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对红细胞葡糖 6
一

磷酸脱氢酶活性的

几种筛选方法的评价

病理生理教研组 医学遗传组

第 一 附 属 医 院 小 儿 科 新 生 儿 研 究 组

红细胞葡糖 6一磷酸脱氢酶 (-G 6 p D )缺乏是多种溶血性疾患的重要病因之一
。

对 人群

进行 G
一

6P D 活性普查或对临床溶血病人进行过筛
,

都需要选择比较准确
、

快 速
、

简 便

易行的方法
。

为此目的
,

目前已有多种方法
。

但这些方法又都必须与酶活性直接测定纺

果加以比较后
,

才能进行正确评价
。

对此
,

文献中尚未见有报道
。

我们用改良四氮哇蓝

法
、

荧光斑点法
、

美蓝吸收法和高铁血红蛋白还原试验法检查了一批健康人和 G
一

6 r D 块

乏者
,

并分别与同时进行的酶活性直接测定法 ( 分光光度法 ) 进行了比较
。

现将结果报

道如下
。

方 法

健康人和 G
一
6 P D 缺乏者均由静脉采血

,

肝素抗凝 ( 少数需保存超过 24 小时的标本

用 A C D 抗凝 )
,

分别用下列方法进行 G一 6 P D 测定
。

一
、

G
一

6DP 活性直接 测定法按杜 氏
〔 ` ,
报告的方法

。

二
、

美蓝吸收法按 S as s 等
〔 2〕
报告的方法

。

每次测定前
,

美蓝溶液均按一定光 密 度

标定
,

一律采用不超过 1 2小时的新鲜血标本
。

三
、

高铁血红蛋白还原法按改良 B er we
r 氏法

〔幻
。

四
、

改 良四氮哇蓝法
仁̀ : 系根据 F a i r蚀 kn 等介绍的方法 r63 设计

:
(耳垂 )取血 1 小滴

,

滴于滤纸上
,

待干后用打孔机打成直径 0
.

5厘米的小圆纸片 (含全血量约为 0
.

0 02 毫升 )
。

将浸有血液的小纸片放入比色盘小槽内
,

加入蒸馏水 l 滴以溶血
,

然后加入反应试剂 (内

含 O
。

06 % 盼嗦二甲酷硫酸盐 0
。

1毫升 , 0
。

3%硝基四氮噢蓝 O
。

5毫升 , 0
.

OO6 2 5 M 辅酶 I

(N A D P ) 0
.

1 毫升 ; 0
.

0 0 6 2 5 M 6一磷酸葡糖二钠 (--G 6 - P一 N a :

)0
.

4毫升 , o
。

i ZM M gC I
:

0
.

1

毫升 ) l 小滴 ( 约 O
。

0 1 2 5毫升 )
,

轻轻摇匀
,

放37 ℃温箱或水浴中避光 30 分钟保温
,

取

出观察结果
。

若纸片呈探紫色示 G 一6 P D 活性正常
,

呈红色为显著缺乏
,

浅紫色为中 间

值
。

五
、

荧光斑点法似ou r 。盆沦

cne
s
OP t et s)t

〔. 1:

系根据还原型 辅 酶 l ( N A D p H ) 在 长
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波紫外光照射下能产生灰绿色荧光
。

G 一6 PD 缺乏者
,

由于不能还原 N A D P, N A D
PH 生成

减少 ( 或完全不能生成 )故不发荧光
,

或仅发弱荧光
。

具体操作步骤如下
:
取上述浸渍

血液的滤纸片 1 块
,

剪碎
,

放入比色盘小槽内
,

加蒸馏水 1 滴 以溶血
,

然后加入反应试剂

(内含 0
.

0 1 M G 一6一p 一N a : 2
.

0毫升
; 0

.

7 5 M T r

运H C I 缓冲液 ( p H 7
.

8 ) 6
.

0毫升 , 0
.

0 0 7 5

M N ^ o P 2
.

0毫升
, 0

.

0 0 5 M G S S G 2
.

0毫升
;
蒸馏水 4

.

0毫升 ) o
,

1毫升
,

于 3 7 ℃水浴中

保温
,

洗脱 20 分 钟
。

取上述洗脱液 1小滴 ( 约 20 微升 ) 滴于滤纸上
、

待风干 ( 一定要干

透 )
,

在长波紫外光 ( 可用上海出品的 D Y一 I 型医疗灯加 G U I 滤光片而获长波紫外光 )

照射下观察荧光情况
。

G一 6 P D 活性正常者可见强荧光
,

严重缺乏者不发荧光
,

中 间 值

为弱荧光
。

结 果

以乐 6DP 活性直接测定法 ( 分光光度法 ) 为标准
,

依受检查者 ( 健康人或患 者 )

酶活性高低分为
“ 正常

”
( 2

.

8~ 7
.

3 单位 ) , “ 中间值
” ( 0

.

7~ 2
.

7单 位 ) 和 “
缺 乏

者
” ( 0

。
6单位以下 ) 3 组

,

然后与其他 4 种方法的检查结果分别作比较
。

结果见表 1~

4
o

表 1 改 良四氮哇蓝法纸片法与直接测定法结果比较

G 一 6 PD活性 检查例效
蓝 法

、
{ 改 良 四 氮 哩 蓝 法

一一

常 巾 间 值 , 诀 乏 符合率 ( J )

i
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se
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表 2 荧光斑点法与直接测定法结果比较

}检 查 l 荧 光 斑 点 法
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麦 3 美蓝吸收法与直接测定法结果比较

{检 查 } 美 蓝 吸 收 法
份

G 一 6P D 活性 }
. _ .

_
.

}
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—一 一

一
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一

—
{些竺卜二
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色
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2

.
光密度在 O

。
400以下者为正常 ; 在。 .

40 0以上者为缺乏
。

表 4 高铁血红蛋白 ( M Hb) 还原率与直接测定法结果比较

M Hb 还 原
G一 6 P D活性

! 例 数
」

正 常
l

、

生
se

三
正 常 }

6 5 {
4 2 ` 1 `̀ 。

……
88888

66666

率 △

符合率 (% ) 不符合率
(夕石 )

6 6
。

7

2 7
。

3

7 5
。

0

7 2
。

7

缺 乏

合 计

2 5
。

0

合 计
厂万

- {
一

37 .8

心
75 %以上为正常

;
31~ 74%为中间值 ;

30% 以下为缺乏
。

讨 论

红细胞 --G
6 P D活性缺乏是多种溶血性疾患的遗传基础

,

这种缺陷在我国南方各 省

尤为多见
。

检测这种酶的活性是否缺乏的方法
,

目前国内多用高铁血红蛋白还原试验
,

有些单位采用美蓝吸收法
,

少数单位开始试用荧光斑点法
。

过去我们一直沿用高铁血红

蛋白还原试验
,

作为普查的方法取得一定的效果
,

但对临床的溶血性贫血的现症病人
,

用此法有时出现与 G - 6 P D 活性直接测定不相符合的情况
。 1 9 7 9年我们开始摸索改 良四

氮哇蓝法和荧光斑点法
,

并用于普查
,

上述这些方法的准确性如何需要进行 客 观 的评

价
,

以便能在临床和科研实践中推广应用
。

为此
,

我们把国内外目前较常用的四种筛选

方法分别与酶活性直接测定法进行了比较
。

从上述结果可以看出
,

荧光斑点法和改 良四氮噢蓝法较为理想
,

其优点是
:

①与酶

活性直接测定法比较
,

对 --G
6p D 活性正常者

,

二者符合率 分 别 达 98
.

3% 和 9 3
.

1% ;

--o 6 P D 活性显著缺乏者则两种方法都能将其全部检出
,

说明其准确性相当高
。

② 此 二

法所需血量均甚少
,

采集标本方便
,

这在进行群体普查 ( 尤其在农村和对小儿 ) 极为适

合
。

③浸有血标本的纸片可以保存10 天左右
,

有利于邮寄测定
,

这是其他各种方法所无

法比拟的
。

④二法操作均简便
、

快捷
、

重复性较好
,

稍经训练便可掌握
。

⑤此二法均用
G
一 6一P书

a :
及 N A D P 作底物

,

特异性较其他间接反映 G一6P D 活性的方法为高
。
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这两种方法的缺点是
:

①由于用肉眼判断结果
,

故杂合子检出符合率不够理想 ( 分

别为 3 6
.

4%和 3 8
.

5% )
。

②需用 G
一 6 一 P一 N a :

及 N A D P 等较昂贵
、

难得的试剂
。

但由 于

其用量甚微
,

仅需酶活性直接测定法的 1 / 5。一 1/ 8 0
,

而且目前国内已有生产
,

故此二法

仍不失为 目前较为理想的筛选方法
。

至于此二法之间的比较
,

则改良四氮噢蓝法的优点

是更为简便
,

试剂用量更少
,

而荧光斑点法的优点是浸血纸片可以保存较长时间 ( 室温

可达 15 天 ) 而不明显影响测定结果
。

在进行普查时
,

一般可先用改良四氮哇蓝法检查
,

有怀疑者再用荧光斑点法加以比较
。

高铁血红蛋白还原试验法是 目前国内最常用的方法之一
,

但有时可 出现 假 阳 性 反

应
。

本组与酶活性直接测定法比较
,

可见 1 / 3 左右正常人出现假阳性
,

说明假阳性率相

当高
。

但尚未发现假阴性者
,

即凡有酶活性缺乏者
,

不论是 中间值还是严重酶缺乏者
,

均可检出 (但杂合子的检出符合率也不高 )
。

另外
,

此法所用试剂易得
,

不需特殊设备
,

故在条件不够的情况下
,

仍可作为筛选方法之一
。

如果能进一步排除产生假阳性的原因

( 不稳定血红蛋白病
、

血红蛋 白 H病
、

高脂血症
、

巨球蛋白血症
、

贫血时血细胞压积过

低等 ) 估计还可进一步提高符合率
。

美蓝吸收法对酶活性缺乏者的检出率较低 ( 4 5
.

5% ) 即假阴性率高
,

且不能将杂合

子和显著缺乏者区别开来
,

所需血量又多 ( 1 毫升 ) 更需新鲜标本
,

故不大适宜用于大

面积普查
。

但本法试剂简单
、

便宜
、

易得
、

实验快捷
,

故在其他方法受 限时也可考虑采

用
。

今 考 文 嗽

〔 1〕 杜传书
: 红细胞 6一磷酸葡萄糖脱氢酶活性测定及其临床应用

。

输血及血液学 3 ( 2 ) 3 1
,

1 9 7 9

〔幻 S a s s M D e t a l : R a p id s e r e e n i
n g f o r D

一

g lu e o s e
一

6 一 p h o s p h a t e : N A D P o x i d o r e d住
-

e t a s e d e f i e i
e n e y 巧 i t h 皿 e t h y l e n e b l u e

.

J L a b C l i n M
e d 6 8

: 1 5 6
,
1 9 6 6

仁3〕 F r a n k e l 5 e t a l : G r a d w o h l
’

5 C li n主e a王L a b M e t h o d s & D i a g n o s i s ,

7 t h e d C V

M o s by C o ,
1 9 7 2

巨〕 杜传书等
:

筛选红细胞葡糖 6一磷酸脱氢酶的改良四氮哇蓝纸片法 ( 待发表资料 )

〔5〕 F a i
r b a 皿k V F & B e u t l e r E :

A 5 1皿p l e 口 e t h o d f o r d e t e e t io n o f o r y t h r o e y t e g l u e o
-

s e 一 6一 p h o s p h a t a s e d e f i e i e n e y ( G
一 6 P D s p o t t e s t )

.

B lo o d 2 0 ( 5 ) 5 9 2
,
2 9 6 2

〔6〕 D o w P入 e t a l : S i m p l i f i e d 皿 e t h o d f o r G
一
6 PD s e r e e n i n g u s i n g b l o o d e o l l e e t e d o 。

f i l t e r p a F e r
.

A口 J C l i n P a th 6 1 : 3 3 3
,
1 9 7 4

E v a lu a t lo n o f S e v e r a . M e t h o d s f o r S c r e e n in g

E r y t h r o o yt e G lu c o s e 一 6一 P h o s p h a t a s e

D e h y d r o g e n a s e ( G
·
6 P D ) D e f 亩c le n e y

X u Y e n 一 k a
gn W u C hi ou

一 l i n g R u i一 i n g D u C h u a n 一 s h u

( M e d i e a l g e n e t i e r e se a r e h g r o u P o f D e Pa r t m e n t o f P a t h o Ph y s i o l o g y )

N e o n a t a l D isor de r s

eR
s e a r e h G r o u P o f D e P a r

mt
e nt o上 P e由 a t r i e s

,

A f f il i a f ed

F i r s t H o s P i t al
,

Z h o n g S h a n M e id e a l C o l l e ge



2期 对红细胞荀塘 6一磷竣脱氢酶活性的几种筛选方法的评价 1 1 8

To血 e tc tey r让田父 y e t G ~ 6 P De d血 ei e
c ny fou rc o n ll n o ncs 找戈劝刊口 e t h侧如

,
t he

m e the m呵
。饭 n er d u c

如
n et 歇口收H卜 T )

,

the m e让ly le en bl 拙
a加叮训

。 n 枉沼t
,

也e n协
茂以龙岭 姚冲 t t es t

, a dn t址 m侧五f i比 垃 t or bl 此 加 t r az Ol i um
s
po t 如双N B -T T入 认限托

。 山叭 p a er d w i t h t h e e n Z丫口 e
qu

a n it at 往ve
a

湘 .y

T il e
er sul st s u g g es t ht at t he n u o 力民蓝℃

cen
SI 扣 t t e s t a dn m侧出介d N B T减岁兹

a g er es w e il iw ht t h e G ` 石P D ac 往v针 y 山 t el , 五” . d。叭
a dn aer m oer f a v o r a bl e d讹 Ot

也 e趾 址目卜甲劝
, s i m Pil c i t y a n d 甲沈 1五 c it y

.

T he M H -b T a

dn m et 勿 le en 悦ue a bs o印 t l o n t es t we er al so e v al u a众泣
.

闷卜 闷卜

舌 癌 2 41 例 的 远 期 疗 效 报 告

李振权等

中华肿自杂志 2 ( 1 ) : 1 1
,

15 80

本文报告中山医学院附属肿瘤医院头颈科和附属第一医院肿瘤科自 1 9 5 8~ 1 9 7 2年共 14 年间治疗

的舌癌 2 41 例的远期疗效
。

全组病例均获随访
,

随诊率 100 %
,
平均五年生存率为 53

。

9 ( 130 / 2 4 1 )
。

其

中
,

计划综合治疗组 ( 即原发灶外照射 十镭针插植术
,

并加颈淋巴结清除术 ) 五年生存率 为 68
.

3%

《 28/ 41 ) , 联合根治术组五年生存率为 5 9
.

3% (7 0 / 11 8) , 镭针插植术组五年生存率为”
.

1% ( 3 2 / 8 2 ) 。

全组共有 15 9例行颈淋巴结清除术
,

术后病理检查有淋巴结转移的 51 例 (颈淋巴结转移率为 3 2
.

1% )
。

本文分析了舌癌治疗各种方法的优点
,

认为计划综合怡疗组疗效的提高可能与下列因素有关
: ( 1)

镭针插植前60 钻外照射量 3
,

50 。~ 4
,

。00 拉德 / 20 ~ 25 天
,

可抑制痛细胞生长
,

防止镭针擂植时癌细胞

扩散
,

同时可消除炎症
,

使病灶缩小
,

边界清楚
,

便于镭针植入
。

作者认 为
,

镭疗 荆 量以 8 ,
000 一

9
,

00 0拉得为宜
。

( 2) 镭针插植术后
,

常规施行预防性颈淋巴结清除术
,

可提高疗效
。


