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 前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由浙江省数理医学学会提出并归口。 

本文件起草单位：重庆医科大学附属第一医院、浙江大学附属第二医院、重庆医科大学附属大足医

院、重庆师范大学、重庆工商大学。 

本文件主要起草人：赖晓霏、曹炬、陶志华、石永军、王艳、李进、许晓曾。 
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血清 5-甲基四氢叶酸检测  同位素稀释液相色谱-串联质谱法 

1 范围 

本文件规定了测定血清5-甲基四氢叶酸含量的同位素稀释液相色谱-串联质谱法的技术要求，包括

原理和方法、试剂与配置、仪器与设备、样品、检测系统和分析部分的准备、方法学性能评价、特殊情

况处理等内容。 

本文件适用于医疗机构临床实验室、法定计量检定机构、检验检测机构等单位利用同位素稀释液相

色谱-串联质谱法检测血清5-甲基四氢叶酸。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法 

WS/T 478—2024  血清25-羟基维生素D2和D3的检测  同位素稀释液相色谱串联质谱法 

3 术语和定义 

WS/T 478—2024界定的以及下列术语和定义适用于本文件。 

 

叶酸  folate 

食物中自然存在的一类水溶性B族维生素的总称，也被称为维生素B9，是人体生长发育和正常生理

代谢不可或缺的营养素。 

 

5-甲基四氢叶酸  5-methyltertrahydrofolate；5-MTHF 

叶酸(3.1)在人体内的主要活性代谢形式，是一种还原型蝶酰单谷氨酸，在血液中占比约82%～93%。 

 

同位素稀释液相色谱-串联质谱法  isotope-dilution liquid chromatography tandem mass 

spectrometry；ID-LC-MS/MS 

一种高精准度的痕量分析技术，整合同位素稀释技术的定量优势、液相色谱的分离能力与串联质谱

的高特异性检测能力，主要用于复杂基质中目标化合物的准确定量与定性分析。 

4 缩略语 

下列缩略语适用于本文件。 

5-MTHF：5-甲基四氢叶酸（5-Methyltertrahydrofolate） 

CV：变异系数（Coefficient Of Variation） 

ESI：电喷雾离子源（Electro-Spray Ionization） 

ID-LC-MS/MS：同位素稀释液相色谱-串联质谱法(Isotope Dilution-Liquid Chromatography-

Tandem Mass Spectrometry） 

LOD：检出限（limit Of Detection） 

LLMI：定量检测下限（Lower Limit Of Measuring Interval） 

MRM：多反应监测（Multiple Reaction Monitor） 

S/N：信噪比（Signal To Noise Ratio） 
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5 检测原理和方法 

本文件建立的5-MTHF检测方法以ID-LC-MS/MS法为检测原理。方法是以稳定同位素标记的5-MTHF为

内标添加至血清中，内标与血清均匀混合后，通过加入偏磷酸溶液释放出与蛋白结合的5-MTHF，加入巯

基乙醇混合溶液将其从血清当中萃取出来，将萃取液用氮气吹干，用流动相初始比例溶液进行复溶。利

用液相色谱串联质谱分离并检测血清5-MTHF和内标特异的离子对。通过建立的标准品工作曲线以5-MTHF

与各自内标峰面积比计算血清5-MTHF浓度。 

6 试剂和配制 

试剂 

可选用的试剂如下： 

a) 水：除非有特别说明，应使用 GB/T 6682 定义的一级水； 

b) 甲醇：色谱纯； 

c) 甲酸：色谱纯； 

d) 乙腈：色谱纯； 

e) 偏磷酸：分析纯，CAS 号：37267-86-0； 

f) β-巯基乙醇：分析纯，CAS 号：60-24-2； 

g) 5-MTHF 标准品：纯度≥98％，CAS 号：68792-52-9； 

h) 5-MTHF-[谷氨酸-13C5]：同位素标记纯度≥95％。 

配制溶液 

6.2.1 空白基质溶液 

模拟人血清基质的条件，选择适当离子强度、适当pH及蛋白成分的物质进行配制，尽量模拟人血清

基质的环境。如获得人血清纯化后无5-MTHF的空白基质为更佳。适用时，可按照WS/T 478—2024的6.2.1

中a)～e)步骤进行。 

该溶液2 ℃～8 ℃稳定期为1个月。 

6.2.2 内标溶液及标准溶液的制备 

可根据生产厂商说明书进行符合要求的相应调整，适用时，可采用下述方法进行配制。 

6.2.2.1 内标工作液 

配置方法如下： 

取同位素标记的5-MTHF-[谷氨酸-13C5]，加入甲醇，配置浓度为10 ng/mL内标工作液。 

6.2.2.2 标准品工作液 

配制方法如下： 

分别取5-MTHF标准品，加入甲醇及空白基质溶液，配置浓度为1 ng/mL，3 ng/mL，5.0 ng/mL，10 

ng/mL，25 ng/mL，50 ng/mL和100 ng/mL的标准品工作液。 

6.2.3 流动相 A 

向500 mL超纯水中添加0.5 mL甲酸，混匀后超声排除气泡。每日检测前配制流动相。 

6.2.4 流动相 B 

向500 mL甲醇中添加0.5 mL甲酸，混匀后超声排除气泡。配置量应适合当日使用量需求。 

6.2.5 质控品 

应具有与待测样品相似或相同的基质，且均匀性和稳定性较好。 

7 仪器与设备 
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液相色谱串联质谱检测系统 

使用高效液相色谱仪或超高效液相色谱仪与三重四极杆串联质谱仪联用，配有ESI，各项参数指标

符合正常工作的要求。 

液相色谱柱 

具有良好稳定性和重现性的C18键合色谱柱，其规格内径等参数满足使用要求。 

分析天平 

感量0.01 mg，应具有年度校准合格报告。 

离心机 

水平转头离心机，离心力应满足12000 g。 

旋涡式混合器 

可连续涡旋震荡的混合装置。 

加热吹干装置 

可连接氮气源的吹干装置。 

微量移液器 

经校准合格的微量移液器，量程10 μL～100 μL，20 μL～200 μL和200 μL ～1000 μL移液

器各一支。 

通风设备 

应当装备必需的通风设施，如通风柜等。 

8 样品 

通则 

血清样品应新鲜或冰冻或冻干。 

在处理样品时，应严格遵从对潜在生物传染性样品处理的相关规定，操作时遵循生物安全规则，并

根据规定对废物进行处理。 

样品用量 

取样量不宜低于0.1 mL。 

样品的保存 

新鲜血清样品若不立即检测，应于2 ℃～8 ℃避光保存，保存时间不超过3 天。-20 ℃及以下避光

可稳定保存7 天，可根据试剂说明书进行符合要求的相应调整。使用前应在室温下避光融解、充分混匀。 

冻干样品应按照说明书描述的使用期限和条件保存，临用前按照说明复溶，充分混匀后使用。 

样品前处理 

样品前处理包括标准品工作液和待测血清样品。可根据生产厂商说明书进行符合要求的相应调整。

适用时，可采用下述方法进行样品前处理： 

a) 移取血清样品或标准品工作液 70 μL，分别加入 140 μL内标工作液； 

b) 在涡旋混合仪上混匀 10 min； 

c) 12000 g、4 ℃条件下离心 7 min； 

d) 取 100 μL上清液至洁净的 96孔板中，上机检测。 

9 检测系统和分析部分的准备 
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液相色谱串联质谱检测系统的准备 

9.1.1 质谱系统准备 

测量前应对质谱系统进行性能检查，包括但不限于： 

a) 最近 6个月内至少进行过一次校准，符合正常工作的要求； 

b) 装配有 ESI 和大气压化学电离源，运行稳定； 

c) 真空度达到正常工作要求的范围，辅助气体纯度和流量符合正常工作的要求。 

9.1.2 液相系统准备 

测量前应对液相系统进行准备，包括但不限于： 
a) 流动相准备：超纯水，甲酸，乙腈； 

b) 近色谱柱的平衡：用初始流动相冲洗色谱柱，直至色谱柱达到平衡。 

检测方法 

9.2.1 液相色谱条件 

9.2.1.1 液相色谱仪器条件 

使用者可以实现目标物与其他分析物有效分离并获得良好峰型为原则进行条件优化，包括： 

a) 色谱柱：见本文件第 7.2 条； 

b) 流动相：见本文件第 6.2.3 条和第 6.2.4 条； 

c) 流速：0.7 mL/min； 

d) 进样量：15 μL； 

e) 柱温：40 ℃； 

f) 进样器温度：10 ℃。 

9.2.1.2 液相色谱洗脱条件 

使用者可根据实验需要进行液相色谱洗脱条件优化，见表1。 

表1 液相色谱洗脱条件 

时间 

min 

流动相A 

％ 

流动相B 

％ 

0 99 1 

0.5 55 45 

2.2 0 90 

2.5 0 90 

2.6 99 1 

5.5 99 1 

 

9.2.2 质谱条件 

使用者可以有效提高离子化效率为原则，优化离子源的类型、温度，以及雾化气、干燥气温度和流

量等参数；以有效提高离子传输效率为原则，优化锥孔电压，碰撞能量等参数，进而实现提高检测灵敏

度的目的，合理选择反应模式，使用者可根据实验需要进行质谱条件优化，见表2、表3。 

表2 离子对参数 

名称 定量/定性 母离子(m/z) 子离子(m/z) 驻留时间(S) 锥孔电压(V) 碰撞能量(V) 

5-MTHF 
定量 464.1 317.2 20 41 20 

定性 464.1 194.2 20 41 42 
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表3 质谱参数 

电离模式 ESI（+） 扫描模式 MRM 

毛细管电压 0.50 kV 脱溶剂气温度 550 ℃ 

脱溶剂气流量 1000 L/Hr 源温度 100 ℃ 

电离模式 ESI（-） 扫描模式 MRM 

毛细管电压 0.50 kV 脱溶剂气温度 550 ℃ 

脱溶剂气流量 1000 L/Hr 源温度 100 ℃ 

注： 根据所用仪器不同，离子源条件参数有所不同。参数设置以最优化离子化效率为原则。 

 

9.2.3 液相色谱串联质谱检测 

按照以下步骤进行液相色谱串联质谱检测： 

a) 按照本文件第 8.4 条的方法对 5-MTHF 标准品工作液和待测血清样品进行前处理，按照本文件

第 9.2.1 条和第 9.2.2 条的条件进行液相色谱串联质谱参数设置和优化； 

b) 标准品工作液经前处理后，按照浓度由低到高顺序进行液相色谱串联质谱分析； 

c) 待测血清样品进行前处理后，进行液相色谱串联质谱分析。 

结果分析 

9.3.1 保留时间 

5-MTHF在液相色谱中的保留时间根据使用的色谱柱性能不同而有差异，分析物与标准品溶液保留

时间差值宜小于0.1 min(6 s)。 

9.3.2 工作曲线的建立 

9.3.2.1 直线拟合 

对5-MTHF按表2分别提取MRM离子色谱图，积分得各自的峰面积。以标准品定量离子峰面积与内标峰

面积的比值为纵坐标，以标准品浓度与内标物浓度的比值为横坐标进行直线拟合，按式(1)得到工作曲

线参数a，b值。 

 
𝐴𝑠𝑡𝑑

𝐴𝐼𝑆
= 𝑎 ×

𝐶𝑠𝑡𝑑

𝐶𝐼𝑆
+ 𝑏 ······································································ (1) 

式中： 

Astd  ——标准品工作液中5-MTHF定量离子MRM积分峰面积； 

AIS  ——标准品工作液中5-MTHF内标物MRM积分峰面积； 

Cstd  ——标准品工作液中5-MTHF的浓度； 

CIS  ——标准品工作液中5-MTHF内标物的浓度，本方案中此浓度为20 ng/mL； 

a   ——拟合直线的斜率； 

b   ——拟合直线的截距。 

9.3.2.2 建立工作曲线 

将本文件第9.3.2.1条中拟合得到的参数a，b带入式(2)，得到工作曲线。 

 
𝐴𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡

𝐴𝐼𝑆
= a ×

𝐶𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡

𝐶𝐼𝑆
+ 𝑏 ·································································· (2) 

式中： 

Atarget ——血清样品中5-MTHF定量离子MRM积分峰面积；  

AIS   ——血清样品中5-MTHF内标物MRM积分峰面积； 

Ctarget ——血清样品中5-MTHF的浓度； 

CIS   ——血清样品中5-MTHF内标物的浓度，本方案中此浓度为20 ng/mL； 

a    ——按照本标准第9.3.2.1条中拟合得到的直线斜率； 
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b    ——按照本标准第9.3.2.1条拟合得到的直线截距。 

9.3.2.3 血清样品中 5-MTHF 浓度的计算 

对血清样品中5-MTHF及同位素标记的5-MTHF按照表2分别提取MRM离子色谱图，积分得各自的峰面

积。根据本文件第9.3.2.2条得到的工作曲线，可计算得到式(2)中Ctarget值，即血清样品中5-MTHF的浓度。 

10 方法学性能评价 

精密度 

应对样品进行重复性测量，验证测量程序的精密度。批内和批间的LLMI附近低值CV＜20%，其余浓

度CV均应≤15％。 

回收率 

在患者混合血清中添加3个浓度标准品，按照8.4的方法进行处理，每个浓度平行测定9次。检测值

应在理论靶值的±15%以内，即回收率在85%～115%以内。 

线性 

依据已发布的行业标准等规范性文件，对方法的线性进行验证： 

如检测血清样品的线性范围2 ng/mL～100 ng/mL。如收集到足量的更低浓度血清样品，经验证后，

可扩大线性范围的低限；如获得加入纯物质的更高值人血清，经验证后，可扩大线性范围的高限。 
注： 受标本本身浓度限制，高值血清为人血清加入纯物质获得，低值血清为收集的人血清。 

LOD 和 LLMI 

LLMI是当S/N=10时，检测到的目标分析物峰值所对应的最低分析物浓度。 

评估方法：使用2个接近LOD的样品，每个样品测定5 次，实测值与理论值的偏差应在±15%以内，

CV应小于20%。本方法的LOD为0.161 ng/mL，LLMI为0.66 ng/mL。 

基质效应 

基质效应不应对测量结果的准确度产生影响。应依据专业领域认可的规范性文件，评估不同浓度时

基质效应对测量程序的影响。 

稳定性 

评价样品、质控品及内标等在不同储存条件下的稳定性。取低、中、高3个浓度的患者血清样品进

行稳定性实验，每个样品测定4次。判断标准：与新鲜样品结果相比，偏差应在±15%以内。 

11 特殊情况的处理 

样本相关异常 

溶血样本应予以重新采集；脂血样本应经10000 r离心10 min去除上层油脂，或加入专用脱脂剂预

处理后重新检测；黄疸样本应通过基质匹配校准曲线校正胆红素干扰，或按1:5比例用专用稀释液稀释

后验证检测回收率，回收率应在80%～120%范围内。 

仪器与试剂异常 

仪器故障、质控失控，应立即暂停检测，排查并纠正后再启动；试剂出现变质或有效期超期时，应

立即更换并重新进行试剂平衡。 

结果异常 

检测值超出校准曲线线性范围时，高浓度样本应用空白血清基质倍比稀释后重新检测，低浓度样本

应加大进样量，最大不超过初始进样量的3倍。
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