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自动化测定果糖胺实验条件与方法学评价
①

钟飞燕
,
沟 余斌杰

,

陈志勇
2

(中山医科大学附属第一医院 1 内分泌研究室 2 枪脸科 .广州
,

51 。。 8的

提 要 介绍 A B A 一 1 00 型自动生化分析仪测定血中果糖胺的方法
,

对能引起果糖胺值波动
,

且在各实脸室使用不一致的某些反应条件 (如温度
、

比色时间
、

显色剂浓度
、

样品与试剂体积比等 )

进行了观察与分析
。

利用此法侧定果糖胺
,

方法线性 良好
,

批内与批间变异系数分别为 1
.

32 %和

2
.

41 %
,

回收率平均为 97 写
,

优于手工测定
.

成人血清果箱胺的正常参考值 (牙士 , )为 2
.

24 士 0
.

26

mmo l几 .(l 7~ .2 8 mmo l L/
, 二 = 14 4)

,

与国外多数报道近似
.

关健词 果格胺 ( F A ) , 褚尿病 , 自动化 , 四氮哇硝荃蓝 ( N B T )

中圈号 R 5 87
.

i , 4 4 6
.

1 1

随着社会经济的发展
,

糖尿病发病率逐

渐上升
,

现 已成为继肿瘤
、

心血管病之后严重

影响人类健康的疾病
。

由于对糖尿病的病因

和发病机理尚未明了
,

目前缺乏有效的预防

法和根治的药物
,

因此糖尿病的病情监控十

分重要
.

近年来
,

比色法测定果糖胺 (F A )作

为反映取血前 2~ 3周内血搪平均 水平的指

标
,

在国内外备受重视
。

已被公认为是一种简

易
、

省时
、

精确的病情监测方法
.

目前
,

国内测

定果糖胺多为手工操作
,

用 自动分析仪来测

定的报道较少
。

作者采用美国 A b b ot t 厂生

产的 A BA 一 10 。型 自动生化分析仪
,

测定血

中果搪胺的含量
,

并对方法进行探索
。

糖 ( DM F )标准 (美国 S i g m a
公司 )

。

1
.

2 方 法

参照 J盯 y [`〕报道的方法加以修改
,

使用

A B A一 10 。型 自动生化分析仪测定果糖胺的

程序
: ①设定参数 (即反应条件 )

— 反应温

度 37 ℃ ,

方式选择终点法
,

反应方向为向上
,

分析时 I’N 5 m i n /周
,

循环 4圈
,

滤光片 5 5 0 / 6 5 0

n m
,

血清 (或血浆 ) 样本 10拌l
,
N B T 试剂 2 5 0

拌l
,

稀释板一
,
2 6

,

小数点 0
.

0 0 0 ; ②按顺序加入

蒸溜水
、

白蛋白
、

DM F 标准
、

待测样品于转盘

的杯中
; ③启动仪器待反应 5 m in 作第一次

测定 ( A
S
)

,

在 1 0 m i n 和 1 5 m i n 分别作第 2
、

3

次测定 ( A
: 。 、

A
I。 。

按下式计算结果
:

1 材料与方法 FA 浓度 ( mmo l / L ) 一一一华华琪几一

一
x :

L才、 5 1`一 才飞幼 15

从
广、 5 5一 2飞 S哪 夕

1
.

1 试 剂

0
.

1 m m o l / l 碳酸盐缓冲液 ( N a Z
C O

: ,

宜

兴 县化学 试 剂 厂
,

N a H C O
:

上 海 虹 光化工

厂 ) ; o
·

1 2 m m o l / L ( 0
.

1 9 / L ) 四氮哇蓝 (美国

iS g m a
公 司 ) ;

40 9 / L 人 血清 白蛋 白 ( 美 国

is g m 。
公司 ) ; 2

.

0 m m ol / L I
一

脱氧
一

l
一

吗琳 果

公式中
,

F A 代表 果糖胺
,

A T
为 测定管

吸光度
,

A
s

为标准管吸光度
.

A
s B

为白蛋白管

吸光度
,

下标数字为测定时间
。

L 3 统计学处理

实验结果的显著性检验用
u
检验和配对

t 检验
。

① 本校科研羞金资助课题
;

③ 第一作者 z8 岁
,

女
,

助理研究员
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一

1 4 7
.

2 结果与讨论

2
.

1 实验条件的选择

2
.

1
.

1 反应温度的影响 国内外自动化测

定果糖胺时
,

温度多数采用 37 ℃
,

但也有报告

用 30 ℃ 〔`
·
7 〕

。

作者分别在这两种温度条件下测

定了果糖胺值 (表 1 )
.

实验结果显示
:

37 ℃时

的果糖胺值低于 30 ℃时的果糖胺值
,

说明温

度高低对测定结果有影响
,

这与 aB k er 图等

的报道一致
。

由于室温超过 30 ℃的情况并不

少见
,

故以选择 37 ℃作为反应温度较适宜
。

表 l 不同反应条件对果糖胺测定的影响

反应条件 果糖胺浓度 (m m ol / L )

温 度
(
月 = 2 0 )

体积比
( ” ~ 5 )

N B T 浓度
(月= 2 0 )

3 0℃

3 7℃

4
.

7 8士 0
.

2
.

8 5士 0
.

1 . 1 0

1 t 2 5

3
.

5 8士 0
.

2
.

81士 0
.

7 5

4 4

3 2

3 0

2 0
.

5 6 28

3 3
.

4 3 1 3

< 0
.

0 1

( 0
.

0 1

0
。

1 2

0
。

2 5

2
.

85士 0
.

1
.

7 9士 0
.

4 4

2 6
2 0

。

5 7 8 6 < 0
.

0 1

注
: 3组数据均采用配对资料的 t枪验

2
.

1
.

2 样品 与 N B T 体积 比的影响 在多

数自动分析仪中
,

样品与试剂体积 比采用 l
:

1 0及 1
`
2 5

,

偶见用 2
:
3 5和 3

: 4 0 〔2
·
8〕

.

作者用 1
:

1 0和 1
:
2 5两种比例对标本的果糖胺进行了测

定
,

表 1结果说明样品与试剂体积比不同可影

响果搪胺测定值
.

据 C h u n g [幻报道
,

体积比为

1 : 1 0时标准曲线的线性较差
,

而体积 比为 :l

2 5时
,

标准曲线的线性较好 `因此选择 1 :

25 作

为反应体积比
。

2
.

1
.

3 N B T 浓度的影响 不同实验室采用

的 N B T 浓度以 0
.

1 2和 0
.

2 5 m m o l / L 为多
.

我们用这两种浓度的 N B T 进行了果糖胺测

定
。

表 l 实验结果显示果糖胺值随着 N B T 浓

度的升高反而下降
。

据研究 N B T 与 D M F 或

血中果糖胺的反应率均随 N B T 浓度的升高

而升高
,

但并不一致
,

血清果糖胺反应率的升

高低于标准品 D M F 反应率的升高
〔2

·

们
。

这就

造成血清果糖胺值随 N B T 浓度的增加反而

下降的现象
。

由于 N B T 低浓度 时
,

样品和

D M F 各自的显色反应率较一致
,

即测得的果

糖胺值更为接近真实的果搪胺值
,

故我们选

取 0
.

1 2 m m o l / L 的 N B T 作为反应浓度
.

2
.

1
.

4 显 色时 间的影响 果搪胺与 N B T

的反应属于无终点反应
LZ

,
3」,

选择合适的显色

时间 比色十分重要
,

国内外多采用两次比色

法
,

但究竟取哪两点来比色尚无一致的看法
。

有报告用 5 m i n 与 10 m i n
,

10 m i n 与 1 5 m i n
,

1 5 m i n 与 2 0 m i n
,

5 m i n 与 1 5 m i n
,

2 m i n 与

10 m i n
,

5 m i n 与 2 5 m i n
, 9 m i n 与 1 1 m i n

、

等

各不相同的比色时间
,

令人无所适从
。

我们测

试了几种不同比色时间对 1 44 份正常人血清

果糖胺值测定的影响
,

结果见表 2
。

从表中看

出
:

取 sm in 与15 m in
、

比色所得果糖胺值介于

另两种时间比色所得果糖胺值之间
。

这无可

置疑地表明
:

比色时间不同可引起果糖胺测

定值变化
,

而 不是象某些报道 [’j 那样不同时

间点没有明显差异
。

许多研究者业 已证明果

糖胺与 N B T 显色反应的早期存在其它物质

的显著干扰
「,

· `〕 ,

结合本实验结果
,

作者认为

采用 5与 15 m in 两点比色较佳
。

表2 比色时间对果糖胺值的影响 (n ~ 1 4 4)

比色时间间隔
( m in )

果糖胺浓度
( m m o l / L )

5~ 1 0

5~ 15

1 0~ 1 5

2
.

7 4士 0
.

3 1 ’ )

2
.

2 4士 0
.

2 6

1
.

7 4士 0
.

3 2之 ’

l )
,

2 ) 与5 ~ 15 m i n 组比较
,

P < 0
.

0 1
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综上所述
,

N B T 与 D M F 或 果糖胺的反

应对测定条件的变化极其敏感
,

以致在不同

条件下测得的果糖胺值不一样
,

此与众多的

文献报道结果 .z[
“ ’ `〕
相符

。

这就要求在不同仪

器上修改原来的程序
,

编制新的测定程序 2j[
,

使结果能反映真实的情况
。

从表 3中可见作者

所选的条件对果糖胺值升高或降低的影响恰

好各占一半
。

任选两高两低的条件搭配也可

能得到相近的果糖胺结果
,

但如何取舍选择

最优化的组合
,

统一操作规程
,

尚有待进一步

研究与探讨
。

表 3 某些反应条件的变化对果糖胺值的影响

反应条件

温 度

比色时间间隔

样品与试剂体积比

N B T 浓度 (mmo l/ L )

1) 为本实脸所选择的反应条件

反应条件的变化 对果精胺值的影响

3 0 ℃~ 3 7℃ ’ )

5~ 1 5m in
l )

~ 1 0~ 1 5m in

1
. 1 0~ 1

. 2 5
1 )

0
.

1 2
1 )

~ 0
.

2 5

由高~ 低

由高~ 低

由高~ 低

由高~ 低

2
.

2 方法学评价

配制不同浓度的 DM F 标准液 ( l
、

2
、

3
、

4m m o l / L )作 线性观察在 1
.

0 ~ 4
.

0 m m o l / L

范围内基本成一直线
,

线性方程 y 一 .0 0 0 2 5

+ 0
.

0 2 8 3x
,

相关系数
r 一 0

.

9 9 9 2
。

取 混合血

清作重复试验和回收试验
,

结果表明
:

自动分

析法的精密度和准确度均优于手工操作
。

以本文推荐的反应条件对 14 4名正常人

血清测定果糖胺值
,

结果 为 2
.

24 士 0
.

2 6 ( 1
.

7

~ .2 8 ) m m ol / L
,

这与国外大多数实验 室报

道 l[,
,

· ’ ·
,〕的正常参考值近似

。

表 4 果糖胺测定的手工法与自动分析法对比

方 法
线 性

(相关系数 )

重复性

批内变异系数 ( % ) 批间变异系数 ( % )

宁̀,J,9lb

:

ù.人,白0OU

:
7
.

4OJOJ0
.

9 9 9

0
.

9 9 7

2
。

4 1

3
。

0 2

动自 工手
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