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·基础实验研究论著·

探讨ＬｙｓＣ胰蛋白酶对于质谱法测定糖化血红蛋白的应用价值

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　　摘　要：目的　探讨ＬｙｓＣ胰蛋白酶在国际临床化学组织（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＦｅｄｅｒａｔｉｏｎｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＩＦＣＣ）推荐的质谱法测定糖化血红蛋白的参考方法中的应用价值。方法　分别用两种特异性蛋白水解酶（ＧＬＵＣ胞内

蛋白酶和ＬｙｓＣ胰蛋白酶）酶解血红蛋白后，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，衡量蛋白酶解的效率，再将消化后的血红蛋白进行质谱分析，

测定标本中糖化血红蛋白的浓度。结果　在相同的电泳条件下，ＬｙｓＣ胰蛋白酶酶解血红蛋白的效率优于ＧＬＵＣ；酶解后的血

红蛋白标本经质谱方法分析可知，两种蛋白酶用于检测糖化血红蛋白浓度时，可以得到基本一致的结果，由两种方法绘制的标准

曲线狉２ 分别为０．９２９和０．９９８。结论　在ＩＦＣＣ推荐的糖化血红的蛋白参考测量方法中，一直使用ＧＬＵＣ胞内蛋白酶酶解血红

蛋白，该研究尝试通过ＬｙｓＣ胰蛋白酶的使用，降低整个实验成本。经结果分析，证实应用这两种特异性的蛋白酶检测糖化血红

蛋白时，可以得到基本一致的结果，推荐使用文中所列方法将ＬｙｓＣ胰蛋白酶作为酶解糖化血红蛋白的特异性蛋白酶。

关键词：血红蛋白Ａ，糖化；　质谱分析法；　ＬｙｓＣ胰蛋白酶；　ＧＬＵＣ胞内蛋白酶
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　　葡萄糖进入红细胞后与血红蛋白 ＨｂＡ的β链 Ｎ末端缬

氨酸残基缩合，先形成一种不稳定的Ｓｃｈｉｆｆ碱（醛亚胺结构），

即前ＨｂＡ１ｃ，再解离或经Ａｍａｄｏｒｉ分子重排后形成ＨｂＡ１ｃ（醛

酮结构），此反应的过程是缓慢和不可逆的，并且由于红细胞内

没有分解醛酮的酶。因此 ＨｂＡ１ｃ浓度只与红细胞寿命和该时

期体内血糖的平均浓度有关，不受运动或食物的影响，反映的

是过去６～８周的平均血糖浓度，是目前国际上公认的用于评

估糖尿病患者长期血糖状况的金标准，２００２年ＩＦＣＣ推出了一

整套的糖化血红蛋白的参考测量方法［１］，即将待测标本溶血后

经ＧＬＵＣ胞内蛋白酶（ｅｎｄｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＧＬＵＣ）酶解后应用高

效液相色谱串联电喷雾质谱仪或高效液相色谱串联毛细管电

泳仪检测。本研究在ＩＦＣＣ推荐的质谱法基础上，分别使用

ＧＬＵＣ和ＬｙｓＣ胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎ）进行蛋白酶解后，经ＬＣ

ＭＳ质谱仪测定糖化血红蛋白的含量，旨在比较两种特异性的

蛋白水解酶酶解糖化血红蛋白的差异，探讨ＬｙｓＣ胰蛋白酶在

ＩＦＣＣ推荐的质谱法测定糖化血红蛋白的方法中的应用价值。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　（１）仪器：ＺＬＮＳ１型真空离心压缩机（上海

青浦仪表厂）；ＭＩＣＲＯ１７Ｒ型低温高速离心机（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｎｅ

ｔｉｆｉｃ）；ＰＨＳ３ＥＰＨ计（上海精科仪表厂）；ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＶｅｌｏｓ

液质联用质谱仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；ＳＤＳＰＡＧＥ设备及电泳

槽（ＢｉｏＲａｄ）。（２）试剂：实验所需的无机化学试剂均为分析纯，

采购自北京化工有限公司；有机化学试剂均为 ＨＰＬＣ等级，采

购自默克公司；购买的ｅｎｄｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅＧＬＵＣ为测序等级，采

购自罗氏公司；购买的 ＬｙｓＣ胰蛋白酶为测序等级，采购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司。用于清洁及除盐的ｏａｓｉｓＨＬＢ固相萃取柱，购

自沃特世公司。

１．２　标准物质　使用满足计量学特性的国际有证标准物质

ＩＲＭＭ／ＩＦＣＣ４６７（ＨｂＡ０）和 国 家 一 级 糖 化 血 红 蛋 白

（ＧＢＷ０９１８１，ＧＢＷ０９１８２，ＧＢＷ０９１８３）为标准物质，绘制标准

曲线；以参考物质ＢＣＲ４０５为质控品，标准物质的运输、保存

和使用严格按照产品说明书所列要求进行。

·７５２·国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３
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１．３　标本　所有标本均来自朝阳医院健康体检患者，空腹采

集新鲜抗凝静脉血，经筛查人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）抗体，乙

型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ），丙型肝炎表面抗原均为阴性。

１．４　方法

１．４．１　酶解　分别按照产品说明书所列要求使用两种蛋白酶

酶解。

１．４．２　ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳　制备厚度为０．７５ｍｍ，分离胶为

１２％，浓缩胶为５％的不连续聚丙烯酰胺凝胶。将酶解前的标

本与 ＧＬＵＣ胞内蛋白酶和ＬｙｓＣ胰蛋白酶酶解后的标本以

１∶１０的比例稀释后与加样缓冲液１∶１混合，１００℃加热５

ｍｉｎ。上样：预染蛋白上样 Ｍａｒｋｅｒ６μＬ，各标本上样２０μＬ。

Ｕ＝９６Ｖ；１＝１４０ｍＡ，跑完浓缩胶，提高电压至 Ｕ＝１２０Ｖ跑

分离胶，至溴酚蓝到达玻璃板底部时停止电泳。考马斯亮蓝染

色过夜，脱色至出现清晰蛋白条带，背景无色后拍照。

１．４．３　高效液相色谱与质谱参数　见表１。

表１　　液相色谱和质谱条件

项目 色谱条件参数 项目 质谱条件参数

流动相 Ａ：水（水＋０．１％ＴＦＡ） 扫描类型 ＭＳ２ＳＩＭ

Ｂ：乙腈 ＣＡＰ电压 ４５００Ｖ

梯度 ０ｍｉｎ５％Ｂ 喷雾气体 氮气

２６ｍｉｎ５０％Ｂ 喷雾器压力 ３０ｐｓｉ

３６ｍｉｎ９５％Ｂ 气体流速 １１Ｌ／ｍｉｎ

４１ｍｉｎ９５％Ｂ 气体温度 ３００℃

４２ｍｉｎＳＴＯＰＲＵＮ 扫描范围 ３００～２０００ｍ／ｚ

流速 ３００μＬ／ｍｉｎ

１．４．４　质谱图的提取及结果计算　使用Ｘｃａｌｉｂｕｒ分析软件提

取质荷比为３４８．２、４２９．２（ＧＬＵＣ胞内蛋白酶酶解后的血红蛋

白β链Ｎ末端６肽段）、４７６．２７和５５７．２５（ＬｙｓＣ胰蛋白酶酶

解后的血红蛋白β链 Ｎ末端８的肽段）的信号强度（见图１～

４），ｒｓｉｇ（信号比率）＝（ｇｌｃβ１６８）／（β１６８）；通过定标曲线的

线性回归方程，由检测标本的信号比率可以推导出ｒｃｏｎｃ

（ＨｂＡ１ｃ／ＨｂＡ０浓度比率），则检测标本的糖化血红蛋白的百

分比浓度为 ＨｂＡ１ｃ％＝１００×ｒｃｏｎｃ／（１＋ｒｃｏｎｃ）。每个标本重

复测定２次，取平均值。

图１　　ＧＬＵＣ胞内蛋白酶酶解后的 ＨｂＡ１ｃ的质谱峰

图２　　ＧＬＵＣ胞内蛋白酶酶解后的 ＨｂＡ０的质谱峰

２　结　　果

２．１　经ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳，相对分子质量为６５×１０３ 左右的

血红蛋白条带经酶解后明显变浅或消失，证实两种蛋白酶均能

很好地完成对血红蛋白的消化且ＬｙｓＣ胰蛋白酶在较高浓度

糖化血红蛋白时酶解蛋白的效率优于ＧＬＵＣ胞内蛋白酶（见

图５）。Ｈ、Ｌ为未经酶解的标本，Ｈｂ＝５０ｍｇ／ｍＬ，糖化血红蛋

白浓度经ＩＦＣＣ方法定值分别为Ｌ＝３．４３５６ｍｍｏｌ／ｍＬ，Ｈ＝

７．９２１０ｍｍｏｌ／ｍＬ；ＴＨ、ＴＬ为经ＬｙｓＣ胰蛋白酶酶解的标本；

ＧＨ、ＧＬ为经ＧＬＵＣ胞内蛋白酶酶解的标本。

图３　　ＬｙｓＣ胰蛋白酶酶解后的 ＨｂＡ１ｃ的质谱峰

图４　　ＬｙｓＣ胰蛋白酶酶解后的 ＨｂＡ０的质谱峰

图５　　标本酶解前后ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳结果

图６　　两种蛋白酶测定糖化血红蛋白的标准曲线

表２　　经两种蛋白酶酶解后测定糖化血红蛋白

　　　　　结果的比较

分组 ＩＦＣＣ方法均值 ＬｙｓＣ胰蛋白酶 ＧＬＵＣ胞内蛋白酶

Ｌ ３．４３５６ ３．４７０５ ３．３１２３

Ｍ ５．６４５５ ５．６７６１ ５．４５４１

Ｈ ７．９２１０ ７．８３８６ ７．７３９７

２．２　ＨｂＡ１ｃ标准曲线由０．０００％、３．８４２％、５．２６８％、８．

８７４％４个浓度组成，经溶液内酶解后，等量分装，－７０℃冰箱

冻存。每次实验前各取出１瓶，室温溶解，经ｏａｓｉｓＨＬＢＣ１８

固相萃取柱清洁及除盐后，真空离心压缩机抽干，０．１％甲酸复
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溶后，经质谱仪检测，每瓶即为１批，每批重复测定２次，取平

均值，绘制标准曲线（见图６）。

２．３　经ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＶｅｌｏｓ质谱仪分析后，对检测结果的均

值进行计算绘制相关曲线，结果见表２、图７。

图７　　经两种蛋白酶酶解后测定糖化血红蛋白

　　　　　结果的比较

３　讨　　论

２０１０年，《新英格兰医学杂志》发表了中日友好医院杨文

英教授牵头进行的全国糖尿病流行病学调查，根据这次调查结

果推算我国糖尿病患者数已达９２００万，居世界首位，另外还

有糖尿病前期患者１．４８亿
［２］。在我国绝大多数糖尿病患者为

２型糖尿病，由于生活方式的不同，城乡患病率差异很大，由此

引起的糖尿病慢性并发症的控制率不足。在以ＤＣＣＴ
［３］（Ｄｉａ

ｂｅｔｅｓＣｏｎｔｒｏｌａｎｄＣｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓＴｒｉａｌ）和 ＵＫＰＤＳ
［４］（ＵＫＰｒｏ

ｓｐｅｃｔｉｖｅＤｉａｂｅｔｅｓＳｔｕｄｙ）对糖尿病患者的临床测试数据显示，

糖尿病的根本核心问题是血管并发症的发生，所以临床上就要

求对糖尿病的诊断标准不仅仅是有利于糖尿病的早期发现，更

应有利于糖尿病并发症的早期发现和预防，而根据 ＵＫＰＤＳ研

究发现，糖尿病并发症的减少和糖化血红蛋白的降低有关，并

证实糖化血红蛋白的微小降低可明显减少糖尿病相关病死率

及慢性并发症的发生。美国糖尿病协会（ＡＤＡ）在２０１０年初

发布的糖尿病诊疗指南中建议以 ＨｂＡ１ｃ≥６．５％作为非妊娠

期糖尿病的诊断标准［５］。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［６８］。

目前，国际上定义糖化血红蛋白化学构成为葡萄糖稳定的

连接在血红蛋白β链Ｎ末端缬氨酸（Ｖａｌ）残基上，即血红蛋白

（血液）Ｎ（１脱氧果糖基）血红蛋白β链（βＮ１ｄｅｏｘｙｆｒｕｃｔｏｓｙｌ

ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ）
［９］。书面 表 达 使 用 “ＨｂＡ１ｃ”，也 可 以 简 写 成

“Ａ１Ｃ”。根据美国病理工作者协会（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＡｍｅｒｉｃａｎＰａ

ｔｈｏｌｏｇｉｓｔｓ，ＣＡＰ）和ＰＴ（ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｉｎｇ）数据显示，有将近

３０种不同的方法检测糖化血红蛋白，其检测原理主要为基于

电荷不同的液相色谱的方法和基于结构的不同的亲和层析法，

但是，这些常规方法在血红蛋白变异体存在的情况下，对检测

系统产生干扰，虽经过多年技术上的改进，检测不精密度（犆犞）

＜１％、分辨率有了明显提高，基本可以达到临床需求，但是非

特异性的问题仍然不能完全克服［１０１１］。鉴于此，ＩＦＣＣ在１９９７

年建立了 ＨｂＡ１ｃ标准化工作组，旨在研究一个可供溯源的参

照系统，研发 ＨｂＡ１ｃ参考物质和参考方法，该工作组历时５年

的探索，经过多家实验室的努力，于２００２年推出了一套

ＨｂＡ１ｃ参考方法
［１］，是目前为止特异性较好的测量糖化血红

蛋白的方法之一。

ＬｙｓＣ胰蛋白酶是丝氨酸蛋白酶，可特异性地切开赖氨酸

和精氨酸残基的羧基端。天然胰蛋白酶易于自我水解［１２］，产

生假胰蛋白酶，存在于胰蛋白酶制剂中的这些自我水解产物能

产生多余的肽片段，从而干扰质谱检测到的片段的数据分析，

由于Ｔｒｙｐｓｉｎ存在自身酶解的现象，ＩＦＣＣ推荐使用ＧＬＵＣ胞

内蛋白酶用于糖化血红蛋白的酶解，本研究选用 Ｔｒｙｐｓｉｎ

Ｇｏｌｄ，ＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙＧｒａｄｅ（胰蛋白酶，质谱分析级），已经

过还原甲基化修饰，成为活性高且稳定的分子，抗拒自我水解

的性能特别强。由ＳＤＳ２ＤＰＡＧＥ胶电泳可见血红蛋白条带

经酶解后明显变浅或消失，证实两种蛋白酶均能很好的完成对

血红蛋白的消化且ＬｙｓＣ胰蛋白酶在较高糖化血红蛋白浓度

时酶解蛋白的效率优于 ＧＬＵＣ胞内蛋白酶，通过应用ＬＴＱ

ＯｒｂｉｔｒａｐＶｅｌｏｓ质谱仪对样本中糖化血红蛋白进行定量分析，

经实验证实，两种蛋白酶消化血液标本后，均可以获得比较一

致的结果，推荐可以使用文中所列方法将ＴｒｙｐｓｉｎＧｏｌｄ作为质

谱法检测糖化血红蛋白的特异性水解酶。

（致谢：感谢清华大学生命科学学院邓海腾教授及实验室

全体老师和同学在实验过程中给予的帮助和指导；感谢清华大

学生命科学学院质谱室工作人员对整个实验的支持和帮助）。
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