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血清唾液酸丙酮酸氧化酶测定新法的研究及应用
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要!目的
!

探讨建立一种血清唾液酸测定的新方法以及临床应用'方法
!

应用
F/

乙酰神经氨酸酶$丙酮酸氧化酶$抗坏

血酸氧化酶$

F/

乙酰神经氨酸醛缩酶$过氧化物酶与色原系统
%/

甲基
/F/

乙基!

.

/

羟乙基#苯胺$

$/

氨基安替比林进行血清唾液酸浓

度的酶法测定'结果
!

磷酸盐缓冲液最适浓度为
!#8843
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A

B.'0

"最大吸收峰值为
!"#-8

"线性范围为
#

"

$!##8
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"显色

稳定'精密度为批内!

$]%#

#变异系数!

DS

#

]"'(#c

"

%'%c

"批间!

$]%#

#

DS]"'(&c

"

%'!c

"回收率为
(!'0c

"

"#!'"c

"平

均回收率为
((')c

'与酶偶联速率法比较"相关系数!

8

#

]#'(()

"回归方程
!]"'#0&3i#'$#

"两法高度相关"正常参考值范围
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"
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'结论
!

该方法具有高度的特异性和准确性"操作简便$灵敏快速$标本用量少$结果稳定"适用于全自动$半自动生

化分析仪"更适用于中小型医院"有较高的推广使用价值'
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血清唾液酸)
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*是碳糖神经氨酸家族复合

物的总称!是广泛分布在糖蛋白中的一种糖类物质!在人体组

织中以各种衍生物的形态存在!是细胞膜的重要组成部分!具

有十分重要的生理功能#其浓度与癌细胞的增殖"转移"浸润

及逃避宿主细胞的免疫监视等密切相关'
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#近年来!血清唾液

酸的检测广泛应用于肿瘤患者的诊断及普查上#其测定方法

分为酶法和化学法两种#化学法是一种直接测定法!酶法是一

种间接测定法!国内常规检测为酶偶联速率法#目前国内尚少

见丙酮酸氧化酶法测定血清唾液酸的报道!本组应用神经氨酸
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*!建

立了一种新的血清唾液酸丙酮酸氧化酶测定法#现将实验研

究结果报道如下#
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资料与方法
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仪器与试剂
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半自动生化分析仪!
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浴箱#试剂$)
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磷酸盐缓冲液.)
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*反应

液!用
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磷酸盐缓冲液配制!每升反应液中

含有抗坏血酸氧化酶
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"神经氨酸酶
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"丙酮酸氧化

酶
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"过氧化物酶
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氨基安替匹林
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混

匀!放
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冰箱保存!可稳定
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*显色液用
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磷酸盐缓冲液配制!每升显色液中含有
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测定原理
!

血清唾液酸在神经氨酸酶的作用下!水解生成

F/

乙酰神经氨酸.
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乙酰神经氨酸在
F/

乙酰神经氨酸醛缩酶的

作用下!生成丙酮酸和
F/

乙酰甘露糖胺.丙酮酸在丙酮酸氧化

酶的作用下生成过氧化氢)
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*在过氧化

物酶的作用下生成红色醌类物质!其颜色的深浅与血清唾液酸

的浓度成正比!在标准曲线上查出相应的结果#
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唾液酸标准液
!

精确称取
F/

乙酰神经氨酸
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!加蒸馏

水溶解至
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!即为
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的
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乙酰神经氨酸标准液#
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测定方法
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血清样品或
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唾液

酸标准液!分别加入测定管和标准管中!再分别加入反应液

"'#8D

!放
%.g

水浴箱保温
!8+-

!最后分别加入显色液
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!放
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水浴箱保温
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!取出后在
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半自动生化

分析仪上!用
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波长"
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光径杯!以空白管调零!测

定其吸光度!空白管用水代替血清样品进行操作#)
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*计算$血

清唾液酸浓度)
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结
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果
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缓冲液最适浓度"
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值及种类的选择
!

经试验测定选

用
!#8843
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的磷酸盐缓冲液#
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最大吸收峰值测定
!

选择
$##

"

)##-8

波长范围测定!

本方法显色液的最大吸收峰值为
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显色液稳定性观察
!

显色后将显色液室温放置!其吸光

度在
$!8+-

内几乎无变化!

)#8+-

后吸光度呈缓慢下降的

趋势#
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精密度测定
!

本方法批内)
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*测定变异系数)

DS

*

]

"'(#c

"

%'%c

!批间)
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!说明精密

度良好#
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回收试验
!

取
"

份已知唾液酸浓度的血清标本!加入已

知不同浓度的唾液酸标准液!测定其唾液酸的实际浓度!其回

收率为
(!'0c

"

"#!'"c

!平均回收率为
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线性范围测定
!

取唾液酸标准液配制成
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不同浓度进行唾液酸测定!在
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时其唾液酸浓度在
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范围内呈良好的线性关系#

%'Q

!

方法学比较
!

用本方法与酶偶联速率法同时对
"##

例血

清标本进行唾液酸浓度测定!其相关系数)

8

*

]#'(()

!回归方

程
!]"'#0&3i#'$#

!两法呈高度相关#与酶偶联速率法特

异性比较!用高浓度维生素
I

的已知唾液酸浓度为
.)8

O

%

D

的血清标本采用两种方法进行唾液酸浓度检测!本方法检测结

果为
.$8
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%
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!酶偶联速率法为
)!8
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!本方法偏低
0'.c

!

而酶偶联速率法偏低
"$'!c

!说明本方法的特异性高于酶偶

联速率法#
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干扰试验
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胆红素
!

当血清胆红素浓度在
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"

"##
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时!对

测定结果无影响!其浓度在
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时!测定结果偏高
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血红蛋白
!

当血红蛋白浓度在
$##8
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以下时对测

定结果无影响!在
$0#
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D

时!对结果有轻微影响!因

此!应尽量避免溶血#
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三酰甘油
!

当血清三酰甘油在
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对结果无影响!在
"!8843
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可使结果偏高
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!如更

高!应做适当稀释后再测定#
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常用
!

种抗凝剂
!

肝素"
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0
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酸三钠和草酸钠在常用浓度下对血清唾液酸结果几乎无影响#
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正常参考值测定
!

用本方法测定
0##

例
%#

"

.#

岁经体

检无肾脏"肝脏"肺部"心脑血管疾病!血清肝"肾功能正常的健

康人群#空腹采血!置于不含添加剂的洁净玻璃管内!待血液

凝固后分离血清!

0@

内完成测定!血清唾液酸正常参考值为
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临床应用
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急性白血病
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例!血清唾液酸浓度在
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.肝癌患者
!

例!血清唾液酸浓度在
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D

.肺癌

患者
$

例!血清唾液酸浓度在
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"
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O

%

D

.乳腺癌患者

(

例!血清唾液酸浓度在
"#0%

"

0"!08

O

%

D

.胃癌患者
)

例!

血清唾液酸浓度在
("0

"

0&%#8

O

%

D

.大肠癌患者
!

例!血清

唾液酸浓度在
&.$

"

"(0!8

O

%

D

.其他癌症患者
$

例!血清唾

液酸浓度在
($"

"

"!#)8

O

%

D

#
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!

其他疾病
0(

例!尿路结石患者
"!

例!血清唾液酸浓度稍

有增高!在
.)$

"

"#$!8
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D

.前列腺肥大患者
)

例!血清唾液

酸浓度在
."!

"
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D

.急性肾炎患者
&

例!血清唾液酸浓

度在
)!%

"
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D

#
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!

讨
!!

论
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!

本方法选择灵敏度较高的色原系统!是提高其检测灵敏

度的有效途径!
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色原无毒性!显色稳定性好!结

果不受一般浓度的黄疸"溶血的物理性干扰#为了扩大线性范

围!必须适当降低灵敏度!将比色波长移至
!)#-8

#

F'%

!

血清唾液酸是细胞膜糖蛋白的重要组成部分!与生物体

的许多生物学功能有关!且与细胞恶变"癌转移"浸润"失去接

触性抑制"细胞黏附性降低以及肿瘤抗原性密切相关#细胞在

代谢异常时!唾液酸脱落进入体液!使血清中唾液酸升高!主要

见于急性炎性反应和结核病妊娠等'

0

(

#本方法测定血清唾液

酸浓度!可作为癌症"肿瘤诊断的辅助性指标和疗效观察指标!

在肿瘤广泛扩散时血清唾液酸升高!也可作为肿瘤复发的一个

指标!与文献报道一致'

%

(

#当炎性消除后或病情好转!血清唾

液酸浓度基本正常'

$

(

#血清唾液酸浓度与肿瘤特异性生长因

子有一定的相关性'

!

(

#

F'&

!

丙酮酸是本方法反应中重要的中间产物!因此!若在样品

中含有过多的丙酮酸会对测定造成干扰!但在健康者血清中的

丙酮酸浓度一般小于
#'"8843

%

D

!这只对测定造成较小的误

差#由于正常血清中含有乳酸脱氢酶!它会把丙酮酸变为乳

酸!这就更减小了误差!所以在常规测定时不需要做样品空白#

F'F

!

本方法选择的最佳试剂条件!特别是缓冲液的浓度"种类

及
A

B

值!对本法起着非常重要的作用#在反应液中加入抗坏

血酸氧化酶!破坏维生素
I

!避免还原性物质对结果的影响!加

入
K7+:4-a/"##

非离子性表面活性剂是防止显色液发生浑浊!

保证反应液的透明度'

)

(

#底物和酶的浓度都达到饱和!所用的

A

B

值在各种酶的最适范围!这样可使反应时间缩至最短#

F'G

!

本方法主要用于血清中的唾液酸测定!尿中的唾液酸不

能测定!因为尿中有丙酮酸氧化酶的抑制物#

总之!应用丙酮酸氧化酶建立的一种新的酶法测定血清唾

液酸的方法!具有快速准确"操作简便"微量"灵敏"线性范围宽

和结果稳定等优点!适用于全自动"半自动生化分析仪!更适应

于中小型医院!有较大的推广使用价值#
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!

要!目的
!

探讨固相免疫吸附法在
1=L

正反定型.
J@S

血型检测中的应用'方法
!

通过应用新鲜红细胞试管法$微柱

凝胶法及固相免疫吸附法同时测定
!!.

例临床样本的
1=L

正反定型.
J@S

血型"对检测结果进行分析"对固相免疫吸附法进行

临床评价'结果
!

固相免疫吸附法与试管法的符合率达
"##c

"与微柱凝胶法的符合率也达
"##c

'结论
!

固相免疫吸附法可以

用于
1=L

正反定型.
J@S

血型的测定'
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