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                                               Ⅱ
尿液草酸、枸橼酸和胱氨酸检测  液相色谱-串联质谱法
1 [bookmark: _Toc212319281]范围
本文件规定了草酸、枸橼酸、胱氨酸检测的通用技术，尿液采集及草酸、枸橼酸和胱氨酸检测和临床应用。
[bookmark: OLE_LINK3]本文件适用于泌尿系结石的病因科学研究以及泌尿系结石的早期筛查、辅助诊断、治疗及复发管理等情况需要开展的草酸、枸橼酸和胱氨酸检测。
2 [bookmark: _Toc212319282]规范性引用文件
下列文件中的内容通过本文件的规范性引用而成为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。
[bookmark: OLE_LINK2]GB/T 19633.1-2015/ISO 11607-1:2006 最终灭菌医疗器械包装 第1部分：材料、无菌屏障系统和包装系统的要求
GB/T 19633.2-2015/ISO 11607-2:2006 最终灭菌医疗器械包装 第2部分：成形、密封和装配过程的确认的要求
GB 39707-2020 医疗废物处理处置污染控制标准
GB/T 39767-2021 人类生物样本管理规范
GB/T 42060-2022/ISO/TS 20658:2017 医学实验室样品采集、运送、接收和处理的要求 
WS/T 348-2024 尿液标本的采集与处理
GB/T 6041-2020 质谱分析方法通则
3 [bookmark: _Toc212319283]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1 
草酸 oxalic acid; OX
生物体内的一种代谢产物，在人体内不容易被氧化分解掉，容易与钙离子结合形成不溶性草酸钙晶体，是形成结石的一种二元有机酸。
3.2 
枸橼酸 citric acid; CA
又叫柠檬酸。是生物体内的一种代谢产物，容易与钙等金属离子结合形成可溶性枸橼酸物质，是可减少结石形成的有机弱酸。
3.3 
[bookmark: OLE_LINK4]胱氨酸 cystine; CYS
胱氨酸属于氨基酸一种，可由食物蛋白和寡肽在胰蛋白酶作用下分解产生，并经肠道吸收或者体内蛋白转换。尿液中胱氨酸浓度长期过饱和易形成结晶沉积。
3.4 
24小时尿液体积 24h urine volume
可于一天内任何时间开始收集，将24小时内排出的所有尿液置于24小时尿液采集桶中。
示例：晨起排空膀胱（本次尿液不要），开始计时。如：早上7点。自此，每次排出的尿液都倒入24小时尿液采集桶内，直到第二天早上7点（本次尿液需要），结束收集。
3.5 
高草酸尿症 hyperoxaluria
成人：24h尿草酸排泄量超过40mg/24h，称为高草酸尿症。
注：高草酸尿是草酸钙结石主要风险因素之一。
3.6 
低枸橼酸尿症 low citrateuria
24h尿枸橼酸排泄量低于正常范围（320mg/24h-1240mg/24h），称为低枸橼酸尿症。
注：低枸橼酸尿是草酸钙结石主要风险因素之一。
3.7 
胱氨酸尿症 cystinuria
因肾小管胱氨酸重吸收障碍导致的遗传性疾病，是胱氨酸结石最常见的病因。一般情况下，正常人24h尿胱氨酸排泄量＜30mg/24h，而胱氨酸相关代谢基因异常者，24h尿胱氨酸排泄量可达400mg以上。
4 [bookmark: _Toc212319284]草酸、枸橼酸和胱氨酸检测的技术要求
4.1 采样要求
4.1.1 采样前准备
4.1.1.1 伦理要求
若采样仅用于临床，受检者应知情同意，无需伦理审查。若用于科学研究，应通过伦理审查批准并在采集前完成知情同意程序。
4.1.1.2 采样前质量控制要求
采样前质量控制要求如下：
a）建立合理的质量管理流程及制度。
b）具备标本采集与运输资质和配套的相关设施。
c）检查标本采集设备和器材的完整性和清洁度，应符合GB/T 19633.1-2015和GB/T 19633.2-2015的医疗卫生要求。
d）采集人员应具备医疗卫生从业资格（具备医师、护士或技师资格证书）。
e）定期对实验室设备进行校准和维护，在室内质控合格后进行检测，以保证检测的准确性和稳定性。
f）应保证标本标识的正确性。
4.1.2 采样
4.1.2.1 采样方式
采样方式的要求如下：
按照WS/T 348-2024，宜使用一次性3.5L-5L尿液标本容器收集尿液，相关要求参看检测试剂盒的说明。
4.1.2.2 标本收集和保存
标本的收集和保存要求如下 :
a）及时对标本进行标识，包括受检者姓名、年龄、住院或门诊编号、标本类型、采集日期和时间、尿总量等，标识信息要求正确清晰。
b）若使用样本库中已有的标本，应按照GB/T 39767-2021 的要求从样本库调取标本。
c）标本保存和运输应按照GB/T 42060-2022 的要求进行处理。
d）放置24h内进行检测的标本需2℃-8℃冷藏保存；超过24h的标本需在-20℃或其以下条件中冷冻保存；长期保存的标本需储存于-70℃或其以下的条件，同时应避免反复冻融。
4.1.2.3 标本转运
a）采集后2h内，可使用4℃转运箱（低温冰袋）进行短途转运。
b）转运时间超过采集后2h时，应使用专用的冷链运输标本转运箱进行转运。
4.2 检测要求
4.2.1 检测人员
草酸、枸橼酸和胱氨酸检测应由具备相关资质的专业人员（如获得检验技师类资格证书），经培训后参照所用试剂盒及仪器说明书进行检测。
4.2.2 检测仪器和试剂
宜采用液相色谱-串联质谱仪仪器进行检测。所用仪器和试剂应经过必要的性能验证，并符合相关国家标准及行业标准要求。
4.2.3 检测方法
宜应用液相色谱-串联质谱法进行检测。
液相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）检测原理为通过提取本产品内枸橼酸、草酸、胱氨酸校准品，经过衍生后进行LC-MS/MS测定，获得枸橼酸、草酸、胱氨酸的校准曲线和线性回归方程。提取实际临床样本中的枸橼酸、草酸、胱氨酸，进行LC-MS/MS测定，获得枸橼酸、草酸、胱氨酸的测定值，通过线性回归方程，计算临床样本中枸橼酸、草酸、胱氨酸的浓度。
LC-MS/MS由液相色谱仪和质谱仪组成。尿液中的草酸、枸橼酸、胱氨酸经前处理后，注入液相色谱仪，经色谱分离后，导入质谱仪，在离子源中离子化形成带电离子。在电场的作用下，聚焦进入三重四级杆质量分析器。在第一级四级杆（Q1）中，带电离子按质荷比分离，筛选出母离子，随后进入第二极四级杆（Q2）中，在碰撞气体和碰撞能量的作用下，碎裂形成碎片离子，产生的碎片离子进入到第三极四级杆（Q3），按质荷比分离，筛选出目标子离子，最终进入检测器，产生信号，通过计算机软件处理获得草酸、枸橼酸、胱氨酸的测定值。具体原理如图1所示。
[image: 图片2]
图1液相色谱-串联质谱基本构成
4.2.4 检测步骤
4.2.4.1 标本预处理
检测人员参照所使用的检测设备及试剂等的说明书将标本进行酸化、离心及分离， 以获取尿液上清液。
4.2.4.2 实验室准备
检测人员准备草酸、枸橼酸和胱氨酸检测所需的检测分析设备、试剂盒、标本管、移液器等相关设备、试剂和耗材。
4.2.4.3 草酸、枸橼酸和胱氨酸检测
对于已采集的样本进行酸化处理，离心后取一定量的样本，校准品和质控品分别放置于适合的容器中，加入一定量的同位素内标，并加入适量衍生剂后在一定温度下进行衍生，衍生后产物经过稀释注入到LC-MS/MS进行检测。
以校准品的浓度为自变量xi，以对应浓度校准品和内标的峰面积比值为因变量yi，计算线性回归方程y=ax+b和相关系数R；
当校准曲线的R≥0.990时，将质控品1、质控品2、质控品3的化合物和内标的峰面积比值带入回归方程，获得质控品浓度；
当质控品1、质控品2、质控品3的检测结果在质控品可接受范围内时，将尿液样本中化合物和内标的峰面积比值带入回归方程，获得尿液样本中的目标物浓度。
最终经检测仪器测定尿液标本中的草酸、枸橼酸和胱氨酸指标的含量。
4.2.4.4 结果分析
[bookmark: OLE_LINK1]通过检测仪器获得草酸、枸橼酸和胱氨酸指标含量的分析结果，检测人员对检测结果进行审核和确认。
4.2.4.5 结果报告
4.2.4.5.1 检验人员应根据分析结果，撰写草酸、枸橼酸和胱氨酸检测报告，并将检测结果输入至信息系统或发送给受检人员（如患者）、送检人员（如医师、研究者）等。
4.2.4.5.2 报告内容应包括：检测项目的中英文名称、英文缩写，实验室名称及联系方式、 检测仪器和方法、指标检测结果、实验室使用的参考区间和单位，标本类型、标本采集时间、检测时间、报告时间等，结果解释或解释性注释。
4.2.4.5.3 若临床需要，应告知本实验室草酸、枸橼酸和胱氨酸的最低检测限。
4.3 质量控制
4.3.1 草酸、枸橼酸和胱氨酸检测过程中，按照相应说明书及行业标准进行规范化操作，以避免因检测设备的准确性、试剂的有效性或检测人员操作失误引起检测误差。
4.3.2 标本存储时，应按照试剂说明书操作，不宜反复冻融超过3次。
4.3.3 实验室应建立多样化室内质控办法，制定质控图，选择适当的质控规则进行质控判断，对失控现象进行原因分析并提供相应的处理措施。
4.3.4 实验室应通过参加室间质评或与其他实验室进行结果比对的方式保证实验室间检测结果的可比性。
4.3.5 实验室应加强与检测请求提交人员的交流与沟通，辅助其进行检测结果判读。
4.4 [bookmark: bookmark7]检测后标本处理
4.4.1 检测结束后，将剩余标本存放至2℃-8℃的冷藏室保存7d，到期后，由专业人员对标本进行高压消毒灭菌、称重，并移交至医疗废物处理单位按照GB 39707-2020的要求处理。
4.4.2 若需长期保存，按4.1.2.2的要求进行储存。
4.5 注意事项
4.5.1 留取24小时尿液期间，受检者应保持正常饮食及活动（如需做造影，则当天不能留取标本；B超禁食者，也建议暂缓留取标本）。
4.5.2 留尿期间受检者应避免服用大剂量维生素C（超过2g/天）。。
4.5.3 受检者应避免服用以下药物，以免干扰检测：青霉胺、硫普罗宁、卡托普利和其他含硫醇的药物/物质。
4.5.4 尿液收集期间，尿液收集桶应置于干净阴凉处，室温低于30℃。
4.5.5 24小时尿液收集完成后，准确计量总尿量，并做好记录。
4.5.6 严重血尿对结果存在一定影响，尽量避免血尿期间留取标本。
4.5.7 女性经期内禁止留取标本。
5 [bookmark: bookmark8][bookmark: _Toc212319285]草酸、枸橼酸和胱氨酸检测的临床应用
5.1 科学研究
尿液草酸、枸橼酸和胱氨酸可作为检测指标，用于泌尿结石代谢评估，分析结石成因。如尿液一天内的各指标浓度变化、与结石的发生和发展关系等研究。
5.2 早期成石风险预警
尿液草酸、枸橼酸和胱氨酸可用于普通人群的早期成石风险预警，如高草酸尿症、低枸橼酸尿症、胱氨酸尿症等，提早干预，避免成石。
5.3 辅助诊断
5.3.1 尿液草酸、枸橼酸和胱氨酸检测可用于结石的病因诊断、药物选择（如碱化尿液）和预防复发。
5.3.2 尿液草酸、枸橼酸和胱氨酸检测可用于辅助判断结石成分倾向，优化结石手术方案。
5.4 治疗
尿液草酸、枸橼酸和胱氨酸检测可用于服用枸橼酸钾药物患者的疗效监测。
5.5 预后及复发管理
[bookmark: OLE_LINK10]5.5.1 尿液草酸、枸橼酸和胱氨酸检测可作为结石患者手术治疗后的随访项目。
5.5.2 尿液草酸、枸橼酸和胱氨酸检测可用于评估患者手术治疗后的复发风险。
II

[bookmark: _Toc212319286]附 录 A
[bookmark: _Toc212319287]（资料性）
[bookmark: _Toc212319288]尿液草酸、枸橼酸检测  液相色谱法
1 液相色谱检测原理
校准品、质控品及样品经过衍生后，进行高效液相色谱（HPLC）测定，获得柠檬酸、草酸的校准曲线和线性回归方程。通过获得的线性回归方程，计算临床样本中柠檬酸、草酸的浓度。HPCL 由液相色谱仪和紫外检测器组成。尿液中的柠檬酸、草酸经衍生后，转化为具有强紫外吸收的衍生产物，注入液相色谱仪，经色谱分离后，导入紫外检测器流通池。具有紫外吸收的衍生产物会吸收特定波长的紫外光，且吸光度遵循朗伯比尔定律(Lambert-Beer law)，通过构建浓度与吸光度的线性关系，实现目标化合物的准确定量。
2 液相色谱检测方法
对于已采集的样本进行酸化处理，离心后取一定量的样本，校准品和质控品分别放置于适合的容器中，加入适量衍生剂后在室温条件下进行衍生，衍生后产物注入到液相色谱仪进行检测。
以校准品的浓度为自变量xi，以对应浓度校准品峰面积因变量yi，计算线性回归方程y=ax+b和相关系数R；
当校准曲线的R≥0.990时，将质控品1、质控品2的化合物的峰面积带入回归方程，获得质控品浓度；
当质控品1、质控品2的检测结果在质控品可接受范围内时，将尿液样本中化合物峰面积带入回归方程，获得尿液样本中的目标物浓度。
最终经检测仪器测定尿液标本中的草酸和枸橼酸指标的含量。
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