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摘要 生物样本为转化医学研究提供了宝贵的临床资源 . 高效的生物样本质量检测技术对于临床样本分析结果的准确性和可

靠性具有重要意义 . 将有效的质控检测方法和特定的生物学标志物作为血液质量指标，能够评估血液离体后的质量变化情

况，进而在样本分析前剔除低质量样本，提升被分析样本和数据的总体质量和可靠性 . 血液样本由血细胞和血浆组成，包含

核酸水平、蛋白质水平、代谢物水平等多个分子层面信息 . 因此在分析样本前，应根据样本类型和目标分子做出相应的质量

评估 . 目前血细胞中的核酸质量可利用多种检测技术对其浓度、纯度和片段完整性进行检测 . 对于血浆和血清中的游离DNA

以及结构不稳定的RNA小分子，可利用对应的靶标分子作为整体质量检测指标 . 但血细胞中mRNA离体表达水平的变化暂

无明确的评估方法 . 此外，对于结构更为复杂的代谢小分子、蛋白质以及多肽片段，目前的研究多利用核磁共振技术或各种

分离纯化手段（包括色谱、免疫亲和分离、磁分离等）与质谱联用技术来寻找目标质控靶标分子 . 这些分子作为标志物的可

靠性、稳定性和准确性仍需验证 . 目前对于代谢小分子、蛋白质及多肽的质谱鉴定技术的成本高，无法满足大部分实验室对

于样本质量检测的需求，因此需要寻找可靠的质量标志物、开发新的检测手段来降低血液样本质量评估的成本，顺利完成

代谢小分子、蛋白质以及多肽片段的质量检测 .

关键词 血液样本，质量控制，核酸，代谢小分子，蛋白质，多肽

中图分类号 Q7，Q81 DOI：10.16476/j.pibb.2020.0375

随着现代医学的发展，临床转化医学研究越来

越受到重视 . 探究疾病发生、发展和转化机制需要

提供具体研究对象，包括生物与疾病样本 . 生物样

本为转化医学研究提供了宝贵的临床资源，其中，

血液样本作为临床信息的主要来源，是致病机制、

药物开发、免疫调控等领域的主要研究对象［1］ .

血液样品是临床信息的重要来源，按照处理方

式的不同可将其分为全血（血细胞和血浆）、血浆、

血清和血细胞等样本类型 . 如果血液样本在“分析

前”阶段未经妥善操作，在采集、保存、运输等过

程中，血样的成分就有可能发生显著变化，为后续

科学研究和临床应用带来难以预料的误差 . 血液样

本的体外分析前变量包括采集管类型、离心前放置

的时间和温度、离心细节、组织样本热缺血和冷缺

血时间、添加剂使用、采样方式、样本固定方式和

时间、长期贮存前的延迟时间、长期贮存方式、样

本冷冻保存和复苏的方案等 . 对这些影响给予充分

关注，能够最大限度保持样本的真实性［1-2］ . 目前，

对血液样品的标准操作流程 （standard operation

procedure，SOP）已经形成一些普遍共识，如：减

少离体后全血放置时间、尽量避免血样暴露于室

温、减少血液的非冷冻保存期、长期存储的血样需

要冷冻在-80oC冰箱或液氮环境、尽量保持血液存

储温度恒定、避免反复冻融血样等等［3-4］ . 在“分

析前”阶段，充分执行这些SOP，能有效地减少由

于样本自身变质导致的分析结果误差 . 但是，当分

析人员拿到不同渠道来源的样品时，往往很难知道

这些样品在之前的流程中是否有效地遵循了SOP，

也很难知道结果中的差异是来自患者的生理状态，

还是来自分析前样品变质 . 因此，发现能够代表样

本生物学质量的检测标准和检验技术一直是临床转
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化医学研究的关注点 . 利用先进的系统生物学方

法，开发和建立新型质量技术标准和检测方法是临

床生物样本研究的一个重要方向 . 如果找到一些血

液中的指标，能够随着不同的“分析前”操作条件

而发生显著性改变，同时，又不受一般的生理状态

影响，就能够通过这些指标来探知未知血样在“分

析前”阶段是否有效地遵循了SOP，明确血样的质

量是否满足临床应用的标准 . 此外，这类血液质量

指标要能通过较简单的方法进行测定，从而在复杂

的正式分析之前来剔除低质量样品 .

血液样本质量评估应充分考虑待检测血液样本

的组成成分和可应用的检测技术，提供包括核酸水

平、蛋白质水平、代谢物水平等多个分子层面的质

量信息，根据后续研究目标和检测技术的不同来选

择准确的质量评估方案 . 此篇综述总结了近年来实

验室用于评估分析前过程对样本质量影响的各种质

量检测技术和分子靶标 . 同时对检测生物标志物和

检测方法进行了系统的讨论，为今后生物样本分析

前的质量评估提供建议 .

1 基于核酸水平的血液样本质量评估技术

血液样本中的核酸分子是临床检测和生物医学

研究的重要指标 . 随着测序技术的发展，基因组与

转录组学研究已成为基因功能探究、临床分子诊断

以及药物筛选的重要手段［5-6］ . 近年来对血液中的

核酸研究主要以结构基因组学与功能基因组学为

主，本篇文章将主要探讨血细胞中的基因组DNA

（gDNA）、转录组（mRNA）以及血清和血浆中游

离的 DNA （cfDNA） 和非编码小 RNA （miRNA）

在进行研究前质量评估时使用的技术［7］ .

1.1 血细胞中的核酸质量评估方法

gDNA和mRNA主要来源于白细胞，包括淋巴

细胞、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞

以及单核细胞 . 白细胞构成人体免疫系统的首要屏

障［1］，因此，以研究血细胞基因组突变、拷贝数

变异以及可遗传修饰改变为主的基因组学和以血细

胞基因表达变化为主的转录组学，为探究免疫相关

血液疾病的发生机制提供了有利证据［8］ . 然而血细

胞离体后不恰当的前处理方式可能导致细胞膜破

裂，核酸分子进入离体血液中，此时血液温度、湿

度、pH值以及核酸酶浓度的变化均可加速核酸水

解 . 因此严格评估血液前处理后的核酸质量成为后

续研究的关键 . 随着基因组和转录组测序技术的发

展，对于血细胞中核酸在浓度、纯度和片段完整性

上的参数需求越来越明晰 . 常用的总核酸浓度检测

方法包括紫外分光光度法和荧光光度法，其中紫外

分光光度法只用于测定浓度大于 0.25 mg/L的核酸

溶液，而荧光光度法可进行更低浓度的定量分析

（1~5 ng） . 紫外光度计检测的 260 nm、280 nm、

320 nm、230 nm 下的吸光度分别代表了核酸、蛋

白质、盐离子和有机溶剂，因此核酸样本的纯度一

般使用紫外光谱中A260/280、A260/230比值检测，用以判

断核酸样本中蛋白质和有机溶剂的污染 . 核酸样本

的片段完整性一般通过基因扩增后的琼脂糖凝胶电

泳进行可视化评估［9］ . 其中总 RNA 可采用微流控

凝胶电泳技术（2100生物分析仪）中的RIN值判断

核酸的片段完整性［1，5-6］ . 其原理是利用已知片段

大小梯度，生成迁移时间与片段大小的标准曲线，

即可通过不同迁移时间来确定样品的片段大小 . 通

过样品峰面积对已知浓度的分子质量标准的面积比

值来对样品进行定量 . 值得指出的是，2100生物分

析仪是通过检测血液 RNA 中占比最多的核糖体

RNA片段完整性来评估RNA的总体降解情况，但

对于mRNA、miRNA等转录组与表观遗传RNA小

分子没有特定的检测方式［1，10］ .

基于基因组DNA的稳定性，前处理不利暴露

因素对基因组的影响有限，现有的检测技术基本可

以满足基因组学研究的质量控制 . 相较于稳定的

DNA双螺旋结构，RNA的单链结构稳定性差、容

易降解，尤其是miRNA等短链长分子，结构更不

稳定，样本处理过程中的不利因素暴露会对后续研

究造成很大影响，因此样本分析前质量评估尤为重

要［11-12］ . 除必要的浓度、纯度和片段完整性检测

外，血液中 mRNA 表达量可能随离体细胞残留转

录活性而继续上调或下调，这种因为样本前处理不

规范而导致的 mRNA 表达量变化对转录组学研究

也具有一定影响 . 欧盟SPIDIA（用于体外诊断的通

用分析前工具和程序的标准化和改进）项目利用基

因芯片结合荧光定量技术检测了不同前处理条件下

血液中 mRNA 的质量，并筛选出 4 种 mRNA 分子

（USP32、LMNA、FOSB、TNRFSF10C） . 这些分

子标志物既在人群中稳定表达，同时在不同前处理

条件下又会规律上调或下调，因此可作为血液中

mRNA分析前质量变化的生物标志物［13］ .

随着单细胞基因组和转录组测序技术的发展，

科学研究对血液分析前的核酸质量提出了新的需

求 . 由于细胞破坏后，可能会导致线粒体或核RNA

占比升高（大量细胞质中 mRNA 流失，而线粒体
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或核RNA含量基本不变），很有可能会根据这个结

果形成一个细胞亚群，导致细胞分群错误 . 同时细

胞损伤可能会伴随RNA的流失，许多基因可能会

被认为“下调”而产生错误结论 . 因此单细胞测序

技术要求血液中的细胞数量和活性占比达到检测需

求 . 目前死细胞的鉴别一般通过 DNA 结合染料排

除，利用死细胞膜通透性增大、不破膜情况下

DNA染料即可进入的特点区分出死细胞 . 单细胞分

析前样本质量可通过台盼蓝、碘化丙啶 （PI）、

4',6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）、7-氨基-放线菌素

D（7-AAD）等细胞染料着色死细胞，经流式细胞

术鉴定样本中活细胞占比和数量是否满足单细胞测

序需求［14］ .

1.2 血清和血浆中的核酸质量评估方法

健康人外周血中的正常 cfDNA和miRNA主要

来源于血细胞，是细胞坏死、细胞凋亡及炎症反应

后释放进入血浆中的［15］ . 因母体的血浆中含有胎

儿的 cfDNA和miRNA，肿瘤患者的血浆中含有循

环肿瘤DNA（ctDNA）和肿瘤细胞释放的miRNA，

因此这两种特殊人群的 cfDNA和miRNA明显高于

正常人，经常用来作为胎儿疾病和肿瘤标志物的研

究对象［16-17］ .

血清是血液离体凝固后的上层清液，其与血浆

的区别是不含纤维蛋白原以及凝血因子 . 血清和血

浆中的 cfDNA只有 170 bp左右，下一代测序技术

可通过母体外周血中的 cfDNA检测胎儿的21、18、

13三对染色体的非整倍性［18］ . 而 ctDNA检测技术

包括限制性片段长度多态性、直接测序、高分辨率

溶解曲线分析、数字 PCR、低温变性共扩增 PCR

等，常用来分析肿瘤潜在生物标志物［15］ . 通过

qPCR技术检测DNA中看家基因或稳定出现的某些

非编码重复序列，可达到对cDNA定量和片段完整

性检测的目的 . 2014 年，研究人员在利用血清

cfDNA 浓度和完整性作为结直肠癌诊断和预后标

志物的研究中，通过qPCR扩增ALU重复序列检测

血清中的长 （ALU-247 bp） 和短 （ALU-115 bp）

DNA片段，以ALU-115片段浓度作为 cfDNA总浓

度，ALU-247/ALU-115 浓度的比值作为 cfDNA 完

整性值进行统计［19-20］ . 2018年在对子宫内膜癌的分

子靶标研究中用了相同的内参基因［21］ . 除此之外，

被用作 cfDNA总浓度和片段完整性检测的基因还

包括 LINE 1 （−97 bp 和−259/−300 bp）［22-23］、APP

（−67 bp和−180 bp）［24］等 . 2008年有研究者比较了

在 孕 妇 cfDNA 无 创 性 产 前 检 测 （non-invasive

prenatal testing，NIPT） 中经常使用的 6 种内参基

因 （HBB、 TERT、 CAPDH、 ALB、 ACTB、

TRG）分别在孕妇血浆DNA、非孕妇血浆DNA中

的含量稳定性，发现这些内参基因在各组中稳定性

从 高 到 低 依 次 为 TERT、 ACTB、 ALB、 HBB、

TRG和CAPDH［25］ . 表 1总结了部分文献中用于血

液样本中cfDNA质量评估的内参基因［19-24，26］ .

最新研究表明，血清和血浆中miRNA谱图的

差异主要来源于细胞污染 . 因此血清和血浆中细胞

含量最小化是miRNA作为生物标志物研究的质量

前提［27］ . 外周血 miRNA 的定性检测可以采用

miRNA 芯片技术，检测结果可与 Sanger miRBase

数据库进行比对来评估血清或血浆中miRNA的总

体质量（http://www.mirbase.org/） . 进一步的定量

检测目前主要借助于实时荧光RT-PCR技术，利用

Taqman 探针法可以实时检测血液样本中特定

miRNA的量［16］ . 血液中miRNA的分析前质量可利

用稳定表达的内参评估 . 表 2中列出了常用于内参

的 miRNA. 为了识别可能存在细胞污染的样本，

2012年爱思唯尔公司开发了一个基于全基因组锁

定核酸（LNA （TM））的miRNA qPCR平台，鉴

定了血清和血浆样本中最常见的 119 个 miRNAs，

并给出血清/血浆中miRNA表达正常参考范围的平

Table 1 Reference genes used for cfDNA quality assessment in blood samples
表1 应用于血液样本中cfDNA质量评估的内参基因

检测方式

实时荧光定量PCR

内参基因

ALU

LINE1

LINE1

APP

L1PA2

浓度

ALU-115

LINE 1-97

LINE 1-97

APP-67 bp

L1PA2-99 bp

片段完整性

ALU-247/ALU-115

LINE1-300/LINE1-97

LINE1-259/LINE1-97

APP-180 bp/APP-67 bp

L1PA2-99 bp/L1PA2-222 bp

疾病类型

结直肠癌、子宫内膜癌

淋巴瘤

肺癌

黑色素瘤

无
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均Cq值™. 该研究还指出红细胞特异性miR-451和

miR-23a 的相对表达可作为血液样本溶血的指

标［27］ . 其他研究相继证明 miR-486-5p、miR-451、

miR-92a和miR-16在红细胞中富集，其含量可反映

样本的溶血情况［28-33］ .

2 基于代谢水平的血液样本质量评估技术

代谢组学是在后基因组学时代兴起的一门跨领

域学科，其主要目标是定量地研究生命体因外界刺

激、病理生理变化以及本身基因突变而产生的体内

代谢物水平的多元动态反应 . 血浆和血清都是含有

代谢物和大分子的水溶液，包括蛋白质、脂质和脂

蛋白，会因机体功能紊乱或病理状态而改变 . 因

此，这两种血液成分都是代谢组学研究的首选生物

流体 . 然而代谢组学的一个重大挑战是生物标本的

复杂多样性 . 许多研究人员在生物标志物的发现过

程中主要关注仪器对实验结果的影响，而忽略了样

本本身存在的差异［34］ . 研究表明分离细胞后代谢

物的稳定性仍能被血清和血浆残留的酶或者其他蛋

白质所影响 . 分析前变量敏感的代谢物，包括血清

素、次黄嘌呤、牛磺酸、谷氨酰胺和谷氨酸、葡萄

糖、乳酸、含硫氨基酸、苏糖酸、麦芽糖、S1P胆

固醇代谢物、甘油三酯（triglyceride，TG）、磷脂

酰胆碱（phosphatidylcholines，PCS）、溶血卵磷脂

（lysophosphatidylcholines，LPCS）和儿茶酚胺类、

类花生酸类物质等都具有高度可变性，因此，这些

化合物在被认为是疾病候选标志物之前应该认真评

估［35］ . 最常见的代谢组学分析方法是质谱（MS）

和核磁共振（NMR）光谱 . 质谱技术又分为液相色

谱-质谱联用技术（LC-MS）和气相色谱-质谱联用

技术（GC-MS）［36］ . 血清代谢组数据库中提供了在

人体血清中检测到的代谢物的完整列表 （http://

www.serummetabolome.ca/）［37-39］，目前含有 25 373

种可检测的代谢物，其中大部分是内源性分子

（23 916内源性和3 380外源性，有些代谢物是共同

的） .数据库中已有可观察和量化的代谢分子可作

为血液质量评估的标准 .

LC-MS技术的应用范围包括非靶向代谢组学、

靶向代谢组学、非靶向脂质组学和靶向脂质组学 .

常用于氨基酸、糖类、醇类、有机酸、胺类、三羧

酸循环中间体等水溶性小分子以及脂质大分子的靶

向和非靶向分析 . 2013年，Yin等［40］应用超高压液

相色谱-质谱联用技术（UHPLC-MS）驱动的非靶

向代谢组学来反映样品处理条件对血液中代谢小分

子的影响，并提出代谢小分子可作为血液质量生物

标志物的假设 . 2018 年研究人员使用 UHPLC-MS

定量检测和验证这些生物标志物，发现次黄嘌呤

（hypoxanthine） 以及鞘胺醇磷酸 （sphingosine1-

phosphate）的相对含量可判定血样采集过程中是

否有因过长时间的室温暴露导致的样本质量问题 .

研究人员扩大样本量进一步严格验证了S1P-d18∶2

作为标志物的有效性、稳定性和普适性，在普适性

检测中研究排除了重大疾病和剧烈运动对该代谢小

分子在血液中变化的影响［41］ . GC-MS技术常用于

水溶性代谢物（需要衍生化）、部分脂类和有机酸

的靶向分析 . 2016年Trezzi等［42］在利用GC-MS检

测样品处理条件对血液中代谢小分子的影响时发

现，抗坏血酸和乳酸含量的比值（LaCaScore）可

以作为血液质量参数来衡量样本前处理的质量，但

应避免在乳酸产量高的样本中使用，例如跑完马拉

松的受试者 . 同年Malm等［36］利用相同技术发现乳

酸和葡萄糖含量的比值可以作为鉴别离心延迟时间

的样品质量标志物 .

核磁共振波谱法（NMR spectroscopy）常用于

简单样品或纯化样品的物质鉴定和分析 . SPIDIA和

SPIDIA4P相关研究表明，生物流体的核磁共振波

谱是评估血液样品质量的一种快速可靠的方法 . 它

Table 2 Reference miRNAs used for quality assessment in blood samples
表2 应用于血液样本中miRNA质量评估的内参基因

检测方式

实时荧光定量PCR

内参miRNA

let-7a

snRNA u6

miR-221

miR-26a

miR-16

样本类型

血清

血清

血清

血清

血浆

疾病类型

肝癌

肠癌、肝癌、胰腺癌

肝癌

肠癌、肝癌

乳腺癌、胃癌

参考文献

［26-27］

［26-27，29-30］

［26，29］

［26-27，29］

［28，31］
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通过在规定的光谱范围内积分相应的信号区域，计

算不同光谱中各种代谢物的相对浓度，并利用纯有

机化合物的核磁共振波谱库、人类代谢组数据库

（HMDB） 等公共数据库进行信号识别 （www.

hmdb.ca），最终利用 AMIX 软件 （Bruker BioSpin

srl）对现有核磁共振数据与数据库进行匹配 . 比对

结果可使用非参数Wilcoxon-Mann-Whitney检验评

估代谢物浓度变化的显著性 . 数据库中显示，血清/

血浆代谢组的核磁共振可检测约50种主要化合物，

用以进行血液代谢物的质量比对［43］ .

人体血液中还富含化学性质不同的类脂，主要

是脂肪酸、胆固醇和甘油三酯，这些都是潜在的生

物标志物 . 在对脂质组分的研究中，Bruker-BioSpin

最近发布了用于生物流体中代谢物自动分析的

Bruker-IVDr （B.I.）工具 . 该平台还可对血浆或血

清样本进行详细的脂蛋白亚类分析（B.I.-LISA），

在全自动化的情况下一次测量提供100多个脂蛋白

相关参数，因此可作为血液中脂质质量评估的新

方法［43］ .

3 基于蛋白质水平的血液样本质量评估

技术

3.1 血清和血浆中的蛋白质质量评估方法

生物样本库中储存的血浆和血清样本是利用临

床蛋白质组学进行体外诊断的主要样本来源，特别

是在肿瘤学领域 . 然而研究表明样本前处理造成的

体外诊断结果偏差已经超过了组学研究差异［44］ .

例如 2007 年美国健康与营养调查（NHANES Ⅲ）

在对6 226例血清样本中类胰岛素生长因子（IGF）

的研究中发现，样本前处理不同导致的 IGF差异直

接影响了其在肿瘤中作用的研究［45-46］ . 因此，进行

蛋白质组学研究时不能忽略生物样本质量的重要

性［47］ . 血液中含有不同种类的蛋白酶，其中多数

来自于血液采集过程中血细胞分泌或细胞破碎释放

的过程 . 这些蛋白酶能够催化大分子质量的蛋白质

降解为多肽，或催化多肽降解为更小的碎片和氨基

酸 . 这种酶促降解过程的进展与温度和反应时间直

接相关 . 在一定范围内温度越高，降解速率越快，

在可降解温度下放置时间越长，降解越彻底 . 这也

是为什么血样需要尽量保存在较低温度的主要原

因［48］ . 因此，血液中能够被蛋白酶催化降解的蛋

白质和多肽有可能用来指示血样的环境暴露温度和

存储时间的长短［49］ . 检测血液中蛋白质降解程度

需要分离提纯蛋白质并进行定性定量 . 美国健康与

营养调查（NHANES Ⅲ）在研究前处理条件对血

清中 IGF的影响时分别采用了酶联免疫和放射免疫

技术测定血清中 IGF-1 和 IGFBP-3 的浓度［46］ .

Ayache等［50］利用酶联免疫吸附测定血浆中99种趋

化因子和细胞因子随样本存放时间不同而引起的含

量变化，并发现血液在室温放置2 h后再处理会导

致 37个细胞因子水平显著升高，而采血管中的蛋

白酶抑制剂对血浆蛋白水平影响不大 . 相较于酶联

免疫技术，利用色谱-质谱联用技术可检测种类更

多、丰度更低的蛋白质，且灵敏度高、分析通量

高，可同时进行定性和定量分析 . 适用最广的质谱

包括电喷雾质谱（ESI-MS）、基质辅助激光解吸电

离/飞行时间质谱（MALDI-TOF-MS）和表面增强

激光解吸电离/飞行时间质谱 （SELDI-TOF） 等 .

Govorukhina 等［51］ 利用 LC-MS （MALDI-MS） 来

检测血液凝固时间对血液中蛋白质分子的影响，结

果检测到富亮氨酸 α2糖蛋白浓度在血液凝固时间

超过1 h后显著降低，因此提出该糖蛋白有望作为

血液质量检测的生物标志物 . 荷兰癌症研究所在利

用SELDI-TOF（2.5~200 ku）质谱仪检测10年间收

集 的 140 位 乳 腺 癌 患 者 的 血 清 样 本 时 发 现

m/z 3 089、m/z 3 104、m/z 5 908、m/z 8 939等14个

蛋白质碎片峰的强度与样本存储时间相关 . 它们随

时间增长或呈现先增强后减弱的趋势，或逐渐减

弱，或先增加后趋于稳定，因此有望作为样本存储

质量的检测标志物［52］ . 除鉴定可作为血液质量标

志物的蛋白质外，质谱技术还可利用蛋白质谱图的

峰数量和峰强度鉴定血液中蛋白质的整体质量 . 例

如 Timms 等［48］ 利用离子交换色谱分离并结合

SELDI-TOF 质谱仪检测获得蛋白质谱图，通过蛋

白质谱图峰数量 PCA 主成分分析和计算峰强度 P

值获得不同前处理条件对蛋白质降解的影响，并说

明室温运输和长时间放置是操作过程中对血液质量

影响最大的因素 .

3.2 血清和血浆中的多肽小分子质量评估方法

相对来说，血液中的多肽比完整蛋白质更容易

受蛋白酶的影响 . 因为完整的蛋白质往往具有复杂

的三维结构，在未显著变性的情况下，被酶解的速

率较低，而分子质量较小、结构简单的多肽链

（500~4 000 u）则对酶解反应敏感得多［53］ . BD 公

司研究人员对血浆和血清中多肽组分的研究证实了

这一观点：血浆和血清中的多肽组分有显著性差

异 . 这是由于抗凝剂抑制了部分内源蛋白酶的活

性 . 因此加入蛋白酶抑制剂可以显著降低多肽降解
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速率［53］ . 同时该研究还发现血浆样本中的多肽片

段随样本放置时间呈现多步反应、逐级降解现象 .

因此他们提出，通过体外加入同位素标记多肽（如

FPA）来模拟内源性多肽的降解情况，进而根据血

液中 FPA 的酶解产物浓度来确定血液质量［54］ . 同

样，在2013年，Findeisen等［55］通过在血液中加入

一定浓度人工合成的标准肽（reporter peptide），根

据标准肽降解各时间段的中间产物以及不同阶段各

产物色谱峰面积的比值来作为血液前处理的质量标

志物 . 目前，无论采用内源性多肽还是外源加入标

准肽作为血液质量标志物，均需分离提纯多肽并进

行降解产物定量检测 . 分离提纯多肽常用技术包括

利用孔径合适的滤膜（如Microcon YM-3）过滤大

蛋白［53-54］、介孔纳米材料富集［56-57］、反相色谱分

离 （如 C18）［53，58］以及具有多肽亲和力的磁珠抓

取［58-60］等 . 多肽的靶向鉴定可用免疫亲和分析（例

如 ELISA） 或 LC-ESI-MS 等；多肽的非靶向分析

常用MALDI-TOF （1 000~10 000 u）或ESI质谱仪

等 . 2010 年研究人员利用 HPLC 与 nanoLC-Q-TOF

TANDEM 质谱联用技术检测血清中多肽质量，将

载脂蛋白A-Ⅳ、补体C3片段、转甲状腺素与不同

载脂蛋白的氧化亚型等多肽分子作为血液质量评估

的候选标志物［61］ . 除鉴定可作为血液质量标志物

的多肽外，有研究人员利用血液中普遍存在的特征

多肽同位素分布平均值半自动化筛选低质量多肽图

谱，从而剔除低质量血液样本［62］ .

4 总结与展望

综上所述，良好的生物样本质量是获得可靠研

究成果的前提，严格控制样本分析前变量可有效提

高样本质量 .利用有效的质控检测方法和特定的生

物标志物作为血液质量指标可有效评估血液离体后

的质量变化情况，进而在样本分析前剔除低质量样

本 . 目前以全血和血细胞样本中核酸作为研究对象

的组学分析，其样本质量检测技术主要用于评估

DNA 和总 RNA 浓度、纯度和片段完整性，对于

mRNA暂无明确的质控靶标分子 .以血清和血浆样

本中的核酸作为分子靶标的分析，其样本质量检测

技术主要用于评估细胞来源的核酸污染 . 对于血清

和血浆样本中结构更为复杂的代谢小分子、蛋白质

以及多肽片段，目前有效的质量检测手段多采用分

离纯化技术与质谱联用和核磁共振技术来获取样本

分子组成信息 . 目前已发现一些分子可作为潜在标

志物检测分析前变量对样本整体质量的影响 . 然而

这些分子作为标志物的可靠性、稳定性和准确性仍

需验证，同时抗体结合和质谱检测技术成本高，无

法满足大部分实验室对于样本质量检测的需求，因

此需要寻找可靠的质量标志物、开发新的检测手

段，来降低血液质量评估成本，顺利完成代谢小分

子、蛋白质以及多肽片段的质量检测 .
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Quality Assessment for The Blood Samples*

SUN Qing, LIANG Kai, LI Yan**

(Institute of Biophysics, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China)

Abstract Biological samples play essential roles in biomedical studies, especially in“ -omics”analyses.

Recently, researchers have found that preanalytical effects and storage duration have direct effects on molecular

biology-based procedures. The lack of guidelines for the collection, transport, and storage of samples could lead

to the degradation of target molecules such as DNA, RNA, and proteins. These may also lead to inaccurate results

in research laboratories. Therefore, sample quality should be assessed at the nucleic acid, metabolite, and protein

levels depending on sample components, research objectives, and detection technologies. This review describes

the specific biomarkers and proper tools for monitoring the quality of human blood in clinical laboratories.

Genomic DNA (gDNA), messenger RNA (mRNA), cell-free DNA (cfDNA), and small noncoding RNA (miRNA)

are the main nucleic-acid components of blood samples used in research. This review summarizes the techniques

used for the purification, yield analysis, and integrity analysis of gDNA and total RNA, including UV

spectrophotometric analysis, qubit fluorometric quantification, and agarose gel electrophoresis. The internal

reference genes used in cfDNA and miRNA quality control are also listed. Quantitative real-time polymerase

chain reaction analysis of reference genes is commonly conducted, and the results reflect the quantity and

fragment integrity of cfDNA and miRNA. However, no effective markers have been used for mRNA quality

control. Therefore, the development of effective biomarkers is required for quantifying mRNA and small RNA

molecules. Moreover, effective markers can be used for detecting changes in mRNA expression levels in vitro.

Regarding metabolism, nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy is the most common analytical method

for the study of small metabolic molecules in blood. Matching between the available NMR data and reference

databases can be applied to assess significant changes in metabolites and to evaluate blood sample quality. In

addition, both metabolites and proteins can be quantified through mass spectrometry (MS). Typically, they are

first enriched through affinity interactions (e.g., chromatography, immunoaffinity, and magnetic approaches) and

then quantified through MS. This review summarizes the metabolites, proteins, and peptides identified by MS as

biomarkers for blood quality control. However, their accuracy and effectiveness have not been widely recognized.

Because various techniques have been used and a series of markers have been identified, the stability and

accuracy of these molecules still need to be verified for quality control. Moreover, due to the high cost of MS,

these techniques are not widely used in laboratories. Therefore, in the future, new quality control parameters

should be identified for blood sample assessment.
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