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叶酸及其相关代谢物在神经管畸形风险评估和 

预测中的作用比较研究 
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摘 要 以叶酸及其相关代谢物为研究对象 ，结合定量分析方法以及多种统计学方法，比较它们在神经管畸 

形发病风险评估和预测中的作用。采用前期建立的 HPLC—MS／MS方法测定了 121例病例和 118例对照母体 

血清中的代谢物水平，通过双样本成对t检验筛选差异代谢物(p<0．05)，然后利用Logistic回归和ROC分析 

计算这些代谢物的优势比以及预测灵敏度及特异性、阳性和阴性预测率。结果表明，4种差异代谢物中，5 甲基 

四氢叶酸和同型半胱氨酸的优势比、阳性和阴性预测率均高于叶酸。本方法适用于疾病标志物的筛选和评价。 

关键词 HPLC—MS／M S；Logistic回归；ROC分析；叶酸；5一甲基四氢叶酸；同型半胱氨酸 

1 引 言 

神经管畸形(Neural tube defects，NTDs)是一类神经管形成缺陷导致的严重先天畸形[1】，补充叶酸是 

降低 NTD发病率的主要干预措施 ]。但是 ，叶酸干预也存在一定的副作用 ]：一定剂量的叶酸可能会 

掩盖并加重维生素B ：缺乏导致的症状 ；高剂量的叶酸不但不能预防NTD，还可能会导致发育障碍及智 

力损伤等。另外，并不是所有的NTD都可以通过补充叶酸进行预防嘲。因此，需要寻找新的能够指示 

NTD发病风险的标志物，以便更好地进行药物干预。在标志物的筛选中，目前常用的方法只是t检验、 

F检验，或者单因素方差分析，而未进一步考虑标志物对疾病发生风险的评估和预测能力。本研究采用 

前期建立的HPLC．MS／MS定量方法口】，对病例和对照组血清样本中的叶酸及其相关代谢物(5一甲基四 

氢叶酸、5．甲酰基四氢叶酸、丝氨酸、组氨酸和同型半胱氨酸)进行了准确的定量分析，通过双样本成对 

t检验选择差异代谢物，并利用 Logistic回归和 ROC分析考察它们在 NTD风险评估和预测中的作用。 

这些代谢物的水平均在 NTD的母体血清中发生紊乱，并且与叶酸代谢密切相关 ”。 

2 实验部分 

2．1 仪器与试剂 

1 100型液相色谱(Agilent Techonologies，USA)串联API3000三级四极杆串联质谱(Applied Biosys— 

tems，CA，USA)；Excellence Plus XP分析天平(Mettler—Toledo，Switzerland)；Micro 22R冷冻高速离心机 

(Hitachi，Japan)；N—EVAP-24温控样品氮吹仪(Organomation，USA)。 

叶酸 (Folic acid，FA)，5一甲基 四氢叶酸 (5-Methyltetrahydrofolate，5-MT)，5一甲酰基 四氢叶酸 

(5-Formyltetrahydrofolate，5一FT)，四氢叶酸(Tetrahydrofolate，THF)，丝氨酸(Serine，Ser)，组氨酸(His— 

tidine，His)、同型半胱氨酸(Homocysteine，Hcy)和二硫苏糖醇(Dithiothreitol，DTT)均购自Sigma-Aldrich 

公司。乙腈(质谱级，J．T．Baker公司)，甲醇(色谱级，Merck公司)，甲酸(色谱级，Sigma—Aldrich公司)。 

抗坏血酸、柠檬酸、甲酸铵和甲酸(分析纯，北京化学试剂公司)。超纯水由Milli-Q超纯水系统制备。 

2．2 样品采集 

研究对象主要来 自山西省吕梁地区，均未服用叶酸补充剂。其中NTD．妊娠指的是：通过 B超诊断 
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胎儿为无脑儿，脊柱裂或脑膨出等。收集了239例样本，包括怀有NTD胎儿的孕妇 121例(病例组)，正 

常孕妇 118例(对照组)，并记录其孕周和年龄。本研究由当地伦理委员会批准，并获得所有参与者的 

书面知情同意书。 

在孕妇流产前采集静脉血至离心管内，置于冰上降温后，在4℃下，以2500 r／min离心 10 rain。上 

层的血清保存于一80 CC。 

2．3 样品制备方法 

采用前期建立的样品制备方法 ，准确吸取 200 血清，加入 100 L DTT溶液(15 g／L)，涡旋 

2 min；加入 800 gL甲醇(含 100 mg／L柠檬酸和抗坏血酸，防止叶酸降解)，涡旋 2 min；在4℃下，以 

10000 r／min离心 15 min。取上清液，在室温下，以温和 N2流吹干，残渣用 100 水溶液(含 10 mg／L抗 

坏血酸，柠檬酸和DDT)复溶。涡旋 2 rain；在4℃下，以 10000 r／min离心 10 rain，取上清液进样。 

2．4 样品分析方法 

HPLC．MS／MS分析方法如文献[7]描述：色谱分离采用色谱柱 UltimateTM AQ—Cl8(250 minx4．6 inln， 

5 gm)和Alltech预柱(20 mmx3．0 IIItTI，5岬 )。流动相 A为 5 mmol／L甲酸铵_0．15％( )甲酸溶液 

(pH=32)，流动相 B为0．15％( )甲酸一乙腈。洗脱梯度：0～25 min，100％ ～20％ A；25～28 min， 

20％ ～5％ A；28～30 min，5％ ～100％ A，分析前平衡 10 min，进样 20 L̈，柱温 30℃。流速 

0．5 mL／min，质谱分析前通过三通进行分流，进入质谱的流速为02 mL／min。 

质谱分析采用正离子模式下的多反应监测，电离电压 5000 V、离子源温度 400 c《=、碰撞气压力 

800 mPa，雾化气、气帘气和辅助干燥气的流速分别为 8、9和1 2 L／min。 

2．5 统计分析 

统计分析均采用 SPSS 14．0软件。进行 Logistic回归和ROC分析时，所有数据先进行 自然对数变 

换，然后通过 Kolmogorov—Smimov检验测试其正态性。P<0．05即认为具有统计显著性。 

3 结果与讨论 

3．1 HPLC．MS／MS定量分析结果 

由前期研究 可知，对 NTD相关的7种代谢物(5-MT，5一FT，FA，Ser，His，Hcy和 THF)，所建立的 

HPLC—MS／MS方法的基质效应在 88．6％ 一116．4％之间，回收率在 76．5％ ～114．8％之间。基质效应 

(ME)和回收率(R)的计算公式如下： 

M E=—
M2

_ _

- M1

ME ×100％ (1) — 一× (1) 

R：
m
—

3 -m
一

1 

X100％ (2) R=— ％ (2) 

其中， ， 和 分别表示空白血清中的代谢物浓度，空白血清处理后加标的代谢物浓度和空白血清 

加标后处理的代谢物浓度，5表示所加标准品的浓度。 

此外，日内、日问精密度均小于 10％，24 h内稳定性良好。线性系数均大于 0．995。由于在样本血 

清中未测到THF，因此对其它6种代谢物进行定量分析，结果如表 1所示。 

表 1 6种代谢物的定量分析结果 

Table 1 Quantification results of the six metabolites 

由双样本成对 检验计算所得(自然对数转换后的数据)Two—sample t test with natural log—transformed data． 
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由表 1可知，5-MT,5一FT’FA和Hcy在两组间有显著差异。病例组中5-MT,5-FT和 FA的含量显著低 

于对照组，Hcy的含量显著高于对照组，说明这4种代谢物的紊乱可能与神经管畸形的发生密切相关。 

通常，不同年龄段、孕周的孕妇体内化合物的浓度水平相差较大，因此表2中比较了两组样本的年 

龄和孕周。由表 2可知，两组样 表2 研究对象的基本信息 

本在年龄和孕周间并无显著差 

异，说明所选取的对照样本与病 

例样本匹配较好。 

3．2 Logistic回归分析 

优势比(Odds ratio，OR)是 

分析疾病与因素之间联系程度 

的指标，采用 Logistic回归计算 

4种差异代谢物(5-MT，5一FT， 

FA和Hcy)的优势比，以分析代 

谢物浓度对NTD发病风险的影 

响 挖】，结果见表 3。 

由表3可知，5-MT的 OR 

P值(表示病例组和对照组之间的差异)由卡方(X2)检验和 Fisher精确检验计 

算所得。 

P value for Chi—square( 2)test and Fisher s exact test(For categorical variables)． 

值显著小于 l，Hcy的 OR值显著大于 1，说明孕 

妇体内5-MT浓度降低、Hcy浓度增加，会导致 

NTD的发病风险增加。而 FA 的优势 比的P> 

0．05，说明孕妇体内 FA浓度的变化并不会显著 

影响NTD的发病风险。此外，5-MT的优势比 

小于 FA，说明其浓度变化对NTD的发病风险影 

响更大。由于 FA、Hcy和5-MT在两组间的变化 

趋势并不一致，为了更好地比较这三者的优势 

比，选取 FA，5-MT和Hcy的浓度在对照组百分 

位数分布的不同浓度截点_1 进行 Logistic回归 

分析，计算 OR值 ，结果见表4。 

表 4 FA，5-MT和 Hcy的百分位数分布优势 比 

Table 4 Adjusted ORs and 95％ CIs ofFA，5-MT and Hcy 

表 3 差异代谢物的优势比 

Table 3 Adjusted odds ratios(ORs)of differential metabolites 

使用年龄和孕周进行校正； 假定 OR值等于 I的假设检验计 

算所得。 

Adjusted for age and gestational week； P value tests the hypothesis 
thatthe OR is equalto one． 

使用年龄和孕周进行校正。Adjusted for age and gestational week． 

由表4可知，相比对照组，病例组中 FA、5-MT的浓度较低，Hcy的浓度较高。由优势比的结果可 

知，不同浓度范围内的优势比并不相同。随着FA、5-MT浓度的不断降低以及 Hcy浓度的不断增加，优 
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势比不断增加，即NTD的发病风险不断增加。更重要的是，Hcy和 5-MT在不同浓度范围内的优势比 

均高于 FA，这与表3的结果一致。由此可知，相比FA，Hcy和5-MT更能指示 NTD的发病风险。 

3．3 RoC曲线分析 

本研究采用受试者工作特征(Receiver operating characteristic，ROC)分析比较 FA，Hcy和 5-MT在 

NTD发病风险预测中的作用。ROC分析以每一个检测结果(代谢物浓度)作为可能的诊断界值，以计 

算得到的灵敏度(真阳性率)为纵坐标，1一特异性(假阳性率)为横坐标绘制曲线，其中 AUC(曲线下面 

积)的大小表明了诊断准确度的大小 钔。图1比较了FA，Hcy和5-MT的ROC曲线。其中由于Hcy水 

平在两组间的趋势与其它2个代谢物不同，需先进行倒数 

变换。 

ROC曲线越接近图的左侧和上侧说明该代谢物或生 

物标志物在 NTD发病风险预测中的准确性越高；ROC曲 

线下面积大于 0．7即认为有一定的临床意义。由图 1可 

知，5-MT和Hcy的AUC均大于 FA，其中5-MT的AUC最 

大。在表 5中列出了它们的 AUC、P值以及灵敏度、特异 

性，阳性预测率(Positive predictive value，PV )和阴性预测 

率(Negative predictive value，PV一)。后两者分别指的是“判 

为阳性时患病的概率”以及“判为阴性时不患病的概率”， 

计算公式如下： 

PV = TP
=  (3) 

’； 

暑 
兽 
∽  

图 1 3种代谢物的ROC曲线 

Fig．1 Receiver operating characteristic(ROC) 

curves of the three metabolites 

：  

T N
=  (4) 

其中，PV ，PV一分别表示阳性预测率和阴性预测率，TP，FP，TN和 FN分别表示真阳性率，假阳性率，真 

阴性率和假阴性率，S 和 S 分别表示灵敏度和特异性。 

表 5 3种代谢物的重要 ROC参数 

Table 5 Important ROC parameters for the three metabolites 

无效假设：真实面积=O．5。Null hypothesis：true area=0．5 

由表 5可知，5-MT的“灵敏度+特异性”值最大，其中特异性达到了100％，超过了FA和Hcy。与此 

相比，临床上阳性和阴性预测率更有意义。因为临床研究中常遇到的情况是事先不知道对象是否患病， 

需要通过标志物判断阳性或阴性。所以，有效的标志物需有 良好的阳性和阴性预测率。由表 5可知， 

5-MT的阳性预测率达到了 100％，阴性预测率超过了80％，均高于FA；Hcy的阴性预测率超过了85％， 

高于 FA，阳性预测率也稍高于 FA。相比于叶酸，这两种代谢物更能预测NTD的发病风险。 

3．4 小结 

本研究采用 HPLC．MS／MS进行代谢物定量分析，通过双样本t检验筛选差异代谢物，并结合 Logis． 

tic回归和 ROC分析比较了叶酸和其相关代谢物在 NTD风险评估和预测中的作用。通过对病例组和 

对照组血清样本中代谢物的精确测定，发现 5-MT，5．FT，FA和 Hcy在两组间有显著差异；Logistic回归 

结果显示 ，5-MT、Hcy的优势比均大于叶酸；ROC分析结果显示，5-MT和 Hcy的 AUC均大于叶酸，且 

阳性、阴性预测率均高于叶酸。综上可知，5-MT和Hcy在NTD的发病风险评估和预测中的表现均优 

于叶酸，可能成为NTD干预研究中的新的重要标志物。这种结合定量分析和多种统计学方法的研究手 
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段适用于疾病标志物的筛选和评价。 
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A Comparative Study Among Folic Acid and Its Related Metabolites on 

l sk Assessment and Prediction of Neural Tube Defects 

HUANG Min ， ，LIANG Xiao—Ping ， ，LIANG Qiong—Lin ，WANG Yi—Ming ，LUO Guo—An ， 

(School ofPharmacy，East China University ofScience and Technology，Shanghai 200237，China) 

(Department of Chemistry，Tsinghua University，Beijing 100084，China) 

Abstract Quantitative method and multiple statistical methods were used to compare the effect of folic acid 

and its related metabolites on risk assessment and prediction of neural tube defects． First，a previously 

established HPLC．MS／MS method was employed to determine the levels of these metabolites in maternal serum 

samp1es of 121 cases and 118 controls．Then two。sample t test(P<0．05)was used to obtain differential 

metabolites between these two groups．At last，Logistic regression and receiver operating characteristic(ROC) 

analysis were employed to calculate the odds ratio，sensitivity and specificity，positive and negative predictive 

rate 0f these metabolites．Results showed that among the 4 differential metabolites，5一methyltetrahydrofolate 

and homocysteine both got higher odds ratio，positive and negative predictive rate than folic acid．The method 

was suitable for screening and assessment of disease biomarkers． 

Keywords High performance liquid chromatography tandem mass spectrometry； Logistic regression； 

Receiver operating characteristic analysis；Folic acid；5-Methyhetrahydrofolate；Homocysteine 
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