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　　摘　要：目的　建立以ｘＭａｇ
ＴＭ异硫氰酸根磁微粒为载体的葡萄糖检测体系。方法　以ｘＭａｇ

ＴＭ异硫氰酸根磁微粒作为葡萄

糖氧化酶（ＧＯＤ）和辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）的载体，将葡萄糖氧化酶和辣根过氧化物酶经偶联法固化于经预处理的磁微粒，从而

检测葡萄糖的浓度。结果　用ｘＭａｇ
ＴＭ异硫氰酸根磁微粒检测葡萄糖浓度与临床结果相符。结论　ｘＭａｇ

ＴＭ异硫氰酸根磁微粒可

作为ＧＯＤ和 ＨＲＰ的理想载体，作为检测葡萄糖的浓度工具。
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　　随着生活水平的逐步提高，糖尿病的发病率呈上升趋势，

糖尿病及其并发症成为威胁人类健康的杀手。糖尿病是由于

遗传和环境因素共同作用而引起的一组以糖代谢紊乱为主要

表现的临床综合征。慢性长期的高血糖可以引起心血管、肾

脏、神经系统、眼部等多器官的损害，控制血糖水平对减少及缓

解糖尿病并发症有重要意义。因此血糖的测定具有重要价值。

血清葡萄糖的检测是临床生化项目中重要的项目之一，其检测

方法有多种，常用的是葡萄糖氧化酶（ＧＯＤＰＯＤ）法和己糖激

酶（ＨＫ）法
［１２］。其中ＧＯＤＰＯＤ法由于成本相对低廉，应用更

为广泛一些，因此本实验应用此方法进行葡萄糖的测定，其反

应原理为葡萄糖氧化酶能催化葡萄糖氧化成葡萄糖酸，并产生

过氧化氢，在色原性氧受体的存在下，过氧化物酶催化过氧化

氢，氧化色素原，生成的有色化合物在５０５ｎｍ处有最大吸收，

产生的颜色强度与血清葡萄糖浓度成正比［３］。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　恒温振荡器 ＴＨＺＣ（重庆医药公司），磁

铁，微量核酸蛋白检测仪ＴｈｅｒｍｏＤＲ２０００（基因有限公司），容

量瓶５００ｍＬ，小烧杯，电子称量器，加样枪，ＥＰ管数支，葡萄

糖氧化酶（批号：１００１１３８７４２，１８４０Ｕ／ｍｇ，Ｓｉｇｍａ公司）；辣根

过氧化物酶（批号：１０００６２９３１２，１７５Ｕ／ｍｇ，Ｓｉｇｍａ公司），十二

水磷酸氢二钠（上海强顺化学试剂有限公司，批号：２００５０９１６，

５００ｇ），无水磷酸二氢钾 （重庆北 碚 化 学 试 剂 厂，批 号：

２０１００５１１，５００ｇ），氢氧化钠（重庆川东化工有限公司，批号：

２００８０３０３，５００ｇ），４氨基安替比林（国药集团化学试剂有限公

司，批号：２００８０７０８），ｘＭａｇ
ＴＭ异硫氰酸根末端磁粒蛋白偶联试

剂盒（西安金磁纳米生物技术有限公司，批号：ＸＭＫ０２０５，包括

异硫氰酸根磁性微粒５ｍＬ，偶联ＢＰ５ｍＬ，清洗液 ＷＰ５ｍＬ，

保存液ＳＰ５ｍＬ，封闭剂５支，去离子水），ＢＰ、ＷＰ在使用前用

去离子水１０倍稀释。

１．２　实验步骤

１．２．１　ＨＲＰ与异硫氰酸根微粒的偶联　（１）ＨＲＰ溶液的配

制：用电子称量器准确称取１．１ｍｇＨＲＰ溶解于１．１ｍＬ偶联

液ＢＰ中（浓度为１．０μｇ／μＬ，总体积为１．１ｍＬ），取出８０μＬ

溶液于离心管中，并标记为 ＨＲＰｐｒｅ，留作偶联效率检测用。

（２）异硫氰酸根末端磁性微粒的预处理：将异硫氰酸根末端磁

性微粒摇匀后，用移液器移取１ｍＬ置于５ｍＬ离心管中，磁性

分离２ｍｉｎ，弃上清，加入５００μＬ偶联液ＢＰ，轻摇混匀。磁性

分离，弃上清，重复该预处理操作１次。（３）偶联反应：将１ｍＬ

ＨＲＰ溶液加入步骤（２）的离心管中，置于恒温摇床，３７℃、１８０

ｒ／ｍｉｎ振荡反应２０ｍｉｎ，反应完毕，磁性分离２ｍｉｎ，取上清液

于一离心管中，并标记为 ＨＲＰｐｏｓｔ，留作偶联效率检测用。

（４）清洗：在步骤（３）的 ＨＲＰ离心管中加入１ｍＬ清洗液 ＷＰ，

轻摇混匀，磁性分离，取上清液于一离心管中，并标记为 ＨＲＰ

ｗａｓｈ１，重复该操作１次，取上清液于一离心管中，并标记为

ＨＲＰｗａｓｈ２，留作偶联效率检测用。（５）封闭：在步骤（４）的离

心管中加入３ｍＬ封闭液，置于恒温摇床，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振

荡反应２ｈ，磁性分离，弃上清。（６）清洗：在步骤（５）的离心管

中加入１ｍＬ清洗液 ＷＰ，轻摇混匀，磁性分离，弃上清。重复

该清洗操作３次。（７）保存：在步骤（６）的离心管中加入１ｍＬ

保存液ＳＰ，轻摇混匀，２～８℃保存备用。
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１．２．２　ＧＯＤ与异硫氰酸根微粒的偶联　（１）ＧＯＤ溶液的配

制：用电子称量器准确称取５．７５ｍｇＧＯＤ溶解于５．７５ｍＬ偶

联液ＢＰ中（浓度为１．０μｇ／μＬ，总体积为５．７５ｍＬ），取出

８０μＬ溶液于一离心管中，并标记为ＧＯＤｐｒｅ，留作偶联效率检

测用。（２）异硫氰酸根末端磁性微粒的预处理：将异硫氰酸根

末端磁性微粒摇匀后，用移液器移取５ｍＬ置于２０ｍＬ离心管

中，磁性分离２ｍｉｎ，弃上清，加入２５００μＬ偶联液ＢＰ，轻摇混

匀。磁性分离，弃上清，重复该预处理操作一次。（３）偶联反

应：将５．７４ｍＬＧＯＤ溶液加入步骤（２）的离心管中，置于恒温

摇床，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡反应２０ｍｉｎ，反应完毕，磁性分离２

ｍｉｎ，取上清液于一离心管中，并标记为ＧＯＤｐｏｓｔ，留作偶联效

率检测用。（４）清洗：在步骤（３）的 ＧＯＤ离心管中加入５ｍＬ

清洗液 ＷＰ，轻摇混匀，磁性分离，取上清液于一离心管中，并

标记为ＧＯＤｗａｓｈ１，重复该操作１次，取上清液于一离心管

中，并标记为ＧＯＤｗａｓｈ２，留作偶联效率检测用。（５）封闭：在

步骤（４）的ＧＯＤ离心管中加入１５ｍＬ封闭液，置于恒温摇床，

３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡反应２ｈ，磁性分离，弃上清。（６）清洗：

在步骤（５）的ＧＯＤ离心管中加入５ｍＬ清洗液 ＷＰ，轻摇混匀，

磁性分离，弃上清。重复该清洗操作３次。（７）保存：在步骤

（６）的ＧＯＤ离心管中加入５ｍＬ保存液ＳＰ，轻摇混匀，２～８℃

保存备用。

１．２．３　ＨＲＰ和ＧＯＤ偶联效率的计算　以偶联液ＢＰ调零，

分别测定ｐｒｅ、ｐｏｓｔ样品在２８０ｎｍ处的吸光值，以清洗液 ＷＰ

调零，分别测定 ｗａｓｈ１、ｗａｓｈ２样品在２８０ｎｍ处的吸光值，并

按照以下公式计算两种酶在磁微粒表面的偶联效率，以效率乘

以加入酶的量，即为偶联在磁微粒表面的酶的量。

偶联效率＝
ＯＤ２８０（ｐｒｅ）－ＯＤ２８０（ｐｏｓｔ）－ＯＤ２８０（ｗａｓｈ１）－ＯＤ２８０（ｗａｓｈ２）

ＯＤ２８０（ｐｒｅ）
×

１００％。

１．２．４　０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．０）的配制　（１）首先用

电子称量器准确称取４．０ｇ氢氧化钠溶解于１００ｍＬ蒸馏水

中，配成１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠溶液；（２）称取无水磷酸二氢钾

１．３２５ｇ及十二水磷酸氢二钠５．４６ｇ溶解于２００ｍＬ蒸馏水

中，再用１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠溶液调节ｐＨ至７．０，然后用蒸馏

水稀释至２５０ｍＬ。

１．２．５　配制酚试剂　方法：取 ＧＯＤ１２０Ｕ和 ＨＲＰ１２０Ｕ及

４ＡＡＰ１ｍｇ加上述磷酸盐缓冲液至８ｍＬ左右，调节ｐＨ７．０。

再加磷酸盐缓冲液至１０ｍＬ，混匀待用。酚溶液的配制：苯酚

１００ｍｇ溶于１００ｍＬ蒸馏水中，贮存于棕色瓶中。酶酚混合试

剂：酶试剂和酚溶液等量混合，贮存于棕色瓶中。

１．２．６　反应　操作见表１。

表１　　各管操作反应比较

试剂 空白管（ｍＬ） 标准管（ｍＬ） 测定管（ｍＬ）

蒸馏水 ０．０２ － －

Ｇｌｕ标准液 － ０．０２ －

血清 － － ０．０２

酶酚混合试剂 ３．０ ３．０ ３．０

　　－：无数据。

１．２．７　测吸光度　用微量加样枪吸取２μＬ样品，在微量核酸

蛋白检测仪 ＴｈｅｒｍｏＤＲ２０００上在５０５ｎｍ波长，以空白管调

零，测定标准管和待测管的吸光度。按以下公式计算各管的葡

萄糖浓度：

待测葡萄糖浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）＝
测定管吸光度

标准管吸光度×
标准管浓度（６．１８）

２　结　　果

２．１　 ＨＲＰ 和 ＧＯＤ 偶 联 效 率 的 测 定 　 所 测 结 果 为：

ＨＲＰ（ｐｒｅ）＝０．１１８、ＧＯＤ（ｐｒｅ）＝０．１２１、ＨＲＰ（ｐｏｓｔ）＝０．０３８、

ＧＯＤ（ｐｏｓｔ）＝０．０８２、ＨＲＰ（ｗａｓｈ１）＝０．０１９、ＧＯＤ（ｗａｓｈ１）＝

０．０１４、ＨＲＰ（ｗａｓｈ２）＝０．０１３、ＧＯＤ（ｗａｓｈ２）＝０．００８、ＨＲＰ

（ＢＰ）＝０．００１、ＧＯＤ（ＢＰ）＝０．００１、ＨＲＰ（ＷＰ）＝０．００１、ＧＯＤ

（ＷＰ）＝０．００１、ＨＲＰ偶联效率＝４２．７３％×１．１ｍｇ×１８４０Ｕ／

ｍｇ＝８６５Ｕ、ＧＯＤ偶联效率＝１５．８３％×５．７４ｍｇ×１７５Ｕ／ｍｇ

＝１５９Ｕ。

２．２　磁微粒葡萄糖检测体系的颜色反应　水浴１５ｍｉｎ后取

出样品，能够见到产生了红色的颜色反应。见图１～３。

图１　　磁微粒葡萄糖检测体系的颜色反应（空白管）

图２　　磁微粒葡萄糖检测体系的颜色反应（标准管）

图３　　磁微粒葡萄糖检测体系的颜色反应（检测管）

２．３　各测定管吸光度测定　见图４～６。

２．４　血糖浓度测定结果　见表２。

表２　　血糖浓度测定比较

项目 空白管 标准管 测定管

吸光度 ０．００２ ０．０２１ ０．０７６

血糖浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）０．０００ ６．１８０ ２４．０６
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图４　　空白管吸光度

图５　　标准管吸光度

图６　　测定管吸光度

３　讨　　论

本研究结果显示，以ｘＭａｇ
ＴＭ异硫氰酸根磁微粒为载体检

测葡萄糖浓度的方法是可行的，但是也存在一些问题，一是葡

萄糖氧化酶的偶联率比较低，二是葡萄糖氧化酶的单位浓度比

较小，所以本实验采取了同比例缩小１０倍的方法进行检测，具

体的试验结果与临床结果相符程度有待于下一步研究。

葡萄糖的检测方法主要有红外光谱法、高效液相色谱法、

气质联用以及各式各样的酶传感器等，它们或成本高或要求在

沸腾状态下测定、操作不便、试剂稳定性差等原因在实际应用

中受限。葡萄糖的检测最常用的酶学方法有葡萄糖氧化酶法

和己糖激酶法，其特点是具有较高的灵敏度、准确度和精密度，

反应条件温和，操作简便。

本实验利用磁微粒对酶的吸附作用及该体系对酶的保护

作用，研究了以磁微粒为载体检测血清葡萄糖的体系。通过预

期试验，此工作达到了初步的目的。在后续的工作中还应验证

该体系检测血清葡萄糖的特异度、准确性、精密度及线性，同时

考虑通过加入葡萄糖变旋酶减少该体系检测时间。在该体系

研制成熟后结合重庆大学研制的微型光谱分析仪自带磁力搅

拌系统及３７℃恒温孵育系统，为研制适合野战、基层等小型医

疗机构的便携式检测设备的试剂打下基础。
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脑血管病患者高Ｈｃｙ血症与叶酸和维生素Ｂ１２关系的初步研究

郑　伟，孟冬娅，罗　军，韩　笑，李　坤，胡晓芳△

（沈阳军区总医院检验科，辽宁沈阳１１０８４０）

　　摘　要：目的　探讨脑血管病患者高同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）血症与叶酸、维生素Ｂ１２之间的相关性。方法　脑血管病组患者（于

确诊入院的第１天清晨）以及对照组体检者在空腹状态下采集前臂无抗凝静脉血３ｍＬ。无抗凝静脉血１ｈ内离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，

１０ｍｉｎ）分离血清后，置于－７０℃保存待测。应用日立７６００全自动生化分析仪，采用酶法检测血清Ｈｃｙ浓度。应用ＡＩＡ１８００全

自动化学发光免疫分析仪，采用化学发光免疫法分别检测叶酸和维生素Ｂ１２浓度。结果　脑梗塞（ＣＩ）组、脑出血（ＣＨ）组和对照组

的血清 Ｈｃｙ水平比较差异有统计学意义（犉＝１９．５８，犘＜０．０１）。其中，ＣＩ组的血清 Ｈｃｙ水平［（２４．０４±６．３６）μｍｏｌ／Ｌ］明显高于

ＣＨ组［（２０．３９±５．５６）μｍｏｌ／Ｌ］，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。与之相反，ＣＩ组和ＣＨ组血清叶酸、维生素Ｂ１２水平均明显低于

对照组（犘＜０．０１），但ＣＩ组和ＣＨ组之间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。相关分析结果显示，脑血管病组的血清叶酸和维生

素Ｂ１２水平与 Ｈｃｙ水平呈负相关（狉１＝－０．８０，狉２＝－０．８３）。结论　高 Ｈｃｙ血症是导致脑血管病发生的独立危险因素。而 Ｈｃｙ

与叶酸、维生素Ｂ１２之间存在的负反馈调节机制可能是导致脑血管病发生的关键因素。

关键词：高同型半胱氨酸血症；　脑血管病；　叶酸；　维生素Ｂ１２

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２０．０１５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２０２４６７０３

　　高同型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ）血症是脑血管病患 者重要的病理特征［１２］，也是增加脑血管病发生的独立危险因
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