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  摘 要:目的 建立基于尿酸酶-钯纳米粒子(MCA-Pd
 

NPs)的比色分析法进行临床血清尿酸的定量检测。
方法 应用比色分析方法检测吸光度值,通过专一性试验、线性范围确定、重复性试验和回收试验等对建立的

检测体系进行 方 法 学 评 价,并 检 测40份 不 同 尿 酸 水 平 的 临 床 血 清 标 本,与 生 化 分 析 仪 结 果 进 行 比 较。
结果 检测体系对尿酸具有较高的特异度和选择性;在50.0~1

 

000.0
 

μmol/L浓度范围内线性关系良好;批内

和批间精密度分别为
 

2.86%~3.51%和5.12%~7.63%;回收率为97.0%~104.0%;40份临床血清标本检

测结果与生 化 分 析 仪 检 测 结 果 线 性 相 关 回 归 方 程 为Y生化分析仪 =0.996
 

4X新建方法 -0.475
 

4,r=0.995
 

8。
结论 所建立的方法对尿酸选择性高,线性范围宽,重复性好,准确度高,能够满足临床分析要求,与临床常规

测定血清尿酸的结果具有较好的可比性。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

colorimetric
 

analysis
 

method
 

basing
 

on
 

uricase-palladium
 

nanoparti-
cles

 

(MCA-Pd
 

NPs)
 

for
 

quantitative
 

detection
 

of
 

clinical
 

serum
 

uric
 

acid.Methods Absorbance
 

values
 

were
 

detected
 

by
 

colorimetric
 

analysis
 

method.The
 

performance
 

verification
 

of
 

the
 

establishing
 

method
 

was
 

deter-
mined

 

by
 

the
 

specificity
 

test,linear
 

range,repeatability
 

and
 

recovery
 

experiment.A
 

total
 

of
 

40
 

clinical
 

serum
 

specimens
 

with
 

different
 

level
 

of
 

uric
 

acid
 

were
 

detected
 

and
 

compared
 

with
 

the
 

results
 

of
 

biochemical
 

analy-
zer.Results The

 

detection
 

system
 

had
 

high
 

specificity
 

and
 

selectivity
 

for
 

uric
 

acid.A
 

good
 

linear
 

relationship
 

was
 

found
 

among
 

the
 

concentration
 

range
 

of
 

50.0-1
 

000.0
 

μmol/L.Within-run
 

and
 

between-run
 

precisions
 

were
 

2.86%-3.51%
 

and
 

5.12%-7.63%,respectively.The
 

recovery
 

rate
 

was
 

97.0%-104.0%.Forty
 

clini-
cal

 

serum
 

samples
 

were
 

tested
 

by
 

the
 

establishing
 

method
 

and
 

uricase
 

colorimetric
 

method,and
 

the
 

linear
 

re-
gression

 

equation
 

was
 

YBA=0.996
 

4Xnew
 

method-0.475
 

4,r=0.995
 

8.Conclusion The
 

established
 

method
 

has
 

a
 

high
 

specificity,wide
 

linear
 

range,good
 

repeatability,high
 

accuracy
 

and
 

can
 

meet
 

the
 

requirements
 

of
 

clinical
 

analysis,and
 

has
 

good
 

comparability
 

with
 

clinical
 

routine
 

detection
 

method
 

of
 

serum
 

uric
 

acid.
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  尿酸(UA)是由黄嘌呤氧化酶作用于 DNA 和

RNA降解产生的嘌呤代谢产物,越来越多的试验数

据表明UA对人体有着非常重要的影响[1-2],因此,实

时监测体内 UA水平,掌握其水平变化显得尤为重

要。不同的技术已被应用到体内外血清 UA水平的

检测,包括电化学方法、荧光检测技术、酶化学法、磷
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钨酸比色法、干化学法和质谱法等[3-5]。纳米技术的

出现为UA的检测方法研究拓宽了新的方向,越来越

多的研究者致力于 UA检测新技术的研究[6-9],然而

将研究成果用于临床常规检测则比较少见。笔者在

前期研究中发现嵌于三聚氰胺氰尿酸盐中的钯纳米

粒子 (MCA-Pd
 

NPs)具 有 较 强 的 过 氧 化 物 酶 活

性[10-11],因此建立了基于尿酸酶-MCA-Pd
 

NPs的UA
检测体系,并对该检测体系进行专一性试验、线性范

围确定、重复性试验、回收试验、与常规检测方法比较

等方法学评价,为将其应用于临床血清UA检测奠定

基础。现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料来源 40份血清标本来源于广东省第二人

民医院门诊及住院患者,其中UA检测水平为低值为

(108.0~195.0
 

μmol/L)13例、中值者(250.0~398.0
 

μmol/L)13例、高值者(450.0~820.0
 

μmol/L)14例。
1.2 仪器与试剂 三聚氰胺、三聚氰酸(比利时Ac-
ros

 

Organics公司);无水柠檬酸、无水乙酸钠、UA、醋
酸[阿拉丁试剂(上海)有限公司];氯化钯、2,2'-连氮

基-双-(3-乙 基 苯 并 二 氢 噻 唑 啉-6-磺 酸)二 铵 盐

(ABTS2-)[生工生物工程(上海)有限公司];浓盐酸

(广州化学试剂厂);尿酸酶(上海瓦兰生物科技有限

公司);所有试验过程中所用的水皆为超纯水,且所用

试剂均为分析纯。UV-2550紫外-可见分光光度计

(日本岛津公司);日立7600生化分析仪;B-260恒温

水浴锅(上海亚荣生化仪器厂);85-2型恒温磁力搅拌

器(巩义市予华仪器有限责任公司)。
1.3 方法

1.3.1 MCA-Pd
 

NPs的合成 根据试验室前期研究

成果合成性质稳定、具有高过氧化物酶活性的 MCA-
Pd

 

NPs[12],室温贮存备用。
1.3.2 分析条件 以ABTS2-为显色底物,10

 

μL待

测UA样品+50
 

μL
 

1.6
 

g/L尿酸酶+100
 

μL
 

0.105
 

mg/mL
 

MCA-Pd
 

NPs+50
 

μL
 

90
 

mmol/L
 

ABTS2-,
反应温度为37

 

℃,反应时间为20
 

min。
1.3.3 比色分析 所有标本的比色分析均使用UV-
2550紫外-可见分光光度计在420

 

nm处进行吸光度

值检测。
1.3.4 UA标准溶液的制备及线性范围的确定 准

确称取适量的 UA标准品,用超纯水充分溶解,此溶

液为5
 

mmol/L
 

UA标准储备液,于4
 

℃保存;临用

前,将储备液用超纯水稀释至2
 

mmol/L
 

UA,此为

UA标准应用液,再稀释成系列浓度的溶液(10.0、
20.0、50.0、100.0、200.0、400.0、600.0、800.0

 

μmol/
L,以及1.0、1.1、1.2、1.4、1.6

 

mmol/L)。通过测定

这一系列浓度UA标准品的吸光度值,获得浓度与吸

光度的关系曲线。
1.3.5 检测UA的专一性 为研究该方法检测 UA
的专一性,笔者将UA分别替换成超纯水、葡萄糖、胆

固醇、高密度脂蛋白和低密度脂蛋白,进行比色分析。
1.3.6 重复性试验 用空白基质配制89.0、297.0
和714.0

 

μmol/L
 

UA质控品,分4个批次检测,每批

次重复测定5次,计算批内变异系数(CV)和批间

CV。
  

1.3.7 回收试验 制备基础样品及分析标本1、2、3,
分别用本研究建立的检测体系检测其UA浓度,每份

样品作双份检测。
1.3.8 临床标本检测 40份临床血清标本分别用本

研究建立的检测体系和日立7600生化分析仪进行

UA水平检测,严格按试剂盒说明书操作。
1.4 统计学处理 所有数据用 Microsoft

 

Excel2003
和SPSS17.0进行处理和统计分析,不同试验组间的

结果差异采用单因素方差分析,方法之间的相关性采

用线性回归分析。P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 检测UA的专一性 加有 UA的f管液体由无

色转变为绿色,而a、b、c、d和e
 

5管液体仍表现为无

色,在420
 

nm波长处,f管的吸光度值均比另外5管

高,差异有统计学意义(P<0.05),说明尿酸酶-MCA-
Pd

 

NPs检测体系只对 UA有反应,具有较高的选择

性。见图1。

  注:a为超纯水;b为葡萄糖;c为胆固醇;d为高密度脂蛋白;e为低

密度脂蛋白;f为UA;与f管比较,*P<0.001。
 

图1  专一性试验

2.2 线性范围的确定 浓度与吸光度值呈线性相关

的浓度范围为50.0~1
 

000.0
 

μmol/L,其线性回归方

程为Y=0.000
 

1X+0.063
 

3,r=0.994
 

3。见图2。

图2  线性范围的确定

2.3 重复性试验 3种浓度的批内 CV 分别为:
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3.51%、2.86%、3.05%,批间 CV 分别为7.63%、
5.12%、7.25%。见表1。
2.4 回收试验 UA回收率为97.0%~104.0%,见
表2。

表1  尿酸酶-MCA-Pd
 

NPs检测体系的精密度(%)

质控UA浓度 批内CV 批间CV

89.0
 

μmol/L 3.51 7.63

297.0
 

μmol/L 2.86 5.12

714.0
 

μmol/L 3.05 7.25

表2  UA回收试验结果

项目
基础

标本

分析

标本1

分析

标本2

分析

标本3
均值

测定浓度(μmol/L) 138.0 147.7 200.5 231.0 -
加入浓度(μmol/L) - 10.0 60.0 90.0 -
回收浓度(μmol/L) - 9.5 62.5 93.0 -
回收率(%) - 97.0 104.0 103.0 101.3

差值(%)* - -4.33 2.67 1.67 -

  注:*各分析标本回收率与平均回收率差值;-为无数据。

2.6 新建方法与生化分析仪检测结果比对 经线性

回归分析,回归方程为Y生化分析仪=0.996
 

4X新建方法-
0.475

 

4,r=0.995
 

8。见图3。

图3  新建方法与生化分析仪检测结果比对

3 讨  论

  纳米材料模拟酶与天然酶具有一定的相似性,而
与天然酶相比,其具有可通过化学手段批量合成、制
备工艺简单、稳定性好、便于运输和长期储存、适合进

行化学修饰和改性等优点。因此,纳米材料模拟酶的

研究受到越来越多的关注,如四氧化三铁磁性纳米粒

子(Fe3O4 MNPs)、贵金属纳米粒子、碳基纳米材料等

被发现具有过氧化物酶活性[11],并被应用到生物传

感、免疫分析、癌症诊断与治疗、神经保护、环境治理

等领域。该检测体系是基于尿酸酶-MCA-Pd
 

NPs建

立起来的,MCA-Pd
 

NPs具有强的过氧化物酶活性,
促进体系中产生的过氧化氢分解成羟基自由基,再进

一步 将 底 物 ABTS2- 氧 化 为 显 绿 色 的 自 由 基

ABTS·-,液体由无色转变成绿色,在420
 

nm处有最

大的吸收峰,MCA-Pd
 

NPs在检测体系中发挥着促进

信号产生及传递的作用,而尿酸酶对它的底物有严格

的选择性,专一催化UA发生化学反应[12],因此,在专

一性试验时,将临床常规检测中与UA采用相同检测

原理的葡萄糖和胆固醇类物质作为对照,结果得到的

吸光度值都很低,说明该方法用于UA检测几乎不受

这类物质的干扰,确保了体系检测UA的高选择性。
FANG等[13]和LONG等[14]应用同样具有过氧

化物酶活性的双掺NaYF4纳米粒子进行尿酸酶催化

比色法检测,检测限分别低至5.79、6.7
 

μmol/L,而本

研究所建立检测方法的测定下限只有50.0
 

μmol/L,
与前者相比有一定差距,但是在实际临床检验中,大
部分的标本检测结果是正常或者高值,低值尤其是<
60.0

 

μmol/L的标本较少见,对低值的检测临床意义

不大,而UA高值对临床诊断痛风、高尿酸血症等疾

病及治疗效果监测更有临床意义,因此50.0
 

μmol/L
的检测下限也能满足临床的需要。

目前,临床实验室的大型生化分析仪普遍使用的

是尿酸酶-过氧化物酶偶联法进行血清 UA的常规检

测,该方法采用的过氧化物酶为天然的植物酶,具有

性质不稳定、在生物体水平较低、提纯及储存较困难

等缺点,限制了它的实际应用。本研究建立的检测体

系与临床大型生化分析仪有良好的可比性,而该检测

体系应用的纳米材料模拟酶 MCA-Pd
 

NPs通过简单

的化学合成即可大量获取,性质稳定,易于储存,比天

然酶更具有应用前景。此外,除 UA外,目前临床中

还有许多常规检验项目如血糖、5'-核苷酶、总胆固醇、
三酰甘油、高密度胆固醇和低密度胆固醇等都会用到

过氧化物酶参与的检测原理,只需将检测体系中的尿

酸酶换成其他特异酶如葡萄糖氧化酶等,即可对特定

物质进行检测,因此,该检测体系具有灵活、简便、检
测成本低、应用广泛等实用价值。

本研究应用具有过氧化物酶活性的 MCA-Pd
 

NPs,建立基于尿酸酶-MCA-Pd
 

NPs的血清UA浓度

定量检测方法,检测选择性高,线性范围宽,重复性

好,准确度高,能够满足临床分析要求,与临床常规测

定血清UA水平的结果具有较好的可比性。
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制阴沟肠杆菌的医院内感染;检验科微生物室应加强

对阴沟肠杆菌的耐药性监测,可以为临床医生合理用

药提供参考依据;医生应遵循抗菌药物使用原则,并
尽量按药敏试验结果合理选用抗菌药物,以减少细菌

耐药性的产生。
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