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两种方法学同型半胱氨酸水平正常值的临床验证及分析

梁红梅，黄　华，罗奇智，陈　群，罗文沈，吴愿如，鲍红霞，王小敏，万蕴华

（广东省深圳市龙岗区第二人民医院，广东深圳５１８１１２）

　　摘　要：目的　验证荧光法及循环酶法临床测定同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）水平正常值的差异。方法　根据ＣＬＳＩ标准化文件

ＥＰ９Ａ２要求，在该院体检高峰期每天取健康人员无溶血、黄疸、脂浊等的临床标本８份，分别用荧光法和循环酶法进行双份测定，

共测定１２ｄ，计算测定值的中位数和平均值、方差及两种方法学的相关系数，并绘制散点图，按９５％置信区间，确定出荧光法和循

环酶法测定 Ｈｃｙ水平正常值范围，并将该数值与生产商给定的正常水平值进行验证与分析。结果　荧光法的 Ｈｃｙ正常水平小于

１５μｍｏｌ／Ｌ，循环酶法的Ｈｃｙ正常水平为４．０～２４．１μｍｏｌ／Ｌ。两种方法学测定结果相关系数为０．９８８。结论　两种方法学测定的

结果存在相关性。荧光法测定 Ｈｃｙ正常水平值与生产商给出的正常水平值范围一致，值得信赖。而循环酶法测定的 Ｈｃｙ正常水

平值与生产商给出的正常水平值偏差较大。因此，实验室在选用 Ｈｃｙ检测方法时，应尽可能对生产商给出的 Ｈｃｙ水平正常值进

行复核，以确保检测结果对临床的指导作用。
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　　研究表明同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）是一种被认为与冠状动脉

疾病、脑血管及外周血管疾病的独立危险因素［１５］。甚至认为

与传统的指标相比，Ｈｃｙ具有更高的临床应用价值。但临床医

师对目前血浆 Ｈｃｙ的检测及界定值的认识还缺乏统一认

识［６］。一般认为，血浆同型半胱氨酸（ｔＨｃｙ）正常值参考范围

为小于１５μｍｏｌ／Ｌ（高效液相色谱法），当ｔＨｃｙ≥１５μｍｏｌ／Ｌ

时，即为高 Ｈｃｙ血症（ＨＨｃｙ）。也有学者认为健康人血浆ｔＨ

ｃｙ应小于１２μｍｏｌ／Ｌ
［７］。各生产商也根据所采用的检测方法

及试剂本身，确定有各自的血浆ｔＨｃｙ正常值参考范围。因

此，确定临床实验室所用试剂的健康人ｔＨｃｙ水平值范围尤为

重要。本文借用ＣＬＳＩ标准化文件指导思想，对实验室在用的

两种方法学（荧光法和循环酶法）检测 Ｈｃｙ水平正常值进行了

验证和分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　来自深圳市龙岗区第二人民医院，在医院体

检高峰期每天取健康人员临床标本８份，无溶血、黄疸、脂浊，

连续１２ｄ。

１．２　仪器与试剂　美国贝克曼ＬＸ２０全自动生化分析仪、美

国专利产品ＯＰ１６２微量荧光分析仪。国内某生物科技公司

经药监局注册生产的适用于贝克曼生化分析仪的循环酶法

ｔＨｃｙ检测试剂盒、济南杏恩生物科技有限公司经药监局注册

生产的适用于 ＯＰ１６２微量荧光分析仪的ｔＨｃｙ荧光定量试

剂盒。

１．３　方法

１．３．１　测定方法　循环酶法在贝克曼ＬＸ２０仪器上测定；荧

光法在ＯＰ１６２微量荧光分析仪上测定。

１．３．２　方法学实验　每天取健康人员临床标本８份，现对标

本进行随机排序，按１～８编号，每份标本分别用荧光法和循环

酶法进行双份测定，先按１～８的顺序测定第１次，再按８～１

的顺序测定第２次，共测定１２ｄ记录数据。计算测定值的中

位数、平均值及两种方法学的相关系数，并绘制散点图，按

９５％可信区间，确定出荧光法和循环酶法测定 Ｈｃｙ水平正常

值范围，并将该数值与生产商给定的正常水平值进行验证与

分析。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０对荧光法和循环酶法进行

相关性分析。

２　结　　果

２．１　离群点的检查　计算每个样本重复测定的比值（荧光法

为犅犢犻、循环酶法为犅犡犻），比值超过２的将视为离群点，检验

结果无效。经检查，无离群点出现。

２．２　方法对比的散点图　计算每个样本测定结果的均值（荧

光法为犢犻、循环酶法为犡犻）并应用ＳＰＳＳ１９．０绘制犢犻对犡犻的

散点图，见图１。

图１　　犢犻对犡犻的散点图

２．３　方法学相关性分析　结果在显著性水准为０．０１水平（双

侧）上显著相关，狉＝０．９８８。

２．４　两种方法的比较　计算两种方法学测定结果的极大值、

极小值、中位数、平均值、标准差，并对两种方法学测定的样本

结果进行排序，按９５％可信区间，确定出各自 Ｈｃｙ水平正常值

范围，见表１。很显然，循环酶法试剂盒说明书所宣称的按

９５％分布区间 Ｈｃｙ水平正常值范围为４．０～１５．４μｍｏｌ／Ｌ与

实验本身得出的３９．６％的分布比例是有巨大差距的。而荧光
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法试剂盒说明书宣称的按９５％分布区间 Ｈｃｙ水平正常值范围

为小于１５μｍｏｌ／Ｌ与实验本身得出的９５．８％的分布比例是严

格相符的。

表１　　两种方法的方法学比较

项目 酶循环法 荧光法

极小值（μｍｏｌ／Ｌ） ７．０５ ３．４５

极大值（μｍｏｌ／Ｌ） ２８．７０ １６．２５

均值（μｍｏｌ／Ｌ） １６．９６８２ ９．９０２６

标准差（μｍｏｌ／Ｌ） ４．７４５２ ２．６３８１０

中位数（μｍｏｌ／Ｌ） １６．９２５ ９．６７５

说明书宣称的Ｈｃｙ水平正常值（μｍｏｌ／Ｌ） ４．０～１５．４ ＜１５

按说明书宣称的正常值在实验结果中的样本数 ３８ ９２

按说明书宣称的正常值占实验结果样本数的比例 ３９．６０ ９５．８０

按９５％分布Ｈｃｙ水平正常值（μｍｏｌ／Ｌ） ４．０～２４．１ ＜１５

３　讨　　论

ｔＨｃｙ在体内主要以还原型、胱氨酸（氧化型）、同型半胱氨

酸半胱氨酸及同型半胱氨酸胱氨酸二硫化物混合氧化型等

形式存在，在血浆中有游离和蛋白结合体两种，前者占２０％，

后者与清蛋白结合，占７０％～８０％，统称为ｔＨｃｙ
［８］。有人发现

不同情况下游离形式和蛋白结合体可重新分布，较高的温度或

储存时间较长，则ｔＨｃｙ迅速与蛋白结合，而游离体含量很少。

血液离体后红细胞仍可不断地释放 Ｈｃｙ到细胞外液中，因此

一般研究均以测定血浆标本为主，并且采血后应及时分离测定

或冰冻。Ｈｃｙ测定过去曾用氨基酸分析仪测定，比较复杂且不

稳定，２０世纪８０年代开始应用高压液相色谱技术（ＨＰＬＣ）检

测，质控稳定，应用广泛。Ｈｃｙ的正常参考值随测定方法和种

族人群的不同而有所不同，一般正常空腹血浆ｔＨｃｙ水平为小

于１５μｍｏｌ／Ｌ。

目前ｔＨｃｙ的测定方法主要有以下五种：同位素法、

ＨＰＬＣ、荧光定量法、酶联免疫测定法、循环酶法。在临床实验

室应用较为广泛的常规方法是高效液相色谱法和循环酶法。

本文所用的荧光法的检测原理是：检测时，首先将氧化态

的同型半胱氨酸先用二硫苏糖醇还原，再用基因重组酶将同型

半胱氨酸分解，所形成的产物再与适当显色剂反应形成可测量

的荧光化合物，通过测定荧光的量值来确定ｔＨｃｙ的含量。整

个过程中不需要抗体试剂加入反应。该方法具有灵敏度高、检

测速度快的特点。

循环酶法的检验原理为：利用小分子捕获技术的Ｓ腺苷

Ｈｃｙ（ＳＡＨ）水解酶的方法，在三乙羧乙基膦作用下，氧化型

Ｈｃｙ被转化为游离型 Ｈｃｙ，后者通过与共价底物Ｓ腺苷甲硫

氨酸反应，生成蛋氨酸和ＳＡＨ。ＳＡＨ 被ＳＡＨ 水解酶水解成

腺苷和 Ｈｃｙ，Ｈｃｙ经循环反应放大信号，同时产生腺苷，腺苷立

即水解成氨和次黄嘌呤，氨在谷氨酸脱氢酶的作用下，使

ＮＡＤＨ转化为ＮＡＤ＋，样本中的 Ｈｃｙ含量与 ＮＡＤＨ 转化速

率呈正比［９］。循环酶法试剂可以在全自动生化分析仪上直接

操作，具有简便易操作的特点。

从实验的结果看，荧光法测定的结果稳定，与生产商提供

的正常值完全一致，吻合度高，值得信赖。分析其实验过程可

以看到，该方法是通过特定的微量荧光分析仪进行检测分析

的，而荧光检测仪是高压液相色谱仪中最常用的一种检测器。

因而，从某种角度上来说，该方法属于高效液相色谱法（检测

ｔＨｃｙ的金标准）下的一个子方法，故而其结果稳定，数据可靠

也就在预料之中。

而循环酶法采用的是小分子捕获技术及酶循环放大信号，

在方法学上，有以下两个难点：其一，容易误将相对分子质量大

小相差不大的半胱氨酸等一并捕获，而导致检测结果偏高；其

二，通过酶循环放大信号，这对酶的纯度和稳定性都要求很高。

否则多次放大后，小小的偏差或不稳定，都将导致较大的结果

偏差，这与临床实际检测结果所反映的情况是一致的。

综上所述，荧光法由于方法学本身的优势，试剂质量稳定

可靠，ｔＨｃｙ水平正常值符合试剂盒本身所确定的和公认的小

于１５μｍｏｌ／Ｌ，适合临床推广使用。若选用循环酶法试剂，应

尽可能选用市场信誉度高的知名厂家，并进行必要的试用，确

保质量稳定可靠，以正确指导临床应用。
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