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基于微型生化光谱分析仪测定血糖的干试剂研究
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摘
!

要#目的
!

探索一种制备葡萄糖干试剂的方法#建立干试剂湿化学测定方法#为干试剂微型生化光谱分析仪的应用奠定

基础'方法
!

将测定试剂工作液添加到微孔板的小孔内#每孔
)""

#

D

#用冷冻干燥的方法将试剂干燥#然后用水稀释测定样品#

温浴
("P.0

#用酶标仪进行比色测定'对冻干添加剂的种类及浓度进行了筛选#应用
;<F<4

替换酚试剂#增强显色灵敏度#将优

化的方法与生化分析仪方法进行对比'结果
!

通过添加
("

L

)

D

清蛋白制备了复溶性和反应性都较好的葡萄糖干试剂#以
;<F2

<4

替代酚试剂#使灵敏度提高了
3+!

倍#增加稀释倍数#提高了反应速度#增加了线性范围#降低了检测限#优化的方法测定结果

与全自动生化分析仪结果具有较好的一致性'结论
!

通过对方法的改进和改良#研制出了能有效测定血糖的干试剂#为干试剂微

型生化光谱分析仪的应用奠定了基础'

关键词#干试剂*

!

葡萄糖*

!

微量检测法*

!

微型生化光谱分析仪*
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冷冻干燥*

!
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微型生化分析装置是生化分析仪发展的重要方向#近年

来!基于微型光谱仪的微型生化分析仪研究取得重大进展!如

重庆大学研制的微型生化光谱分析仪器.

(

/

#该类型分析仪体

积小!结构紧凑!能在
&'"

!

1'"0P

波长范围内分析各种化合

物!在进出口商检系统"临床医学"医药食品检测"环境监测"生

化战剂侦测等领域中有着广泛的应用前景#本研究对葡萄糖

干试剂的制备方法及方法学评价进行了探讨!建立了干试剂湿

化学测定方法!为干试剂微型生化光谱分析仪的研制奠定了基

础#现报道如下#

$

!

材料与方法

$+$

!

仪器
!

["&,&""

型酶标仪(

;C$47

!奥地利)!

9MJK@

O

M82

)&"

型冷冻干燥机(

;NABPM

!美国)!

4]2)1""

型生化分析仪

(

d@

O

P

Q

K/

!日本)#

$+%

!

试剂
!

保定长城的氧化酶法试剂盒(

:d825d8

法)!自

制色原
)

!

3

!

!2

三溴
2&2

羟基苯甲酸(

;<F<4

)

.

)

/

#清蛋白购自

上海生工!甘露醇购自北京鼎国!葡萄糖购自重庆北碚化学试

剂厂#

$+&

!

方法

$+&+$

!

试剂冻干
!

按说明书要求直接将酶试剂与酚试剂等量

混合成工作液!在
,!

孔板上每孔加
)""

#

D

试剂(只加
(

行!即

()

孔)!将
,!

孔板置于
g)"`

预冻过夜-按说明书要求操作冷

冻干燥机!真空室气压约为
("5=

!置于
&1̀

温箱干燥
&"P.0

!

除去残余水分后用保鲜膜密封备用#用
*"""P

L

+

D

葡萄糖标

准液配制
("""P

L

+

D

和
)"""P

L

+

D

标准液各
(""

#

D

!按说明

书要求的比例(

(h(*"

)加入水
(+*PD

!充分混匀!得到稀释

液#在
(

!

3

"

*

!

'

"

,

!

()

孔 分 别 加 入
)""

#

D

的 水"

("""P

L

+

D

稀释液和
)"""P

L

+

D

稀释液#观察试剂是否溶解

和反应!微量振荡器上振荡
("/

!混匀后置
&1`

水浴箱!继续

观察
&"P.0

#

$+&+%

!

冻干添加剂的筛选
!

在试剂中分别添加清蛋白和甘露

醇!添加的方式是将固体按一定质量体积浓度直接溶解于试剂

中#取
)

块
,!

孔板!

(

块每孔加添加清蛋白的试剂
)""

#

D

!清

,

'*3(

,

国际检验医学杂志
)"((

年
'

月第
&)

卷第
(&

期
!

%0?HD=I9AJ

!

4K

L

K/?)"((

!

GM@+&)

!

7M+(&



蛋白终浓度为
"

"

("

"

)"

"

&"

"

3"

"

*"

L

+

D

-另
(

块每孔加添加甘露

醇的试剂
)""

#

D

!甘露醇终浓度为
*

"

("

"

(*

"

)"

"

)*

"

&"

"

&*

"

3"

L

+

D

#将
,!

孔板置于
g)" `

预冻过夜后冷冻干燥!方法同

(+&+(

#用
* """ P

L

+

D

葡 萄 糖 标 准 液 配 制
)*"

"

*""

"

("""P

L

+

D

样品液!以
(h(*"

的比例加入水!得到稀释液#微

孔内加入
)""

#

D

稀释液!做平行双测试!同时设定空白孔#

&1`

水浴箱温育
,!

孔板
("P.0

后在酶标仪上比色测定!终

点法!波长为
*"*0P

#

$+&+&

!

清蛋白最佳添加浓度的确定
!

取
(

块
,!

孔板!每孔加

添加清蛋白的试剂
)""

#

D

!清蛋白终浓度为
)

"

3

"

!

"

'

"

("

"

()

"

(3

L

+

D

#将
,!

孔板置于
g)" `

预冻过夜后冷冻干燥-按

(+&+)

的方法分别测定空白!

)*"

"

*""

"

("""P

L

+

D

葡萄糖样品

液!双测试!取平均值!比较不同浓度清蛋白的效果#

$+&+'

!

线性范围及灵敏度分析
!

取
(

块
,!

孔板!每孔加添加

("

L

+

D

清蛋白的试剂
)""

#

D

-将
,!

孔板置于
g)"`

预冻过夜

后冷冻干燥-测定
&!

个空白孔!从葡萄糖浓度为
)""P

L

+

D

开

始!每次递增
)""P

L

+

D

!直至
*"""P

L

+

D

!共测定
)*

个样品!

双测试!取平均值!观察线性范围和灵敏度#

$+&+G

!

以
;<F<4

为色原的测定
!

在试剂盒的酶试剂中按

"+*W

加入
;<F<4

!不加酚试剂!以此作为测定试剂#取
(

块

,!

孔板!每孔加添加
("

L

+

D

清蛋白的试剂
)""

#

D

-将微孔板

置于
g)"`

预冻过夜后冷冻干燥-测定
&!

个空白!从葡萄糖

浓 度 为
)"" P

L

+

D

开 始!每 次 递 增
)"" P

L

+

D

!直 至

*"""P

L

+

D

!共测定
)*

个样品!双测试!取平均值!观察线性范

围和灵敏度#

$+&+H

!

比较不同色原及血清稀释度的效果
!

方案
(

为测定试

剂为混合单试剂!样品与试剂的比例调整为
(h*"

!冷冻干燥

后测定
(

!

)'PPM@

+

D)"

个样品浓度-方案
)

为测定试剂为溶

解
"+*W;<F<4

的酶试剂!样品与试剂的比例调整为
(h

)""

!冷冻干燥后测定
(

!

)'PPM@

+

D)"

个样品浓度-比较两种

方法的线性范围和灵敏度#

$+&+I

!

测定方法的对比试验
!

以溶解
"+*W;<F<4

的酶试

剂作为工作试剂!每孔加添加
("

L

+

D

清蛋白的试剂
)""

#

D

!冷

冻干燥-取经生化分析仪测定的
&"

份随机标本!样品用水作

(h)""

稀释!每孔加
)""

#

D

!

&1`

水浴箱温育
("P.0

后在酶

标仪上比色测定(都用
>2U=/

标准定标)-将测定结果与生化分

析仪的结果进行相关分析#

$+'

!

统计学处理
!

采用
#5##("+"

统计软件进行数据统计学

分析#

%

!

结
!!

果

%+$

!

试剂冻干
!

直接冻干的试剂未从真空室取出时!外观饱

满!颜色洁白#取出后!小孔内的试剂迅速塌陷!固缩成小块后

贴在孔底!颜色略黄#加水后!试剂不能溶解-加样品稀释液

后!试剂没有溶解!无显色反应!温育
&"P.0

后仍无溶解和显

色反应#

%+%

!

冻干添加剂的筛选

%+%+$

!

添加清蛋白的试剂冻干后的效果明显改善!从真空室

取出后仍保持固有体积!外观洁白-随着清蛋白添加量的加大!

冻干试剂逐渐出现淡黄色#冻干试剂加水后
*/

内迅速溶解-

加入样品稀释液后!很快出现显色反应#吸光度值见表
(

#

%+%+%

!

添加甘露醇的效果总体不如清蛋白!低浓度时冻干试

剂仍出现类似无添加剂的皱缩"干结现象!高浓度时呈现盐样

结晶块!可缓慢溶解!但反应性差#具体吸光度值见表
)

#

%+&

!

清蛋白最佳添加浓度的确定
!

清蛋白浓度在
)

!

(3

L

+

D

时!冻干试剂颜色较浅-清蛋白浓度在
)

"

3

L

+

D

时!试剂出现轻

度皱缩!

!

L

+

D

以上时!可保持固有形状#具体吸光度值见表
&

#

表
(

!!

不同浓度清蛋白冻干试剂测定不同浓度

!!!

样品的吸光度值

清蛋白(

L

+

D

)

不同浓度样品(

P

L

+

D

)

" )*" *"" ("""

(" "+""( "+"&( "+"3' "+(&"

)" "+"") "+"(' "+"3, "+("1

&" "+""3 "+"), "+"3! "+",'

3" "+""* "+")) "+"&! "+"'3

*" "+""* "+")! "+"3* "+"'1

表
)

!!

不同浓度甘露醇冻干试剂测定不同浓度

!!!

样品的吸光度值

甘露醇(

L

+

D

)

不同浓度样品(

P

L

+

D

)

" )*" *"" ("""

* "+""! "+""3 "+""* "+""&

(" "+""* g"+""& "+"") "+""1

(* "+""" "+""( "+""( "+"")

)" "+""( "+""" "+""( "+"")

)* "+"") "+"") "+""( "+""3

&" "+""( "+""& "+"") "+""3

&* "+""( "+"") "+"") "+""!

3" "+"") "+""& "+"") "+""!

表
&

!!

不同浓度清蛋白冻干试剂测定不同浓度

!!!

样品的吸光度值

清蛋白(

L

+

D

)

不同浓度样品(

P

L

+

D

)

" )*" *"" ("""

) "+""& "+")& "+"3' "+",'

3 "+""( "+")& "+"3, "+",!

! "+"") "+")) "+"3* "+",,

' "+""& "+")& "+"3! "+",3

(" "+""3 "+")3 "+"3! "+",

() "+""( "+")( "+"3) "+",

(3 "+""& "+") "+"3) "+"'1

%+'

!

线性范围及灵敏度的观察
!

测定的标准曲线结果如图
(

所示#测定
&!

个空白!

Ff"+"")

!

1

f"+""!

#葡萄糖浓度在

&'""P

L

+

D

以内时!线性良好!总体
3f"+,,

#计算得到检测

限为
',P

L

+

D

#

%+G

!

以
;<F<4

为色原的测定
!

测定
)"

个空白!

Ff"+"",

!

1

f"+"("

#葡萄糖浓度在
3'""P

L

+

D

以内时!线性良好!总体

3f"+,,

#计算得到检测限为
)3&P

L

+

D

#结果见图
)

#

%+H

!

比较不同色原及血清稀释度的效果
!

方案
)

吸光度呈上

升趋势!直线斜率大于方案
(

!方案
)

显色强度更高#测定
)"

个空白!

Ff"+""'

!

1

f"+""!

!计算得到检测限为
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!

不同测定方法的对比
!

将本法结果(

D

)与
4]2)1""

型生

化分析仪结果(

%

)绘制成散点图!见图
3

#直线回归方程为
D

f"+,,)%g"+")'

!

3f"+,,'

!

>

(

"+""(

#

图
(

!!

葡萄糖标准曲线$冻干试剂&

图
)

!!

葡萄糖标准曲线$以
;<F<4

为色原&

图
&

!!

不同葡萄糖测定方式的比较

图
3

!!

优化测定方法的对比

&

!

讨
!!

论

本研究采用
,!

孔板干燥试剂!并在酶标仪上进行检测!一

方面是由于微型生化光谱分析仪的改进研究尚未完成!分析仪

测定效率非常低!需要样品和试剂量较大!难以满足本研究的

要求-另一方面是由于酶标仪测定原理与微型生化光谱分析仪

是一致的!但可实现高通量测定!所需样品和试剂量很小!国内

外已有以酶标仪进行生化测定的研究报道.

&2*

/

!表明该研究方

法是完全可行的#本研究中每孔液体量加入量为
)""

#

D

!主

要是为了保证测定的吸收光程在
!

!

1PP

!这与多数全自动

生化分析仪比色杯的光径是一致的!使测定结果与生化分析仪

的结果具有更好的可比性#理想的干试剂生化板越薄越好!但

太薄时会导致吸收光程太短!此时对测定灵敏度的要求就会过

高!所以本研究选择生化分析仪比色杯的光径作为目标吸收光

程!并将在后续研究中进一步改进#

醌亚胺在
*"*0P

处有最大吸收!其吸光度与血清葡萄糖

浓度成正比#酶试剂中有葡萄糖氧化酶"过氧化物酶"

32

氨基

安替比林"磷酸盐缓冲液!酚试剂为酚溶液#由于试剂中含有

酶蛋白成分!所以在干燥方式上不能选择温箱干燥或烤干的方

式!必须采用生物制剂生产中常用的冷冻干燥法#

冷冻干燥结果表明!不添加任何成分的直接冻干试剂不能

正常溶解和反应#其原因可能是因为干试剂固缩"干结!其结

构"性质发生了根本改变#所以在冷冻干燥过程中需要加入合

适的辅料!辅料对制剂溶解性和生物活性的保持具有非常重要

的作用.

!

/

#常用的辅料主要有无机物(如氯化钠"磷酸盐等)"

糖类(如甘露醇"葡萄糖"蔗糖等)"氨基酸蛋白质类(如甘氨酸"

谷氨酸"清蛋白等)!其中又以甘露醇和清蛋白的应用最为

广泛.

12'

/

#

值得注意的是!清蛋白的添加浓度并不是越大越好#本研

究显示!清蛋白浓度从
("

L

+

D

增加至
*"

L

+

D

时!

("""P

L

+

D

样品液吸光度呈逐渐下降的趋势!说明清蛋白浓度过高将影响

试剂的反应性!而且导致试剂外观呈淡黄色!空白吸光度增加!

使检测限升高#比较而言!添加
("

L

+

D

清蛋白较为合适#为

确定
("

L

+

D

是否是清蛋白的最佳添加浓度!本研究对
)

!

(3

L

+

D

清蛋白浓度进行了筛选!证实清蛋白浓度在
!

L

+

D

以下

时!没有达到应有的效果-

!

L

+

D

以上时!基本上能保持固有形

态!而且
!

!

(3

L

+

D

范围内试剂反应性没有明显差别#因此选

择
("

L

+

D

作为最适添加浓度!该浓度接近文献报道的添加浓

度
(+)*W

.

!

/

#数据显示!在
)

!

(3

L

+

D

浓度范围内!清蛋白对

反应性影响很小#因此!笔者认为
("

L

+

D

的清蛋白是既有效

又足够的添加浓度#

原装试剂检测结果表明!血清葡萄糖在
&'""P

L

+

D

(

)(+(

PPM@

+

D

)以内!线性关系良好!超过
&'""P

L

+

D

后结果偏低!

与说明书中公布的线性范围上限
))PPM@

+

D

非常接近#不足

之处是检测限不够低!高于氧化酶法理论检测限
("P

L

+

D

#更

重要的缺点在于总体吸光度偏低!正常参考值范围中的吸光度

都在
"+(

以下!超出了吸收光度法要求的分析范围(

"+(*

!

(+"

)

.

,

/

!存在产生较大检测误差的可能#所以有必要采取措施

增强显色强度#

;B.0JAB

和
YAI/?AB

.

("

/最先在测定高密度胆固

醇时用自行合成的
;<F<4

替代苯酚作为色原!得到了可与参

考方法相媲美的结果!而操作更为简便#由于
(

个
;<F<4

分

子比苯酚多
(

个羧基和
&

个溴!用
;<F<4

代替酚!摩尔吸光

系数可从
!"""

增加到
),3""

!使灵敏度提高了
3+,

倍#笔者

在此前的研究采用自行合成的
;<F<4

替代苯酚用于唾液葡

萄糖检测!证实
;<F<4

可提高灵敏度
&+3

倍.

((

/

#本研究显

示!以
;<F<4

作为色原!其显色强度明显强于比苯酚!平均增

强了
3+!

倍(见图
)

)#其中也包括酶浓度增加的效应!因为原

装试剂盒每个测试为酶试剂
(""

#

D

加酚试剂
(""PD

-

;<F2

<4

作为色原直接溶解于酶试剂中!酶试剂用量为
)""

#

D

!因

此以
;<F<4

替代苯酚作为色原时酶浓度提高了
(

倍#虽然

酶本身并不直接参与显色反应!但可加快反应速度!相同条件

下显色更强#

;<F<4

不仅明显增强了显色!也扩大了检测范

围!图
)

显示其线性范围可达
3'""P

L

+

D

(

)!+1PPM@

+

D

)!高

于原方法的
))PPM@

+

D

#
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&"

天大鼠
)3N

尿
'2dFJ:

水平下降"尿蛋白水平增

高!说明中性调宁蛋白可在
89

早期抑制
87

的过氧化损

伤.

((

/

#

;)89

模型大鼠肾脏
'2dFJ:

表达高于非模型对照组

(

>

(

"+"*

)!并与
)3N]4C6

密切相关!说明
874

的氧化损

伤和
87

密切相关-普罗布考治疗组肾脏
'2dFJ:

的表达较非

治疗组明显下降(

>

(

"+"*

)!证实普罗布考可改善肾脏
874

损伤"减轻肾脏氧化应激损害.

()

/

#本研究结果表明!

;)89

患

者
)3N

尿
'2dFJ:

水高于健康者!临床
87

患者高于无临床

87

患者!与张霞等.

(&

/的报道相符!证实尿
'2dFJ:

水平检测

可用于评价
;)89

患者体内
874

氧化损伤及氧化应激状态#

本研究亦发现
;)89

患者
)3N

尿
'2dFJ:

水平与
]4C6

相

平行!临床清蛋白尿患者
'2dFJ:

水平最高!且
'2dFJ:

和

FI4(>

也密切相关!均提示
;)89

患者尿
'2dFJ:

水平与

87

之间的相关性与肾脏局部氧化应激的增强联系密切!也证

实了抗氧化治疗和强化血糖控制对防治微血管并发症的重要

性#

总之!氧化应激在
89

及其慢性并发症的发生和发展中

起着非常重要的作用-

CD%#4

法检测尿
'2dFJ:

水平可用于

动态观察和评价
87

患者体内的氧化应激状态#

参考文献

.

(

/

5=0F\

!

$N=0

L

8

!

[A0

L

D:

!

A?=@+dT.J=?.SAJ=P=

L

A?M874=0J

.?/BA@=?.M0/N.

Q

V.?NJ.=IA?.>>MP

Q

@.>=?.M0/

.

H

/

+<.MPAJC0S.BM0

#>.

!

)""1

!

)"

(

)

)*

(!"2(!&+

.

)

/ 高瑞霄!姚朱华!邵红霞
+

尿
'2dFJ:

与糖尿病性动脉粥样硬化相

关性的研究进展.

H

/

+

天津医药!

)"",

!

&1

(

,

)*

'",2'("+

.

&

/ 周厚地!刘东方
+'2dF

脱氧鸟苷与糖尿病.

H

/

+

国际内分泌代谢杂

志!

)""1

!

)1

(

!

)

&,)2&,3+

.

3

/ 汪莉君!邵华
+'2

羟基脱氧鸟苷检测方法研究进展.

H

/

+

中国卫生检

验杂志!

)""1

!

(1

(

("

)*

(,(*2(,(!+

.

*

/ 郭翼华!项嘉亮!王小朝
+'2

羟基脱氧鸟苷酸检测在预防糖尿病并

发症发生的临床价值.

H

/

+

现代检验医学杂志!

)""'

!

)&

(

*

)*

(""2

(")+

.

!

/ 杨艳
+

不同糖代谢人群血清中
'2

羟基脱氧鸟苷水平与胰岛素抵

抗"胰岛
"

细胞功能的相关性研究.

8

/

+

泰安*泰山医学院!

)"",+

.

1

/ 郭翼华!项嘉亮!黄碧云
+

氧化应激与糖尿病并发症发生的相关性

研究.

H

/

+

中国基层医药!

)"("

!

(1

(

(1

)*

)&*)2)&*&+

.

'

/ 赖金玉!谭忠伟!黎彩鹏!等
+

妊娠合并糖尿病患者检测
'2

羟基脱

氧鸟苷酸的意义.

H

/

+

国际检验医学杂志!

)"",

!

&"

(

'

)*

1!!21!1+

.

,

/ 徐敏!杨红英
+

氧化应激与糖尿病脑病.

H

/

+

国际检验医学杂志!

)""'

!

),

(

'

)*

1),21&"+

.

("

/

HM/A

Q

N.0A9[

!

9A@.0=;$

!

9=BZC$+dT.J=?.SA/?BA//=/=P=

-

MB

>K@

Q

B.?.0Z.J0A

O

J./A=/A.0J.=IA?A/

.

H

/

+8.=IA?A/

!

)""'

!

*1

(

!

)*

(33!2(3*3+

.

((

/谭荣韶!刘岩!陈辉!等
+

中性调宁蛋白对糖尿病早期肾间质炎症

的抑制作用.

H

/

+

肾脏病与透析肾移植杂志!

)"("

!

(,

(

)

)*

(3)2

(31+

.

()

/徐鑫!刘东方!周厚地!等
+'2

羟基脱氧鸟苷在
)

型糖尿病大鼠肾

脏的表达及
5BMIK>M@

的影响.

H

/

+

重庆医科大学学报!

)"",

!

&3

(

("

)*

(&*'2(&!(+

.

(&

/张霞!苏本利!王赞峰
+

尿
'2

羟基脱氧鸟苷水平与糖尿病肾病的相

关性.

H

/

+

中国糖尿病杂志!

)""!

!

(3

(

(

)*

3(23)+

(收稿日期*

)"((2"&2((

)

(上接第
(3!"

页)

为进一步加快反应速度!提高反应的稳定性和扩大检测范

围!在以
;<F<4

作为色原的基础上!增加样品稀释倍数至

(h)""

(方案
)

)!并与原方法降低稀释倍数(方案
(

)至
(h*"

的结果进行比较!结果证实方案
)

的效果优于方案
(

#方案
)

检测限为
"+1PPM@

+

D

(

()!P

L

+

D

)!测定上限达
)'PPM@

+

D

!已

能充分满足临床检测的需要#增加样品稀释倍数可以降低本

底!降低检测限!加快反应速度!也使大部分血糖浓度正常或略

高的标本吸光度值落在误差最小的范围内!达到了预期的效

果#相较而言!单纯降低稀释倍数虽表面上增加了吸光度值!

但反应体系中样品葡萄糖浓度+酶浓度比值增加!将降低反应

速度!延长检测时间!从而违背了快速检验的根本目的#本研

究对
&"

份血清标本用优化的方法进行测定!与生化分析仪结

果具有较好的一致性!表明该方法较为准确可靠!具有应用

前景#

总之!本研究对可有效检测葡萄糖的干试剂进行了初步探

索!建立了相应检测方法!为干试剂微型生化光谱分析仪的研

制奠定了基础#
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为色原的唾液葡萄糖全自动

分析法的建立及应用.
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