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液相色谱串联质谱技术在罕见病诊断中的临床应用

Ｖｏｌ􀆰 １２ Ｎｏ􀆰 ４　 ４５１　　

　 　 近年来， 液相色谱串联质谱 （ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ⁃
ｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 技术在临

床检验领域受到广泛关注。 其因特异度高、 可同时区

分 ／ 定量多种代谢物等特点， 正逐渐从科研应用走向

临床实践前沿。 一方面， 在目前常规生化免疫学尚无

成熟检测方法的情况下， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术可作为临床

亟需项目的重要补充； 另一方面， 作为鉴别检测干扰

物的利器， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术可标化不同分析系统检验

结果的一致性， 对同一待测物质不同结构亚组进行准

确定量分析， 从而在临床精准诊断中发挥越来越大的

作用。 罕见病患者仅占全球人口的 ０􀆰 ６５‰～ １‰， 但

病种多达 ７０００ 多种， 且临床表现差异大， 诊断非常

困难。 为加强我国罕见病防治管理、 提高罕见病诊疗

水平， ２０１８ 年国家卫生健康委员会联合五部门制定

了 《第一批罕见病目录》， 纳入了 １２１ 种罕见病。 目

前罕见病体外诊断领域的主要关注点集中于基因突变

检测方面， 而对具有筛查、 诊断及鉴别诊断作用的代

谢物、 激素等的定量检测则缺乏完整的解决方案。
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ技术具有同时准确定量分析多种物质的能

力， 可以对罕见病的早期诊断及治疗监测提供有力的

实验室帮助。 目前， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术已在多种罕见病

检测中发挥关键作用， 本文参考我国 《第一批罕见

病目录》， 同时纳入部分不在此目录但北京协和医院

接诊较多且患病率低于 １ ／ １０ ０００ 的疾病， 分析 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 技术在其诊断中的应用现状及前景。

１　 激素相关罕见病

目前， 睾酮、 雌二醇等激素已有相对成熟的免疫

学检测方法， 但免疫学方法可检测的激素项目有限，
且不同免疫平台的检测结果差异较大。 遇到非特异性

干扰时， 检测结果可能给临床诊断带来困扰， 甚至有

学者指出， “采用免疫学方法检测睾酮还不如猜一个

结果更加准确” ［１］ 。 而 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法特异度高， 在

激素检测中具有巨大优势。
１􀆰 １　 类固醇激素相关罕见病

类固醇激素种类众多， 代谢通路复杂， 与多种肾

上腺及性腺疾病相关。 目前基于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术可同

时检测几十种类固醇激素， 在一系列类固醇激素相关

罕见病如先天性肾上腺皮质增生性疾病及其亚型的诊

断和鉴别诊断中发挥着重要作用。 ２１⁃羟化酶缺乏导

致的先天性肾上腺皮质增生 （ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ａｄｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒ⁃
ｐｌａｓｉａ， ＣＡＨ） 的临床实践指南明确指出， 免疫学方

法测定 １７α⁃羟孕酮存在假阳性结 果， 推 荐 采 用

ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ作为首选测定方法， 以改进 ＣＡＨ 的阳性预

测结果［２］ 。 ＣＡＨ 亚型种类较多， 包括 １１β⁃羟化酶缺

陷症、 １７⁃羟化酶缺陷症、 ２１⁃羟化酶缺陷症、 ３β⁃羟
基类固醇脱氢酶缺陷症等。 此外， 其临床表现复杂多

样， 不同亚型激素的升高或降低不完全相同， 例如，
２１⁃羟化酶缺陷症导致的 ＣＡＨ 表现为 １１⁃脱氧皮质醇

和皮质酮等盐皮质激素降低， １７α⁃羟孕酮、 孕酮、 睾

酮增高； 而 １１β⁃羟化酶缺陷症表现为 １１⁃脱氧皮质醇

增高， 皮质醇和皮质酮降低； ３β⁃类固醇脱氢酶缺陷

症则表现为 １７α⁃羟孕烯醇酮和脱氢表雄酮增高， 孕

酮、 １７α⁃羟孕酮、 雄烯二酮降低。 ＣＡＨ 亚型的临床诊

断及鉴别诊断困难， 往往需依赖多种类固醇激素的联

合检测。 目前， 对于 １１⁃脱氧皮质醇、 １７α⁃羟孕烯醇酮

等激素的检测尚无成熟的生化免疫学方法， 而 ＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ 技术为多种类固醇激素同时、 准确检测提供了可

能。 近年来， 国内外相继开发出可同时检测 １０ 种以上

类固醇激素的 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法， 为 ＣＡＨ 亚型的诊断及

鉴别诊断提供了帮助［３⁃４］。
北京协和医院检验科建立的同时测定 ２５ 种类固

醇激素的方法， 在既往报道的 ２０ 种类固醇激素［４］ 的

基础上， 增加了 １８⁃氧皮质醇、 １８⁃羟皮质醇、 １８⁃羟
皮质酮等指标， 与醛固酮的联合应用对于原发性醛固

酮增多症及其亚型、 醛固酮分泌瘤及双侧肾上腺增粗

具有鉴别意义［５］ 。 然而， 基于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术获得

的众多类固醇激素的检测结果也为检验科及初级临床

医生对于结果的准确判读提出了挑战。 基于此， 北京

协和医院检验科根据 ２５ 种类固醇激素的代谢途径，
制定了以代谢通路为模板的检验报告 （图 １）。
１􀆰 ２　 儿茶酚胺激素相关罕见病

儿茶 酚 胺 （ ｃａｔｅｃｈｏｌａｍｉｎｅ， ＣＡ） 包 括 多 巴 胺

（ｄｏｐａｍｉｎｅ， ＤＡ）、 肾上腺素 （ ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ， Ｅ） 和去

甲肾上腺素 （ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ， ＮＥ）， 又可分别代谢为

３⁃甲氧基酪胺 （３⁃ｍｅｔｈｏｘｙｔｙｒａｍｉｎｅ， ３⁃ＭＴ）、 ３⁃甲氧基

肾上腺素 （ｍｅｔａｎｅｐｈｒｉｎｅ， ＭＮ）、 ３⁃甲氧基去甲肾上腺

素 （ｎｏｒｍｅｔａｎｅｐｈｒｉｎｅ， ＮＭＮ） 等。 ＣＡ 及其代谢物的检

测在嗜铬细胞瘤和副神经节瘤 （ ｐｈｅｏｃｈｒｏｍｏｃｙｔｏｍａｓ
ａｎｄ ｐａｒａｇａｎｇｌｉｏｍａｓ， ＰＰＧＬｓ） 的筛查、 诊断及治疗监

测中起着决定性作用。 ＰＰＧＬｓ 起源于肾上腺及肾上腺

外的嗜铬细胞， 发病率较低， 约占高血压患者的

０􀆰 １％ ～ ０􀆰 ６％。 国内外多个关于 ＰＰＧＬｓ 的诊疗指

南［６⁃７］均指出， ＰＰＧＬｓ 诊断首选的生化指标为血游离

或尿分馏 ＭＮ 和 ＮＭＮ， ＮＥ、 Ｅ 和 ＤＡ 可协助诊断， 并

推荐采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 或液相色谱串联电化学检测器进

行检测。 多个研究数据显示， 血游离 ＭＮ 和 ＮＭＮ 的
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图 １　 北京协和医院检验科类固醇激素检验报告模板

Ａ 代表检测结果； Ｂ 代表参考范围； ＯＨａｓｅ： 羟化酶； ｌｙａｓｅ： 裂解酶； ＨＳＤ： 羟基类固醇脱氨酶； Ａｒｏｍａｔａｓｅ： 芳香化酶； ５ＡＲ：
５α⁃还原酶； ＡＳ： 醛固酮合酶

检测结果对 ＰＰＧＬｓ 的诊断灵敏度及特异度均达 ９０％
以上， 而尿 ＣＡ 的诊断灵敏度 （６９％ ～ ９２％） 和特异

度 （７２％～９６％） 较代谢物 ＭＮ 和 ＮＭＮ 稍低［６⁃７］ ， 且

ＣＡ 更易受患者情绪 （应激 ／ 焦虑）、 活动 （运动） 以

及饮食 （酒精 ／ 咖啡） 等影响。 尽管ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ技术

测定 ＣＡ 及其代谢物优势明显， 但为保证结果的可靠

性， 需严格控制影响因素， 如药物、 样本采集后的放

置条件等［８⁃１０］ 。

２　 遗传性代谢障碍相关罕见病

新生儿遗传性代谢障碍多为罕见病， 其患病率约

为 １６􀆰 ２５ ／ １０ ０００， 主要包括氨基酸代谢病 （如苯丙酮

尿症、 高苯丙氨酸血症）、 有机酸代谢病 （如丙酸血

症、 戊二酸血症） 和脂肪酸代谢病 （如原发性肉碱缺

乏症） 等［１１］。 串联质谱 （ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＴＭＳ） 技术是其首选测定方法［１２］ 。 基于 ＴＭＳ 技术，
通过几滴血、 一次检测便可在几分钟内测定几十种氨

基酸、 肉碱和琥珀酰丙酮等化合物， 满足对多种新生

儿遗传性代谢障碍同时筛查的需求。 欧美等发达国家

已将其列为法定筛查项目， 在我国部分大中城市也已

相继开展［１３］ 。 然而， ＴＭＳ 技术不经过色谱分离， 无

法区分同分异构体， 同时存在其他代谢物干扰的风

险， 因此在一些特殊情形下， 对 ＴＭＳ 技术检测阳性

的样本采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 或气相色谱串联质谱 （ ｇａｓ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）
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技术进行二次筛查具有重要意义。
甲 基 丙 二 酸 血 症 （ ｍｅｔｈｙｌｍａｌｏｎｉｃ ａｃｉｄｅｍｉａ，

ＭＭＡ） 作为一种严重异质性丙二酸甲酯和钴胺素

（维生素 Ｂ１２） 代谢性疾病， 可造成多脏器 （肝脏、
肾脏等） 损害， 致死率较高且存活者预后不良［１４⁃１５］ 。
ＭＭＡ 在中国较为常见， 由于其临床异质性大， 易造

成漏诊或误诊［１６］ 。 因此， 早期诊断、 治疗至关重要。
基于 ＴＭＳ 技术测定干血斑中肉碱水平是临床提示

ＭＭＡ 的重要指标， 然而该方法缺乏特异性， 阳性预

测值较低， 很难实现与丙酸血症等的准确鉴别诊断。
因此， 推荐对新筛阳性样本进一步采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技

术进行二次筛查［１７］ 。 尽管采用免疫学方法可实现维

生素 Ｂ１２的测定， 但其易受内因子抗体干扰而出现测

定结果假性正常或增高的现象［１８］ 。 基于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
技术不仅可实现维生素 Ｂ１２、 甲基丙二酸的准确测定，
亦可与其代谢产物琥珀酸相区分， 从而有效降低

ＭＭＡ 筛查的假阳性率， 且该方法无需衍生化步骤，
相比 ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术操作更简单、 快速［１５］ 。

基于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术可同时准确定量多种脂肪

酸， 对 Ｘ⁃连锁肾上腺脑白质营养不良 （Ｘ⁃ｌｉｎｋｅｄ ａｄ⁃
ｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ， Ｘ⁃ＡＬＤ） 等罕见病的辅助诊断具

有重要价值。 Ｘ⁃ＡＬＤ 由于 ＡＢＣＤ１ 基因突变、 过氧化

物酶体代谢极长链脂肪酸障碍， 导致极长链脂肪酸在

肾上腺、 脑白质等部位蓄积， 进而影响肾上腺和脑白

质功能， 其在男性中的发病率约为 １ ／ ２１ ０００。 由于本

病尚无有效的治疗手段， 携带者的检出和产前诊断意

义重大。 常见的极长链脂肪酸包括 Ｃ２２ ∶ ０、 Ｃ２４ ∶ ０ 和

Ｃ２６ ∶ ０， 研究显示基于 ＴＭＳ 技术评估干血斑中极长

链脂肪酸， 特别是 Ｃ２６ ∶ ０ 与 Ｃ２２ ∶ ０ 的比值可快速、
简便、 可靠地筛查 Ｘ⁃ＡＬＤ 及其他过氧化物酶体疾

病［１９］ ， 而基于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术准确定量血浆中的

Ｃ２６ ∶ ０ 和Ｃ２４ ∶ ０， 可作为进一步诊断的方法， 其鉴

别 Ｘ⁃ＡＬＤ 的 特 异 度 可 达 １００％ ［２０］ ， 此 外， 基 于

ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ技术可同时检测羊水和血液中 Ｃ２２ ∶ ０、
Ｃ２４ ∶ ０、 Ｃ２６ ∶ ０ 等的水平， 检测性能良好、 无需衍

生化［２１］ 。
基于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术可快速准确测定体液中氨

基酸、 脂肪酸、 有机酸及肉碱等代谢物质的水平，
辅助相关疾病筛查， 降低 ＴＭＳ 技术初筛的假阳性

率。 但值得注意的是， 氨基酸、 脂肪酸及有机酸等

代谢相关的罕见病多为遗传性疾病， 质谱方法大多

仅可作为筛查、 辅助诊断及治疗监测的手段， 最终

的确诊和鉴别诊断仍依赖于酶活性测定和 ／ 或基因

检测。

３　 维生素代谢相关罕见病

据文献报道， 低磷性佝偻病这一罕见病患者表现

为 ２５ＯＨＤ３ 正常或稍低， １，２５（ＯＨ） ２Ｄ３则由于 １α⁃羟
化酶受到成纤维细胞生长因子抑制而明显降低［２２⁃２３］ 。
在 ＣＹＰ２４Ａ１ 突变导致的特发性高钙血症患者中，
２５ＯＨＤ 失 活 途 径 受 阻， 导 致 无 法 代 谢 生 成

２４，２５（ＯＨ） ２Ｄ， 体内 ２４，２５（ＯＨ） ２Ｄ 含量明显降低。
２０１６ 年 Ｋｅｔｈａ 等［２４］指出 ２５ＯＨＤ 与２４，２５（ＯＨ） ２Ｄ的比

值可作为筛查 ＣＹＰ２４Ａ１ 突变的常规临床检查指标，
并建议对临床不明原因的高钙血症患者， 采用 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 检测 ２５ＯＨＤ 与２４，２５（ＯＨ） ２Ｄ的比值以筛查

ＣＹＰ２４Ａ１ 突变［２４］ 。 目前免疫学方法可测定 ２５ＯＨＤ
以及１，２５（ＯＨ） ２Ｄ３， 但传统的免疫学检测方法易受非

特异性交叉干扰， 导致检测结果不准确［２５］ ， 且免疫

学方法存在无法区分维生素 Ｄ２ 和 Ｄ３ 亚型， 测定范

围较窄等问题。 而 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 具有特异度好的优势，
可同时分析维生素 Ｄ 及其代谢物等多种亚组成

分［２６⁃２７］ ， 因此其在需对维生素 Ｄ 及其代谢物进行区

分的维生素 Ｄ 代谢相关罕见病中日渐受到临床认可。
北京协和医院检验科亦于 ２０１８ 年率先在国内建立了

ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 同时测定 ２５ＯＨＤ 和 ２４，２５（ＯＨ） ２Ｄ 的方

法［２５］ ， 在 ＣＹＰ２４Ａ１ 突变导致的特发性高钙血症、 低

磷性佝偻病等的筛查及治疗监测中发挥了重要作用。

４　 ＩｇＧ４ 相关性疾病

近年新命名的 ＩｇＧ４ 相关性疾病 （ ＩｇＧ４ ｒｅｌａｔｅｄ
ｄｉｓｅａｓｅ， ＩｇＧ４⁃ＲＤ） 是一类原因不明的慢性、 进行性

炎症伴纤维化和硬化的疾病， 主要特征为血清 ＩｇＧ４
水平显著增高。 研究显示， 血清 ＩｇＧ４ 浓度诊断 ＩｇＧ４⁃
ＲＤ 的灵敏度和特异度分别为 ８７􀆰 ２％和 ８２􀆰 ６％ ［２８］ ， 但

其采用不同方法测定具有不同的临界值， 通常采用的

定量方法是自动免疫比浊法。 尽管免疫比浊法应用广

泛， 但存在校准差异［２９⁃３１］ 和抗原过量干扰 （ “钩”
效应） ［３２⁃３３］等局限性。 采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 可在一次进样

中完成对 ４ 种 ＩｇＧ 亚型及 ＩｇＧ 总量共 ５ 个指标的同时

测定， 且 ＩｇＧ 亚型的加和值和直接测得的 ＩｇＧ 总量的

相关性优于免疫比浊法［３４］ 。 有研究分别采用免疫比

浊法和 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对 ７５ 例患者样本的 ＩｇＧ 亚型进行

测定， 发现两种方法的结果并不一致， ＩｇＧ２ 抗体与

ＩｇＧ４ 抗体存在交叉干扰， 导致免疫比浊法分开测定 ４
种亚型 ＩｇＧ 的加和值高于直接测得的 ＩｇＧ 总值， 而采
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用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测得的各亚型的加和值与总值接近

（７０ 例结果偏差在 ２０％以内） ［３５］ 。

５　 帕金森病

帕金森病 （ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＤ） 虽被界定

为罕见病， 但随着中国老龄化进程加速， ＰＤ 作为

除阿尔茨海默病外最常见的神经退行性疾病， 其发

病率越来越高， 目前仅可通过临床症状诊断， 并无

明确的生物学指标。 有研究采用代谢组学手段， 利

用高分辨质谱技术准确定性的能力对可能的 ＰＤ 生

物标志物进行了探索， 并发现 Ｎ１， Ｎ８ ⁃二乙酰亚胺

可能是诊断 ＰＤ 的生物标志物［３６］ 。 此外， 有报道称

嘌呤代谢物是 ＰＤ 恶化或改善的临床相关生物标志

物， 而基于ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ技术可实现 ６ 种嘌呤分子的

同时测定［３７］ 。 未来， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术有望在 ＰＤ 诊

治中发挥重要作用。

６　 前景与挑战

随着 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术的不断进步， 其临床应用

越来越广泛， 并在 ＣＡＨ、 ＰＰＧＬｓ、 ＭＭＡ、 Ｘ⁃ＡＬＤ 等

多种罕见病的筛查、 诊断、 鉴别诊断以及治疗监测

中崭露头角。 然而， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术在推广应用过

程中仍存在较大挑战： 首先， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术目前

尚存在自动化程度低、 仪器昂贵、 配套试剂和质控

品不成熟等问题， 造成实验室人员工作量较大； 其

次， 罕见病指标繁多， 国内研究较少， 缺乏基于

ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ检测方法的国内人群参考区间， 特别是

对于受到月经周期、 年龄、 性别等影响的指标， 建

立其人群参考区间面临巨大挑战； 此外， 某些临床

有需求的项目尚未建立收费标准， 致使工作进一步

开展受到限制。 然而， 随着国家对罕见病关注度的

提高以及国内外医疗器械生产厂商、 医疗应用机构

对 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术的不断研发， 目前存在的问题正

在逐步被解决。 总之， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术在临床检测

领域已展现出强大优势， 不仅可与现有生化免疫技

术实现互补， 未来在发现及验证罕见病新的生物标

志物方面亦将发挥不可估量的作用。

作者贡献： 禹松林负责整理文献、 撰写论文； 王丹

晨、 邹雨桐、 马晓丽负责文献查阅与收集； 邱玲负责
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