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糖化血红蛋白检测方法研究进展

蔡
!

瑜 综述#温
!

和 审校

!安徽省合肥市第一人民医院检验科
!

/"##!%

$

!!

关键词!血红蛋白
0

#糖基化0

!

FD0%8

0

!

离子交换层析0

!

亲和层析

!"#

#

%#&"'!'

$

(

&)**+&%!,"-.%"#&/#%/&#/&#/$

文献标识码!

0

文章编号!

%!,"-.%"#

!

/#%/

$

#/-#%'.-#"

!!

目前!糖化血红蛋白%

FD0%8

&可作为糖尿病筛选)诊断)长

期血糖控制)疗效评估的有效监测指标*

%

+

!在临床中广泛应用"

FD0%8

对总死亡率的预测价值超过胆固醇浓度)体质量指数

和血压!

FD0%8

下降
%]

导致微血管并发症危险性减少
"<]

!

严格控制血糖水平可使眼睛病变)神经病变)心血管病变和肾

脏病变降低*

/

+

"

?

!

糖化血红蛋白
FD0?8

的特性

%'!/

!

%'!<

年
3C4DCE

在电泳溶血产物时发现一条异常

快速泳带组分!后来证实此快速泳动的
FD

实际上与
FD0%8

的结构相同!在糖尿病患者血清中浓度增加
/

!

"

倍*

"

+

"健康

人出生后有
"

种血红蛋白!

FD0

%

$

/

%

/

!

%

'<]

&)

FD0/

%

$

/

2

/

!

/]

!

"]

&)

FDV

%

$

/

.

/

!

%]

&"血红蛋白根据所带电荷不同!利

用离子交换层析或电泳法分离
FD0

!组分被命名为
FD0#

)

FD0%C%

)

FD0%C/

)

FD0%D

和
FD0%8

"健康人体内!葡萄糖随

着血液自由扩散到红细胞内与血红蛋白发生反应!血红蛋白
%

链
T

末端的缬氨酸%

SC@

&是最常见的糖基化位点"糖化血红

蛋白就是红细胞中血红蛋白与葡萄糖不可逆的非酶促蛋白糖

基化反应的产物!寿命与红细胞的寿命一致"人体内红细胞的

寿命约为
%/#:

!因此糖化血红蛋白反映的是检测前
%/#:

平

均血糖水平!较
V1[

和
P[HH

有独特的优越性!并且与患者

是否空腹)抽血时间)是否使用胰岛素等因素无关"但是几乎

所有会改变红细胞寿命的因素都会导致
FD0%8

检测结果的不

准确!如再生障碍性贫血)溶血性贫血)活动性出血)慢性酒精

中毒)脾切除术后)镰刀状细胞贫血)红细胞清除障碍)遗传性

球形红细胞增多症*

.

+

"

%''!

年
.

月起在日本!

FD0%8

被纳入

老年人保健法中糖尿病筛选的检查项目"

/##/

年美国糖尿病

协会%

0Y0

&已将其作为监测糖尿病控制的金标准"

@

!

糖化血红蛋白
FD0?8

的检测方法

fFP

$

f13P

宣言建议!

FD0%8

作为评估长期血糖控制

情况的金标准应每
"

!

!

个月检测一次*

<

+

"

FD0%8

的测定方

法经过
"#

多年的发展已有
"#

多种!按其理化性质大致可以分

为两大类#一类是基于糖化与非糖化血红蛋白所带电荷不同!

如离子交换层析法和电泳法等(另一类是基于糖化与非糖化血

红蛋白的结构不同!如亲和层析)免疫法及酶法等"其中!免疫

法又可分为
3M0

)

ZM0

和胶乳免疫凝集法等"美国临床化学协

会%

0022

&)糖化血红蛋白标准化分会和
MV22FD0%8

标准化

工作组建议将
F1G2

方法作为检测糖化血红蛋白的金标

准*

!

+

"

@&?

!

离子交换层析法
!

离子交换层析法是基于血红蛋白
%

链

末端缬氨酸糖基化后所带电荷不同而建立的"应用弱酸性阳

离子交换树脂!在一定低浓度洗脱液和接近中性
6

F

条件下!

FD0%8

末端缬氨酸糖基化后几乎不带正电荷!首先被洗脱"

非糖基化的
FD0

带正电荷!被高浓度洗脱液洗脱!因此可通

过此方法将其与其他组分%

FD0%D

)

FD0%C

)

FDV

)

FD0#

&区分

'

.'%

'

国际检验医学杂志
/#%/

年
%

月第
""

卷第
/

期
!

M+5QGCDR;:

!

QC+KCE

B

/#%/

!

S>@&""

!

T>&/



开"所得到的层析谱的横坐标是时间!纵坐标是百分比"

FD0%8

值通过
FD0%8

峰面积占
FD

总面积百分比来表示"

离子交换
F1G2

法对全血直接测定
FD0%8

!其批内和批间变

异系数
:A

均可以小于
%]

%

:A

$

%]

&!结果精确"此方法曾

应用于美国
Y22H

的研究!是目前检测
FD0%8

的金标准*

!

+

"

运用离子交换
F1G2

方法的仪器有日本爱科来
F0-$%!#

)

X)>-

3C:Y-%#

)

X)>-3C:Y)CJ5C5

)

X)>-3C:SCE)C+50%8

)

X)>-3C:SC-

E)C+5

'

0%8

)

X)>-3C:SCE)C+5

'

HKED>0%8

和日本森村
[,

全

自动糖化血红蛋白分析仪"虽然离子交换层析法具有精密度

高)重复性好)操作简单等优点!但是其易受
FDV

)

G-0%8

%

FD0%8

前体&)变异血红蛋白%

FDJ

)

FDZ

)

FD2

和
FDY

&及甲

酰化血红蛋白的干扰!并受外界环境温度的影响"胎儿血红蛋

白%

FDV

&在刚出生时在血红蛋白中约占
!#]

!

'<]

!成人上

限约为
%]

"在某些病例情况下
FDV

异常升高!如白血病)贫

血)珠蛋白生成障碍性贫血)遗传性胎儿血红蛋白持续症"其

中遗传性胎儿血红蛋白持续症患者血红蛋白中
FDV

会高达

"#]

!由于患者无明显症状!常常被医师和患者忽视*

,

+

"

FDV

的等电点与
FD0%8

相近!可能会与
FD0%8

同时洗脱!在层析

谱上与
FD0%8

峰重叠而使结果产生偏差"有报道指出!当

FDV

%

%<]

时!应用日本森村
0%8/&/1@K*

糖化血红蛋白分析

仪检测
FD0%8

时结果会偏低*

$

+

"

G-0%8

是
FD0%8

前体!

2C-

?CE

=

>

等*

'

+发现
G-0%8

可使离子交换色谱法测定的
[FD

值比

实际高出
%&!.]

"为了避免
G-0%8

的影响!可以将全血样品

用溶血剂处理后再进行测定"李青等*

%#

+研究发现!血红蛋白

乙酰化水平增高会干扰
Y-%#

系统对
FD0%8

的检测!而
1Yi

系统%亲和层析&则不受影响"尿毒症患者由于肾功能严重受

损!体内有过多尿素形成!其代谢产物结合于
FD

的
$

链及
%

链
T

端的氨基!形成氨基甲酰
FD

!由于它的等电点和糖化血

红蛋白相似!用离子交换方法检测尿毒症患者
FD0%8

值将会

增高
#&.,]

!

%&%]

*

%%

+

"

@&@

!

亲和层析法
!

亲和层析法利用一种水溶性蓝色硼酸衍生

物与血红蛋白分子上的葡萄糖顺位二醇基可逆结合的原理!将

糖化血红蛋白通过共价键选择性地牢固结合于凝胶柱上制得

亲和吸附系统"而非糖化血红蛋白及不稳定糖化血红蛋白等

随流动相洗脱!再用高浓度含糖或含顺位二醇基的多羟基复合

物%如山梨醇&将结合的糖化血红蛋白置换下来!从而达到分离

目的"除
FD0%8

外!血液中其他氨基酸残基糖基化的血红蛋

白都可与
FD

相结合!因此该方法的检测结果为糖化血红蛋白

总量!而不是单一组分的含量"亲和层析具有操作简单)快速)

价廉)精密度较高及不受
FD

变异体影响等优点*

%/

+

"正是由

于亲和层析高效液相法不受变异血红蛋白和糖化血红蛋白衍

生物的影响*

%"

+

!更能客观地反映所有被糖基化的血红蛋白"

亲和层析法代表仪器有
1E)?K*I@5EC/

亲和层析
F1G2

系统)

1Yi

系统!可识别和定量变异血红蛋白"但是近期
3>4@L)+

=

等*

%.

+研究发现!当
FDV

%

/#]

时!

1E)?K*2G2""#

$

"$<

检测

FD0%8

与
MV22

推荐参考方法相比测得的
[FD

值降低
%]

"

研究表明!

!#]

的糖基化发生在血红蛋白
%

链末端!

FDV

由两

条
$

链和
.

链组成"不同于正常血红蛋白的
%

链!

.

链末端由

甘氨酸残基组成!易发生乙酰化导致糖化速度较慢!从而引起

[FD

值偏低"

@&A

!

免疫法
!

免疫法的原理是以血红蛋白
%

链
T

末端最初

的
.

!

$

个氨基酸残基作为抗体识别位点!制备相应的单克隆

抗体!

FD0%8

与相应的单克隆抗体结合发生凝集!用比浊法测

定
FD0%8

含量!可用于全自动生化分析仪上进行检测"用比

浊法测定
FD0%8

含量后还需测定
FD

总量!计算出
FD0%8

占

FD

的百分比"免疫法的特异性好!但是许多同源的糖化血红

蛋白变异体也有相同的
T

末端结构!从而会对结果造成干扰"

在定标方面!需与
F1G2

作相关校正"免疫法测定
FD0%8

!精

密度较差!

:A

值大约为
!]

*

%<

+

"免疫法代表仪器有
Y20

/###

!约在
,?)+

内读取数据!每次实验均应使用一个新试剂

盒"董永康等*

%!

+研究发现!

%#&/ ??>@

$

G

三酰甘油)

$&#

??>@

$

G

胆固醇)

%#&%]FDV

对该仪器无干扰!同时!

Y20/###

测定结果比
YJ<

低压阳离子交换色谱法联合梯度规避法偏

高"

@&C

!

电泳法
!

电泳法的原理是基于胶体颗粒在一定条件下带

有不同电荷!带有电荷的胶体颗粒可以借静电吸引力在电场中

泳动"血清中各种蛋白质都有其等电点!蛋白质在各自的等电

点时呈中性状态!当外界溶液的
6

F

大于等电点!蛋白质带负

电(当外界溶液的
6

F

小于等电点!蛋白质带正电"血红蛋白

经琼脂糖电泳后!距阴极最近的是含糖基最少的
FD0%C

和

FD0%D

!处于中间位置的是
FD0%8

!距阳极最近的成分主要是

FD0#

"

Y>;@?C+

等*

%,

+采用毛细管电泳法测定
FD0%8

其结果

不受不稳定
FD0%8

片段或氨基甲酰化以及乙酰
FD

变异体的

影响!其他
FD

变异体如
FDV

)

FD2

和
FDJ

等也不干扰本法

的结果准确"尿毒症患者的血红蛋白易发生甲酰化!干扰

[FD

检测"电泳法对氨基甲酰
FD

敏感!而用离子交换色谱

法测定的
[FD

偏高*

%$-%'

+

"电泳法速度比较慢!自动化程度

低!急诊插入)自动维护等功能比较欠缺!无法进行实时检测"

电泳法需成批进行样本分析!目前尚无商品化仪器!所以本法

主要用于糖化血红蛋白研究"

@&E

!

酶法
!

酶法的原理是变性后的血标本经蛋白酶消化!糖

基化的缬氨酸释放出来!作为底物果糖缬氨酸氧化酶%

VSP

&

的氧化产生
F

/

P

/

!

F

/

P

/

在辣根过氧化物酶的作用下与特定

的色原耦联*

/#

+

"酶法检测糖化血红蛋白可应用于自动生化分

析仪!操作方便)简单!样品通过性大!无变异血红蛋白的干扰!

具有准确)省时)重复性好)特异性高等特点"直接酶法单通道

直接测定样本中的
FD0%8

百分比!而不需要另外检测总血红

蛋白!处理后的样本与氧化还原剂反应!去除了小分子和高分

子干扰物质*

/%

+

"酶法检测糖化血红蛋白在低值可检测范围比

F1G2

法更低!而在高值可检测范围也比
F1G2

法低*

//

+

"酶

法测定正常和异常全血标本时!批内和批间精密度均小于

/]

!与
F1G2

法和免疫法相比呈良好的相关性*

/#

+

"

A

!

讨
!!

论

临床常以糖化血红蛋白作为监测指标来了解患者近阶段

的血糖情况!以及评估糖尿病慢性并发症的发生与发展情况"

FD0%8

%

']

时!说明患者存在持续性高血糖!可以出现糖尿病

肾病)动脉硬化)白内障等并发症"监测糖化血红蛋白对预防

糖尿病孕妇的巨大胎儿)畸形胎)死胎以及急)慢性并发症的发

生)发展的监督具有重要意义"

f)*8>+*)+

糖尿病视网膜病变

流行病研究表明!糖化血红蛋白每增加
%]

!导致增殖性视网

膜病变增加
,#]

!蛋白尿增加
/#]

!而冠心病事件只增加

%#]

!这些结果显示高血糖很可能对微血管并发症的危险性要

大于心血管疾病"目前!糖化血红蛋白的临床实验室测定有

F1G2

)亲和层析)免疫法和酶法等方法!纵观这些测定方法!

因为原理的不同!测定结果的准确度)重复性)精密度都有差

异"

[FD

不同的测定方法会受到各种干扰因素的影响!对变

异
FD

和
[FD

衍生物的研究有助提高
[FD

检测结果的准确

性"董永康等对英国
YJ-<

糖化血红蛋白分析仪低压阳离子交

'

<'%

'

国际检验医学杂志
/#%/

年
%

月第
""

卷第
/

期
!

M+5QGCDR;:

!

QC+KCE

B

/#%/

!

S>@&""

!
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换色谱法联合梯度规避法和德国拜耳
Y20/###

免疫法进行评

价!高浓度甘油三酯)胆固醇和
FDV

对
Y20/###

无干扰!但是

高浓度总胆红素对
YJ-<

层析柱有破坏作用"此外!

Y20/###

测定结果比
YJ-<

偏高*

%!

+

"

[FD

作为糖尿病血糖检测的有效

指标!可以指导对糖尿病患者的病情评估!制定治疗方案"尿

毒症患者
FD0%8

结果离子交换法%

X)>-3C:SCE)C+5

&均高于亲

和层析法%美国
1E)?K*

公司
1Yi

&(亲和层析
F1G2

法能准确

检测新生儿脐带血的
FD0%8

!而离子交换法不能测出"尿毒

症患者体内生成氨基甲酰
FD

!由于等电点和糖化血红蛋白相

似!在离子交换方法中极大影响检测的准确性*

/"

+

"有研究指

出
FD0%8

还与年龄呈正相关!与种族也有关系*

/.

+

"据
VEC+9

报道
FD0%8

百分含量与年龄有关!每年长
%#

岁!

FD0%8

百分

值将增加
#&%%]

!

#&%<]

%

F1G2

法测定&

*

/<

+

"为了减少不同

地区和实验室之间的误差!

MV22

和
T[J1

都积极推动
FD0%8

检测方法和检测结果的标准化"

Y4C55

等*

/!

+比对了这两个国

际化组织的检测结果!认为
MV22

的方法在设计和概念上比

T[J1

更好!并将取代
T[J1

方法"

MV22

的方法是先水解

FD0%8

!再用
F1G2

加质谱和毛细管电泳的方法测定
%

链糖

基化
T

末端残基"并且定期收集全球各个定点化实验室的标

本进行比对!建立参考值"健康人平均
FD0%8

水平为
"]

!

!]

!不同实验室之间参考值有一定差异"
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