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同型半胱氨酸#

%E

N

%是蛋氨酸去甲基后形成的一种含硫

氨基酸$属于蛋氨酸循环的中间产物'

"

(

)血浆
%E

N

是一个总

称$包括还原型
%E

N

$双硫
%E

N

$混合双硫半胱氨酸
5%E

N

和混

合双硫蛋白质
5%E

N

$正常情况下游离
%E

N

较少$主要以蛋白质

形式存在'

6

(

)

(EEDMM

N

'

8

(描述
%E

N

尿毒症患者的血管病变特征$患者的

代谢障碍在任何阶段$

%E

N

是引起临床表现的原因$由此提出

%E

N

可能与动脉粥样硬化有关)

-EI2;

首次报道冠心病患者

存在
%E

N

代谢障碍)

cA;

*

等发现
(=%TS

与
%E

N

代谢有

关)相关临床资料显示
%E

N

是冠心病的一个新的独立危险因

素$可作为心脑血管病*肾脏病*老年痴呆与帕金森症*妊娠合

并症*先兆子痫与不良事件的预测指标$是近年来医学研究的

新热点)

%E

N

的检测方法也不断更新$现就
%E

N

的检测技术

综述如下)

?

!

%E

N

概述

!!

%E

N

于
"#86

年由
');E2;@3D')

*

B2ADG

发现$分子式为

R

+

%

#

4]

!

/

$来源于蛋氨酸$由甲硫氨酸转甲基后生成)合成

途径为蛋氨酸在
0=Q

参与下$由蛋氨酸腺苷转移酶#

(0=

%催

化$生成
/5

腺苷蛋氨酸#

/0(

%$

/0(

又经
%E

N

甲基转移酶

#

%(=A12

%催化$去甲基生成
/5

腺苷同型半胱氨酸#

/0%

%$接

着由
/0%

水解酶催化生成
%E

N

)

%E

N

在体内的代谢!#

"

%

%E

N

在胱硫醚缩合酶#

R&/

%的催

化下与丝氨酸缩合成胱硫醚$胱硫醚又由胱硫醚酶催化生成半

胱氨酸和
,

酮丁酸$代谢产物进入三羧酸循环或由尿液排出$

6

步转化均需维生素
&

9

参与或经氧化结合生成高胱氨酸)#

6

%

%E

N

可在叶酸和维生素
&

"6

的辅助下甲基化重新合成甲硫氨

酸$此过程需要甲硫氨酸合成酶#

(/

%催化$且须有
4!5

甲基四

氢叶酸#

=%T

%作为甲基供体)#

8

%释放到细胞外液)凡是涉

及
%E

N

代谢的各种酶和辅助因子异常均可导致血液中总同型

半胱氨酸的增加而形成高同型半胱氨酸血症)高同型半胱氨

酸与老年性痴呆*肾病*糖尿病*妊娠相关病#如子痫*先天缺

陷*死胎*流产%等相关)因此$检测
%E

N

具有重要的临床

意义)

@

!

%E

N

检测技术

@7?

!

色谱技术
!

"#$"

年俄国植物学家
=1K2@@

在进行植物色

素的分离试验发明$.色谱法/一词最早正式出现在+叶绿素的

物理化学研究,和+吸附分析与色谱法,这
6

篇论文中'

+

(

)色谱

法根据分离原理的不同分为吸附色谱*分配色谱*离子交换色

谱*排阻色谱&根据固定相的不同可分为柱色谱*薄层色谱*纸

色谱&根据流动相物态的不同分为气相色谱和液相色谱)应用

色谱法检测
%E

N

主要有纸色谱法*薄层色谱法*气相色谱法

#

aR

%*高效液相色谱法#

%Q-R

%$由于质谱#

(/

%技术的不断成

熟$

%E

N

由单一的色谱法发展到色谱与质谱的连用检测)

@7?7?

!

薄层色谱法
!

"#96

年
RAF1>;

等'

!

(对患者的尿液进行

化学分析$经纸色谱进一步分析确定为
%E

N

)国内利用薄层色

谱技术检测
%E

N

的报道在上世纪
$̂

"

#$

年代较多$且大多数

方法为吴有光等和闫英地等'

95"$

(的双向薄层色谱法分析氨基

酸$如利用微型双向薄层色谱法检测氨基酸代谢病$利用双向

展开剂$第
"

向展开剂为异丙醇
5

乙酸乙酯
5

丙酮
5

甲醇
5

仲戊醇
5

氨水
5

水#

#i8i8i"i"i8i8

%$第
6

向展开剂为正丁醇
5

丙

酮
5

异丙醇
5

甲酸
5

水#

#i+i+i"7!i8

%$以镉
5

茚三酮酸化丙酮

溶液为显色剂$通过与标准图谱比对$定性检测
"

例
%E

N

尿毒

症患者$虽然薄层扫描法可用于
%E

N

的定量检测$但因该方法

灵敏性低*重复性差*标本前处理操作繁琐等原因$临床未能得

-

6+<6

-

国际检验医学杂志
6$"9

年
"$

月第
8<

卷第
"#

期
!

.;@\-AL(2G

!

]E@>L2F6$"9

!

'>M78<

!

4>7"#



到普及'

""

(

)

@7?7@

!

气相色谱法
!

"#̂<

年
/@ALM2F

等'

"6

(首先报道
aR5(/

用于血浆
%E

N

检测$该法首先在标本中加入内标物$沉淀蛋白

后上清液用离子交换柱色谱进行预处理$使用水复溶$衍生处

理后进样经
aR5(/

分析$以保留时间和质谱进行定性和定

量)

(

N

D;

*

等'

"8

(应用固相微萃取技术处理标本$采用
aR5(/

同时检测样品中的
%E

N

*半胱氨酸和蛋氨酸含量)有研究报

道$将
aR

法联合电感耦合等离子体质谱#

.RQ5(/

%检测血清

总的
%E

N

*半胱氨酸和蛋氨酸$该法往样品中加入硼氢化钠打

开二硫键$最终衍生成
45

三氟乙酰
5]5

异丙酯衍生物进行测

定'

"+

(

)虽然这些方法具有高度的精密性*灵敏性和专一性$但

操作复杂$化学试剂毒性大$耗时长$难以适合常规临床化学实

验室的使用$无法普及)

@7?7A

!

液相色谱法
!

根据检测方法的不同又可分为紫外法

#

%Q-R5̀ '

%*荧光法#

%Q-R5T3

%*示差折光法#

%Q-R5S.3

%*

电化学法#

%Q-R5,3

%等)

%Q-R5T3

方法主要采用柱前或柱

后衍生技术$然后通过
%Q-R

将衍生物分离$并由荧光检测器

进行检测)相关研究报道使用了这种方法'

"!5"<

(

)

%Q-R5,3

具有标本处理简单$无需衍生化等特点$又具较高的灵敏性*专

一性*稳定性$应用比较广泛$文献报道也比较多'

"̂5"#

(

)

近几年研究表明较多的是
%Q-R5(/

联用方法$

,1

J

);A

等'

6$

(建立高效液相色谱联合电感耦合等离子体质谱和电喷雾

电离串联质谱#

%Q-R5.RQ5(/5,/.5(/

%法测定血清中游离

%E

N

&国内还采用超高效液相色谱
5

质谱法#

Q̀-R5(/

"

(/

%联

合检测血清中叶酸代谢物'

6"

(

$该法采用
&,%R"̂

色谱柱#

67"

HHY!$HH

$

"7<

%

H

%$以甲酸
5

乙腈为流动相$流速为
$7+

H-

"

H);

$进样体积
!

%

-

$梯度洗脱$电喷雾正离子模式下以多

反应检测#

(S(

%方式$

9

种叶酸代谢产物'叶酸*

!5

甲基四氢

叶酸#

!5(2=%T

%*

!5

甲酰四氢叶酸#

!5T>=%T

%*

%E

N

*

/0(

*

/0%

(分别在一定范围内呈线性相关$加样回收率及日内与日

间精密度良好)

%Q-R

法是目前公认的高精密度的浓度检测方法$具有特

异性高*灵敏度高*重复性好的优点$色谱条件确定后一般均可

获得稳定的结果)

@7@

!

酶法分析技术
!

酶法分析技术是以酶为试剂测定酶促反

应的底物*辅酶*辅基*激活剂*抑制剂及酶偶联法测定酶活性

等的方法)由于酶作用的特异性高$成分复杂的血清等液体标

本不需进行预处理就能检测$极大简化了实验操作程序$试剂

酶的本质大多是蛋白质$酶促反应的条件温和$无毒性$具有良

好的应用前景)

@7@7?

!

酶循环法
!

罗氏公司采用酶比色法测定血清
%E

N

$其

原理为氧化型
%E

N

首先被还原为游离
%E

N

$然后在
%E

N

/5

甲

基转移酶催化下$再与
/5

腺苷甲硫氨酸反应形成甲硫氨酸

#

(2@

%和
/0%

)

/0%

的评估是通过一种偶联的酶反应$其中

/0%

经
/0%

水解酶催化形成腺苷#

0G>

%和
%E

N

$而
%E

N

又

循环进入
%E

N

转化反应中$形成的循环反应扩大了检测信号

从而被检测)

@7@7@

!

酶转换法
!

原理为氧化型
%E

N

首先被还原剂还原为

还原型
%E

N

$还原型
%E

N

随后被分解$分解产物在氧化剂#如

T2RM

8

%存在下与呈色剂二乙基对苯二胺硫酸盐反应形成甲基

蓝色化物$甲基蓝色化物与标本
%E

N

的浓度呈正比$通过测定

吸光度的变化值$即可检测标本的
%E

N

总浓度)

众多报道显示酶法分析技术与荧光偏振免疫法#

TQ.0

%及

高效液相色谱法#

%Q-R

%进行对比$各项指标均无明显差异$

酶法检测血清
%E

N

具有操作简单*精密度良好$线性范围宽等

诸多优点$且结果准确$值得推广'

6656+

(

)

@7A

!

TQ.0

法
!

是一种定量免疫分析技术$其基本原理是荧光

物质经单一平面的蓝偏振光#

+̂!;H

%照射后$吸收光能跃入

激发态$随后回复至基态$并发出单一平面的偏振荧光#

!6!

;H

%)偏振荧光的强弱程度与荧光分子的大小呈正相关$与其

#受激发时%转动的速度呈反相关)

TQ.0

最适宜检测小至中等

分子物质$常用于药物*激素的检测)采用竞争反应原理$在缺

乏未标记分析物#通常是待测样品%时荧光信号最强&加入未标

记分析物后$在已标记和未标记标本之间的竞争将减弱荧光信

号)荧光信号强度与游离的分析物浓度呈正比$与待测标本中

未标记分析物的浓度呈反比)

TQ.0

法的优点是灵敏度高$如检测
3)

*

>V);

的灵敏度可

达
$76;

*

"

H-

$精密度高*速度快*操作简便$标本用量少$仪器

不需每日校准)缺点是试剂盒专属性强$仪器设备昂贵)

@7B

!

荧光探针检测技术
!

荧光探针一般由荧光基团和识别基

团通过连接基团连接而成)荧光基团具有大
.

键共轭体系$属

刚性平面结构$是发射荧光并通过仪器输出电信号的信号基

团)识别基团是通过络合或#和%化学反应与被分析物发生作

用的部分)当识别基团选择性地与被分析物结合或反应时$引

起探针的化学环境发生改变$一般表现为荧光基团突光信号的

增强或减弱)

%E

N

*半胱氨酸和还原型谷胱甘肽#

a/%

%等是生物体中主

要的小分子生物硫醇化合物$在维持生物的正常生理活动中起

重要作用)根据探针与生物硫醇化合物的反应机制$可把探针

分为
6

大类'

6!

(

)第
"

类主要是利用生物硫醇分子中巯基的亲

核性*还原性和金属离子络合能力与探针分子发生反应)第
6

类荧光探针设计主要是利用荧光探针与生物醇中巯基和氨基

官能团发生协同反应)

探针检测技术目前临床应用的报道非常少$但研究性文献

较多)

dA;

*

等'

69

(研究报道利用醛基探针检测小分子生物硫

醇化合物$该探针可选择性地与硫醇化合物中的
%E

N

和半胱

氨酸发生反应$且成功应用到生物成像中检测低毒性的活细胞

内半胱氨酸和
%E

N

)不同物质设计的荧光基团$与探针的反应

机制与也不相同$如以黄酮类*香豆素类*吡唑啉类物质等)

b)2

等'
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(研发设计的荧光探针基于醛基的环合反应$通过抑制

R_4

键诱导分子内氢键作用引起荧光淬灭而使吸收峰出现

蓝移#

"$<;H

%$该机制已通过
%"4(S

谱和
(/

谱的分析验

证)

fBA;

*

等'
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(基于黄酮类物质设计的荧光探针对半胱氨酸

和
%E

N

的灵敏度高)

3A)

等'
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(采用醛基香豆素氯化物研发荧

光探针$

a/%

*
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N

*半胱氨酸的检测限分别是
$7$̂

*

$7$#

*

$7"̂

%

H>M

"

-

)

荧光探针技术具有体积小*合成简单*灵敏度高*选择性

好*可直接观察等优点)缺点!#

"

%一些荧光探针溶解在考察体

系后$难以提取分离$不具备多次重复使用)#

6

%因一些小分子

荧光探针的非水溶性与不良反应$使其临床应用受到限制)

#

8

%小分子荧光探针难以制作成光学器械与光学仪器结合$无

法实现自动化检测)由于荧光探针的普适性不强$因此应用受
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到较大限制)

A

!

小
!!

结

!!

综上所述$血浆或血清
%E

N

检测可给临床诊断或观察提

供必要的科学依据$检测方法较多且各具特点$目前临床主要

以酶法分析技术为主$标本不需进行预处理$极大地简化实验

操作程序$适应临床医学实验室的要求$值得临床推广应用)
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