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!检验技术与方法!

;VCV7

为色原的丙氨酸氨基转移酶分析方法的建立及评价

张志伦"蒲晓允!

"吴杰红"傅灵媛

!第三军医大学新桥医院检验科"重庆
6&&&$*

#

""

摘
"

要"目的
"

建立一种高灵敏度$可见光比色的血清丙氨酸氨基转移酶!

79;

#测定新方法"评价其临床应用价值%方法
"

以
'

"

6

"

#)

三溴
)$)

羟基苯甲酸!

;VCV7

#为色原"在
(&&-5

处测定红色醌类化合物的吸光度"与血清中的
79;

活性呈正比"并与

?̀YY

推荐的速率法测定
79;

的结果进行比较%结果
"

该方法线性范围为
$2&

!

!&&&2&L

+

9

"其高值$临界值和低值的不精密

度分别为
$2%'8

"

62!*8

"

&2$'8

%结论
"

该方法灵敏度高$可用可见光检测"为研制结构更为简单的检测仪器奠定了基础%

关键词"谷氨酸转氨酶,

"

;VCV7

,

"

速率法

!"#

'

!&2$"#"

(
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丙氨酸氨基转移酶*

,=,-1-G,51-4+>,-0@G>,0G

!

79;

,被认

为是诊断肝脏损伤最灵敏的指标之一-

!

.

%本组根据丙酮酸氧

化酶反应即
;>1-HG>

-

')$

.显色原理!建立了以
'

!

6

!

#)

三溴
)$)

羟

基苯甲酸*

;VCV7

,为色原测定
79;

的新方法!报道如下%

?

"

材料与方法

?2?

"

仪器及试剂
"

日本奥林巴斯
7L)'*&&

型全自动生化分

析仪!北京捷伦酸度计!德国
;IG>54

微量核酸蛋白检测仪

KS'&

!杭州惠邦设备有限公司反渗透纯水机+丙酮酸氧化酶&

过氧化物酶*

:1

.

5,

公司,!

9)

丙氨酸*上海康达氨基酸厂,!

*

)

酮

戊二酸*国药集团化学试剂有限公司,!黄素腺嘌呤二核苷酸&

焦磷酸硫胺素*

V?AV7:?Y?KY

,!

6)

氨基安替吡啉*

6)77X

!苏

州工业区亚科化学试剂有限公司,!

;VCV7

为自行配制!磷酸

氢二钠*重庆博艺化学试剂有限公司,!磷酸二氢钾*重庆北碚

化学试剂厂,!校准血清*英国朗道校准品,!质控血清*英国朗

道质控品,%

?2@

"

反应液的配制
"

&2!54=

(

9

O

C*26

磷酸盐缓冲液内含
9)

丙氨酸
(&&2&554=

(

9

!

*

)

酮戊二酸
!&2&554=

(

9

!丙酮酸氧化

酶
6&&&2&L

(

9

!过氧化物酶
6&&&2&L

(

9

!

6)77X&2(554=

(

9

!焦磷酸硫胺素
!(2& 554=

(

9

!黄素腺嘌呤二核苷酸
$&

#

54=

(

9

!

;VCV7&2(

.

(

!&&59

%

?2A

"

方法

?2A2?

"

以
;VCV7

为色原检测
79;

"

反应管中加入
'&&

#

9

反应液和
'

#

9

血清!对照管中加入
'

#

9

蒸馏水!混匀后水浴

!&51-

!用蒸馏水调零!用对照管调试剂空白!取
'

#

9

反应管

中的液体于
;IG>54

微量核酸蛋白检测仪
KS'&

中扫描最大

吸收峰%

?2A2@

"

紫外酶偶联速率法测定
79;

"

对
A=

P

5

O

N07L)'*&&

全自动生化分析仪进行定标!计算各结果的均值&标准差和变

异系数*

=D

,%

?2A2A

"

线性
"

取
79;

活性为
!&&&L

(

9

的血清!用生理盐水

梯度稀释后!分别取
'

#

9

!按本法操作%

?2A2B

"

精密度测定
"

取高值和低值血清标本!批内重复测定

!&

次%批间重复!将标本存
6c

!每
'

天重复
!

次!连续测定
$

周!共测
!&

次%

?2A2C

"

定值质控血清测定
"

取卫生部临床检验中心定值质控

血清!其定值分别为
**

&

!$'

&

(&

&

!($

&

6!L

(

9

!允许范围分别为

#'

!

"'

&

!&#

!

!(%

&

6&

!

#&

&

!''

!

!%6

&

$$

!

6"L

(

9

!采用本法

测定%

?2A2V

"

酶反应试剂稳定性试验
"

将酶反应液保存于
6c

!每

天用于检测质控血清
6

次%

?2A2W

"

干扰试验
"

维生素
Y

干扰!在血清中加入
(

!

(&5

.

(

9

维生素
Y

+溶血干扰!血清中加血红蛋白
'

!

(

.

(

9

%

?2B

"

统计学处理
"

数据用百分率*

8

,及
(b:

表示%

'

组间

比较用样本均数
<

检验!

E

)

&2&(

为差异有统计学意义+

'

种方

法的相关性采用直线相关分析%所有数据统计分析均运用

:X::

统计软件处理%

@

"

结
""

果

@2?

"

最大吸收峰
"

以
;VCV7

为色原检测
79;

!于
;IG>54

微量核酸蛋白检测仪
KS'&

中扫描得到红色醌类化合物在

(&&-5

处有最大吸收!空白试剂不影响测定%

@2@

"

线性范围
"

酶活性在
$2&

!

!&&&2&L

(

9

内呈线性*

/Z

&2"*6**l'2!#"*

!

8

'

Z&2"""#

,%

@2A

"

方法相关性
"

取
79;

活性在
#2&

!

!&&'2&L

(

9

的标本

$&

份!分别用本法和紫外酶偶联速率法测定血清
79;

!

'

种方

法进行比较!相关系数
8Z&2""%

!

/Z&2"6!*]6266%

%

@2B

"

批内精密度测定结果测得低值&临界值&高值标本中

79;

活性分别为*

$'2(b!2'6

,

L

(

9

&*

$"2#b!2#(

,

L

(

9

&

*

!&$62(b$2'*

,

L

(

9

+

=D

分别为
$2%'8

&

62!*8

&

&2$'8

%

@2C

"

批间精密度测定结果
"

测得低值&临界值&高值标本中

79;

活性分别为*

$&2%b!26&

,&*

6&2#b!2#'

,&*

!&&#2(b

62#"

,

L

(

9

+

=D

分别为
62((8

&

$2&68

&

&26*8

%

@2V

"

定值质控血清测定
"

结果分别为
%&

&

!'"

&

(6

&

!(&

&

6(L

(

9

!均在质控范围内%

@2W

"

反应试剂稳定性
"

反应试剂于
6c

保存!可使用
'

周%

@2X

"

干扰试验结果
"

在血清中加入
(

!

(&5

.

(

9

维生素
Y

后!测定结果与未加者结果差异无统计学意义*

E

$

&2&(

,%血

清中加入血红蛋白
'

!

(

.

(

9

后!用本法测定差异无统计学意

义*

E

$

&2&(

,%

A

"

讨
""

论

目前测量
79;

的手段包括紫外连续监测速率法&酮体粉

法&赖氏法!但这些方法的影响因素较多%紫外连续监测速率

法在标本出现脂血&溶血时得出的结果不准确!而且仪器造价

较高!提高了检测成本+酮体粉法因没有严格的测定条件!干扰

因素多!判定结果的反应是定性反应!且误差较大!卫生部

)

#*$

)

国际检验医学杂志
'&!!

年
$

月第
$'

卷第
$

期
"

?-+D9,EFGH

!

F,>3I'&!!

!

J4=2$'

!

K42$



!""!

年已经明令淘汰+赖氏法中酶反应的丙酮酸量和酶活性

之间不能呈现良好的线性关系!而且显色反应的工作曲线弯

曲!不能满足酶活性测定要求%而丙酮酸氧化酶法中!

79;

催

化
9)

丙氨酸和
*

)

酮戊二酸生成丙酮酸和
9)

谷氨酸!丙酮酸氧

化酶催化丙酮酸氧化生成丙酸和
C

'

A

'

!过氧化物酶再催化

C

'

A

'

&

6)77X

和
;VCV7

生成醌亚胺和水!此即为著名的

;>1-HG>

反应%醌亚胺的最大吸收峰在
(&&-5

左右!通过监测

(&&-5

处吸光度可间接反映丙酮酸的生成量&反映
79;

的活

性%本方法具有较高的精密度!测定结果准确可靠!亦有很好

的重复性!

79;

活性在
$

!

!&&&L

(

9

内有很好的线性!且标

本用量少!可相对减少溶血&脂血的干扰!

(

.

(

9

以内的血红蛋

白对标本测定几乎不干扰!与速率法相比!主要性能指标相差

无几%速率法采用酚试剂作为色原剂!在
C

'

A

'

及过氧化物酶

存在的情况下与
6)77X

反应生成红色醌亚胺类化合物!此反

应中的摩尔吸光系数为
#&&&

!由于
!

个
;VCV7

分子比酚多

!

个羧基和
$

个溴!用
;VCV7

代替酚反应!其摩尔吸光系数

可达到
'"6&&

-

6

.

!因此大大提高了检测的准确性及精密度%丙

酮酸氧化酶法是目前较为理想的
79;

检测方法!其结果比较

准确!线性范围宽!重复性好!而且反应生成肉眼可见的红色产

物!用半自动光谱仪检测吸光度时可以避免漏检!采用检测效

率高的可见光检测!大大降低了对仪器的要求!为便携式仪器

的发展奠定了基础-

()#

.

%但本法也存在影响因素!如血液中的

还原性物质如胆红素&

(&5

.

(

9

以上的维生素
Y

&尿酸可与色

原物质竞争
C

'

A

'

!从而消耗反应过程中产生的
C

'

A

'

!使测定

结果偏低-

*)%

.

%但综合分析!以
;VCV7

为色原测定
79;

活性

的方法操作简便&结果准确&影响因素少!对仪器设备的要求

低!适合用于临床标本的测量!并可以提高检测的灵敏度%
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!检验技术与方法!

干化学法检测钠离子的实验研究

吴杰红"蒲晓允!

"傅灵媛"张志伦

!第三军医大学新桥医院检验科"重庆
6&&&$*

#

""

摘
"

要"目的
"

研究基于干化学试剂和微型光谱仪技术快速检测钠离子的方法%方法
"

将所配制的电解质钠离子液体试剂

采用干化学法制备"运用速率法的反应原理"测定
6&(-5

处吸光度的变化"并对试剂的性能进行评价%结果
"

电解质钠离子液体

试剂冻干后
"&H

内反应稳定性良好"其批内
=D

)

68

"批间
=D

)

(8

"回收率为
"(8

!

!&(8

,当血清内胆红素!

;V

#含量小于或

等于
'"&26&

#

54=

+

9

$血红蛋白含量小于或等于
!&

.

+

9

"三酰甘油含量小于或等于
!!2'&554=

+

9

时"测定结果未见明显干扰,测

定结果与全自动生化分析仪具有良好的相关性!

8

'

Z&2"(6$

#%结论
"

以微型光谱仪干试剂法测定电解质钠离子结果准确可靠"

检测过程简便"仪器试剂携带方便"符合战地救治$基层医疗的需要%

关键词"光谱分析,

"

电解质,

"

钠离子,

"

干试剂

!"#

'

!&2$"#"

(
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电解质钠离子的测定是临床诊治和抢救的常规及急诊检

测项目!也是军事医学中战地救治研究的重要内容之一%由于

目前适用于野战环境的便携式急救生化仪器非常少!而且与全

自动生化仪配套的电极价格昂贵-

!

.

!因此本组研究了基于干化

学试剂和微型光谱仪技术快速检测钠离子的方法!旨在研制适

合野战&基层等小型医疗机构的便携式检测设备%

?

"

材料与方法

?2?

"

仪器与试剂
"

微型光谱分析仪*重庆大学研制,!波长

6&(-5

!吸光度线性范围
&2&&&

!

$2&&&

+

7L)'*&&

型全自动生

化分析仪*日本
A=

P

5

O

N0

公司,+

F4HN=

P

4S)'$&

冷冻干燥机

*美国
;IG>54

公司,%试剂
'

'

$

)

半乳糖苷酶
!2&L

(

59

&

;>10

缓冲液
6&&554=

(

9

!

O

C"2&

+试剂
(

'硝基酚半乳糖苷
(2%

554=

(

9

&

;>10

缓冲液
!&2&554=

(

9

!

O

C#2&

%

?2@

"

方法

?2@2?

"

试剂的干燥及密封
"

取
!

套用于微型光谱仪的自制检

测杯*光径
(55

,!底部预置搅拌子!按比例加入试剂
'

!置于

]*&c

冰箱过夜!第
'

天加入试剂
(

!继续预冻!待
'

种试剂

结晶后!放入冷冻干燥机真空抽干
#I

!经过升华&解吸附!于

%2$RX,

时取出!将干燥好的检测杯用塑胶加热密封!置于已

放入硅胶的密封袋内保存%

)
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国际检验医学杂志
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年
$

月第
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卷第
$
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