参数的改进，得到更优良的

质控样本回收率（１１３６３％）及批内和批间精密度
（≤７８３％），表明该检测方法具备更高的特异性
和灵敏性，进而能为临床提供更精准可靠的数据。

体质量是评估早产儿生长发育的重要指标［９］，早

产儿在出生后的早期阶段容易出现体质量增长缓慢

的情况。李明耀等［１０］研究发现，肠外营养支持有利

于提高早产儿血清中的２５－ＯＨ－ＶＤ水平，可改善
ＶＤ缺乏的症状。赵瑞玲等［１１］研究提出，应用肠外营

养液有利于改善早产儿的营养状况，促进体质量增

长。将本研究建立的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测血清 ＶＤ方法
应用至早产儿营养支持的临床治疗中，测得治疗后的

肠外组２５－ＯＨ－ＶＤ２和２５－ＯＨ－ＶＤ３均显著高于肠
内组，且肠外组治疗后的每日体质量增加率显著高于

肠内组，这说明肠外补充 ＶＤ更有效地支持早产儿的
生长发育。由于ＶＤ经肠内吸收后会在肝中经历首过
效应，导致其在血液中的浓度降低［１２］。肠外补充方

式能够直接进入血液循环，对于肠内吸收不良或无法

通过肠内途径充分吸收 ＶＤ的早产儿，采取肠外补充
是更佳的选择。

本研究构建的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测方法可用于血清
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

ＶＤ的定量分析，具有高准确性和稳定性，适用于早产
儿ＶＤ水平的监测。

参考文献：

［１］　饶晶晶，黄子萌，张金萍，等基于循证的精细化护理在早产

儿ＰＩＣＣ肠外营养中的应用效果观察［Ｊ］齐鲁护理杂志，

２０２４，３０（８）：９４—９７

［２］　ＡＢＲＡＭＳＳＡＶｉｔａｍｉｎＤｉｎｐｒｅｔｅｒｍａｎｄｆｕｌｌ－ｔｅｒｍｉｎｆａｎｔｓ［Ｊ／ＯＬ］．

ＡｎｎＮｕｔｒＭｅｔａｂ，２０２０，７６Ｓｕｐｐｌ２：６—１４２０２０－１１－２４

［２０２４－０８－２４］ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／３３２３２９５５／

［３］　游芳，倪佰亭，赵静，等个体化维生素Ｄ补充方案在极早产

儿中的应用研究［Ｊ］中国儿童保健杂志，２０２３，３１（１０）：

１１２７—１１３１

［４］　ＡＬＴＩＥＲＩＢ，ＣＡＶＡＬＩＥＲＥ，ＢＨＡＴＴＯＡＨＰ，ｅｔａｌＶｉｔａｍｉｎＤｔｅｓ

ｔｉｎｇ：Ａｄｖａｎｔａｇｅｓａｎｄｌｉｍｉｔｓｏｆｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔａｓｓａｙｓ［Ｊ］ＥｕｒＪＣｌｉｎ

Ｎｕｔｒ，２０２０，７４（２）：２３１—２４７

［５］　于鹏，周传贵，楚士颖，等建立ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测血清中５种

脂溶性维生素的方法及临床验证［Ｊ］检验医学与临床，２０２４，

２１（６）：７２１—７２５，７３２

［６］　ＭＩＬＬＥＲＷＬ，ＩＭＥＬＥＡＲｉｃｋｅｔｓ，ｖｉｔａｍｉｎＤ，ａｎｄＣａ／Ｐｍｅｔａｂｏ

ｌｉｓｍ［Ｊ］ＨｏｒｍＲｅｓＰａｅｄｉａｔｒ，２０２２，９５（６）：５７９—５９２

［７］　ＪＯＮＥＳＫＳ，ＭＥＡＤＯＷＳＳＲ，ＫＯＵＬＭＡＮＡＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｒｅｐｏｒｔｉｎｇｏｆｖｉｔａｍｉｎＤｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｍｅａｓｕｒｅｄｉｎｈｕｍａｎｍｉｌｋｂｙ

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ［Ｊ／ＯＬ］ＦｒｏｎｔＮｕｔｒ，２０２３，１０：１２２９４４５２０２３－１１－１６

［２０２４－０８－２４］ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／３８０３５３６２／

［８］　张文杰，李鹏飞 用液相色谱 －串联质谱法测定人血清中

２５－羟基维生素Ｄ的浓度及临床应用 ［Ｊ］中国临床药理学杂

志，２０２３，３９（１２）：１７８７—１７９１

［９］　沈健家，沈丽青口腔按摩改善早产低体质量儿经口喂养的临

床应用效果观察 ［Ｊ］中国妇幼保健，２０２４，３９（１１）：

１９９１—１９９４

［１０］　李明耀，吕峻峰，杨春晖不同胃肠外营养方式对早产儿维生

素Ｄ水平的影响 ［Ｊ］当代医学，２０２２，２８（１５）：１６１—１６３

［１１］　赵瑞玲，王晶，张丽锋，等不同水溶性维生素对新生儿肠外

营养液稳定性和临床疗效的影响 ［Ｊ］中国医院药学杂志，

２０１９，３９（１９）：１９７４—１９７８

［１２］　苏远，张蒙蒙，姚婷婷，等基于药代动力学特征定量评估金

丝桃素肝肠首过效应 ［Ｊ］安徽医专学报，２０２２，２１（２）：

８２—８４，８７ （收稿日期２０２４－０９－０９）

·科学文摘·

单剂量舒拉沙韦酯治疗成人和青少年急性
非复杂性流感患者的临床研究

引自：ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌＳｉｎｇｌｅ－ｄｏｓｅｓｕｒａｘａｖｉｒｍａｒｂｏｘｉｌｆｏｒａｃｕｔｅｕｎｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄｉｎｆｌｕｅｎｚａｉｎａｄｕｌｔｓａｎｄａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｓ：Ａ
ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒ，ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ，ｄｏｕｂｌｅ－ｂｌｉｎｄ，ｐｌａｃｅｂｏ－ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｐｈａｓｅ３ｔｒｉａｌ［Ｊ］ＮａｔＭｅｄ，２０２５，３１（２）：６３９—６４６

Ｓｕｒａｘａｖｉｒｍａｒｂｏｘｉｌ（ＧＰ６８１）是一种抗病毒药物，通过抑制流感病毒 ＲＮＡ聚合酶中的聚合酶酸性蛋白（ｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＡ），发挥强效的治疗作用。根据前期的临床研究，Ｓｕｒａｘａｖｉｒｍａｒｂｏｘｉｌ已显示出对甲型和乙
型流感病毒感染的显著疗效。本研究为一项多中心、随机、双盲、安慰剂对照的３期临床试验，旨在评估单次口
服Ｓｕｒａｘａｖｉｒｍａｒｂｏｘｉｌ４０ｍｇ在５～６５岁、无严重并发症的健康流感门诊患者中的疗效与安全性。研究时间为
２０２２－０７－２８—２０２３－１０－３１，涵盖了中国４６个研究中心，共５９１例患者参与，并随机分配至Ｓｕｒａｘａｖｉｒｍａｒｂｏｘｉｌ组或
安慰剂组，治疗开始时间为症状发生后的２ｄ内。主要终点是流感症状缓解时间（ｔｉｍｅｔｏａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ，ＴＴＡＳ），即从治疗开始至体温恢复至３７２℃或以下，并且７项典型流感症状（咳嗽、喉咙痛、头痛、鼻
塞、发热或寒战、肌肉或关节疼痛、疲劳）持续缓解至少２１５ｈ，且在１５ｄ内完全缓解。次要终点包括病毒学指
标、系统性症状、呼吸道症状、ＰＡ变异突变情况以及不良事件的发生率。结果显示，Ｓｕｒａｘａｖｉｒｍａｒｂｏｘｉｌ组的中位
ＴＴＡＳ显著短于安慰剂组（４２０ｈｖｓ６３０ｈ，Ｐ＜００１）。此外，Ｓｕｒａｘａｖｉｒｍａｒｂｏｘｉｌ组在给药后１ｄ内病毒载量的下
降速度明显快于安慰剂组，变化均值分别为（－２２±１３）与（－１３±１７）ｌｏｇ１０ｃｏｐｉｅｓ·ｍＬ

－１（Ｐ＜０００１）。
Ｓｕｒａｘａｖｉｒｍａｒｂｏｘｉｌ组和安慰剂组不良事件发生率为２８４％（１１２例／３９５例）和２３３％（４５例／１９３例）中有所报
告，且大多数为轻度或中度不良事件。ＰＡ变异体（Ｉ３８Ｔ突变）在甲型流感 Ｈ１Ｎ１ｐｄｍ和 Ｈ３Ｎ２亚型中的发生率
分别为０７％（１例／１３８例）和０９％（２例／２１３例）。研究中未发现显著的获得性耐药性。本试验提示，及时单
次服用Ｓｕｒａｘａｖｉｒｍａｒｂｏｘｉｌ对５～６５岁无并发症流感患者能够有效缩短ＴＴＡＳ，并显著减少病毒载量，且在安全性
方面表现良好。


