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摘
!

要!目的
!

改良
"-

磷酸甘油醛脱氢酶!

[01YF

$活性检测方法#并探讨该方法的应用+方法
!

在经典血清
[01YF

检测

方法基础上#根据该酶的组织分布特点#将血清样本改为全血样本#并对样本及检测条件作了进一步的改良+在方法学研究的基

础上#运用改良后的方法分别检测正常鹌鹑%高嘌呤饮食诱导的模型鹌鹑%正常大鼠及高果糖饮食诱导的模型大鼠全血
[01YF

的活性+结果
!

全血与血清
[01YF

酶促反应时间曲线类似#变异系数均小于
%#]

+方法学应用结果显示#与正常鹌鹑比#高嘌

呤饮食诱导的模型鹌鹑在高尿酸血症及其合并脂%糖代谢紊乱状态下!

!#

!

%.#:

$全血
[01YF

活性显著降低0与正常大鼠比#高

果糖饮食诱导的模型大鼠在高三酰甘油血症及其并发尿酸%糖代谢紊乱下!

,

!

/$:

$#全血
[01YF

活性显著降低+结论
!

改良

方法血样容易采集#样品用量少#操作简便%重复性较好#经济实用#易于推广应用+

关键词!磷酸甘油醛脱氢酶0

!

检测方法0

!

全血0

!

代谢性疾病
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磷酸甘油醛脱氢酶%

[01YF

&是糖酵解的中枢环节之

一"

[01YF

与糖异生途径及体内血糖浓度的维持)糖尿病的

发生密切相关!在机体糖)脂)蛋白代谢紊乱疾病中发挥重要作

用"检测
[01YF

活性变化!对代谢综合征机制研究及新药

开发均有非常重要的意义"然而现有的检测方法检测样本取

得费时)检测响应值低)操作繁杂)耗时!不易推广"因此!本研

究在原有方法基础上!改进
[01YF

活性检测方法!此方法需

样品量少)样品易采集)操作简便)方法稳定!只需获得少量的

末端全血标本即可进行检测"

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

迪法克鹌鹑!雄性!%

%$#_/#

&

=

!由北京市种禽公

司德岭鹌鹑场提供"

JY

大鼠!雄性!%

/<#_/#

&

=

!由北京市维

通利华实验动物有限公司提供"

?&@

!

仪器与试剂
!

紫外可见分光光度计!

IS/###

!上海光谱

仪器厂生产(恒温水浴锅
J%

型!德国
G0IY0Y33&fPXJZ3

公司生产"三乙醇胺)

"-

磷酸甘油酸)

ZYH0

)

R

=

JP

.

)

T0YF

)

0H1

)

"-

磷酸甘油酸激酶"

?&A

!

测定原理与活性计算公式
!

本方法测定
[01YF

活性

是耦联
"-

磷酸甘油酸激酶%

1[e

&!以
"-

磷酸甘油酸为底物!于

".#+?

处用分光光度计测定
T0YF

的减少量!并以每升样品

每分钟消耗
T0YF

的
"

?>@

数来表示酶的活性"

?&C

!

检测方法改良
!

本方法参考王坤等*

.

+报道的检测方法!

并加以改进"原方法测定
[01YF

活性采用的样本为血清!

本实验将样本改为全血样本%新鲜大鼠或小鼠尾静脉血)鹌鹑

翅静脉血
/#

"

G

加入
.$#

"

G

双蒸水中&!混匀!冰水浴待测"

操作步骤见表
%

"

?&E

!

统计学处理
!

指标检测的实验数据用%

,_8

&表示!用

Zh2ZG

软件处理!先进行方差齐性检验(两组间均数比较采用

;

检验"

@

!

结
!!

果

@&?

!

全血测定方法性能研究

@&?&?

!

血清样本与全血样本反应进程曲线比较
!

按上述操作

方法!分别检测血清样本与全血样本!观察
%#

)

,#

)

%"#

)

%'#

)

/<#*

时吸光度值的变化曲线"结果显示!在活性测定体系中

加
/#

"

G

血清或全血后!随着反应时间的延长!酶促反应不断

消耗反应体系中的
T0YF

!吸光度值下降!

,#*

后酶反应速度

'

#!%
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由斜线渐趋平稳"全血及血清反应体系的反应进程曲线类似!

吸光度值变化趋势一致"后期实验选择
%#

)

,#*

作为检测时

间点!计算两个时间点的吸光度差值"实验酶活性反应时间曲

线如图
%

"

表
%
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[01YF

检测操作方法
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反应温度
/<\

!测定波长
".#+?

!空白管调零!加入全血溶液混匀立即计时!分别于
%#

)

,#*

时记录吸光度值"

d

#无数据"

图
%

!!

[01YF

酶活性反应吸光度值的时间曲线

@&?&@

!

重复性实验
!

按上述方法对同一正常样本血清及全血

[01YF

活性重复测定
"

次!计算均值与变异系数"结果见

表
/

"

表
/

!!

正常鹌鹑血清及全血
[01YF

活性测定比较

样本
085)N)5

B

%

I

$

G

&

R;C+ :A

%

]

&

血清样本
/$&%. "#&%. /!&%" /$&%. ,&%.

全血样本
"!&%, "$&%$ "!&%, "!&$. "&%<

!!

两种样本的检测结果变异系数均小于
%#]

!准确性和精确性较为

一致"

@&@

!

全血
[01YF

活性测定应用实例
!

按改良全血
[01YF

活性测定方法!分别检测正常鹌鹑%

T-i

&)高嘌呤饮食诱导的

鹌鹑模型%

R-i

&)正常大鼠%

T-3

&及高果糖诱导的大鼠模型

%

FH[-3

&全血
[01YF

活性"分别检测高嘌呤饮食诱导的鹌

鹑模型三个不同病理进程%

%#

!

!#:

单纯高尿酸血症
&

!#

!

'#

:

高尿酸并高三酰甘油血症
&

'#

!

%.#:

高尿酸并高三酰甘

油$高血糖血症&全血
[01YF

活性"模型组鹌鹑第
!#

)

'#

)

%.#

天全血中
[01YF

活性显著降低"结果见表
"

"

表
"

!!

高嘌呤饮食诱导的鹌鹑全血
[01YF

活性变化

!!!

比较#

I

%

G

'

,_8

$

组别
%#: !#: '#: %.#:

T-i "#&,"_%%&"/ "/&"._'&,# ./&#<_%%&"/ /,&.'_$&#'

R-i /,&.'_%.&<< %'&.%_$&#'

"

/<&$,_%,&,$

"

%,&,$_%%&"/

"

!!

"

#

H

$

#&#<

!与
T-i

组比较"

!!

分别检测高果糖饮食诱导的大鼠模型不同病理进程%第
,

天单纯高三酰甘油血症
&

%.

!

/%:

高三酰甘油并高尿酸血症

&

第
/$

天高三酰甘油并高尿酸$高血糖血症&全血
[01YF

活

性"模型组大鼠第
,

!

/$

天全血中
[01YF

活性显著降低!结

果见表
.

"

表
.

!!

高果糖诱导的大鼠全血
[01YF

活性变化

!!!

比较#

I

%

G

'

,_8

$

组别
,: %.: /$:

T-3 .<&"/_%#&%$ ..&#!_<&.% "'&/,_!&$"

R-3 /,&$%_,&!#

((

"#&.%_!&#/

((

/$&,,_,&"$

((

!!

((

#

H

$

#&#%

!与
T-3

组比较"

A

!

讨
!!

论

A&?

!

[01YF

活性检测的应用及意义
!

[01YF

是由
""#

个

氨基酸组成的多肽链!由
.

个相对分子质量为
",̂ %#

" 的亚基

构成!每个亚基分别结合
.

个
T0Y

c分子!总相对分子质量约

为
%<#̂ %#

"

"研究发现!人类
[01YF

基因位于
%/

号染色体

上!鼠类
[01YF

基因位于
!

号染色体上"

[0Y1F

在同种细

胞或组织中表达一般是恒定的!所以把其作为分析其他蛋白质

结构和功能的标准或其他基因表达的内参照!很少引起人们的

关注"近年来越来越多的研究发现!

[01YF

是糖酵解过程中

的一个关键酶!不仅参与体内物质能量代谢!而且还具有多种

生理功能"

[01YF

是反映糖酵解水平最具代表性的酶类之一!其活

性水平往往代表糖酵解循环活性的高低"有研究者推测!

[01YF

活性降低可抑制糖酵解途径!在导致糖代谢异常时!

可促进三酰甘油合成(而且
[01YF

活性降低!糖酵解途径抑

制!使磷酸戊糖途径活跃!可促进尿酸生成"

[01YF

与体内

三大物质代谢糖)脂)蛋白核酸代谢密切相关!可能是慢性代谢

性疾病及其并发症的共同病理环节"同时!

[01YF

对于维持

细胞正常功能!包括细胞分裂)细胞膜融合)微管形成)细胞内

免疫应答反应)

3T0

输出及
YT0

修复功能)对环境的适应性

等具有重要意义"

[01YF

还与神经元凋亡及神经变性疾病)

阿尔茨海默病)亨廷顿舞蹈病)脊髓小脑共济失调症)脊延髓肌

萎缩症)前列腺癌)视网膜病变)糖尿病及其并发症等疾病密切

相关"而且
[01YF

的不同功能之间并非完全独立!而是相

互联系)互相影响的"

可见!

[01YF

作为一个多功能蛋白!其在机体的生理和

病理状态下的作用越来越引起有关学者的关注"因此!研究一

种方便可行)操作简单)创伤小的
[01YF

活性检测方法具有

较高的应用价值和现实意义"

A&@

!

关于检测方法的应用前景
!

据报道!

[01YF

广泛分布

于人体各组织器官!其中骨骼肌)红细胞和肾中的含量最为丰

富!而睾丸)肝脏)大脑中含量相对较低"根据红细胞中
[01-

YF

含量高的特性!本方法采用直接应用全%下转第
%!<

页&
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血!制备溶血液进行
[01YF

活性检测"

许多文献报道!测定血中
[01YF

采用的标本为血清!并

且要求在
%4

内检测"由于血清制备操作较繁琐!时间较长!

不容易做到所有样本制备条件的一致性"本方法直接测定溶

血液中酶的活性!省去了血清制备过程血液凝固时间!取血量)

样本采集操作简单易行"实验结果表明!血清和全血检测结果

反映
[01YF

酶催促反应进程曲线趋势一致!同时!全血检测

方法比血清检测方法的变异系数小%

"&%<]

与
,&%.]

&!重复

性较好"

综上所述!采用改良全血
[01YF

检测方法不仅与血清

检测方法相似!而且重复性较好!方法稳定!操作简单!对动物

的创伤小"采集
/#

"

G

全血即可进行相关活性检测分析!明显

减少取血量"对于小型实验动物%如小鼠等&也可以进行全血

[01YF

活性变化的动态观察!在临床及科研中具有广阔的应

用前景"
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