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毛细管区带电泳检测糖尿病肾病变患者

血液内红细胞中的谷胱甘肽
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摘要：采用高效毛细管区带电泳法对糖尿病肾病变患者血液内红细胞中参与氧化应激的氧化型谷胱甘肽（;<<;）

和还原型谷胱甘肽（;<=）进行了测定。对影响分离的条件（缓冲液>=、缓冲液浓度、分离电压和毛细管温度）进行

了优化，使用非涂层的毛细管（!&7+?($"+-6@6）和!"++0.／A>=)BC)的磷酸缓冲液，在!$/D，%"E和!""1+
条件下，可在%+-1内同时对血红细胞中;<<;和;<=定量分析。方法具有良好的重现性（迁移时间和峰面积的

相对标准偏差均小于!B"F）、较高的灵敏度（;<=：%B""+0.／A，;<<;：&B$"+0.／A）和较宽的线性范围（;<=：%B"#
($"B""+0.／A，;<<;：&B$#)""B""+0.／A），完全可用于临床上对患者体内氧化应激状况的监测。
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糖尿病肾病变已成为糖尿病病人死亡的主要因

素之一。其主要原因在于血液中的持续高血糖致使

体内氧化应激过剩，最终导致对肾脏的损害。谷胱

甘肽参与了体内血液中的氧化应激（氧化型谷胱甘

肽（;<<;）和还原型谷胱甘肽（;<=）的比例标志着

体内氧化应激的程度），并起着防止血液中含巯基的
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蛋白质氧化、维持血红蛋白中铁离子状态等作用。

此外，医学临床上还发现，谷胱甘肽与人免疫缺陷性

病毒感染、急性呼吸压迫综合征等疾病也密切相关。

因此，建立快速、高效地分析临床血液中谷胱甘肽的

方法变得十分重要。

用于临床测定血液中谷胱甘肽的经典方法为酶

法［!］，此法虽然对谷胱甘肽的特异性较好，但样品

需衍生化，测定步骤较繁琐，耗时长，消耗试剂量大，

并且"#$的含量不能被直接测定（需从总量中扣除

"##"的含量）。高效液相色谱法（$%&’）也被用于

测定谷胱甘肽［(，)］，但由于谷胱甘肽自身的紫外吸

收很小，一般在低波长（(**+,以下）下检测才能获

得满意的检测限，而$%&’使用的有些添加剂在低

紫外区有吸收会导致背景变大，使得谷胱甘肽的直

接测定变得困难，因此文献多为$%&’与电化学检

测［(］或激光诱导荧光检测［)］联用的报道（样品需要

衍生化）。毛细管电泳法（’-）测定血液或体液中谷

胱甘肽时也面临着与$%&’相同的问题，一般也需

要与电化学检测［.］或激光诱导荧光检测［/，0］联用

（分离时间一般在(*,1+左右）。而这些检测设备

相对于广泛应用的紫外（23）检测器来说，造价昂

贵，另外样品的衍生化增加了处理的步骤，延长了分

析时间（一般样品衍生化的时间在!*4以上［0］）。

直接 采 用’-523来 检 测 谷 胱 甘 肽 的 也 有 报 道，

$6789等［:］采用毛细管胶束电泳（;-<’）模式，使用

带有“=”型增强吸收光路的毛细管柱，采用内标法

定量，在!/,1+内实现了!,>9／&级谷胱甘肽的检

测，但文中未报道实际样品的测定情况。

本文采用毛细管区带电泳（’=-）模式，在?$
0@A0的磷酸盐缓冲体系中，对人血液中红细胞内的

"#$和"##"进行了毛细管电泳分离研究。在优

化的条件下，可在),1+内对"##"和"#$进行快

速的测定。方法快速、高效，重现性和线性好，样品

无需衍生化，无需使用内标即可进行定量，已运用于

临床上谷胱甘肽的检测。

! 仪器和方法

!"! 仪器和试剂

B8CD,6+;EFG;(***毛细管电泳 仪（B8CD5
,6+，HI998JK>+，’LM2#L），多波长的紫外检测器

和;EF%／L"-操作软件（3(M)）；B1>NIO8#K6KIP
超高速离心机（$8J68IP，"8J,6+Q）；?$计（?$P5(/
型，上海）。"#$和"##"均为#1O,6分装试剂；磷

酸、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、磷酸钾、氢氧化钠、盐

酸和三氯乙酸（G’L）均为分析纯；实验用水为二次

重蒸水；所有的溶液以及样品均过*@((!,的水相

膜后再用于电泳分析。

!"# 电泳条件

非涂层石英毛细管总长度)(@!C,，有效长度

为(!C,，内径:/!,（河北永年光导纤维厂）；电泳

缓冲液为(*,,>9／&?$0@A0的磷酸盐缓冲液；检

测波长(**+,；电压(/D3；压力进样为(@!D%6，

.P；毛细管温度)*R；每次运行之间用*@!,>9／&
氢氧化钠溶液冲洗),1+，再用*@!,>9／&盐酸和重

蒸水各冲洗!,1+，最后用缓冲液平衡),1+。

!"$ 血样的处理

取新鲜的糖尿病肾病变患者（临床诊断为尿毒

症患者）血样（不含抗凝剂），立即在)***J／,1+下

离心/,1+，弃 去 上 清 液，沉 淀 部 分 即 为 红 细 胞

（SB’）。将所得SB’放置到T(*R下，!*,1+后

取出，升温至室温（(/R），此时红细胞被冻融。取

冻融液!,&，向其中加入!O／&G’L溶液*@!,&。

再在!****J／,1+下离心!*,1+，上清液直接用于

’-测定。

# 结果与讨论

#"! 分离条件的优化

#M!M! ?$对分离的影响

在毛细管区带电泳中影响带电物质分离的关键

因素是?$值。在对?$值进行选择时发现，"#$
和"##"可以在一个比较宽的?$范围内得到分

离；当?$小于)时，"#$和"##"只能部分的分

离；?$.时，"#$和"##"能得到分离，但迁移时间

过长（此时，两者近似为中性，随电渗流流出，迁移时

间大于!*,1+）；?$/"!(时，"#$和"##"均可得

到分离，但当?$大于!*时，"#$和"##"的峰形

变差，不利于定量，故不选用；而在?$/"!*之间选

择时，出于对所选缓冲液在该?$时的缓冲能力考

虑，选定?$值为0@A0。

#"!"# 缓冲液浓度对分离的影响

缓冲液浓度会影响到毛细管电泳内管壁上的双

电层的厚度。一般随着缓冲液浓度的增加，双电层

的厚度减小，因而电渗流会变小，最终导致分离时间

变长，各物质间的分离度变大；但与此同时，电流变

强，由此产生的焦耳热也随之变大。因此在选择缓

冲液浓度时，应尽可能地选择低浓度。我们在实验

中发现，缓冲液浓度为/"/*,,>9／&时，"#$和

"##"均 可 达 到 基 线 分 离。 但 在 较 低 浓 度（!*
,,>9／&）下，二者的峰形会变宽；再从缓冲能力角度

考虑，最终选择(*,,>9／&为最佳的缓冲液浓度。

#"!"$ 温度对分离的影响

在理论上，毛细管温度的增加会导致毛细管内
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电泳缓冲液粘度降低，从而使得各物质的迁移时间

变短，分离效率变高，但同时会减小物质间的分离

度。实验中我们观察了!"!#"$间%&’和%&&%
迁移时间的变化情况，结果发现两种物质可在很宽

的范围内得到分离；但当温度大于("$时，%&’不

能与背景的杂质分开，因此选择("$为最佳的分离

温度。

!"#"$ 电压对分离的影响

电压的增加会缩短分离时间，提高分离效率，但

同时会导致电流变大，焦耳热变大，并降低物质间的

分离度。因此应在不影响分离度的情况下，尽可能

地选择高的分离电压。从实验中我们发现，%&’
和%&&%在分离电压为#!!#)*时均可得到分离；

但当分离电压为!#)*时，分析时间最短，峰形较

好，并且%&’和%&&%之间的分离度仍达+,#，因

此选用!#)*为最佳的分离电压。

!"! 分离结果

在上述优化的分离条件下，我们在(-./内成

功地对氧化型和还原型的谷胱甘肽进行了分离分

析。其标样在优化条件下的01分离结果见图+。

图# %&’和%&&%标样的()图

*+,"# )-./01234.12,15627%&’589%&&%:0589519:
;89.104.230+6;6/289+0+28:

0234-/：546786.3.9:9:;.33:<=（!+9->?#"-.@8@）；67;:<:A.2/
B23A:C7：!#)*；9:;.33:<=A7-;7<:A4<7：("$；D4557<：;’E,FE，!"
--23／G;H26;H:A7；87A79A.2/I:B737/CAH：!""/-@

!"< 重现性测定

在相同的电泳条件下，连续#次测定了同一样

品，对%&’和%&&%的迁移时间、峰面积和峰高的

重现性进行了考察。结果表明，%&’和%&&%的迁

移时间变化很小，其相对标准偏差（J&K）分别为

+,(L和+,ML；定 量 时，峰 面 积 的 J&K（%&’：

",!L，%&&%：+,!L）略 好 于 峰 高 的 J&K（%&’：

",!L，%&&%：!,!L），故选用峰面积进行定量研究。

!"$ 标准曲线、回收率以及最低检测限的测定

配制一系列浓度的标准溶液，以其峰面积对其

浓度作回归分析，以信噪比为(来测定检测限；向血

样中添加已知量的标样，以（测定值N本底值）与添

加值的比计算回收率，结果如表+所示。

表# %&’和%&&%的线性范围、检测限和回收率

=5>-.# ?+8.51158,.:，9.0./0+28-+6+0:，5891./2@.1+.:
272A+9+B.95891.9;/.9,-;0504+28.

%34A:AH.2/7
K7A79A.2/3.-.A／

（"-23／G）
G./7:<<:/C7／
（"-23／G）

J792B7<=／
L !!

%&’ (," (,"N?#"," MF "@MMFM
%&&% +@# +@#NE""," M# "@MMMM

!"C 实际样品的测定

在优化的分析条件下，对糖尿病肾病变患者血

样中红细胞内的谷胱甘肽进行了测定，结果如图!
所示。 测 定 结 果（"O(）为 %&’：F",FP(,"

"-23／G；%&&%：(,"P+,""-23／G。%&’与%&&%
之间的比例（!?）小于正常值（约为#Q），这正说明了

糖尿病肾病变患者体内氧化应激的水平高于正常

人，最终导致对肾脏的损害。

图! 血红细胞样品的()图

*+,"! )-./01234.12,15627DE(;89.104.230+6;6/289+0+28:
R2<92/8.A.2/6，677R.C@+@

< 结论

通过对实验条件的优化以及实际样品的测定，

我们得到了一个在(-./内同时测定病人血液中红

细胞内氧化和还原型谷胱甘肽的0S1新方法。此

方法无需对样品进行衍生化即可进行检测，并具有

快速、样品量小、重现性和灵敏度好的特点，完全可

运用于临床测定和病理研究。
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