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·检验技术与方法·

毛细管电泳法分析糖基化血红蛋白
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　　摘　要：目的　探讨毛细管电泳在分析糖基化血红蛋白水平方面的临床应用价值。方法　该文利用长３０ｃｍ、内径２５μｍ的

未涂层熔融石英毛细管，利用血红蛋白在４１５ｎｍ波长处的特异性吸收峰，二极管阵列（ＰＤＡ）法检测健康人与糖尿病及高危人群

中的糖基化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）水平。在研究过程中，对精密度和准确度进行了精确分析。结果　ＨｂＡｌｃ和非 ＨｂＡｌｃ成功分离，

峰型清晰锐利且能对 ＨｂＡｌｃ进行定量分析。结论　毛细管电泳法具有特异性好、精密度和准确度高等优点，因此，该法应该在临

床上被推广应用。
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　　糖尿病患者中的长期血糖浓度是一个重要的诊断和评价

治疗效果的指标。糖尿病的诊断标准最初是基于患者与正常

人血糖水平的偏离值。随着学术界对糖尿病综合症认识的加

深，诊断标准也随着重新修订。在１９９７年，世界卫生组织

（ＷＨＯ）糖尿病诊断和分类委员会进行了大规模的人群分析，

提出了新的糖尿病诊断标准。其中，空腹血糖（ＦＰＧ）含量、２ｈ

后口服糖耐量测试（ＯＧＴＴ）以及糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）的水

平为诊断糖尿病水平的标志。

ＨｂＡ１ｃ是糖基化血红蛋白的主要形式
［１］。糖化血红蛋白

（ＨｂＡ１ｃ）的水平可以反映３至４个月内的血糖变化情况，因

此，ＨｂＡ１ｃ的水平被认为是诊断长期血糖含量的关键标志物。

在许多临床试验中，临床诊断结果和糖尿病之间的关系已经被

研究确证［２］。糖化血色素是由于葡萄糖附着在血红素上形成

的。根据洗脱顺序，这些分离出来的组分别被命名为 ＨｂＡ１ａ、

ＨｂＡ１ｂ和 ＨｂＡ１ｃ。

近些年来，国际临床化学联合会（ＩＦＣＣ）一直在致力于改

善 ＨｂＡ１ｃ测量的方法。通过分析血红蛋白的成分来检测和诊

断糖尿病正成为一个新的检测手段［３］。作为一种替代全蛋白

分离的方法，ＨｂＡ１ｃ的量化分析也可以通过鉴定肽谱的方法

实现。这一方法往往包括蛋白质的酶解以及酶解后特征肽谱

的分析。由于高度自动化和准确性，毛细管电泳技术被广泛应

用并逐渐被用于分析 ＨｂＡ１ｃ。毛细管电泳（ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＣＥ）也被称为高效毛细管电泳（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃａｐ

ｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＨＰＣＥ），它是以毛细管为分离通道、以高

压直流电场为驱动力的新型液相分离技术。在碱性环境中，通

过毛细管电泳技术，人血中的 ＨｂＡ１ｃ成分可以被分离和量

化［４］。该方法具有分离效率高、重复性好等特点。因此，本文

旨在探讨毛细管电泳法对 ＨｂＡｌｃ分离鉴定的临床应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究所采样时间为２０１２年１０至２０１３年２

月，共采集解放军第四Ｏ四医院１２８例健康人与９５例糖尿病

及高危人群为研究对象。所谓糖尿病高危人群是指血糖数值

已达正常的高限或略高于正常值指标，但还不能确诊为糖尿病

的人群；有糖尿病家族史的人群；体质量严重超标的肥胖人群。

１．２　原理　本研究所用溶液来自于 Ａｎａｌｉｓ公司的 ＨｂＡ１ｃ测

定试剂盒。在酸性环境中（ｐＨ４．５），通过高压进样及电泳，

ＨｂＡ１ｃ从非 ＨｂＡ１ｃ中分离出来。通过二极管阵列（ＰｈｏｔｏＤｉ

ｏｄｅＡｒｒａｙ，ＰＤＡ）在４１５ｎｍ紫外波长处检测吸收峰。
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１．３　仪器与试剂　ＨｂＡ１ｃＣＥ试剂盒为美国 Ｂｅｃｋｍａｎ－

Ｃｏｕｌｔｅｒ公司提供；毛细管电泳仪（Ｐ／ＡＣＥ ＭＤＱＣａｐｉｌｌａｒｙＥ

ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍ）为美国Ｂｅｃｋｍａｎ－Ｃｏｕｌｔｅｒ公司提供；未

涂层熔融石英毛细管（２５μｍ内径、３０ｃｍ长度、有效长度１０

ｃｍ），北京普生瑞达生物技术有限公司。

１．４　方法

１．４．１　采用静脉取血法抽取１００例健康人与９５例糖尿病及

高危人群的全血，在样本中加入抗凝剂ＥＤＴＡ。加入溶血剂

（ｈｅｍｏｌｙｚｅｒ），用微量加样器充分混匀。

１．４．２　电泳条件　紫外检测波长为４１５ｎｍ，毛细管电泳温度

为２６℃。在进样前，首先用引发剂（ｐＨ４．７）高压冲洗１８ｓ，接

着用硼酸盐缓冲液（ｐＨ４．５）预冲洗１ｍｉｎ，在４ｋＶ电压的条件

下，进样５ｓ，在８ｋＶ的电压下，电泳１０ｍｉｎ。整个电泳过程持

续为１５ｍｉｎ。

１．５　统计学处理　使用“ＧｏｌｄｅｎＳｙｓｔｅｍ”软件计算出各个峰

值的面积并计算其所占的百分比，按照以下公式即可得到

ＨｂＡ１ｃ的检测值。ＨｂＡ１ｃ检测值＝ＨｂＡ１ｃ／ＨｂＡ×１００％，应

用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据处理。９５％为可信区间，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　毛细管电泳法分离血红蛋白　毛细管电泳法主要是根据

核质比来分离 ＨｂＡ１ｃ。首先，在酸性条件下，由于ｐＨ值低于

血红素的等电点（ｐＩ＝７），故血红素带正电荷。由于在 ＨｂＡ１ｃ

氨基上附着了葡萄糖分子，因此，ＨｂＡ１ｃ与血红蛋白Ａ（ＨｂＡ）

带有不同的电荷。根据这一原理，研究者可以将二者分离开

来。按照材料方法中所述电泳条件，血红蛋白分离结果良好，

具体结果如图１所示（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。一个典型的电泳图表现出两个特征峰 ＨｂＡ１ｃ和

ＨｂＡ，与试剂盒产商相比，本次分离结果与其提供的图谱一

致，分别为（７．１６±０．０１）ｍｉｎ与（７．８７±０．０１）ｍｉｎ。包括前后

的冲洗时间，整个电泳过程持续１５ｍｉｎ。

２．２　健康人血糖水平　健康人的空腹血糖水平一般是低于

６．１ｍｍｏｌ／Ｌ。在本研究中，血糖含量正常者以及无糖尿病史

者总共有１２８人。根据毛细管电泳结果，这些人群的 ＨｂＡ１ｃ／

ＨｂＡ比值范围分布在２．２％～５．６％。一般统计学结果认为

９５％为可信区间，犘＜０．０５为差异有统计学意义。因此，参考

值９５％的分布范围在２．１０％～５．１５％，见图２（见《国际检验

医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　糖尿病患者的血糖水平　在那些确诊为糖尿病且血糖含

量高于６．１ｍｍｏｌ／Ｌ的糖尿病患者中（共计６７例），通过毛细

管电泳检测，研究者发现 ＨｂＡ１ｃ和 ＨｂＡ的比率大于５．１５％

的有４５例，而小于５．１５％的有２２例。调查分析表明，这些

ＨｂＡ１ｃ／ＨｂＡ比值小于５．１５％的患者都在使用药物进行糖尿

病的控制。这一研究结果表明，长期服用降糖药物，有助于降

低血浆中糖化血红蛋白的水平。

３　讨　　论

在临床测试中，ＨｂＡ１ｃ的检测是一个关键的诊断糖尿病

的指标。因此，提高 ＨｂＡ１ｃ的诊断效率尤为重要。高度自动

化、高度周转时间、仪器参数以及低成本是选择合适分析手段

的前提条件。因此，世界各地的生产商都在致力于创造出高通

量的分析仪器。

作为一项新兴技术，毛细管电泳技术通常被临床实验室用

来分离和量化蛋白质成分、血清蛋白以及血红素成分［５］。目

前，技术的发展已经允许许多公司开发出相应试剂盒来分析

ＨｂＡ１ｃ水平。另一方面，疗效的诊断通常依赖于可重复的和

偏差小的方法。因此，开发出有效诊断糖尿病患者 ＨｂＡ１ｃ含

量的检测方法尤为重要。ＨｂＡ１ｃ测量的高度可重复性结果对

于临床中有效诊断糖尿病风险具有重要的意义。患者检测结

果的变化必须能够正确反映疾病的病理状态以及治疗的效果。

然而，目前的许多数据表明，糖尿病患者的身体状况通常是比

较复杂的。因此，诊断结果通常受到临床对照和取样间隔的

影响。

在本次研究中，毛细管电泳诊断结果具有高度可重复性

（＜１．４％），该值远远低于正常所需要的２％ 。一般而言，血红

素浓度对 ＨｂＡ１ｃ没有明显的影响。在采血时，糖化血红蛋白

ＬＡ１Ｃ分子的浓度随着血糖浓度的变化而变化，该分子是产生

稳定的 ＨｂＡ１ｃ的中间分子
［６］。尽管ＬＡ１Ｃ分子的等电点接近

于稳定的 ＨｂＡ１ｃ，但在 ＨｂＡ１ｃＣＥ试剂盒中，ＬＡ１Ｃ分子与

ＨｂＡ共同迁移，因此ＬＡ１Ｃ不会对 ＨｂＡ１ｃ的量化分析结果产

生影响。

而且，目前的实验表明，即使在于葡萄糖孵育后，ＨｂＡ１ｃ

的水平也不会有明显的增加。这就表明，该试剂盒所提供的检

测方法是特异性针对 ＨｂＡ１ｃ成分的。在相同的样本中，将

ＬＡ１Ｃ与葡萄糖孵育后，ＬＡ１Ｃ的水平升高了４倍，而 ＨｂＡ１ｃ

的水平仍然持续在稳定的水平。技术的优势促使更先进的高

通量的分析仪来处理这些潜在的干扰成分。

在本次研究中，研究者展示了基于毛细管电泳的 ＨｂＡ１ｃ

量化分析结果。这一技术主要是基于毛细管电泳最近的发展。

首先，硼酸盐缓冲液似乎是一个简单方便的实验条件。考虑到

特异性，显然一些糖化血红素在检测中会起到相应的干扰作

用。相比而言，血红素的中性复合物附加分子，例如尿素和乙

醛，这些 ＨｂＡ１ｃ的异构体很难被分离出来。由于这些中性分

子附加物不能结合硼酸盐，因此，它们会与 ＨｂＡ共同迁移。

长期的高血糖会导致糖尿病并发症，例如，微血管病变、神

经病变、肾的病变和视网膜病变，严重降低了患者的生活质

量［７］。众所周知，长期高血糖会增加血液和器官组织的蛋白，

如血红蛋白的非酶促不可逆糖化作用。因此，血液中的糖化血

红蛋白的检测就成为评价长期血糖控制的颇有价值的指标。

对于人类，最常见的糖化血红蛋白的组成成分，ＨｂＡ１ｃ在糖

尿病患者中用作最可靠的指标。因此，要评价抗糖尿病治疗的

有效性，监控 ＨｂＡ１ｃ的水平是必要的。本项研究结果显示，毛

细管电泳在监控 ＨｂＡ１ｃ的水平方面具有准确度高、干扰因素

少等优点。因此，在检验中，采用毛细管电泳法检测 ＨｂＡ１ｃ水

平具有重要的临床应用价值和前景。
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阳性，ＭＲＳＡ阳性率为５９．５０％。

２．３　实时荧光 ＰＣＲ法和头孢西丁筛选试验结果比较。见

表１。

表１　　ＲＴＰＣＲ法和头孢西丁筛选试验结果比较

头孢西丁筛选试验
ＲＴＰＣＲ

阳性 阴性
合计

阳性 ６２ １０ ７２

阴性 ４ ４５ ４９

合计 ６６ ５５ １２１

χ
２ － － １．７８６

犘 － － ＞０．０５

　　－：无数据。

２．４　头孢西丁筛选试验的敏感度９３．９３％，特异度８１．８２％，

阳性预期值８４．９３％，阴性预期值９１．８３％。

３　讨　　论

ＭＲＳＡ是引发医院感染的常见病原菌之一，具有多重耐

药性，患者一旦感染，治疗十分棘手［３］。因此快速鉴定 ＭＲ

ＳＡ，对控制其引起的感染和播散，具有重要意义。

ＭＲＳＡ是指表达犿犲犮犃 基因或具有另一种甲氧西林耐药

机制如青霉素结合蛋白（ＰＢＰ）与苯唑西林的亲和力改变的金

黄色葡萄球菌［４］。对于 ＭＲＳＡ 菌株，ＰＢＰ通常分为１、２、３、４

种，ＰＢＰ２ａ是ＰＢＰ２的异构体。决定 ＭＲＳＡ产生ＰＢＰ２ａ的是

一系列具有编码 ＰＢＰ２ａ调节表达功能的 犿犲犮基因（犿犲犮犃，

犿犲犮犐，犿犲犮犚犐）
［５］。ｍｅｃＡ基因是导致金黄色葡萄球菌对甲氧

西林耐药的主要原因。检测 犿犲犮犃 基因或者犿犲犮犃 表达的

ＰＢＰ２ａ是预报对苯唑西林耐药最准确的方法。有些国家如瑞

典、丹麦、荷兰等已将犿犲犮犃基因的测定作为 ＭＲＳＡ的确认试

验，将含有犿犲犮犃基因的菌株判断为 ＭＲＳＡ。

犿犲犮犃基因在金黄色葡萄球菌的耐药机制中发挥重要作

用，携带有犿犲犮犃基因的 ＭＲＳＡ 耐药严重且呈多重耐药。本

实验中检测出携带有犿犲犮犃基因的阳性率为５４．５５％。高于樊

新等４５％（５４／１２０）的检出率
［６］，但低于耿燕等［７］６９．２％（５４／

１７４）的报道。提示本院金黄色葡萄球菌耐药情况不容乐观。

本次实验中有４株犿犲犮犃基因阳性菌表现为头孢西丁筛

选试验阴性，表明这些携带犿犲犮犃基因的金黄色葡萄球菌可能

是因为犿犲犮犐的作用增大，ｍｅｃＡ基因处于抑制状态
［８］。这类

隐匿型或低水平耐药菌株接触β内酰胺类抗菌药物诱导剂后，

可以使犿犲犮犃活化。其治疗中应避免使用β内酰胺类抗菌药

物。同时有４株单犿犲犮犃基因呈阳性，这可能与这些菌株能高

度表达β内酰胺酶或存在ＰＢＰ２ａ之外的低亲和力ＰＢＰｓ有关，

这些菌株也应视为 ＭＲＳＡ。

ＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析仪药敏卡容纳多种抗菌药物，

并可根据ＣＬＳＩ规则和耐药性推导未在卡内试验的多种抗菌

药物的敏感性，为临床提供更多选择。头孢西丁具有诱导产生

ＰＢＢ２ａ的能力，尤其对于低水平耐药的葡萄球菌。而且头孢西

丁 ＭＩＣ可直接判断敏感或耐药
［９］。ＲＴＰＣＲ技术利用ＰＣＲ

扩增，直接检测犿犲犮犃 基因，是 ＭＲＳＡ检测的金标准，但一直

以来实验影响因素颇多，临床应用有限。本次实验中，ＲＴ

ＰＣＲ技术 ＭＲＳＡ发生率５４．５５％，头孢西丁筛选试验 ＭＲＳＡ

发生率５９．５０％％。两种方法的检出率相近。

本次实验显示，头孢西丁筛选试验与ＲＴＰＣＲ技术结果

相比较，检测 ＭＲＳＡ灵敏度９３．９３％，特异度８１．８２％，阳性预

期值８４．９３％，阴性预期值９１．８３％。两组比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。但ＲＴＰＣＲ技术检测 ＭＲＳＡ，整个检测过程

历时２ｈ，加快了实验时间，同时操作简单快速，成本节约。而

ＰＣＲ成品试剂盒的应用也使 ＭＲＳＡ的快速检测成为可能。可

见ＲＴＰＣＲ技术完全可取代仪器法头孢西丁筛选试验，准确、

快速地检测 ＭＲＳＡ。
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