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１　通信作者

【摘　要】　目的　采用液相色谱串联质谱 (LCＧMS/MS)技术,对传统新生儿先天性肾上腺皮质增生症 (CAH)筛查

方法进行改进.方法　对７３例时间分辨荧光法 (TRFIA)初筛异常的疑似 CAH 患儿,先用基因分析技术为诊断标准分为

CYP２１A２基因突变患者、携带者和非CAH２１新生儿,再用 LCＧMS/MS测定１７Ｇ羟孕酮 (１７ＧOHP)和２１Ｇ脱氧皮质醇 (２１Ｇ
DF)浓度,最后比较LCＧMS/MS技术与 TRFIA法的差异.结果　７３例研究对象中,CAH２１患者６例,携带者９例,非

CAH２１新生儿５８例.LCＧMS/MS法的１７ＧOHP 浓度１􀆰６５~２１８􀆰６３ng/mL,２１ＧDF 浓度０􀆰１１２~２３􀆰３００ng/mL;其中,

CAH２１患儿的１７ＧOHP浓度显著高于携带者或非 CAH２１新生儿 (均P＜０􀆰００１);２１ＧDF浓度:CAH２１患儿＞携带者＞非

CAH２１新生儿 (分别P＜０􀆰００１和P＜０􀆰０５).Deming回归和 BlandＧAltman偏差分析:LCＧMS/MS技术与 TRFIA 法检测

结果的关联性良好,但后者明显高于前者.根据LCＧMS/MS技术检测正常人群上述两指标的参考范围,前者假阳性２７例,
为 TRFIA法４０􀆰３０％;后者假阳性１３例,为 TRFIA法１９􀆰４０％.结论　LCＧMS/MS技术应用对初筛阳性的疑似CAH 患儿

进行原干血片测定１７ＧOHP和２１ＧDF浓度,可降低 TRFIA过高的假阳性率.
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Applicationofliquidchromatographytandem massspectrometryinnewbornscreeningforcongenitaladrenal
hyperplasia　　SUYueqing,ZHU Wenbin,ZHOUJinfu,CHEN Hanqiang．FujianMaternityandChildren Health
Hospital,AffiliatedHospitalofFujianMedicalUniversity,Fuzhou,Fujian３５０００１,China

【Abstract】　Objective　Toimprovenewbornscreeningmethodforcongenitaladrenalhyperplasia(CAH２１)usingliquid
chromatographyＧtandem massspectrometry (LCＧMS/MS)method．Methods　Intotal,７３CAHsuspectsusingclassicaltimeＧ
resolvedfluoroimmunoassay(TRFIA)wereenrolledandcollectedtheiroriginaldrybloodsamples．CYP２１A２mutationsamong
allparticipantswereassessedasconfirmatorytestsforCAH２１patients．LCＧMS/MSmethodwasusedtofurthermeasurethe１７Ｇ
hydroxyprogesterone(１７ＧOHP)and２１Ｇdeoxycortisol(２１ＧDF)．Results　Geneanalysisconfirmedthattherewere６CAH２１paＧ
tients,９carriersand５８newbornsofnoneCYP２１A２mutationin７３CAHsuspects．Theconcentrationsof１７ＧOHPand２１ＧDFin
allparticipantsusingLCＧMS/MSwererangefrom１􀆰６５ng/mLto２１８􀆰６３ng/mLand０􀆰１１２ng/mLto２３􀆰３００ng/mL,respecＧ
tively．ComparingwithcarriersornewbornsofnoneCYP２１A２mutation,the１７ＧOHPinCAHpatientsincreasedsignificantly
(bothP＜０􀆰００１)．Whereas,concentrationof２１ＧDFinCAHpatients＞mutationcarriers＞CAH２１negativenewborns (P＜
０􀆰００１andP＜０􀆰０５,respectively)．DemingregressionanalysismethodandBlandＧAltmanplotshowedthattherewasagood
correlationin１７ＧOHPconcentrationsbetweenusingLCＧMS/MSandusingTRFIA．Accordingthereferencerangeof１７ＧOHP
and２１ＧDFbyLCＧMS/MSinnormalnewborns,４０􀆰３０％ and１９􀆰４０％ offalseＧpositiveresultswereremained,comparedwith
thatbyTRFIA,respectively．Conclusion　Additionaltestof１７ＧOHPand２１ＧDFinoriginaldriedbloodspotsofnewbornswho
haveapositiveinitialscreeningusingLCＧMS/MSmethodareeffectivetoreducetheratiooffalsepositive．

【Keywords】LCＧMS/MSmethod;congenitaladrenalhyperplasia;１７Ｇhydroxyprogesterone;２１Ｇdeoxycortisol

　　超过９０％先天性肾上腺皮质增生症 (congenitaladrenal
hyperplasia,CAH)是 CYP２１A２基因突变导致２１Ｇ羟化酶

缺 陷 (２１Ｇhydroxylasedeficiency,２１ＧOHD) 引 起, 称 为

CAH２１[１].有效的实验室筛查是CAH２１患儿及时诊治,避

免成年后生殖能力受损,甚至新生儿期因低血压及失盐危象

导致死亡的关键.目前,国内外多数实验室采用免疫学方法

检测１７羟孕酮 (１７ＧOHP)单项指标进行 CAH 初筛;但由

于新生儿１７ＧOHP易受诸如胎龄、性别、体质量等多种因素

影响[２],再加上其他结构类似的甾体激素交叉抗原干扰[３],
假阳性率高达９９％ [４].因此,亟待改进当前新生儿 CAH
筛查方法.近年来,由于液相色谱串联质谱 (LCＧMS/MS)
技术具有卓越的灵敏度、可靠性以及高通量特性,已被广泛

运用于新生儿多种代谢性疾病筛查;但对 CAH 筛查的运用

还处于探讨阶段[５Ｇ６].有研究认为,２１Ｇ脱氧皮质醇 (２１ＧDF)
在CAH 患儿,特别是 ２１Ｇ羟化酶缺陷患儿具有较高特异

性[７].本研究收集时间分辨荧光分析 (TRFIA)１７ＧOHP初
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筛值异常的疑似 CAH 患儿,以 CYP２１A２基因突变分析作

为参考方法,采用 LCＧMS/MS技术测定其１７ＧOHP和２１Ｇ
DF值,并对LCＧMS/MS和 TRFIA 两种方法的一致性及假

阳性率进行比较.

１　对象与方法

１􀆰１　对象:２０１６年４月至２０１８年３月在福建省新生儿筛查

中心采用 TRFIA法初筛１７ＧOHP值异常的疑似 CAH 患儿

７３例 (正 常 参 考 值:早 产 儿 ＞６０nmol/L,足 月 儿 ＞３０
nmol/L),男３２例,女４１例;早产儿４２例,足月儿３１例.

１７ＧOHP初筛值范围 ３３􀆰４０ (１０􀆰１２)~１１０３􀆰００ (３３４􀆰２４)

nmol/L (ng/mL).所有研究对象均按 «新生儿遗传代谢病

筛查血片采集技术规范»留取筛查干血片标本.本项目经我

院伦理委员会批准且监督,研究对象知情同意.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　CYP２１A２基因突变分析:按微量 DNA 提取试剂盒

(Omega生物,美国)说明书提取干血片基因组 DNA.采

用巢式PCR扩增 CYP２１A２基因,PCR 引物序列、反应体

系和反应条件见参考文献 [８],对PCR产物直接测序分析.
对测序结果分析疑似大缺失者采用多重连接探针扩增 (MLＧ
PA)技术确证.

１􀆰２􀆰２　LCＧMS/MS 技术检测２１ＧDF 和１７ＧOHP 浓度:１)
基质液:将健康成人静脉血生理盐水洗涤３次彻底清除残留

血浆,按容积比５５∶４５加入不含类固醇的血清稀释上述洗

涤后的血细胞.２)储备液:２１ＧDF和１７ＧOHP分别先用乙

腈∶纯水 (７∶３)混合液稀释成 １mg/mL,再用甲醇∶纯

水 (１∶９)混合液进一步稀释成 １μg/mL [色谱级的乙腈、
甲醇和纯水来自格里斯 (天津)医药化学技术有限公司].

－８０℃保存.３)校准品:分别将浓度１μg/mL的２１ＧDF和

１７ＧOHP储备液用红细胞基质液稀释成 ０􀆰５、２􀆰５、１２􀆰５、

２５􀆰０、５０􀆰０ng/mL５个溶度梯度.４)质控品:将浓度为１

μg/mL的２１ＧDF (TRC公司,加拿大)和１７ＧOHP (Chiron
公司,挪威)储备液用红细胞基质液稀释成１􀆰２５、５􀆰００、

３７􀆰５０ng/mL３个溶度梯度.干血片－８０℃保存.本研究校

准品和质控品配制方法见参考文献 [９].５)标本处理:将

２个３􀆰２mm 大小的血片血斑置于２００μL萃取缓冲液 (配
比:５０％甲醇＋５０％乙腈;氚化内标２１ＧDF和１７ＧOHP溶度

０􀆰５ng/mL,购自 (PointeＧClaire,QC,加拿大),３７℃震摇

１h,氮气干燥后加入３０μL５０％甲醇复溶,LCＧMS/MS上

机检测 (UPLCＧXevoＧTQＧS,美国 Waters公司).６)分析

条件:采用 WatersACQUITYUPLC HSST３ 色谱柱 (２􀆰１
mm×５０mm,１􀆰８μm),流速为０􀆰４５mL/min.柱温为４０
℃,进样体积为５μL;流动相 A 为超纯水,流动相 B为甲

醇梯度洗脱:０~１ min,５５％A;１􀆰０~３􀆰５ min,５５％ ~
３５％A;３􀆰５min,２％A;５􀆰０min,５５％A.

１􀆰３　统计学分析:RTFIA法与LCＧMS/MS法之间１７ＧOHP
浓度测定值的相关性和偏差度比较采用 MedCalc软件进行

Deming回归和BlandＧAltman偏差分析 [１０].１７ＧOHP 和２１Ｇ
DF测定值采用中位数和四分位区间 (interquartilerange,

IQR)描述;KＧS检验进行正态分布检验;在非 CAH２１新

生儿、携带者和CAH２１患者之间,正态分布数据比较采用

的采用单因素方差分析,非正态分布数据比较采用非参数

MannＧWhitneyU检验.根据对１７ＧOHP 和２１ＧDF参考值判

断所得的假阳性例数比较采用卡方检验.P＜０􀆰０５为差异有

统计学意义.

２　结果

２􀆰１　基因分析:７３例疑似患儿中６例确诊为 CAH２１患者,
全属于足月儿.６７例排除 CYP２１A２突变所致２１羟化酶缺

陷,包括５８例两条等位基因均未发现 CYP２１A２突变,为

非CAH２１新生儿;９例仅在其中一条等位基因发现致病性

突变,为CAH２１携带者.

２􀆰２　LCＧMS/MS法１７ＧOHP和２１ＧDF测定值分析:７３例１７Ｇ
OHP浓度１􀆰６５~１８􀆰６３ng/mL,２１ＧDF浓度０􀆰１１２~２３􀆰３００
ng/mL.其中,５８ 例 CYP２１A２ 基 因 突 变 阴 性 新 生 儿 中,

１７ＧOHP测定值８􀆰５ (４􀆰００~１２􀆰４２)ng/mL,２１ＧDF测定值

０􀆰１４ (０􀆰０７~０􀆰２２)ng/mL ;９例突变携带者中,１７ＧOHP
测定值４􀆰５ (３􀆰４０~６􀆰９６)ng/mL,２１ＧDF值１􀆰１８ (１􀆰０１~
２􀆰７０)ng/mL;６ 例 CAH２１ 患 儿 中,１７ＧOHP 测 定 值

１１４􀆰８７ (６３􀆰５２~１７６􀆰４０)ng/mL,２１ＧDF值１３􀆰５５ (３􀆰９３~
２１􀆰９５)ng/mL.与携带者或 CAH２１阴性者比较,CAH２１
患者的１７ＧOHP浓度明显升高 (P 值均＜０􀆰００１);但是携带

者和CAH２１阴性正常新生儿之间的１７ＧOHP浓度没有改变

(P＝０􀆰８１７).而CAH２１患者的２１ＧDF浓度不仅明显高于携

带者或CAH２１阴性者 (P 值均＜０􀆰００１),携带者的２１ＧDF
浓度也明显高于非CAH２１新生儿 (P＝０􀆰０３１).

２􀆰３　LCＧMS/MS法与TRFIA法比较:LCＧMS/MS法与TRＧ
FIA 法 测 定 的 １７ＧOHP 浓 度 值 Deming 回 归 方 程 为

YLCＧMS/MS法 ＝－８􀆰３３５２－０􀆰６１６６XTRFIA法 ,斜率和截距的９５％
置信区间分别为０􀆰６０２５~０􀆰６３０７和－９􀆰８６００~－６􀆰８１０４;

Pearson相关系数为０􀆰９８７８.进一步BlandＧAltman图显示两

种方法偏差值百分数为１４５􀆰９％,９５％置信区间为－３６􀆰０％~
３２７􀆰８％.说明两种方法存在良好的关联性,但TRFIA法测

定的１７ＧOHP浓度显著高于LCＧMS/MS法.
进一步以基因分析法作为参考,根据文献报道的 LCＧ

MS/MS法正常人群参考范围[９]:１７ＧOHP早产儿和足月儿

分别为＜０􀆰５０~８􀆰２５ng/mL和 ＜０􀆰５０~１􀆰４９ng/mL;２１Ｇ
DF早产儿和足月儿分别为＜０􀆰５０~１􀆰２９ng/mL和＜０􀆰５０~
１􀆰５８ng/mL.在早产儿中,１７ＧOHP的假阳性例数为１７例,

２１ＧDF的假阳性例数为７例,１７ＧOHP 和２１ＧDF均为假阳性

的例数为５例;而在非早产儿中,１７ＧOHP的假阳性例数为

１０例,２１ＧDF的假阳性例数为６例,１７ＧOHP和２１ＧDF均为

假阳性的例数为５例;总１７ＧOHP假阳性例数为２７例,是

TRFIA的４０􀆰３０％ (２７/６７);总２１ＧDF假阳性例数１３例,
是 TRFIA法的１９􀆰４０％ (１３/６７),总１７ＧOHP 和２１ＧDF均

为假阳性例数为１０例,是 TRFIA 法的 １４􀆰９％ (１０/６７).

１７ＧOHP假阳性例数明显高于２１ＧDF 的假阳性例数 (P＝
０􀆰００８),但２１ＧDF的假阳性例数与１７ＧOHP 和２１ＧDF均为

假阳性例数比较的差异无统计学意义 (P＝０􀆰４７２).

３　讨论

３􀆰１　LCＧMS/MS技术２１ＧDF测定值能有效区分携带者和阴

性正常新生儿:近年来的研究证实,LCＧMS/MS技术的特

异性、敏感性、标准曲线性能、准确度、精密度、基质效

应、分析物在生物基质储存和处理全过程中的稳定性、提取
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回收率等特征均符合干血片类固醇激素谱的测定[１].因此,
各国学者试图探讨 LCＧMS/MS技术运用于 CAH 的筛查,
以改进目前采用传统免疫学由于特异性、灵敏度较低和交叉

抗原干扰导致的过高的假阳性困扰[５Ｇ６].
由于２１羟化酶缺陷的CAH 患儿无法进一步将１７ＧOHP

转化成皮质醇,过低皮质醇不仅导致肾上腺轴负反馈减弱和

ACTH 分泌增加,也使血液中堆积的１７ＧOHP将羟基化为

２１ＧDF.有研究表明,相对于１７ＧOHP,２１ＧDF血液中变化

敏感度较高[９].甚至有人认为,在外界 ACTH 刺激的前后

６０min测定血液２１ＧDF能够有效区分CAH２１携带者和正常

人[１２].本组７３例采用传统的 RTFIA 法测定１７ＧOHP单项

指标进行CAH 初筛实验发现异常的疑似 CAH 患儿中,基

因分析确定为非CAH 患者高达６７例,其中仅有９例为２１
羟化酶基因携带者.在用LCＧMS/MS法检测１７ＧOHP和２１Ｇ
DF含量时,发现 CAH 患儿的１７ＧOHP和２１ＧDF浓度值均

比携带者或未发现２１强化酶基因突变的新生儿高;但是,

１７ＧOHP浓度在携带者和无２１强化酶突变新生儿之间没有

显著变化,而携带者的２１ＧDF浓度明显高于无２１强化酶基

因突变的新生儿,这与以上文献报道一致.

３􀆰２　RTFIA法与 LCＧMS/MS法比较:进一步采用 Deming
回归分析法和BlandＧAltman偏差图进行传统的 RTFIA法与

LCＧMS/MS法之间１７ＧOHP浓度测定值的相关性和偏差度

比较显示,两种方法的相关度良好,但 RTFIA 法测定值明

显高于LCＧMS/MS法.可能原因正如Jean等[１３]的发现,新

生儿期脱氢表雄酮 (dehydroepiandrosterone,DHEA),和

１７Ｇ羟孕烯醇酮 (１７OHpregnenolone,１７OHPreg)含量明

显高于青春期.由于上述两种甾体激素的结构与１７ＧOHP存

在高度的相似性,因此在采用 TRFIA 免疫学手段进行１７Ｇ
OHP测定时,可能成为免疫学反应的交叉抗原.

文献报道显示[１],采用LCＧMS/MS技术可以消除８４％
的初筛假阳性结果.由于目前尚无中国新生儿人群 LCＧMS/

MS法的１７ＧOHP和２１ＧDF水平的正常参考值,我们以邻近

的韩国Borahm 等[９]报道的７８例足月儿和７６例早产儿的

９５％区间范围数据为参考也发现,无论是１７ＧOHP还是２１Ｇ
DF,均可以明显比用 TRFIA法这种传统初筛方法减少了假

阳性例数.当然,与文献比较,我们初筛假阳性例数的消除

比率略低,这可能与我们采用非本地区的正常参考水平及实

验样本量较少有关.因此,今后有必要进一步扩大检测人群

范围和样本量.有意思的是,我们同时发现早产儿采用２１Ｇ
DF作为参考,假阳性例数下降得更加明显,可能是与早产

儿的１７ＧOHP浓度容易受到胎龄、体质量、甚至较低活性的

１１β羟化酶 (βＧhydroxylase)等因素影响有关[１４].进一步,
我们又比较了联合１７ＧOHP和２１ＧDF两项指标与单一采用

２１ＧDF单项指标在CAH 假阳性率上的差别.遗憾的是尽管

假阳性数少２例,但二者统计学上比较无意义,可能是因为

２１ＧDF即为１７ＧOHP的羟基化产物,且在血液中的敏感性优

于１７ＧOHP.这在我们今后的研究中将作进一步探讨.
综上,笔者初步认为,对于传统免疫学方法１７ＧOHP浓

度初筛异常的新生儿,采用 LCＧMS/MS技术对这些疑似

CAH 患儿的原干血片进行１７ＧOHP和２１ＧDF浓度再次测定,
不仅能够消除由于免疫学交叉抗原导致的１７ＧOHP测定值过

高,还可以有效区分其他诸如早产或者低体质量等因素导致

的假阳性,从而不仅可以使临床医生更加快速准确地诊断病

情,而且也有利于减轻新生儿家属医疗费用和精神压力.
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