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Vitamin D: Xét nghiệm của 
chúng ta tốt như thế nào? 

Ronda Greaves 
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Tổng quan 
 
o Kiến thức cơ bản 
o Lâm sàng 
o Các khoản tham chiếu 
o Các hệ thống thử nghiệmVitamin D 
o Mục tiêu đi đến chất lượng 
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 Phân loại Vitamin 

o A  - Retinol  
o B  - Bao gồm 8 vitamin 
o C  - Ascorbic acid 
o D  - Ergocalciferol 
       - Cholecalciferol 
o E  - Tocopherol 
o K  - Phylloquinone 
Tổng cộng: 13 = 4 loại tan trong dầu + 9 loại tan trong 

nước  

B1 Thiamine 
B2 Riboflavin 
B3 Niacin 
(B4 Adenine) 
B5 Pantothenic acid 
B6 Pyridoxine 
B7 (H) Biotin 
(B8 Inositol) 
B9 Folate 
(B10 PABA) 
(B11 Choline)  
B12 Cobalamin 

(B4.B8.B10.B11: hiện nay không còn thuộc nhóm Vitamin) 
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Vitamin D: Định nghĩa 

VITAMIN 
Là hợp chất hữu cơ cần thiết như dinh dưỡng,nhưng cơ 

thể không tổng hợp đủ, vì vậy cơ thể phải được bổ 
sung qua thức ăn. 

 
HORMONE 

Là một nhóm nhóm tế bào (tuyến) tiết vào vòng tuần 
hoàn để tác động lên chức năng của tế bào đích, 

thông qua các thụ thể. 
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Vitamin D:  
o Vit D1 – Là sự pha trộn theo tỉ lệ 1:1 của lumisterol và 

Vit D2   
 
o Vit D2 – ERGOCALCIFEROL 

n  Có nguồn gốc từ thực vật 
n  Được sinh ra từ ergosterol khi bị tia cực tím chiếu qua. 
n  Bị cắt cầu nối ở vị trí 9,10 và tạo thành nối đôi ở vị trí 

C10 và 19. 
 

o Vit D3 – CHOLECALCIFEROL 
n Có nguồn gốc từ động vật 
n Được hình thành do phá vở cầu nối C9 và 10 của 7-

dehydrocholesterol bởi tia cực tím, tạo nối đôi C10 & 19 
n Tìm thấy ở da, bộ lông của động vật và chim khi tiếp xúc 

với ánh nắng. Vit D3 còn tìm thấy trong bơ, não, dầu cá, 
và lòng đỏ trứng. 

Vit D2 

Vit D3 
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Ứng dụng lâm sàng 
o Y Học cổ điển 

n Bệnh còi xương. 
n Bệnh nhuyễn xương 

 
o Y học ngày nay 

n Sức khỏe của xương 
n Bệnh tiểu đường 
n Bệnh tự miễn 
n Điều hòa miễn dịch 
n Bệnh nhiễm trùng 
n Bệnh Ung Thư 
n Bệnh lý về tim mạch 

Photos from Lehninger, Principles of Biochemistry 
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Tăng chỉ định xét nghiệm Vit D  
 

Trong năm 2009, các phòng xét nghiệm ở Mỹ thống 

kê số xét nghiệm Vit D đã tăng vọt từ 50% đến 

khoảng 100%. Nhưng với sự tăng vọt của các xét 

nghiệm và chỉ định sử dụng, thì chất lượng xét 

nghiệm Vit D ra sao? 
www.Westgard.com 
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Vitamin D:  Ngưỡng tham chiếu nào phù 
hợp? 
o RCH 

n Thập niên 90: Ngưỡng tham chiếu được đề nghị 23 - 90nmol/L 
n Thập niên gần đây: Ngưỡng tham chiếu thay đổi từ 50 - 150 nmol/L 

 
o Những khoảng tham chiếu khác 

n >60nmol/L được đề nghị khi có kèm PTH tăng 
n >75 nmol/L được đề nghị cho người bình thường 
n >100 nmol/L trong ngăn ngừa bệnh ung thư 
 

o Ngưỡng nào là thích hợp thì vẫn đang được bàn luận 
o NHƯNG- chúng ta chưa có cách nào để cân đối những khác 

biệt này!!!!  
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Ảnh hưởng của các nhân tố tiền phân tích  

o Sự khác biệt về mặt sinh học  
o Sự khác nhau giữa các mùa 

trong năm 
o Ssự khác biệt màu da 
o Sự khác biệt chủng tộc 

 
o Vitamin D ổn định trong máu 

tòan phần ở nhiệt độ phòng và 
dưới ánh nắng mặt trời lên đến 
96 giờ. 

 
(Theo: AACB ASM năm 2005) 
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Vitamin D 
 
o Lựa chọn cách đánh giá thường qui tình trạng của Vitamin D  
o Cần phải tách Vit D từ DBP (Vit D liên kết với Protein)  
o Mẫu chuẩn phải được chuẩn hóa bằng D3 
o Một số kit miễn dịch phản ứng chéo với D2. 

n Trước đây người ta cho rằng điều này là có lợi. 
o Hiện nay, Vit D3 được ưa chuộng hơn Vit D2 tại Úc. 
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Vitamin D: Hệ thống phân tích tự động 
o Roche cobas e 601 

n Chỉ phát hiện 25 OH Vit D3  
n Tỉ lệ phản ứng chéo với Vit 

D2 là 0% 

 
o Diasorin Liasion 

n Phát hiện 25 OH Vit D3 
n Trên 80% phản ứng chéo 

với 25 OH Vit D2 
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Vitamin D: Những phương pháp miễn 
dịch khác 
o ELISA 
o RIA (Miễn dịch phóng xạ) 

n Diasorin (Sorin)  
n IDS 
 

o Phương pháp tự động 
n IDS – iSYS – Hệ thống tự động của IDS 
n Abbott - Đang trong quá trình thử nghiệm tại một số phòng 

xét nghiệm 
n Siemens - đang nghiên cứu 

ISYS: http://www.intermedico.com/productpage.php?id=IS-2700 
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Chromatography + MS (+MS) 

o Tiêu chuẩn vàng 
o Cho kết quả chậm 
o Cần chuyên viên có 

kinh nghiệm 
o Chi phí đầu tư cao 
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Method comparisons: So sánh các 
phương pháp 
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Kết quả kiểm tra chất lượng vòng 32 
năm 2009: 
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Kết quả kiểm chuẩnVit D tháng 01/2010 
của DEQAS 



Phương pháp tham chiếu LC-MS/MS  

•Hiện có nhiều phương pháp LC-MS/MS đang thực hiện. 
•Có vài khác biệt giữa các phương pháp này 
•Bộ Kit của Roche dựa trên phương pháp bên dưới. 
•Phương pháp này được phát triển với sự cộng tác của Dr Vogeser Klinikum 
Grosshadern 
•Sau đó được tối ưu hóa bởi Roche. 

Information provided courtesy of Roche Australia 
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Vit  D3 chromatography + MS/MS 
OP_15Jan2009_13 -  TIC  - SM: 5 RT: 4.53 - 11.53 NL: 1.93E4
F: + c APCI sid=5.00  SRM ms2 401.300@33.00 [ 159.150-159.250, 257.150-257.250]
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OP_15Jan2009_13 -  TIC  - SM: 5 RT: 4.98 - 10.98 NL: 9.15E3
F: + c APCI sid=5.00  SRM ms2 407.300@33.00 [ 159.150-159.250, 263.150-263.250]
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Vitamin D3(25-OH) 
MRM 401 à 257 

Vitamin D3 (25-OH) được tách ra trong 8 phút. 
Tổng thời gian thực hiện 20 phút. 

Vit D3 

Deuterated Vit D3 
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Những thách thức hiện nay trong 
chuẩn hóaVitamin D 

o Nên cân nhắc đến sự khác biệt của những 
phương pháp tham chiếu: Đó là sự thiếu Vit 
D nguyên liệu có thể sử dụng trong thuốc thử 
miễn dịch.  

o Có khác biệt trong các phương pháp tạo chuẩn 
tham chiếu (những hạn chế từ phương pháp 
thực hiện, ảnh hưởng của sự ly giải sắc ký)   

o  Chưa có giá trị thực của Vit D   

Information provided courtesy of Roche Australia 
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NIST human serum SRM 

 

Now 968d 

Chuẩn SRM 972 
được phép dùng 
rộng rãi trước 
đây. 
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Những thách thức hiện nay trong 
việc chuẩn hóa Vitamin D 
o Hạn chế của SRM 972 

n Level 1: Huyết thanh người  
n Level 2: Pha loãng từ level 1 với huyết thanh ngựa 
n Level 3: Huyết thanh người gắn với vit D2 (25-OH) 
n Level 4: Huyết thanh người gắn với vitamin D3 (25-OH) và 3-epi 25(OH) 
 

o Những bất thường ảnh hưởng đến phân tích miễn dịch 
 

n Vit D thêm vào không gắn kết với protein-vit D như đã xảy ra trong cơ thể 
 

n Vit D thêm vào gắn với những thành phần khác hơn Vit D protein  
 

o à Kết quả là định lượng Vit D không chính xác 
 

o Có cách nào thoát khỏi vòng lẩn quẩn này không? 
 

Information provided courtesy of Roche Australia 
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Conc. found with 
Roche LC-MS/MS 

NIST 
Level 

Target 
conc. 

 Vit. D3 
(25-OH) 

Target 
conc. 
3-epi-

Vit.D3 (25-
OH) 

Target 
conc. 

Vit.D2 (25-
OH) 

NIST 
total 

Vitamin 
D 

 Vit. D3 
(25-OH) 

 

Vit. 
D2(25-
OH)   

Total 
Vitamin 

D 
Roche 

LC-
MS/MS 

Level 1 23.9 +/- 0.8 
1.39 +/- 

0.04 
0.60 +/- 

0.20 25.9 24.8 1.5 26.3 

Level 2 12.3 +/- 0.8 
0.76 +/- 

0.02 
1.71 +/- 

0.08 14.8 14.6 1.2 15.8 

Level 3 18.5 +/- 1.1 
1.06 +/- 

0.03 26.4 +/- 2.0 46.0 20.5 25.2 45.7 
Level 4 33.0 +/- 0.8 37.7 +/- 1.2 2.4 +/- 0.21 73.1 72.1 3.1 75.2 

Information provided courtesy of Roche Australia 

NIST SRM 972 được thực hiện theo 
phương pháp LC-MS/MS của Roche  
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Kết quả từ LC-MS/MS tin cậy đến đâu? 
The Quest Story 

New York Times, ngày 08-01-2009 
 
o “Quest thừa nhận có nhiều sai sót trong thử nghiệm 

Vitamin D” 
 
o Phòng xét nghiệm y khoa lớn nhất nước Mỹ từng thừa nhận đã cho ra kết quả 

không chính xác của hàng ngàn người có làm xét nghiệm Vit D trong vòng 2 
năm.  

 
o Những sai sót của Quest được phát hiện khi họ sử dụng xét nghiệm mới phát triển 

dựa trên xét nghiệm cũ đã được FDA chứng nhận vào năm 2006 – 2007 
 
o Những chuyên gia của Quest cho biết: xét nghiệm mới hứa hẹn chính xác hơn và 

cung cấp nhiều thông tin chi tiết hơn. Nhưng kit mới phải dựa vào thiết bị quang 
phổ khối , loại thiết bị cần được sử dụng kỹ lưỡng, và đặc biệt khi phải thử nghiệm 
nhiều mẩu thử. 

Information provided courtesy of Roche Australia 



26 

Mức độ tin cậy từ đặc điểm kỹ thuật của hệ thống đo 25-
hydroxy Vit D 
Clinica Chimica Acta, 2009; 408: 8-13 
Dietmar Stöckl, Patrick M. Sluss and Linda M. Thienpont   
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Stockl et al:  Mục tiêu chất lượng 

o Có 4 cách khác nhau 
o Hướng dẫn của Hội nghị đồng thuận Stockholm năm 

1999 về các đặc tính kỹ thuật như sau:      
1. Biện luận lâm sàng: phân tích kết quả xét nghiệm dựa vào 

lâm sàng kết hợp với ý kiến chủ quan (bias). 
2. Sự khác biệt về sinh học: Liên quan đến khác biệt sinh 

học của Vit D trên từng cá thể và giữa các cá thể với 
nhau. 

3. Ý kiến chuyên gia: Dựa vào kết quả cuối cùng từ chương 
trình kiểm tra chất lượng ngoại kiểm chuẩn được. 

4. Hướng mới: Đánh giá lại các báo cáo về các phương pháp 
đo lường hiện nay nhưng đã chuẩn xác các dữ liệu bị sai 
sót. 
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Stockl et al: Những khám phá  

o Đối với những hệ thống đo Vitamin D thường qui thì 
ý kiến của chuyên gia có: CV là 5x cho sự khác biệt 
sinh học của Vit D. 
 

o Ý kiến của chuyên viên    CV 22%  Bias 10% 
o Khác biệt sinh học  CV 4%         Bias 2.6% 

 
o Khảo sát trên 14 nghiên cứu mới nhất về những 

phương pháp thì chỉ có duy nhất một phương pháp 
gần như đáp ứng được tiêu chuẩn nghiêm ngặt nhất 
về khác biệt sinh học . 
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Stockl et al: Những gợi ý 

 
o Dùng khác biệt sinh học để tiếp cận, ví dụ: phương pháp 

Gowan 
o Thử nghiệm thường quy 

n CV < 10% 
n Bias < 5%  

o Các khoảng đo tham chiếu 
n CV < 5% 
n Bias < 1.7% 
 

o Theo Westgard: “Yêu cầu là thử thách, nhưng Stokl và cộng 
sự luôn tin rằng cộng đồng những người làm xét nghiệm sẵn 
sàng đương đầu với chúng” 
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Hướng đến sự đồng thuận  

n LC-MS/MS để chuẩn hóa Vit D cần phải có: 
o Chí phí đầu tư cao 
o Phải biện luận kết quả (đặt biệt trong kiểm định  

phương pháp HPLC) 
o Các phương pháp chính xác và tin cậy 
 

n Các phương pháp LC-MS/MS có thể được chuẩn 
hóa chỉ khi chuyển hóa khối lượng riêng được sử 
dụng.  
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Tóm lại: 

o Vitamin D: Xét nghiệm của chúng ta tốt như 
thế nào? 
n Hiểu biết lâm sàng về tầm quan trọng của Vit D 

đã nâng cao trong thời gian gần đây 
n Phát triển cả hai phương pháp phát hiện Vit D: 

Miễn dịch tự động và sắc ký quang phổ 
n Thảo luận khoảng chấp nhận của các xét nghiệm 

Vit D 
n Sự đồng thuận là mục tiêu kế tiếp. 
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