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种方法检测
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活性之间的相关性$方法
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/

例健康志愿者柠檬酸刺激前后的唾液标本各
/

份!分别用
,

种方法
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次重复检测每份唾液标本的
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活性!计算
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活性及其活性比值的变异系数!并对
,

种方法检测的
(;;

活性的相关

性进行分析$结果
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种方法检测的
(;;

活性及其总变异系数差异有统计学意义"

"
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#!其中以
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速率法检测
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种方法检测的
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种方法中的任意
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种方法检测的
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活性都有显著相关"
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#!相关系数都在
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以上$结论
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种方法检测的
(;;

活性可以通过回归方

程进行相互转换!检测精度以
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唾液淀粉酶$

(;;

%的分泌受交感神经的调控)

+

*

#其作为交

感神经活性的生物标记物已被广泛用于心理和精神生理的相

关研究)

*),

*

'另外#

(;;

活性比值$酸刺激后
(;;

"酸刺激前

(;;

%作为中医脾虚证辨证和疗效观察的参考指标#用于临床

近
,$

年)

#)/

*

'然而#目前报道的
(;;

活性检测方法很多#如脾

虚证研究主要采用碘
)

淀粉酶法)

#

#

").

*

#而心理压力测试研究中

主要采用国际临床化学协会$

QZ!!

%推荐的
[VK)d.

速率法)

*

*

'

这些方法的精度各不相同#而且方法之间没有统一的标准#这

既不利于同行对
(;;

活性相关研究结果的比较和参考#也将

为医院间临床资料的交换和诊断带来困难'对此#本研究以

(;;

活性和活性比值这
*

项常用指标作为检测对象#比较碘
)

淀粉法(

=̂@:F=5G

法和
[VK)d.

速率法这
,

种常用的
(;;

活性

检测方法的精密度#探讨
,

种方法对
(;;

活性和活性比值检

测结果的影响'同时#对
,

种方法检测的
(;;

活性进行相关

性分析#为
,

种方法检测的
(;;

活性的数据转换提供参考'

?
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岁#平均$

*$1*2$1-

%

岁'纳入对象均排除有精神(心理疾病#内分泌及心血管疾病#

急性发作或感染性疾病如上呼吸道感染#其他器质性疾病等#

一周内有服用精神病药物(

#

受体阻滞剂(糖皮质激素等'所

有志愿者均签署,知情同意书-'
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标本采集
!

唾液标本的采集参照本课题组前期的研究方

法进行)

-

*

'简单介绍如下!$

+

%唾液采集前需禁食
+B

以上#除

水外#需禁饮其他液态物质#静坐休息
+$39:

以上&$

*

%正式采

集唾液前#先通过吞咽的方法将口腔唾液排净#然后让唾液在

口腔内汇聚
,39:

后一次性自然流出至一支
/36

的
[V

管

中#获得刺激前唾液标本&$

,

%将
$1#345

"

6+&3b+&3

的柠

檬酸滤纸置于舌尖刺激
+39:

#去掉滤纸后#让刺激后的唾液

自然流出到另一支
/36

的
[V

管中#获得酸刺激后的唾液标

本'所有采集的唾液标本全部放入
S*$T

保存过夜#次日解

冻后#

+,$$$@

"

39:

离心
/39:

去黏蛋白)

#

*

#上清分装后
S*$

T

保存#用于
(;;

活性检测'

?1A

!

(;;

活性检测
!

利用碘
)

淀粉法(

=̂@:F=5G

法和
[VK)d.

速率法
,

种方法分别检测每一份唾液标本的
(;;

活性#并且

重复检测
,

次'$

+

%碘
)

淀粉法!该方法根据碘与淀粉直接显色

的原理设计'实验时#将分装的唾液标本用蒸馏水稀释
*$$

倍#采用文献)

#

*的方法#用
./+

型可见分光光度计$上海棱光%

检测标准管和检测管
",$:3

的吸光度$

MW

%值#利用公式

$

MW

标准
SMW

检测%"

MW

标准
b,1./b*$$$

#计算标本
(;;

活性

$

g

%'酶活性单位定义为
+36

唾液在
,.T

中保温
+/39:

#在

实验条件下水解
+3

7

淀粉为
+

单位'见表
+

$见,国际检验医

学杂志-网站.论文附件/%'$

*

%

=̂@:F=5G

法!该方法利用
(;;

水解淀粉产生的麦芽糖与
,

#

/)

二硝基水杨酸$

WNK

%显色的原

理设计'实验时#将分装的唾液标本稀释
+$$$

倍#按照文献

)

+*

*的方法先将淀粉液和唾液样品放在
,.T

水浴保温#然后

用
./+

型可见分光光度计$上海棱光%检测检测管和标准管

/#$:3

的
MW

值#最后通过续表
*

制作的标准曲线和检测管

的
MW

值#检测样品
(;;

活性'酶活性单位定义为在
,.T

和

?

%"10

的条件下#

,39:

水解淀粉产生
+

"

346

还原物质$以麦

芽糖计算%所需要的酶量为
+

单位'见表
*

$见,国际检验医学

杂志-网站.论文附件/%'$

,

%

[VK)d.

速率法!该方法为
QZ!!

推荐的临床胰淀粉酶活性检测方法)

*

*

'将分装的唾液标本稀

释
*$$

倍#采用
%

);J`

检测试剂盒$广州科方%中的对硝基苯

麦芽庚糖苷$亚乙基
)d.)

?

NV

%为底物#葡萄糖苷酶作为指示

酶#底物被
(;;

和糖苷酶水解后产生对硝基苯酚$

?

NV

%#

?

NV

生成速率与标本中
(;;

的活性呈正比'因此#检测单位时间

内
?

NV

在
#$/:3

的吸光度值的差值$

'

MW

"

39:

%#即可算出标

本中
(;;

的活性$

g

"

36

%'

(;;

活性由广东药学院附属第一

医院检验科在日立
.+-$

全自动生化分析仪上进行检测'

?1B

!

统计学处理
!

采用
d@D

?

BVDGV@9(3/

软件进行数据处

理及统计学分析#其中
(;;

活性比值
P

酸刺激后
(;;

活性"

酸刺激前
(;;

活性&变异系数$

8S

%

P

标准差$

?

%"平均值

$

&

%

b+$$U

&

,

种方法
8S

值之间的比较采用单因素方差分

析#方法之间的两两比较采用配对
#

检验'由于
(;;

活性不

符合正态分布#故将
(;;

活性数据进行对数转换后#再对不同

方法检测的
(;;

活性进行
V=D@(4:

相关分析'参与本研究的

/

例健康志愿者酸刺激前后的唾液标本共
+$

份#取每种方法
,

次重复检测的
(;;

活性的平均值#对
,

种方法中的任意
*

种

方法检测的
(;;

活性进行相关性分析'

@

!

结
!!

果

@1?

!

,

种方法检测的
(;;

活性(活性比值和
8S

!

$

+

%由于检

测方法的原理和酶活力单位的定义不同#

,

种方法检测的
(;;

活性差异有统计学意义$

"

#

$1$/

%#其中
[VK)d.

速率法(碘
)

淀粉法(

=̂@:F=5G

法酸刺激前(后
(;;

活性分别为$

"/1"+2

,010.

%($

0*1$02#.1"#

%

g

"

36

#$

,-+$1*#2+-#"1#$

%(

$

#-$$10"2*$*010*

%

g

#$

+./,1**20#-10+

%(

*+".1**2

++,#1./

%

g

&$

*

%每一种方法检测
(;;

活性的
8S

值在酸刺激

前(后的唾液标本之间差异无统计学意义$

"

$

$1$/

%#其中

[VK)d.

速率法(碘
)

淀粉法(

=̂@:F=5G

法酸刺激前(后
8S

值分

别为$

"10,2*1#*

%

U

($

"1,#2*1/.

%

U

#$

+$1--2/1//

%

U

(

$

+,1$-2.1/,

%

U

#$

01/"2/1$$

%

U

($

+/1*02"1"0

%

U

'提示

酸刺激前(后的唾液标本对
(;;

活性检测方法没有影响&$

,

%

,

种方法检测
(;;

活性的总
8S

值$包括刺激前(后的
8S

值%之

间差异虽无统计学意义$

!P,1"+0

#

"P$1$"$/

%#但
[VK)d.

速率法$

"1"#2*1,.

%

U

明显低于碘
)

淀粉法$

++10-2"1,#

%

U

和
=̂@:F=5G

法$

+*1#*2"1,#

%

U

#差异有统计学意义$

"P

$1$,$/

#

$1$+/"

%#后
*

种方法之间差异无统计学意义$

"P

$1--."

%#提示
[VK)d.

速率法精密度最高&$

#

%

,

种方法的

(;;

活性比值及其比值的
8S

值差异均无统计学意义$

"

$

$1$/

%#其中
[VK)d.

速率法(碘
)

淀粉法(

=̂@:F=5G

法
(;;

活性

比值和比值的
8S

值分别为$

+1-/2+1".

%

U

和$

.1/*2

*1..

%

U

#$

+1,.2$1""

%

U

和 $

+"1-,2.1$"

%

U

#$

+1#,2

$10#

%

U

和$

+#1-,2+,1"/

%

U

#提示
(;;

活性比值处理可以减

少
,

种方法之间的精密度差异&见表
,

!

#

$见,国际检验医学

杂志-网站.论文附件/%'

@1@

!

,

种方法检测的
(;;

活性之间的相关分析
!

任意
*

种

方法检测的
(;;

活性之间都呈显著相关$

7

均大于
$10"

#

"

#

$1$/

%#提示
,

种方法检测的
(;;

活性之间可以通过回归方程

进行转换'见图
+

'

图
+

!!

,

种方法检测
/

例健康志愿者酸刺激

前后
(;;

活性之间的相关性

A

!

讨
!!

论

检测淀粉酶活性的方法很多#根据其底物的不同可以分为

以天然淀粉作为底物的方法和以分子组成确定的化合物作为

底物的方法)

0)++

*

'对于前者#由于检测对象的不同又有直接检

测底物和检测酶解产物的不同'目前在脾虚证研究中广泛应

用的碘
)

淀粉法就是通过直接检测底物淀粉的量来计算酶的活

性)

#

*

#而
=̂@:F=5G

法则通过检测酶水解淀粉产生麦芽糖的量来

确定酶的活性)

+*

*

'目前临床上广泛使用的淀粉酶活性检测方

法大部分采用以分子组成确定的化合物作为底物的方法#其中

[VK)d.

速率法因为得到
QZ!!

的推荐而被广泛使用)

*

*

'本研

究通过对
,

种常用淀粉酶活性检测方法的比较#发现
,

种方法

检测
(;;

活性的精确度存在明显差异#并且它们对
(;;

活性

和活性比值有着不同的影响'

(;;

活性的检测易受底物浓度(

?

%

值(温度(反应时间等

影响#这为
(;;

活性检测的准确性增加了困难'本研究以反

映精确度的
8S

值作为观测指标#对比了
,

种方法的
8S

值'

结果显示#

,

种方法检测
(;;

活性的总
8S

值$包括刺激前(后

的
8S

值%之间存在明显差异#其中
[VK)d.

速率法明显低于

碘
)

淀粉法和
=̂@:F=5G

法#而且后
*

种方法之间没有差异#该结

果提示
,

种方法中以
[VK)d.

速率法精密度最高'对于导致
,

种方法的精密度存在差异的原因#可能与
(;;

活性检测原理(

底物选择和环境因子的控制相关'碘
)

淀粉法和
=̂@:F=5G

法都

是以天然淀粉作为
(;;

活性检测的底物'除了不同植物来源

和不同批号的天然淀粉分子结构的不确定性导致的检测误差

+
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外#天然淀粉的溶解度和稳定性还易受时间(温度和微生物等

的影响#使淀粉溶液的浓度会随时间发生改变'这些细微的变

化对于直接以淀粉作为计量关系的碘
)

淀粉法来说有着很大的

影响'此外#以淀粉液作为标准管的实验设计#并以此作为计

算
(;;

活性的方法$见方法部分%#都是增加该方法误差的重

要来源'

=̂@:F=5G

法以淀粉的酶解产物麦芽糖作为计量关系

的指标#并通过麦芽糖标准曲线计算
(;;

活性#这在一定程度

上减少了类似上述碘
)

淀粉法误差的来源'但是
=̂@:F=5G

法检

测的线性范围低#相同唾液标本稀释倍数的增加$

=̂@:F=5G

法

+$$$

倍稀释#另外
*

种方法
*$$

倍稀释%可能会增加其取样误

差'此外#操作过程的复杂性#实验过程中温度(时间的控制#

以及口腔淀粉或淀粉水解产物的影响等#这些都是碘
)

淀粉法

和
=̂@:F=5G

法的误差来源'然而
[VK)d.

速率法操作简单#只

需实验者处理好待测样品#实验过程中的温度和时间全部由全

自动生化分析仪控制#人为产生的误差大为减少'而且
[VK)

d.

法采用分子组成确定的亚乙基
)d.)

?

NV

为底物#葡萄糖苷

酶作为指示酶#以反应释放的
?

NV

作为计量关系的指标'该

方法避免了以天然淀粉作为底物产生误差的来源#而且不受口

腔淀粉和淀粉水解产物的影响'因此#

[VK)d.

法具有更高的

精密度#应作为
(;;

活性检测的首选方法'此外#唾液标本与

血液和尿液标本不同#其黏蛋白水平较高#新鲜采集的唾液标

本黏稠#尤其是刺激前的唾液标本#必须经过冻存一次以上的

处理去除唾液中的黏蛋白)

+,)+#

*

#这样不仅可以减少黏蛋白对

(;;

活性的影响)

+/

*

#而且还有利于唾液标本的分装和准确取

样'本研究结果显示#经过处理的酸刺激前(后的唾液标本不

会对
(;;

活性检测方法的
8S

值产生影响'

(;;

活性比值或差值作为机体对生理或心理刺激的应激

反应已经被广泛应用到唾液分泌或心理学相关的研究

中)

+,

#

+"

*

'中医学将酸刺激前后
(;;

活性比值降低作为脾虚

证的诊断和辨证参考指标指导脾虚证的临床和实验研究)

/

#

+.

*

'

本研究通过对
,

种方法的
(;;

活性比值及其比值的
8S

值进

行比较#发现
,

种方法之间都没有明显的差异'该结果提示
,

种方法检测
(;;

活性的精密度虽然存在差异$如前所述%#但

是
(;;

活性比值的处理方式可以降低
,

种方法之间的这种差

异'在中医脾虚证的研究中#有些报道脾虚证患者酸刺激前的

(;;

活性比健康人高)

#

#

"

*

#而有些结果则与此相反)

.

*

#并且这

些报道中健康人和脾虚证患者的
(;;

活性差异很大#甚至没

有可比性#但是酸刺激前后
(;;

活性比值却都明显低于健康

人'究其原因#可能与其利用碘
)

淀粉法检测
(;;

活性和采用

酸刺激前后
(;;

活性比值的数据处理方式有关'

此外#由于检测原理和酶活性单位定义的不同#

,

种方法

对同一标本的检测结果存在明显的差异#这给临床资料的交换

和诊断带来了困难'对此#本研究对
,

种方法检测的
(;;

活

性结果进行了相关性分析#结果显示
,

种方法之间存在明显的

正相关#该结果与临床血液和尿液
%

)

淀粉酶的相关研究结果基

本一致)

++

#

+-

*

#提示
,

种方法检测的
(;;

活性也可以进行相互

转换'

综上所述#碘
)

淀粉法(

=̂@:F=5G

法和
[VK)d.

速率法
,

种

方法检测的
(;;

活性精密度存在明显差异#但是
(;;

活性比

值的数据处理方式可以有效减少方法之间的差异'

[VK)d.

速率法作为国际通用的
(;;

活性检测方法#具有简便(快速(

精密度高的特点#应作为
(;;

活性检测的首选方法'此外#

,

种方法检测的
(;;

活性差异明显#但是
(;;

活性之间可以通

过回归曲线进行相互转化#这样可以比较不同
(;;

活性检测

方法在同类研究中的结果#尽早结束国内在淀粉酶活性检测上

的不可比性和混乱局面'
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