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近些年来#随着物质生活水平的逐步提高#糖尿病$

/+

%

的发病率呈不断上升的趋势*有研究显示#中国的
/+

发病

率已高达
B>!@

(

"

)

*目前临床上对
/+

诊疗和监测多采用空

腹'餐后血糖或是口服葡萄糖耐量试验等#但其只能反映瞬间

血糖水平的检验指标#容易受到各种因素影响而失去检测意

义*糖化血红蛋白$

2T9

%是国际上公认的可以反映长期血糖

水平的金标准*

%$"$

年#美国糖尿病协会$

1/1

%在,

%$"$

年

糖尿病诊疗指南-中正式推荐以
T91"L

作为诊断
/+

的优先

方法(

%

)

*在国内#也有不少学者提出类似主张#但对其测定方

法意见不一(

=*#

)

*目前临床实验中检测
2T9

的方法有
=$

余

种#各有优劣#根据反应原理可以分为两个大类!一类基于

2T9

和非
2T9

所带电荷及等电点不同加以分离检测#如离子

交换层析法'电泳法等&一类基于
2T9

分子结构特点#如亲和

层析法'免疫法和酶法等(

-

)

*现就
2T9

的临床检测方法做一

综述*

?

"

2T9

的生化特性

广义的
2T9

是指结合了任何形式碳水化合物的血红蛋

白$

T9

%*典型的成人血红蛋白$

T9

%是由
T91

$占
T9

总量的

B!@

%'

T91%

$

%>#@

%和
T9U

$

$>#@

%组成(

!

)

*

T91

中未结合

糖类的为
T91$

$

B$@

%'结合糖类的即
2T9

为
T91"

$

#@

#

!@

%*

T91"

又 可 以 分 为
T91"F"

'

T91"F%

'

T91"9

和

T91"L

*临床上所测定的糖化血红蛋白主要指
T91"L

*

T91"L

是
2T9

的一种亚型#约占总
2T9

的
-$@

#

!$@

#其分

子结构稳定#是
2T9

分子中最有特征性的成分*它的
&

链
S

末端有
"

个或
%

个缬氨酸可与组织中葡萄糖的游离醛基进行

不可逆的非酶促反应#即糖基化*

T91"L

可以反映过去
-

#

A

周的血糖水平#它的浓度既不受每天血糖波动的影响#也不受

运动和食物的影响#其血中含量的高低主要取决于血糖浓度及

血糖与
T9

接触的时间#因此它是监测长期血糖水平的理想指

标(

A*B

)

*

@

"

检测方法

@>?

"

离子交换层析法
"

其检测原理是基于
2T9

和非
2T9

所带电荷不同进行分离*在偏酸性的阳离子交换树脂中#

T91

和
T91"

均具有阳离子的特性#但由于
T91"

的
%

个
&

链
S

末端正电荷被糖基清除#所带正电荷较
T91

少#因此两

者对树脂的附着力不同#用低浓度洗脱液可首先将
T91"

洗

脱下来#而后用高浓度洗脱液洗脱出
T91

#得到相应的
T9

层

析谱#可计算出
T91"L

所占百分率*

常见的离子交换层析法主要包括高效 液 相 色 谱 法

$

T0()

%'低效液相色谱法$

(0()

%和手工微柱法*

=

种方法

中#

T0()

测定结果更精确'准确性及重复性最好#美国临床化

学协会$

11))

%

2T9

标准化分会和国际临床化学联合会$

RU*

))

%

T91"L

标准化工作组建议#以
T0()

方法作为检测
2T9

的金标准(

"$

)

#国内已有厂商推出此类产品#但此方法最大的缺

点是实验所用仪器及试剂'耗材昂贵#难以在基层医院推广普

及&

(0()

原理与
T0()

相同#研究证实#两法测定
T91"L

相

关性较好#其成本较
T0()

低廉#操作简便#可随时插入急诊

样本#适合于中小型实验室使用(

""

)

*手工微柱法操作步骤繁

琐#易受以下因素影响!$

"

%层析时间和微柱质量不易控制#易

出现洗脱不全或过度洗脱&$

%

%外界环境温度对结果影响大&

$

=

%

T9U

和变异血红蛋白$

T9.

'

T9)

'

T9&

%易引起结果偏差#

因此现在已较少用于临床实验室中*

@>@

"

电泳法$以琼脂凝胶电泳为例%

"

其检测原理是利用酸性

缓冲液$

I

T->$

%中#

2T9

和非
2T9

各组分等电点及泳动速度

不同进行分离检测*电泳完成后#距离负极端最近的是含糖基

最少的
T91"F

和
T91"9

#处于中间部分的是
T91"L

#距离正

极端最近的是
T9

的主要成分
T91$

#通过光密度仪扫描计

算#最终得出
T91"L

的百分含量*该方法样本用量少#分辨率

高#重复性较好#缺点是每次测定需成批进行样本分析#速度较

慢#无法插入急诊样本#自动化程度差#目前尚无商品化'具有

批量样本通过能力的仪器面世#因此该法现已少用于临床(

"%

)

*

@>A

"

等电点聚焦法
"

原理同电泳法*在聚丙烯肽凝胶薄板中

加入载体两性介质$如
FH

I

G;:D8

%#形成从阳极到阴极递增的

I

T

梯度#当样本通过薄板时#全血中各组分移动到各自等电

点的
I

T

位置上#与电泳法相比#该法得到的色带更为精细和

集中#通过高分辨率微量光密度仪扫描#可以精确地测出各组

分的含量*因为血液中各类
T9

一级结构及等电点不同#理论

上该法可以完全避免交叉干扰#是一种理想的检测方法#但实

验设备非常昂贵#无法用于常规检验*

@>B

"

亲和层析法
"

硼酸可与结合在
T9

分子上葡萄糖的顺位

二醇基反应#形成可逆的五环化合物#使样本中的
2T9

选择性

地结合于微柱上#而未糖化的
T9

则被洗脱#之后用山梨醇解

离五环化合物#并洗脱
2T9

#在
E"#8H

波长分别测定洗脱液

的吸光度#计算出
2T9

的百分含量*临床实验室中最常用的

凝胶柱是交联间氨基苯硼酸的琼脂糖珠(

"=

)

*

亲和层析法的优点是不受异常
T9

的干扰#对经翻译后修

饰的
T9

和病理
T9

相对不敏感#对全血样本储存时间的要求

也不像离子交换层析法那样严格*但由于血液中所有糖类均

可与
T9

结合#因此检测结果实际是
2T9

总量#而不是

T91"L

*不过大量实验证明#该法所测结果与
T0()

等方法

所测
T91"L

百分含量'平均血糖值均呈高度相关#表明其在病

情监测中仍是一种较理想的方法(

"E

)

*

@>C

"

免疫法

@>C>?

"

离子捕获法
"

其原理是
2T9

与相应抗体结合后#联结

荧光标记物#形成反应复合物#再联结带负电荷的多聚阴离子

复合物#然后吸附到带正电荷的纤维表面#经过一系列清洗后

+

E#B

+
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测定其荧光强度#从而得到
2T9

的浓度*该法灵敏度和特异

性高#重复性好#自动化程度高#回收率可达
BA>A#@

#交叉污

染率低于
$>$"@

#适用于成批
2T9

样本的检测(

"#*"-

)

*

@>C>@

"

胶乳凝集法
"

是利用抗原抗体发生的凝集反应直接测

定总
T9

中
T91"L

百分含量的方法*该法快速'准确'特异性

强'重复性好#最大的优点是可以在全自动生化仪上测定#不用

另外购置专门的仪器#较好地节约了实验室成本#适合于成批

的样本检测#不足之处在于易受高浓度葡萄糖'胆红素'三酰甘

油等物质干扰*

@>C>A

"

免疫比浊法
"

在样本中加入特制的抗
T91"L

抗体缓

冲液#使
T91"L

与抗
T91"L

抗体结合形成可溶性的抗原抗体

复合物#再加入多聚半抗原缓冲液#与反应液中多余的抗

T91"L

抗体反应#形成不溶性的抗原抗体复合物#用比浊法测

定
T91"L

含量#同时在另一通道中测定
T9

#计算求得
T91"L

百分含量*免疫比浊法操作简便#检测周期短#成本低廉#准确

性高#重复性较好#实验证实#该法回收率可达
B!>B@

#

.@

%

%@

(

"!

)

*其缺点是!$

"

%抗交叉污染能力差#易受脂浊'黄疸样

本影响&$

%

%该法线性范围小#一旦样本浓度超过标准品最高

值#就需稀释样本重检&$

=

%受
T9U

及异常
T9

影响大#结果不

稳定(

"A

)

*因此#国外有学者建议此法只能作为判断糖尿病患

者血糖水平的指标#而不能用于变异
T9

的研究(

"B*%$

)

*

@>C>B

"

化学发光法
"

采用离子捕捉免疫分析法#应用抗原抗

体反应原理#联结荧光标记物#通过连接带负电的多阴离子复

合物#吸附到带正电的纤维表面#经过一系列彻底清洗等步骤

后#测定荧光强度变化#计算
T91"L

浓度(

%"

)

*该法检测系统

易于规范和重复#可减少操作技术误差#检测的灵敏度和特异

度高#批内'批间变异系数小#回收率和准确度高#交叉污染率

小#影响因素少#但由于需采购专用试剂包和免疫发光分析仪#

成本昂贵#因此仅适用于大批量样本检查*

@>C>C

"

放射免疫法
"

放射免疫法测定
2T9

不受各种干扰因

素的影响#特异性强'精密度高'成本较低'可批量测试#但由于

高效价抗体制备困难#目前未能有商品化试剂盒面世*

@>C>I

"

金标免疫渗滤法
"

该法操作简便#但特异度和精密度

相对较差#适用于床旁检测#能为临床医师提供快速的化验数

据参考(

%%

)

*

@>I

"

酶法
"

第一反应中#全血经溶血处理后#在特异蛋白酶的

作用下#切断源于
T91"L

的
&

链
S

末端的糖化甘氨酰谷氨酰

胺#另一边通过测定
-$$8H

与
A$$8H

处的吸光度差#求出

T9

浓度&第二反应中#糖化甘氨酰谷氨酰胺在果糖基氨基酸

氧化酶和过氧化氢酶的先后作用下#与相应的显色剂耦联显

色#通过测定吸光度可求得
T91"L

浓度*

此技术的应用对
2T9

的测定是个突破#表现在
=

个方面!

$

"

%特异蛋白内切酶特异酶解血液中的
T9

产生果糖基氨基

酸#血浆中的其他蛋白#如清蛋白'球蛋白等对结果不能产生干

扰&$

%

%果糖基氨基酸氧化酶#只在特定的蛋白酶体系与果糖氨

基酸反应&$

=

%在溶血液体系中应用了
T

%

Z

%

测定的敏感度#由

于过氧化氢酶可以分解色素原引起负反应#所以用过氧化物酶

代替#此法提供了一个像临床生化反应一样快速均一的反应系

统#有很高的精密度#可同时检测
2T9

和
T9

#且与常规
T0()

法和免疫测定法有很好的相关性#不需要昂贵'专用的仪

器(

%=

)

*有实验报道#该法批内
.@

%

">#$@

#批间
.@

%

%>#$@

#平均回收率可达
"$">=!@

(

%E

)

*

A

"

结
""

语

近几年#随着新技术'新方法的不断应用#一些新的校准参

考方法的不断引入推动了
T91"L

检测标准化的进程(

%#*%!

)

#近

期
RU))

也推荐了一些新的参考物质*在这些方面#国内
2T9

研究与国外相比落后不少#这也使得
2T9

检测的推广普及受

到极大限制*对于准备开展
2T9

检测的临床实验室#如果仅

从方法的精密度'准确性与重复性上评价#

T0()

无疑是最理

想的方法#但由于其成本昂贵#仅仅适合三甲以上的大型医院

使用&其他各种方法均有其优缺点#但检测结果也可基本满足

临床需求#适合于中小型医院开展*各临床实验室应根据自身

实际情况#选择适用于本实验室的最优方案#在降低成本的同

时#又可保证为临床提供准确'可靠的实验数据*
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嗜麦芽窄食单胞菌$

.H

%广泛存在于自然界#存在于各类

液体'塑料物质表面和患者的体表#也是医院中常见的条件致

病菌#在侵入操作和患者免疫力下降后极易引起下呼吸道感

染'心内膜炎'脑膜炎'皮肤组织感染'尿道感染等#随着抗生素

的广泛应用#

.H

成为具有易感因素患者院内感染的重要致病

菌之一(

"*%

)

*

.H

的耐药机制极为复杂#针对
.H

感染的复杂

性#检验工作者应予足够的重视*

?

"

.H

的生物学性状

在自然界中
.H

生长在土壤'水'植物和动物身上#

"B#A

年

首先从口腔肿瘤患者咽拭子中分离发现#被命名为嗜麦芽假单

胞菌#

"BA"

年曾被划归属于黄单胞属&但
"BB=

年有学者将其

从黄单胞属划为另一新菌属#被命名为嗜麦芽窄食单胞菌(

%*=

)

*

.H

是专性需氧的革兰阴性杆菌#无芽孢#有丛鞭毛#血平板培

养物有很强的氨味#呈
&

溶血&在琼脂平板上#菌落呈针尖状#

无色或灰黄色#中央凸起*该菌能产生硝酸盐还原酶'赖氨酸

脱羧酶和降解脂肪的酶类*

.H

营养谱有限#对葡萄糖只能缓

慢利用#但能快速分解麦芽糖而产酸*以
"-.7VS1

测序可以

将从自然界和临床分离获得的
.H

分为
=

个种群#包括以

,%!BF

为代表的
1

群#以
S#="

为代表的
Y

群#以
-!#F

为代表

的
)

群(

E

)

*临床分离株主要是具有高度同源性的
1

群和具有

更多异质性的
Y

群*

.H

的毒性不强#有一些菌株甚至被应用于生物技术#如

生物去污'生物降解以及生物防治(

#

)

*而该菌致病性与其产生

的酶类和黏附能力有关(

"

)

*酶类$包括蛋白酶'脂肪酶'弹性蛋

白酶等%能引起局部组织损伤以及出血&菌毛使菌体具有强大

的黏附能力#能黏附在塑料物质表面以及上皮细胞#增加感染

的概率&菌体的生物膜能抵抗吞噬作用和耐受抗生素*这些致

病作用与可扩散的信号因子$

/.U

%有关*

@

"

嗜麦芽窄食单胞菌的耐药机制

@>?

"

膜屏障
"

.H

具有天然的低渗透性外膜#对很多抗生素有

天然耐药性*生物膜使
.H

拥有动力特征#经过
%G

的体外孵

育#菌落能快速黏附聚苯乙烯*有研究指出#

.H

的膜孔蛋白直

径与大肠杆菌的一样#但由于膜孔蛋白拷贝数少#其通透性只

有大肠杆菌的
=@

#

#@

&加上受到抗生素的刺激后#菌体还可

以通过改变膜孔蛋白的结构或者减少打开的数量使通透性进

一步降低#产生获得性耐药(

-

)

*

生物膜的调节机制具有多样性*氨基糖苷类抗生素温度

依赖的耐药性与外膜上面脂多糖的
Z

侧链改变或者脂多糖的

磷酸含量降低有关&而外膜上的微孔蛋白常有丢失或基因突变

造成的缺失与对碳青霉烯类的天然耐药有关(

-

)

*金属阳离子

)F

%h和
+

P

%h等对细胞膜有稳定作用而增强其耐药性#而金属

螯合剂
&/<1

或者枸橼酸盐等能破坏细菌外膜中的金属阳离

子从而扭转耐药性*

@>@

"

抑制抗生素活性的各种酶类

@>@>?

"

&

*

内酰胺酶
"

.H

对
&

*

内酰胺类药物的耐药机制主要

是表达
&

*

内酰胺酶#

.H

至少产生
%

种
&

*

内酰胺酶#即
("

和
(%

型金属
&

*

内酰胺酶$简称
("

和
(%

%*

("

是四聚体#相对分子

质量是
""A?"$

=

#具有
%

个
_8

%h活性位点#能水解青霉素类'

头孢菌素'

&

*

内酰胺酶抑制剂和大多数碳青霉烯类&

(%

是二聚

体#相对分子分量是
#!?"$

=

#具有丝氨酸的活性位点#主要水

解头孢菌素和单环类抗生素(

!

)

*

&

*

内酰胺酶属于染色体酶#其

中
("

有
#

个基因型#

(%

有
E

个基因型#另外有研究者发现了

携带编码
(%

基因的质粒(

A

)

*

&

*

内酰胺酶基础表达量低的菌群

对
&

*

内酰胺类抗生素的敏感性是最高的#而
&

*

内酰胺类抗生素

的选择压力能使
("

和
(%

基因快速进化(

!*A

)

*

&

*

内酰胺酶调控因子
1H

I

V

的激活对于
("

'

(%

的诱导和
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