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依据黄嘌呤氧化酶和辣根过氧化物酶催化反应的特征!研究了以黄嘌呤氧化酶
-

辣根过氧化物酶
-

苯

酚
-?-

氨基安替比林为反应显色体系!建立了检测血清和组织中次黄嘌呤浓度的新方法$通过对该测定体系

影响因素的考察!确定最佳反应条件为'黄嘌呤氧化酶"
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Q4;5-VCP
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#&反应温度为
,.a

!保温时间为
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&检测波长为
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$测定次黄嘌呤

浓度的线性范围为
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#
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N*

!线性关系良好"

Cd/'##.#

#!检测限为
/'/+<<%&
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N*

$方法操

作简单易行!测定结果准确可靠$可有效应用于普通实验室和常规临床血液生化检测$
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次黄嘌呤是核苷的代谢产物!其氧化产物尿酸和氧自

由基具有重要的生理及病理功能(

*-?

)

$黄嘌呤氧化酶是嘌呤

代谢途径中的限速酶!催化次黄嘌呤先氧化形成黄嘌呤!再

进一步氧化生成尿酸和过氧化氢(

,

!
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)

$目前次黄嘌呤浓度测

定主要是选用反相高效液相色谱法"

SR-VRPC

#法(

!

)

!由于

黄嘌呤和次黄嘌呤的化学结构和性质差异微小!在
VRPC

条件下难以达到有效分离!而且还易受到其他核苷类化合

物的干扰$酶催化反应具有反应底物专一性强的优点!且在

多酶反应体系中!非限速步骤的反应速率不影响酶促反应

全过程$本文根据辣根过氧化物酶"

VSR

#

(

E-"

)与黄嘌呤氧化

酶"

YD

#

(

#

)的催化特性!提出了双酶偶联催化反应!用分光

光度法检测次黄嘌呤的新方法$采用
YD-VSR-R:-::R-

VY

反应新体系生成氧化型色素!定量检测血清和组织中的

次黄嘌呤浓度$该方法简便易行!结果准确可靠$可应用于

常规临床检测的自动生化检测仪及普通实验室的可见分光

光度仪上进行定量分析$
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实验方法

配制反应显色液'
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在试管中依次加入
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反应显色液!
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化酶"
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#溶液$混

匀在
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保温
"<;8

!然后煮沸
!<;8

终止反应!立即冰水

冷却$以不加
VY

的反应体系作为参比!测定其可见吸收光

谱$
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样品的前处理

血清标本的采集与处理'采集患者空腹静脉全血
+<P

!



室温静置
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&于
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N*室温离心
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&取出

上层的血清!分装!立即冻存于
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!备用$

组织标本的采集与处理'取新鲜鼠肝组织!充分匀浆后

离心取上清液
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!加入
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三氯醋酸
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!混匀沉

淀蛋白!
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!取上清液进行检

测$
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结果与讨论
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!

双酶偶联测定法原理

黄嘌呤氧化酶在催化次黄嘌呤氧化的反应过程中!每

氧化
*<%&

次黄嘌呤!将消耗
*<%&

分子氧和水!产生
*<%&

尿酸和
*<%&

过氧化氢$
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!
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再经辣根过氧化物酶作用分

解!可使
?-

氨基安替比林与苯酚形成亚醌类呈红色的化合

物"
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#$反应体系中
VSR

和
YD

酶充分过量的条

件下!根据生成的红色化合物在可见光范围内测定的吸光

度值大小即可推算出样品中次黄嘌呤的含量$总反应式见
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吸收光谱

按
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节实验方法依次加入除次黄嘌呤以外的试剂!

以
Q4;5-VCP

缓冲液为参比!从
,//

#

.//8<

扫描该体系的

可见吸收光谱$如图
*

中曲线
*

所示!仅在
,//8<

有
*

个

强吸收峰$加入
VY

反应后再扫描体系的吸收光谱!从曲线

!

可看出体系反应产物在可见光区
?+/

#

E+/8<

之间只有
*

个宽幅吸收峰!选择吸收峰值最高处的波长
+/"8<

作为
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含量检测波长!可降低干扰!提高检测灵敏度$
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酶催化反应动力学性质

按
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节实验方法!分别反应
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!
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后终止!在
+/"8<

测其吸光度值!结果

见图
!

$在
VY

加入测定体系后!吸光度值随反应时间增加

逐渐增大$至
!/<;8

后!吸光度值达到最大!用
:<7H

表

示$用一级动力学方程描述吸光度与时间之间的关系曲线

得到图
,

!结果显示该体系反应很好地符合一级反应!动力

学方程为'
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!相关系数
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$虽然体系中包含两种酶促反应!但是由于
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的催化效率极高!

V

!
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!

一经生成立刻分解出初生态氧!而

且
V

!

D

!

氧化苯酚反应比黄嘌呤的氧化反应要快得多!故该

体系的综合反应是准一级反应$在酶促反应
*/<;8

之前!

体系中红色产物的生成量与时间近似呈线性关系!故确定

该检测时间居于
+

#
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之间$本实验选定酶促反应时间

为
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显色反应体系的温度和
-

]

在
YD

和
VSR

酶促反应的稳定
)

V

和温度范围内!考

察不同温度和
)

V

对显色反应的影响$"表
*

和表
!

#表明!

温度和
)

V

对体系反应速率均有较大影响!两者具有相似的

变化规律$随着温度的升高!体系吸光度值先增大后减少!

即显色物的生成量先增后减$在
,.a

时!
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的吸

光度达到最高值$在
)

V.'+

#

"',

范围内!随着
)

V

的提

高!显色吸光度增大$故确定该反应体系的最适反应温度和

)

V

分别为
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和
"',

$
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测定方法的线性范围和检测限

配制不同浓度的次黄嘌呤溶液加入测定体系!以反应

终止后测得的吸光度值
:

<7H

为横坐标!

VY

浓度为纵坐标!

绘制一条标准曲线"见图
?

#$结果表明本体系中测定
VY

含

量的线性范围在
/'*

#

,'/<<%&

*

P

N*之间!线性回归方程

为'

(
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!其相关系数
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!

检测限为
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$

#)L

!

显色稳定性&精密度试验

将反应终止后的溶液!放置室温!每隔
*/<;8

测定其

吸光度!考察显色终止液的稳定性$测定结果显示终止反应

后
*Z

内!该溶液的吸光度数值没有明显的变化$对已知浓

度为
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标准液平行测定
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次!平均结果为
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$表明用本方法测定
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的

精密度令人满意$
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由于黄嘌呤氧化酶的稳定性较低!且酶在稀溶液中易失

活!故考察了
?a

放置不同时间的酶储液对已知浓度
VY

标

准液测定结果的影响"见图
+

#$新配制的酶储液在
*/Z

内作

为次黄嘌呤的定量检测液!其测定结果是可靠的$

#)V

!

实际试样分析和回收率试验

按本文建立的测定方法及
VRPC

法进行加标做回收试

验!在血清和组织匀浆液中分别添加
/'"<<%&

*

P

N*

VY

标

准液!再测定样液中
VY

的含量!每个试样均测定
+

次!取

平均值$比较此法与
VRPC

法测定血清和组织匀浆液中次黄

嘌呤的含量!结果见表
,

$采用本法测得回收率均大于
#.̂

!

说明该方法用于测定不同样液中的次黄嘌呤含量具有可靠

性$由于组织匀浆液的成分较血清成分复杂!对
VRPC

分离

次黄嘌呤有较大影响!故测定值误差较大$
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不同化学物质对偶联酶法测定次黄嘌呤的影响

本文提出偶联双酶法测定次黄嘌呤浓度!该酶催化显色

过程为氧化反应$生物酶制剂的催化活力易受到一些化学物

质的抑制或激活!故可能造成测定准确度下降$为尽可能避

免检测过程造成测量误差!在检测体系中添加低浓度各种化

学物质测定已知浓度
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标准液"
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不同化学物质对测定结果的影响"见表
?

#$水杨酸钠%半胱

氨酸%组胺%乙二胺四乙酸盐对
YD

和
VSR

酶促反应有明显

的促进作用!使
VY

测定值略高于标准值$表面活性剂吐温

"/

%

0@0

和
Q4;3%8Y-*//

对
YD

和
VSR

酶促反应几乎没有

影响!

VY

测定值偏差很小$金属离子大多数能抑制
YD

和

VSR

的活力!其中
:

I

e和
V

I

!e能使酶完全失活!故无法测

定
VY

浓度$

,

!

结
!

论

!!

本文提出了
YD-VSR-R:-::R

反应显色体系测定血清

和组织中次黄嘌呤含量的新方法!其检测结果具有较高灵敏

度和精密度!是一种简便%稳定%准确可靠的方法!适用于

采用普通实验室分光光度仪和常规生化自动检测仪测定复杂

样液种次黄嘌呤浓度的含量$该检测方法的反应条件为充分

过量的酶液
YD/',!h

*

<P

N*

!

VSR.'/h

*

<P

N*

!

?-::R

*<<%&

*

P

N*

!

R:E<<%&

*

P

N*溶于
*//<<%&

*

P

N*

%

)

V

"',

的
Q4;5-VCP

缓冲液&反应温度
,.a

!保温时间
"<;8

!

检测波长
+/"8<

$
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