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果糖胺测定方法影响因素探讨
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提 要 作者按 oJ hns
o n

报道的氯化硝基四氮哇蓝 (N B T )两次比色法测定果糖胺 (F A )
,

对影

响 F A 测定的有关因素—
N B T 浓度

、

比色时间
、

终止反应方式
、

血清或血浆标本的选取和贮存时

间等进行了详细观察与探讨
,

并将操作规程标准化
。

依此条件测定 F A
,

结果重复性好 (批 内 C v

2
.

53 %
,

批间 C V 3
.

02 % )
、

回收率高 (平均为 94
.

8肠 )
.

对 32 名正常人和 110 例糖尿病患者的血浆

F A 水平的研究显示
:

糖尿病患者的 F A (2
.

23 士 。
.

3 8m m ol / L )明显高于正常组 (1
.

52 士。
.

1 2 m m ol /

L )
,

并与空腹血糖
、

糖化血红蛋白 A :

水平显著相关
。

关桩词 果糖胺 ;糖尿病 ;标准化 ; 四氮哇硝基蓝 (N B T )

中困号 R 5 8 7

果糖胺 ( f r u e t o s a m in e ,

F A )是血浆蛋 白

质 (主要是白蛋白 )分子的氨基末端与葡萄糖

分子非酶催化反应生成的一种含酮胺键结构

的糖化蛋白质
,

其形成的量与血糖浓度有关
。

自 1 9 8 2 年 J o h n s o n [
`〕建立了硝 基四氮哇蓝

( n i t r o b l u e t e t r a z o l i u m
,

N B T ) 还 原 法 测 定

F A 后
,

国外已广泛用于糖尿病患者血糖控

制的监测
,

国内亦有开展
。

尽管 N B T 法测定

F A 的应用 日益增多
,

但 目前仍未有 一个统

一的标准化常规操作程序
,

参考值范围大小

不一
,

许多技术问题还有待解决
,

操作尚须不

断改进
。

为此
,

本实验就 N B T 法操作中差别

较大和争议较多的一些因素或条件进行探

讨
,

并观察 F A 在糖尿病病情监测中的应用
.

病家族史
,

身体健康
,

无心
、

肺
、

肝
、

肾疾病
,

葡

萄糖耐量正常
。

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 果 糖胺 浏 定 用 N B T 两 点 比色

法 l[ 一 2〕
,

以 Zm m o l / L 的 1
一

脱氧 1
一

吗琳果糖

( D M F ) 作为标准
,

取 0
.

l m l 待测血浆或血

清
,

加 入 2m l N B T 反 应试剂
,

置 37 ℃温育

s m i n
、

l o m i n 及 15m i n
,

取出即刻加 1 0% 乙酸

.o l m l
,

混匀后 比色
,

波 长为 5 3 0n m
,

按 下式

计算结果
:

F A 浓度 ( m m ol /L ) ~ 与
: 一断

2

sA
, 一 sA

:

1 对象和方法

L l 研究对象

糖尿病患者 1 10 例 (男 4 3 例
,

女 6 7例 )
,

按 WH O 糖尿病诊断标准经临床和实验室确

诊的本院专科门诊或住院病人
,

年龄 16 ~ 79

岁
,

病程 1 月 ~ 20 年
。

正常对照组 32 名 (男

1 7 例
,

女 1 5 例 )
,

年龄 2 3一 6 0 岁
,

均无糖尿

注
:

断 为测定管吸光度
,

sA 为标准管吸光度

在测定过程中
,

观察不同 N B T 浓度
、

比

色时间
、

终止反应方式
、

标本选取和贮存时间

等对 F A 测定的影响
,

从而选择标准化的最

适宜条件
,

并 了解正常人与糖尿病患者血浆

F A 的差异
,

及其与空腹血糖
、

糖化血红蛋白

A
:

的关系
。

1
.

2
.

2 空腹血特浏定 用葡萄糖氧化酶法
。

1
.

2
.

3 籍化血 红蛋 白 A
l

浏定 用硫代巴

比妥酸 比色法 t3]
。
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2 结果与讨论

2
.

1 N B T 浓度的选择

按照测定 F A 的步骤 (固定反应时间为

10 m in )
,

观察 N B T 浓度改变对 吸光度的影

响
,

结果见图 1
。

从 图 1 可看出
,

吸光度随着

N B T 浓度的升高而上升
,

即 N B T 与果糖胺

的参照标准品 D M F 之 间的显色反应率相应

增加
,

结果与 B a k e r [’] 等人的报道一致
。

目前

国内外采用的 N B T 浓度多为 0
.

12
、

0
.

25 或

0
.

sm m ol / L
。

但从本研究结果来看
,

N B T 太

高时出现沉淀物
,

而太低时则显色过浅
,

均不

够敏感
。

另外在 自动分析时作者还发现
,

随

N B T 的升高 F A 测定值反而下降困
。

故选取

0
.

12 m m o l / L ( 即 0
.

0 1% ) N B T 作 为反应 浓

度
。

( A
, 5
一 A

。
)所得标准 曲线最为稳定

,

且各参数

波动较小
。

果 糖胺与 N B T 的反 应属 于无终 点反

应
,

比色时间对测定影响较大
。

国内外有报告

采用一次 比色法
,

但多主张采用两点法 l[, 幻
。

因维生素 C 及其它还原性物质也能与 N B T

反应
,

干扰 F A 测定
,

故单次比色法所得结果

与实际值有较大 出入
。

有研究表明维生素 C

与 N B T 的反应在 4m i n 后达到顶点 [2 ]
,

sm i n

后基本上不影响 F A 测定
,

因此采用两点法
,

减去 s m in 时 (或其后 ) 的吸光度 ( A ) 即可消

除维生素 C 等物质的干扰
。

在手工操作时
,

A
1 5
一 A

l 。

与 A
l 。
一 A

S

的值很小
,

不 易得 出准

确的结果
。

而从本实验来看
,

也以 A
l :
一 A

。

值

最 为稳定
,

故作者 采用 s m in 与 15 m in 两点

法
,

此与魏明竟等 2j[ 的观点一致
。

在 自动分析

中也证明选这两点 比色较好 5[]
。

2016片0804认.Q氏.0氏

(阅叼)玛绷侧来咨

扮

洲产

终
成

八碱)侧双哪

N B T ( mm ol / L ) 2
D MF ( m mo l /L )

图 1 N B T 浓度与吸光度关系

注
:

▲这两点处 N BT 与 DM F 反应已有沉淀生成

2
.

2 比色时间的选择

按照测定 F A 的步 骤
,

用 不 同浓度的

DM F ( 1
、

2
、

3
、

4m m o l / L ) 标准液与
’

N B T 反

应
,

分 3 种时间 ( 5
、

1 0
、

1 5m i n ) 终止反应
,

得

出 3 种两次 比色 ( 1 5 与 一o m i n
、

一。 与 s m i n
、

1 5 与 sm in )的吸光度差值
,

以此作纵坐标
,

浓度为横坐标
,

作标准曲线 (图 2 )
。

从图中可

看出
,

在 4m m ol / L 浓度范围内
, 3 种两点法

的标准曲线均为良好的直线关系
。

我们重复

作了 7次
,

发现以 15 m in 减去 s m in 的 A 值

图 2 不同显色时间的标准曲线

注
:

△ A , 为 15 m in 与 sm in 的吸 光度差值
; △ A : 为

1 5m i n 与 l om i n 的吸光度差值
; △ A :

为 l o m i n 与 s m in 的

吸光度差值

2
.

3 终止反应方式的选择

按 F A 测定程序
,

在显色 sm in 时试用不

同浓度的乙酸使 p H 降低来终止反应
。

结果
10 %

、

20 %和 30 % 3 种浓度的乙酸均可使反

应液 p H 值降至 7 以下
,

呈色稳定
,

A 值在室

温 Z h 无变化
,

但 A 值随乙酸浓度升高反而

减小
。

F A 与 N B T 无明确的反应终点
,

在手工
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操作 时必须设法在限定 时间有效地终止反 果糖胺作为糖尿病病情控制的指标
,

其

应
,

用 自动分析仪测定则不存在这个问题
。

据 测定较糖化血红蛋 白 A
l

方便
、

省时
、

经济
,

研究发现 N B T 与 D M F 当 p H 值低于 9 时
,

但 目前推广应用仍有困难
,

原因在于 F A 测

几乎不发生反应 l[]
。

另有报道限时温育后立 定中的标准化问题尚未解决
。

据 U p t on 对 35

即冷却
,

10 一 3o m in 内呈色稳定
,

30 m in 略有 个实验室的调查
,

各室间测定值高低悬殊图
。

升高 61[
,

但此 方法在处理大批标本时 30 m in 各室所得正常人血清 F A 平均值差异很大
,

内难以完成全部比色任务
,

故不宜选用
。

根据 小 者 仅 为 1
.

43 m m ol / L[ 10]
,

大 者 可 达

本实验结果
,

作者选取加 10 % 乙酸作为终止 2
.

55 m m ol / L[
“ 〕

。

从前面的讨论中我们已清

反应的方式
,

并认为在处理大批标本时以降 楚 F A 测定受许多 因素的影响
,

因此需要选

低 p H 值效果较好
。

用适当的反应条件
,

建立参考方法
,

统一操作

2
.

4 血清与血浆标本的选取 规程
,

逐步使 F A 测定标准化
。

测定 32 人的血清和血浆 (肝素抗凝 )标 以上述本室推荐选用的条件 ( N B T 浓度

本 的 F A
,

得血 清 F A 为 1
.

7 5 士 0
.

13 m m o l / 为 0
.

12m m o l / L
、

比 色 时 间 为 sm i n 与

L ,

血浆 F A 为 1
.

52 士 0
.

12 m m ol / L
。

经统计 15 m in
、

终止反应用 10 %乙酸 )
,

测定果糖胺
,

学分析表明血浆 F A 明显低于血清 F A (尸 < 其批 内变异系数为 2
.

53 % (n ~ 2 0)
,

批 间变

0
.

0 1 )
,

这与 F l u e k i g e r 等 [ , 〕报道的结果相符
。

异 系数为 3
.

0 2铸 ( n = 6 )
,

回收率为 9 4
.

5%

血清与血浆的 F A 值呈正相关 (r 一 0
.

75
,

P < ( 88
.

。%一 1 01
.

5 %
, n 一 9 )

。

结果表明本室所

0
.

00 1 )
,

因此只要评价结果时与其相对应的 确立的实验条件和检测方法重复性好
,

回收

正常值作为参考来判别 F A 的高低
,

则检测 率高
,

是可接受的
。

对 32 名正常人的血清和

F A 选血清或血浆标本都是可行的
。

血浆 F A 值进行测定
,

得血浆 F A 为 1
.

52 士

2
.

5 标本的保存时 I’N 0
.

z Zm m l / L ( 1
.

2 5一 1
.

7 6m m o l / L )
,

血清 F A

将血清
、

血浆标本各 3 份置 一 2 0℃贮存
,

值为 1
.

7 5士 0
·

1 3m m o l / L ( 1
·

4 9一 2
·

o l m m o l /

于不同时间 (立即
、

l d
、

7 d 和 1 4 d )取出测 F A L )
。

值
,

结果均无明显不同 (尸> 。
.

0 5 )
,

这与 Jur y 2
.

7 果糖胺测定的临床应用

报道 (标本贮存于 6℃ )结果 sj[ 基本一致
。

因 选取 n o 例糖尿病患者的标本
,

用本法

此收集标本后存于冰箱
,

每周或两周测 1 次 测 定 F A
,

同时还测定空腹血糖 (F P G ) 及糖

F A 值是可行的
,

其结果差异不大
。

化血红蛋白 A
l
( G H b A

,
)

,

结果见附表
。

对数

2
.

6 正常参考值范围和标准化问题

附表 正常人和病人的 F P G
、

F A 及 G H b A ,

比较
’ ) (牙士 :

)

项 目
,

F p G F A G H b A ,

( m n i o
l /L ) (m m o l D M F / L ) m g H M F / g )

正 常 人 3 2 5
.

2 4 0士 0
.

5 6 0 1
.

5 2士 0 : 1 2 0
.

1 8 0士 0
.

0 1 5

糖尿病患者 1 1 0 1 2
.

7 7 0士 4
.

2 9 2 , , 2
.

2 3士 0
.

3 3 2 ) 0
.

3 2 0士 0
,

0 8 5
, ,

注
:

1) 与正常组 比较
;

2) p < 0
.

01

据进行相关分析发现 F A 与 F P G
、

G H bA
,

与 越差 F A 越高
,

F A 与 G H b A
;

一样可用于监

F P G
、

F A
’

与 G H b A
,

间均 呈正相关
,

相关系 测血糖的变化
。

但由于 F A 糖化 的主要部分

数分别为 0
.

67
、

0
.

55 和 0
.

7 (尸 < 。
.

0 1 )
。

这些 为白蛋白
,

其半衰期约为 14 ~ 20 d
,

反映抽血

结果表明糖尿病患者 F A 值明显高于正常对 前 2一 3 周的平均血糖水平
;
且血浆蛋白不经

照
,

F A 随血糖的升高而升高
,

即糖代谢控制
·

细胞膜阻隔
,

对血糖变化的反应更为敏感
;
在



3 1 4 中山医科大学学报 ( A e a
d J SU M S ) 1 9 9 4

,
1 5 ( 4 )

妊娠
、

溶血性疾病或高血红蛋白 F 血症时不

受干扰
,

这些特性决定了 F A 与 G H b A
,

两者

不能互相取代
,

结合使用可起互补作用
,

能更

全面地监测糖尿病患者的血糖控制情况
。
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一
0 9

一
1 0 修回 )

A N A P P R O A C H T O F A C T O R S I N F L U E N C I N G

F R U C T O S A M I N E A S S A Y

Z h o n g F e i y a n Y u B i n ji e Q u Y i n g f a n X u H a n z h e n

(R e s e a cr h U n it o f E n d o e r i n o l o g y
,

F ir s t fA if li a t e d H o s p i t a l uS n Y
a t 一 S e n U n iv e r s

i t y

o f M
e d ie a l cS i

e
cn

e s ,

uG
a n g z h o u

,

51 0 0 8 0 )

W
e h a v e d e t e r m i n e d f r u e t o s a m i n e ( F A ) w i t h

n i t f o b l u e t e t r a z o l i u m ( N B T ) e o l o r im e t r i e

m e t h o d r e P o r t e d b y J
o h n s o n

, a n d h a v e m a d e a P p r o a e h t o t h e f a e t o r s i n f l u e n e i n g F A a s s a y 一

N B T e o n e e n t r a t i o n
, e o l o r im e t r i e t im e ,

f o r m o f s t o p r e a e t i o n
, s e l e e t io n a n d s t o r e t im e o f s e r u m

o r p la s m a s a m p l e
, a n d s t a n d a r d i z e d t h e p r o e e d u r e o f o p e r a t io n

.

O n t h e s e e o n d i t i o n s , g o o d r e -

p e a t i v it y ( w i t h i n r u n C V w a s 2
.

5 3纬
,

b e t w e e n 一 r u n C V w a s 3
.

0 2 % ) a n d h i g h r e e o v e r y r a t e

( a v e r a g e 9 4
.

8% ) e a n b e o b t a i n e d
.

P l a s m a F A w a s m e a s u r e d in 1 1 0 p a t i e n t s w i t h d i a b e t e s
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,

等
.

果糖胺测定方法影响因素探讨 3 1 5

m e l l i t u s a n d 3 2

0
.

3 8m m o l / L )

0
.

1 Zm m o l / L )
,

h e m o g l o b i n A 一

K e y w o r d s

n o r m a l s u b je e t s
.

T h e s e r e s u l t s s h o w t h a t t h e P l a s m a F A i n d ia b e t i e s ( 2
.

2 3 士

勺7 e r e

a n d

o b v i o u s l y h i g h e r t h a n t h o s e

s i g n i f i e a n t l y e o r r e l a t e d w i t h

i n n o r m a l e o n t r o l s u b je e t s

f a s t i n g p l a s m a g l u e o s e a n d

( 1
.

5 2 士

g l y e a t e d

f r u e t o s a m i n e ; d ia b e t e s m e l l i t u s ; s t a n d a r d i z a t i o n ; n i t r o b l u e t e t r a z o l i u m

女性苯酚胶浆绝育术可逆性的探讨

课题负贵 邝健全

(中山医科大学孙逸仙纪念医院 ,广州
,
5 10 1 2。 )

过去专家学者认为女性苯酚胶浆绝育术后输卵管全部被破坏
,

成为不可逆的绝育术
。

本研究通过对苯酚

胶浆粘堵术后不同时期的输卵管超微结构作了细致的观察
,

发现邻近闭塞部位的输卵管粘膜结构正常
,

而堵

塞部位仅局限于间质部及峡部
,

认为只有输卵管
一

宫角植入才是输卵管复通的唯一途径
.

研究者将国内外使用

的输卵管
一

宫角植入方法作了关键性的改进
:

①选择壶腹部近端作为植入段
,

并将植入段的输卵管浆膜分离极

盖于宫角植入周围创 口 ;②选用直径约 Zm m 的硅胶管 固定于金属单环
,

作为输卵管支架
,

管 口不易粘连封

闭 ,③宫角打洞前
,

采取了有效的止血措施如宫肌注射宫缩剂及用无创伤缝线缝合输卵管
。

研究者从 1 9 86 年

8 月至 1 9 8 7 年 4 月
,

无选择地连续为 30 例接受过苯酚胶浆绝育术
,

因各种原因要求复孕的育龄妇女施行了

改良的输卵管宫角植入术
,

术后 1 个月行输卵管通液检查
,

并随访至 1 9 8 8年 10 月
,

通畅率达盯%
、

宫内孕率

83
.

3环
,

成功率超过国际水平
,

国内文献尚未见报道
.

该研究打破了认为苯酚胶浆类药物粘堵输卵管绝育术

后不可逆的概念
。

改良的输卵管复通术还适用于腹式结扎术后要求复孕
,

因愉卵管近端有病变或过短而不能

做端端吻合的病例或翰卵管近端炎症闭塞不孕症患者
.

该成果获 1 9 9 3年广东省科技进步二等奖
,

同获广东省

医药卫生科技进步二等奖
.

(冯世容 )

(上接第 3 1 7 页 )
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