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摘要:维生素 K( vitamin
 

K,VitK)自被发现以来以其凝血功能为人们熟知,但近

年来研究者们逐渐发现 VitK 在骨骼健康、心血管疾病、肿瘤、代谢综合征等多方面具

有积极的健康效应,因此非常有必要了解我国人群的 VitK 营养状况,使 VitK 更好地

发挥有益的健康效应。 已有一些可用于评价体内 VitK 营养状况的指标被报道,但目

前仍无公认的评价指标,因此无法针对不同的营养或疾病状态进行评估并提出改善

建议。 本研究通过整理回顾近年来报道的体内循环的 VitK 相关指标及检测方法,同

时就不同的检测操作条件下,如储存时间、温度及反复冻融等对 VitK 相关指标的稳

定性的影响等方面进行了综述,并对各种方法的特点进行了总结和分析。
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　 　 维生素 K( vitamin
 

K,VitK) 是一类具有 2-甲
基-1,4-萘醌结构的维生素,是人体必需的营养

素。 天然的 VitK 有维生素 K1( phylloquinone,PK /
VitK1 )和维生素 K2( menaquinones,MKn / VitK2 )两

种形式,VitK1 主要来源于光合作用植物,VitK2 主

要来源于动物及细菌加工食物中的天然脂溶性维

生素。 VitK2 由于侧链异戊二烯残基的数量不同,
以 MK-n 表示,已知的衍生物包括 MK-4 ~ MK-13,
目前研究较多的是 MK-4 和 MK-7[ 1] 。

VitK 是特定肽结合的谷氨酸( Glu) 残基翻译

后修饰为 γ-羧基谷氨酸( Gla) 的辅助因子。 VitK
通过对维生素 K 依赖蛋白 ( vitamin

 

K-dependent
 

proteins,VKDPs) 的激活, 参与体内多项生理功

能。 DAM
 [ 2] 在最初发现 VitK 时,就揭示了其血液

凝固功能。 随着进一步的研究,发现 VitK 在骨代

谢和心血管健康等方面发挥重要作用。 SARAH
等

 [ 3] 为研究 VitK 与骨骼健康的关系,进行系统综

述,纳入的研究包括 13 项骨质流失数据,7 项骨

折数据试验,其结果支持 VitK 补充可以减少骨流

失。 MARIEKE 等
 [ 4] 研究发现在健康儿童中,适

量补充 MK-7 会增加 MK-7 的循环浓度并增加骨

钙素羧化作用,通过骨钙素促进骨骼健康。 SHEA
等

 [ 5] 总结了基于人群和临床研究中 VitK 和血管

钙化的现有证据,提出 VitK2 比 VitK1 在预防血管

钙化方面发挥更大作用。 VAN
 

BALLEGOOIJEN
等

 [ 6] 通 过 测 量 去 磷 酸 非 羧 化 基 质 Gla 蛋 白

( desphospho-uncarboxylated
 

matrix
 

Gla
 

protein,dp-
ucMGP)浓度发现低 VitK 状态在心血管疾病的发

展中发挥着潜在作用,特别是在高危和慢性肾病

人群中。 此外, VitK 还在癌症进展
 [ 7] 和炎症反

应
 [ 8] 、氧化应激

 [ 9] 、 鞘脂合成和胰腺外分泌活

性
 [ 10] 等方面发挥对人体的积极作用。

基于 VitK 的重要功能及为预防 VitK 缺乏导

致的健康问题,科学评估人体 VitK 营养状况并提

出针对性的改善措施建议具有重要意义。 目前已

报道的 VitK 营 养 状 况 评 价 指 标 包 括 血 液 中

VitK1 、VitK2 、羧化不全骨钙素 ( undercarboxylated
 

osteocalcin, ucOC ) 、 dp-ucMGP 等。 然而,当前没

有任何一项指标被认为是 VitK 体内营养状况评

价的公认指标。 本文旨在通过对各种指标特点和

相关检测方法以及在样本中的稳定性的讨论,为
VitK 检测标准的提出和 VitK 参考摄入量的制定

提供科学依据。
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1　 维生素 K 营养状况评价指标

已有不少用于 VitK 营养状况的评价指标被

报道,最早通过测定依赖 VitK 的凝血因子或凝血

酶原时间等指标来反映 VitK 的营养状况,随着

VitK 依赖蛋白的发现和检测技术的不断进步,研
究者 们 开 始 尝 试 选 择 血 液 中 的 VitK1 、 VitK2

( MK4、MK7 等) 和羧化不全的 VitK 依赖性蛋白

及尿中代谢产物等多种生物标志物对体内 VitK
水平进行评价,这使得从生化层面了解机体的

VitK 营养状况成为可能。
1. 1　 不同分型的 VitK
　 　 人体内的 VitK 包括 VitK1 和

 

VitK2 的多种形

式,其中血清 / 浆的 VitK1 水平是评估 VitK 状态的

常用指标,可以反映近期饮食摄入量。 而 VitK2

在血清 / 浆中的浓度远低于 VitK1 ,其脂溶性特性

使其易受脂质的干扰,对检测方法的要求很高,在
VitK2 的各种分型中以 MK-4 和 MK-7 的报道居

多。 人体内其他生物样本中如母乳中也有相关的

方法报道,母乳中 VitK 水平的评估对非侵入性评

价母乳喂养的婴儿是否摄入充足的 VitK 有重大

意义。 在临床和营养研究中测定 VitK 浓度可以

更好地了解 VitK 在健康和疾病中的作用,液相色

谱联用各种检测器的技术可用于生物样本中的

VitK 及其各种分型定量。
1. 2　 凝血酶原时间和活化部分凝血活酶时间

　 　 VitK1 是肝脏合成凝血因子Ⅱ、Ⅶ、Ⅸ、X 所必

需的物质,VitK1 浓度降低或缺乏可引起这些凝血

因子合成障碍,进而引起凝血功能障碍。 凝血酶

原的检测可以间接反映血液中 VitK1 含量,检测

指标包括凝血酶原时间( prothrombin
 

time,PT) 和

活 化 部 分 凝 血 活 酶 时 间 ( activated
 

partial
 

thromboplastin
 

time, APTT) 。 当完全羧化的凝血

因子Ⅱ的浓度降至约 50%时,PT 才开始上升至参

考范围以上
 [ 11] ,而 APTT 对 VitK 状态的敏感度还

低于 PT,因而 PT 和 APTT 在临床上常用于粗略

估计全血中的 VitK 水平
 [ 12-13] ,但在肝功能不全或

一些其他代谢疾病时,其无法正确反映机体 VitK
水平,因而这类指标缺乏敏感性和特异性,只能揭

示 VitK 的严重缺乏。
1. 3　 VitK 缺乏或拮抗剂诱导的蛋白质-因子Ⅱ
　 　 VitK 缺乏或拮抗剂诱导的蛋白质-因子 Ⅱ
( protein

 

induced
 

in
 

Vitamin
 

K
 

absence
 

or
 

antagonism-factor
 

Ⅱ,PIVKA-Ⅱ) 是凝血酶原的非

活性前体,VitK 不足时,VKDPs 的翻译后羧化作

用会降低,则 PIVKA-Ⅱ的数量增加,PIVKA-Ⅱ在

常规凝血试验发生变化之前就可以在血浆中被检

测到
 [ 11] 。 该指标在临床应用包括支持新生儿

VitK 缺乏性出血的诊断、监测 VitK 拮抗剂暴露及

与甲胎蛋白结合作为肝细胞癌的诊断标志物,但
该指标对 VitK 摄入量的变化和在低 VitK 水平检

测时的灵敏度仍较低。
1. 4　 ucOC
　 　 骨钙素 ( osteocalcin,

 

OC) ,也被称为骨钙蛋

白( bone
 

Gla
 

protein,
 

BGP) ,是骨骼内一种主要的

非胶原蛋白。 ucOC 是一种反映骨代谢状态的生

化指标,临床可用于评估骨质疏松的风险和治疗

效果。 VitK 是 ucOC 发生 γ-羧基化的关键,是将

ucOC 转化为成熟 OC 所必需的,羧化可降低体内

ucOC 水平、升高体内 OC 水平。 因此可以通过检

测人体血液中 ucOC 的浓度来间接评价体内 VitK
的水平。 但受人群特征如年龄、更年期、性别

 [ 14]

及体内维生素 D 水平等的影响
 [ 15] ,ucOC 在不同

健康人群基线水平不同。 因此认为单独的 ucOC
指标在 VitK 状态评价时不够可靠,应考虑 ucOC
在 总 OC ( tOC ) 所 占 的 比 例, 即 ucOC / tOC
( ucOC%)是衡量骨骼健康时更可靠的 VitK 状态

的指标。
1. 5　 dp-ucMGP
　 　 基质 Gla 蛋白( matrix

 

Gla
 

protein,
 

MGP)是一

种主要由软骨中的软骨细胞和动脉血管壁的平滑

肌细胞合成的小分子基质蛋白,是 VitK 依赖蛋

白,其活性依赖于 VitK 依赖性 γ-谷 氨 酸 羧 化

酶
 [ 16] 。 MGP 有不同的形式,其中 dp-ucMGP 是与

VitK 缺乏有关的形式。 在 VitK 缺乏时 dp-ucMGP
不能转化成 MGP,血浆高浓度的 dp-ucMGP 反映

了低 VitK 状态,因此可以通过检测血清 / 浆 dp-
ucMGP 的 浓 度 来 间 接 反 映 体 内 VitK 的 水

平
 [ 17-18] 。 值得注意的是,不同人群 dp-ucMGP 水

平与人群特征相关,如 O′DONNELL 等
 [ 19] 发现总

MGP 浓度水平随着年龄的增长而升高,生理和疾

病状态如血管钙化、心功能不全等
 [ 20-22] 也能对总

MGP 的合成造成影响。 因此在利用 dp-ucMGP
的浓度评估人体 VitK 的水平时,需考虑上述人群

特征因素对 MGP 基线水平的影响。
1. 6　 尿中的代谢物

　 　 尿代谢产物 7C-糖苷配基、5C-糖苷配基是常

见的 VitK 代谢物。 HARRINGTON 等
 [ 23-24] 在限制

或补充 VitK1 后,评估了 7C-糖苷配基和 5C-糖苷

配基的尿排泄量,结果发现尿液代谢物与膳食

VitK1 摄入量有良好的关系,从而提出了尿代谢产

物是 VitK 状态的可能标志物。
尿 Gla 是一种 VitK 依赖性的钙离子结合氨
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基酸,在多种 VKDPs 中广泛存在。 尿 Gla 通过肾

脏在尿液中排泄,尿液中游离 Gla 可对 VKDPs 的

γ-羧化状态进行总体评估,可在 24 小时收集尿液

过程中测量其浓度,尿 Gla 排泄量可用作成人

VitK 状态的指标,并反映 VKDPs 周转和降解
 [ 25] 。

值得注意的是尿 Gla 水平会随着年龄的增长而发

生显著变化。 GOTO 等
 [ 26] 研究表明,尿 Gla 水平

在婴儿( 0 ~ 1 岁) 中最高,然后随年龄增长而下

降,在成人中达到最低值,但是在 60 岁以上又逐

渐升高。
尿液样本具有非侵入性,样本量充足,采样方

法简单等优势。 由于这类指标的测量理想情况下

需要收集 24 h 尿液,增加了样本收集的困难,因此

它们在临床或大规模人群研究中的使用非常受限。

2　 人群维生素 K 营养状况

2. 1　 体内 VitK 含量

　 　 当前国内外一般人群中 VitK 含量报道较少,
且以 VitK1 居多, VitK2 报道较少,如表 1 所示。
不同年龄、性别,不同地区的饮食习惯、经济水平,
所处地理位置对 VitK 的摄入量有影响,VitK 摄入

量尤其是 VitK1 摄入量与体内 VitK 水平显著相

关。 美国
 [ 27] 和英国健康人群的体内 VitK1 水平

相较于东亚国家和意大利较低,如日本,因常食用

富含 VitK2 的发酵食品(如纳豆) ,其健康女性人

群体内的 VitK2 水平甚至整体 VitK 水平较其他国

家更高
 [ 28-31] 。 SADOWSKI 等

 [ 27] 和 THANE 等
 [ 29]

分别研究了不同性别人群的 VitK1 体内水平,发
现在不同性别中 VitK1 也有差异。 我国 Nie 等

 [ 32]

报道了中国育龄女性的 体 内 VitK 含 量, 包 括

VitK1 、VitK2 的 MK-4 和 MK-7 分型,发现 VitK1 的

含量随年龄的增长而增加。 已有关于母乳样本的

报道较少,KAMAO 等
 [ 33] 报道了日本 3 ~ 265

 

d 婴

儿的母乳样本中 VitK 水平,VitK1 范围为 0. 95 ~
12. 38

 

ng / mL, MK-4 和 MK-7 的 范 围 分 别 是

0. 72 ~ 4. 75 和 0. 07 ~ 15. 86
 

ng / mL。 Wang 等 [ 34]

报道了我国 0 ~ 5 月龄的婴儿母乳中的 VitK 含

量,VitK 总含量为 4. 50
 

ng / mL,VitK1 、MK-4、MK-
7 的含量 [ M ( P25, P75 ) ] 分别为 2. 81 ( 1. 66 ~
4. 39) 、1. 20 ( 0. 58 ~ 1. 97) 和 0. 13 ( 0. 08 ~ 0. 19)
ng / mL。 该研究指出,VitK1 和 MK-4 的含量在母

乳中会随着哺乳时间的推移而变化,通常在 91 ~
120 d 时达到最高,而在 31 ~ 60 d 时达到最低。 尽

管现有研究描述了人群的体内 VitK 含量的区间

分布,但基于均数和中位数的不同描述标准使得

相互之间难以比较。 此外,由于尚无公认的评价

指标,对特定人群在不同生理状态 VitK 是否缺乏

的评价报道较少。
表 1　 国内外研究体内维生素(VitK)水平

样本类型 国家 人群 年龄 / 岁 VitK1
 / ( ng / mL) MK-4 / ( ng / mL) MK-7 / ( ng / mL) 参考文献

血浆 美国 健康人群 20 ~ 92 1. 01±0. 55( 1) [27]
血浆 英国 健康人群 ≥65 0. 32(0. 08,1. 55) ( 2) [28]
血浆 英国 健康人群 19 ~ 64 0. 74±0. 97( 1) [29]
血浆 日本 健康女性 30 ~ 49 1. 52±1. 02( 1) 0. 07±0. 14( 1) 4. 96±6. 39( 1) [30]

50 ~ 69 1. 74±1. 29( 1) 0. 10±0. 19( 1) 8. 42±11. 44( 1)

≥70 1. 29±1. 09( 1) 0. 09±0. 19( 1) 4. 21±6. 81( 1)

血清 意大利 健康人群 平均 56. 8 1. 36±1. 08( 1) 0. 91±0. 85( 1) 1. 95±1. 37( 1) [31]
血清 中国 健康女性 18 ~ 49 0. 82(0. 21,3. 07) ( 3) 0. 06(0. 02,0. 24) ( 3) 0. 55(0. 12,3. 54) ( 3) [32]

18 ~ 29 0. 73(0. 46,1. 20) ( 3) 0. 06(0. 03,0. 12) ( 3) 0. 51(0. 38,0. 76) ( 3)

30 ~ 39 0. 80(0. 56,1. 33) ( 3) 0. 05(0. 03,0. 09) ( 3) 0. 50(0. 33,0. 78) ( 3)

40 ~ 49 0. 88(0. 59,1. 43) ( 3) 0. 06(0. 03,0. 10) ( 3) 0. 61(0. 39,0. 88) ( 3)

母乳 日本 乳母 18 ~ 39 3. 77±2. 17( 1) 1. 80±0. 73( 1) 1. 54±2. 30( 1) [33]
母乳 中国 乳母 19 ~ 40 2. 81(1. 66,4. 39) ( 3) 1. 20(0. 58,1. 97) ( 3) 0. 13(0. 08,0. 19) ( 3) [34]
　 　 注:(1)数据以 􀭰x±s 表示;(2)数据以 G( P2. 5,P97. 5)

 

表示;(3)数据以 M( P2. 5,P97. 5)
 

表示;MK:甲萘醌

2. 2　 体内 VKDPs 水平

　 　 由表 2 可见,亚洲国家如中国、泰国和韩国,
健康成年女性的血清 ucOC 水平相近,而日本健

康成年 女 性
 [ 28] 和 荷 兰 健 康 成 年 人

 [ 37] 血 清 中

ucOC 水平相对更高。 荷兰健康女性体内 dp-
ucMGP 水平显著高于男性

 [ 38-39] 。 中国健康人群

体内 PIVKA-Ⅱ水平参考范围与韩国接近,但汉族

男性高于女性 [ 40-42] 。 Nie 等
 [ 32] 研究发现,在中国

育龄女性中,血清中 ucOC 水平在年龄和南北方

亚组内差异有统计学意义,但在 MGP、dp-ucMGP
和 PIVKA-II 指标水平上差异无统计学意义。 总

的来说,各 VitK 相关的间接指标会因种族、性别、
年龄、地域等因素有所差异,因此需要分别建立不

同国家、人群的参考值范围。 当前,我国 Nie 等
 [ 32]

基于 中 国 育 龄 女 性 建 立 了 ucOC、% ucOC、 dp-
ucMGP 和 PIVKA-Ⅱ等多个 VKDPs 指标的参考范
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围,分别是 1. 09 ~ 2. 51 ng / mL、 5. 80% ~ 22. 78%、 2. 69 ~ 5. 88 ng / mL 和 3. 98 ~ 8. 40 ng / mL。
表 2　 国内外研究间接检测指标维生素 K 依赖蛋白(VKDPs)体内水平

国家 人群 年龄 / 岁 ucOC / ( ng / mL) % ucOC / % dp-ucMGP / ( ng / mL) PIVKA-Ⅱ / ( mAU / mL) 参考文献

中国 健康女性 平均 36. 95 1. 81
(1. 09,2. 51) (3)

11. 10
(5. 80,22. 78) (3)

4. 41
(2. 69,5. 88) (3)

6. 26
(3. 98,8. 40) (3)

[32]

泰国 健康女性 20 ~ 50 2. 69±2. 02( 1) [35]
日本 健康女性 30 ~ 49 3. 59±2. 17( 1) 26. 00,82. 00( 2) [30]

50 ~ 69 4. 39±2. 79( 1)

≥70 5. 51±3. 82( 1)

韩国 健康女性 平均 47. 8 2. 02±1. 58( 1) [36]
荷兰 健康成人 ≥20 1. 50,5. 00( 2) [37]

青少年儿童 <20 3. 40,96. 90( 2)

荷兰 健康成人 20 ~ 85 4. 74±1. 99( 1) [38]
荷兰 健康女性 平均 64. 9 6. 14(1. 08,30. 24) ( 3) [39]
韩国 健康对象 13. 0,37. 4( 2) [40]
中国 汉族男性 >18 15. 39,42. 01( 2) [41]

汉族女性 >18 11. 96,39. 13( 2)

中国 健康对象 21. 82(17. 65,26. 53) (3) [42]
　 　 注:(1)数据以 􀭰x±s 表示;(2)数据以 G( P2. 5,P97. 5)

 

表示;( 3) 数据以 M( P2. 5,P97. 5)
 

表示;ucOC:羧化不全骨钙
素;dp-ucMGP:非磷酸化、未羧化基质 Gla 蛋白;PIVKA-Ⅱ:VitK 缺乏或拮抗剂诱导的蛋白质-因子Ⅱ

3　 检测方法

根据上述指标的特点,VitK 营养状况指标的

检测可分为直接检测法和间接检测法。 直接检测

方法是直接检测 VitK 在血液、粪便、母乳等生物

样本中的水平,包括 VitK1 和 VitK2 的各种分型。
间接检测方法则通过测定羧化不足的 VKDPs 间

接反映体内 VitK 水平,如 PIVKA-Ⅱ、 ucOC、 dp-
ucMGP 等未羧化 VKDPs。
3. 1　 直接检测法

3. 1. 1 　 液 相 色 谱 法 　 高 效 液 相 色 谱 ( high-
performance

 

liquid
 

chromatography, HPLC ) 与其他

色谱方法相比具有更高灵敏度、特异性、上样量少

和高分辨率的特点,适用于各种复杂基质的样品

分析,其量化能力使之在 VitK 的直接测定中更具

优势。 HPLC 是现在常用于 VitK 测定的方法,包
括一系列的提取、分离和检测过程。 但由于 VitK
在生物样本中的含量微少,因此仍需要复杂的样

品制备、较长的色谱运行时间以及其他复杂的检

测前工作。
3. 1. 1. 1　 VitK 的提取分离 　 从生物样本中提取

VitK1 和 VitK2 是克服脂质干扰问题的关键步骤。

VitK 提取方法可能导致结果存在较大的差异
 [ 29] 。

蛋白质沉淀( protein
 

precipitation,PP ) 、液-液萃取

( liquid-liquid
 

extraction, LLE ) 和固相萃取 ( solid
 

phase
 

extraction,SPE)是生物样本中 VitK 纯化过

程中最常用的 3 种技术,最终目的是减少检测干

扰和增强目标信号。 PP 是指通过物理方法或化

学方法如盐析、有机溶剂沉淀等使溶液中的蛋白

质从溶液中析出形成沉淀去除的过程。 LLE 通过

两种不混溶的溶剂分离目标分子,操作简单,适用

于大量样品处理,而 SPE 使用固相吸附和洗脱溶

剂分离目标分子,基本原理和 HPLC 相同,适用于

敏感分子的分离,使用较少的溶剂,对环境友好,
但操作复杂度较高。 在过去 LLE 是最常用的分

离、预浓缩和净化方法。 例如 SAMEH 等 [ 43] 开发

并验证了的高度灵敏且可靠的盐析辅助-液-液萃

取 ( salting-out
 

assisted
 

liquid-liquid
 

extraction,
SALLE)与高效液相色谱联用荧光检测器 ( high-
performance

 

liquid
 

chromatography
 

with
 

fluorescence
 

detection,HPLC-FL) 方法相结合,用于人血浆中

VitK 同系物的痕量测定,与报道的其他 HPLC-FL
方法相比具有更好的回收率,且灵敏度高 2 ~ 500
倍。 GENTILI 等

 [ 44] 测定 VitK 在母乳中的浓度时

处理样本在 LLE 前进行过夜冷皂化,可减少样品

用量、程序更简化且价格低。 由于 SPE 在时间和

溶剂方面既简单又经济,因此与 LLE 相比, SPE
在分析物预浓缩和基质去除方面越来越普遍 [ 45] 。
3. 1. 1. 2　 VitK 的检测 　 各种检测器的开发研

究, 使 得 VitK 测 量 取 得 了 进 步。 1982 年

SHEARER 等就开始研究将 HPLC 结合紫外检测

器应用于 VitK 的检测,随后荧光检测器也逐渐应

用于测定血清和血浆中的 VitK
 [ 46-48] 。 随着技术

不断地进步,高效液相色谱串联大气压化学电离

源质谱 ( HPLC-mass
 

spectrometry
 

with
 

atmospheric
 

pressure
 

chemical
 

ionization,
 

LC-APCI-MS)
 [ 49] 、液

相色谱-串联质谱法( liquid
 

chromatography
 

tandem
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mass
 

spectrometry,LC-MS / MS)因为其在提高灵敏

度、高特异性和高通量方面具有独特的优势,也相

继应用于测定 VitK1 与 VitK2
 

[ 50] ,其中 RIPHAGEN
等

 [ 51] 推荐的 LC-MS / MS 法结合 APCI,通过 SPE
进行样品制备,可以检测出体内常见的 VitK1 、
MK4 和 MK7, 检测限为 0. 14

 

nmol / L ( VitK1 和

MK4)和 4. 40
 

nmol / L( MK7) ,定量回收率在 86%
到 92%之间,线性范围达到 15

 

nmol / L,此方法前

处理方法较为简单、 耗时较少, 被认为是评估

VitK 的有效方法。
3. 1. 2 　 电 化 学 分 析 法 　 电 化 学 检 测 器

( electrochemical
 

detector, ECD) 如吸附伏安法和

极谱测定法等也被报道用于 VitK 含量的测定。
吸附伏安法的优点是灵敏度高、操作简单、可以直

接测定样品,无需复杂的样品处理步骤,但受电极

表面的清洁度、溶液的组成、扫描速率和富集时间

等因素的影响
 [ 52] 。 极谱测定的灵敏度较高、操作

简单、样品无需特殊处理,缺点是受汞的毒性、电
极的稳定性、溶液的组成等因素的影响

 [ 53] 。 电化

学分析检测器同样可以联用 HPLC 进行定量分

析,WAKABAYASHI 等
 [ 54] 报道了一种采用 HPLC

结合 ECD 技术的方法,用于同时测定人血清中的

VitK1 和 VitK2 ,实现了对 VitK 同系物的高灵敏度

检测。
3. 1. 3　 免疫学方法 　 免疫测定如放射免疫测定

( radioimmunoassay, RIA ) 和 酶 联 免 疫 吸 附

( enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,ELISA) 在临

床研究中也常被用于生物样本中 VitK1 、VitK2 测

定,具有成本低、操作简单、不需要复杂的样品前

处理的优点。 但检测方法限制,样本浓度太低,精
确度可能受抗体特异性影响,重现性低,达不到精

确定量的要求 [ 55] 。 所以当检测 VitK 此类小分

子、需要高精确度或复杂样品分析时不用此类

方法。
3. 2　 间接检测法

　 　 免疫学方法是检测各类 VKDPs 的常用方法。
一般可采用 ELISA 对血清 ucOC 进行分析。 还有

其他检测方法,如 GUNDBERG 等
 [ 56] 采用的 RIA

测 定 了 血 清 中 的 OC 和 ucOC 的 水 平。
SCHURGERS 等

 [ 57] 使用 ELISA 对血清 / 浆 中 的

dp-ucMGP 进行测定,提出 ucMGP 是心血管钙化

检测的可能生物标志物。 JESPERSEN 等
 [ 58] 使用

自动化分析系统 IDS-iSYS
 

InaKtif
 

MGP 测定法对

丹麦 491 名一般人群( 229 名男性和 262 名女性,
年龄 19 ~ 71 岁 ) 进行血浆 dp-ucMGP 测量, dp-
ucMGP 的范围在(465±181) pmol / L。

多种方法可用于 PIVKA-Ⅱ的检测,如 ELISA
常被用于临床检测

 [ 59-60] 。 Yan 等
 [ 41] 利用基于化

学 发 光 酶 免 疫 测 定 法 原 理 的 自 动 化 系 统

ARCHITECT 建立了健康中国成年人血清 PIVKA-
Ⅱ的参考区间。 SOHN 等

 [ 61] 开发了一个基于多

反 应 监 测-质 谱 法 的 平 台 检 测 血 清 样 品 中 的

PIVKA-Ⅱ。
尿 中 代 谢 产 物 常 使 用 色 谱 法 测 量。

HARRINGTON 等
 [ 62] 建立的 HPLC-ECD 法,用于

测定 VitK 在尿中的 2 种主要代谢产物 5C-糖苷配

基和 7C-糖苷配基的含量,该法具有线性好( r2 ≥
0. 999)和灵敏度高的特点。 HAROON 等

 [ 63] 建立

了用于分析尿液中 Gla 的反相高效液相色谱测定

法。 MATSU-URA 等
 [ 64] 开发了气液色谱定量测

定人尿液中游离 Gla 的方法。 BRITZ-MCKIBBIN
等

 [ 65] 使用毛细管电泳和激光诱导荧光检测开发

了一种简单而灵敏的方法来分析蛋白质、尿液和

血浆中的 Gla 含量。

4　 生物样本中 VitK 及相关指标的稳定性

4. 1　 血液

4. 1. 1 　 不同分型的 VitK 稳定性 　 RIPHAGEN
等

 [ 41] 发现 VitK1 、MK-4 和 MK-7 在 4 ℃ 储存的血

浆中均可稳定保存长达 7 d,甚至更长,在 15 ℃ 下

可稳定保存长达 14 d,甚至更长,在室温下的黑暗

环境中稳定保存可长达 72 h,在人造光下透明管

中保存时稳定可达 24 h;在 - 20 ℃ 下可稳定保存

长达 12 周。 1 ~ 3 次冻融循环后 VitK1 、 MK-4 和

MK-7 的浓度没有显著变化。
4. 1. 2　 VKDPs 的稳定性 　 LACOMBE 等

 [ 66] 采用

ELISA 检测血清中 ucOC 的浓度,发现其测量结

果在 2 个冻融周期后没有变化,3 个冻融周期仅

仅平均减少 3%,表明其受冻融影响较小。 PRICE
等

 [ 67] 为研究血浆中 OC 的稳定性,在一项 30 人血

浆样本的研究中发现,OC 水平不受 4 次冻融循环

的影响。 在-20 ℃ 保存的 5 个血浆样本中的 OC
水平在 14 个月内保持不变,在另一组 10 个血浆

样本中, OC 水平分别在 25 ℃ 中 24 h 和 4℃ 中

72 h 后保持不变。 测得在同时间获得的 30 例正

常人的血浆和血清样本中 OC 水平无明显差异。
然而, 在 25 ℃ 下 8h 后, 血清 OC 水平下降 了

19%,表明血清 OC 在 25 ℃ 下的稳定性可能低于

血浆。 SCHURGERS 等
 [ 68] 的稳定性研究发现血

清中 OC 反复冻融(从储存温度-80 ℃ 到室温,室
温保持 1 h)后的稳定性较好,冻融 3 次后仅损失

2%,冻 融 5 次 后 损 失 12%, 冻 融 10 次 后 损
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失 17%。
GRIFFIN 等

 [ 69] 验证了血浆样本中 dp-ucMGP
浓度的稳定性,在- 80 ℃ 下储存 9 个月后仍保持

稳定, 回收率为 100% ± 10%; 在 1 个加热循环

(24 h) (回收率 100% ±10%)和 2 个冻融周期(回

收率 100% ±10%)后,血浆 dp-ucMGP 水平仍保持

稳定。
4. 2　 母乳

　 　 GENTILI 等
 [ 44] 采用 HPLC-MS / MS 测定了在

母乳中 VitK1 、 MK-4、 MK-7 的含量,并测量了在

-18 ℃ 和常温下反复冻融 3 个周期, 每个周期

24 h,结果发现对比原样本,3 次反复冻融的母乳

样本中 VitK1 、MK-4、MK-7 的浓度没有发生改变;
同时通过-18 ℃ 条件储存一个月时间,再次检测

浓度依然未发现明显改变,从而认为其具备长期

保存的稳定性。
4. 3　 组织

　 　 FU 等
 [ 70] 从 Rush 记忆与衰老项目的 499 名

参与者(平均年龄 92 岁,72%为女性)中获取其死

后大脑样本。 使用 LC-MS / MS 和 HPLC 分别测量

了 4 个区域 ( 颞叶中层皮质、额叶中层皮质、小

脑、前分水岭白质) 的 VitK 浓度。 MK4 在老年人

的脑组织中以-80 ℃ 条件保存可保持稳定长达 9
年,但难以达到更长时间。 储存时间≥ 9. 0 年的

大脑中 MK-4 的几何平均浓度比储存时间≤1. 0
年的大脑低 48% ~ 52%。

综上所述,血液中 VitK 和 VKDPS 指标不会

随反复冻融出现较大的损失。 但值得注意的是

OC 在血清样本中相对于血浆样本中在 25 ℃ 下的

稳定性较差,提示 OC 反复冻融时,长时间停留在

室温的血清样本可能会受到一些影响。 在母乳和

脑组织中的 VitK 指标具有冻融稳定性和长期储

存稳定性,间接反映 VitK 水平的未羧化 VKDPs
指标在母乳和其他组织的稳定性尚缺少研究。 尿

液中的相关指标也可以反映 VitK 在人体内水平,
但其稳定性尚未见报道。

5　 结语

VitK 在骨骼健康、心血管疾病、癌症、代谢综

合征、2 型糖尿病、认知能力等多种疾病方面具有

积极健康效应,因此正确评估人群 VitK 的营养状

况十分重要。 已有不少关于 VitK 功能机制、人群

干预效果的研究报道,尤其是 VitK2 ,使其成为当

前备受关注的营养素。 各国研究者在人群 VitK
的评价指标及其检测方法、体内水平等方面已有

一些进展,但目前仍缺乏公认评价 VitK 营养状况

的指标及检测方法的标准。 本课题组前期通过横

断面研究初步分析了育龄女性和中老年人两个人

群的 VitK 膳食摄入和血液中 VitK 及相关未羧化

VKDPs 水平的动态变化关系,认为血液中的 VitK
是评价人群 VitK 营养状况的潜力指标 [ 71] ,并建

立了体内 VitK 和未羧化 VKDPs 指标的参考范围

和亚临床界值,但相关结果仍需进一步验证,如评

估不同人群、不同生理状态下指标的敏感性、参考

范围的适用性研究等。
在检测方法上, LC-MS / MS 的方法已被用于

血液、 母乳等样本中 VitK1 、 VitK2 ( MK-4、 MK-7、
MK-9 等)的检测,具有较高的灵敏度和准确性,
但由于 VitK2 在生物样本中的含量很低,容易受

其他成分影响,未来还需要进一步优化该方法,提
高检测效率和成本效益。 dp-ucMGP 和 ucOC 也

被认为是评价 VitK 在人体水平的有潜力的指标,
分别应用于评价 VitK 对心血管和骨健康改善的

相关研究中。 为了更全面地评估人体的 VitK 营

养状况,未来可以进一步挖掘与 VitK 相关的生物

标志物,以更深入地了解 VitK 在人体内的代谢和

作用机制,从而为其营养状况的评估提供更全面

的依据。 其次,各类指标的自动化平台开发也十

分重要,通过自动化平台,可以实现高通量、多组

分的同步检测,结合代谢组学、蛋白质组学及多组

学整合的新兴检测技术,也可以提高检测的效率

和精确度,同时减少人为操作带来的误差,确保检

测结果的可靠性。
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