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终点平衡尿酸酶法与动力学尿酸酶法联用测定尿酸 

龙高波 ，杨宪峰 ，刘红博 ，蒲 军z，杨晓兰 ，廖 飞 

(1．重庆医科大学检验医学院、临床检验诊断学教育部重点实验室；2．重庆医科大学附属第一医院泌尿外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：考察终点平衡尿酸酶法和动力学尿酸酶法联用测定尿酸的可行性和线性范围。方法：在 25℃下 1．2 ml硼酸钠 

缓冲液(0．20 mol／L，pH 9．2)中用 293 nm吸收跟踪尿酸酶反应；测定加入 5 l尿酸酶液前反应体系吸收，加入 5 l苛求芽孢杆 

菌尿酸酶液后记录5．0 min内吸收变化。终点平衡法以尿酸酶反应前吸收为起点而尿酸完全氧化后吸收为本底，二者之差为尿 

酸净吸收且同尿酸浓度成正比；动力学法分析尿酸酶反应过程预测本底。分析模拟尿酸酶反应曲线，探索从终点平衡法转换为 

动力学法的尿酸浓度界限值；实验测定联用法的可行性和线性范围。结果：分析40 U／L苛求芽孢杆菌尿酸酶模拟反应曲线．发 

现两种方法转换的尿酸浓度界限值可为5．0~mol／L；分析实验反应曲线证实此界限值可行。在40 U／L尿酸酶时终点平衡法测 

量范围 1．0～6．0 Ixmol／L；联用法测量范围 1．5～60 txmol／L且对 30 txmol／L黄嘌呤有抗性：在 5．0 I~mol／L以下变异系数小于 10％而 

5．0~xmol／L以上可小于5％。结论 ：这种联用法测定尿酸成本更低、线性范围更宽且效率高。 

【关键词】尿酸；动力学尿酸酶法；终点平衡尿酸酶法；线性范围；联用法 

【中国图书分类法分类号 】Q55 【文献标志码】A 【收稿日期 】2011-09—14 

作者介绍：龙高波(1985一)，男，硕士， 

研究方向：体外诊断与药物筛选生物技术。 

通信作者：廖 飞，男，教授，Email：liaofeish@sina．com。 

基金项目：国家自然科学基金资助项目(编号：30672009)；重庆市科 

委重点资助项目(编号：CSTC2011BA5039)。 

轻，而NF—KB的表达显著降低，这可能是IL一18BP能抑制内 

膜增殖的机制。当然 As中内膜的增殖是一个复杂的炎症反 

应过程，抑制内膜的增殖，其具体作用机理往往是多靶点、多 

环节．还需更深层次的研究为其临床防治 As提供有力的依 

据。 
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Integration of the kinetic uricase method with the equilibrium uricase method 

tOr Unc acid assay 

LONG G∞一60 ，YANG Xian-fe， ，LIU Hong-bd,PU Jun ，YANG Xiao-lad, 0 Fe 

(1．Key Laboratory ofMedical Laboratory Diagnostics ofthe Education Ministry，College ofLaboratory Medicine， 

Chongqing Medical University；2．Department of Urology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical 

University) 

【Abstract]Objective：To examine the feasibility and the linear range for serum uric acid assay by integrating a kinetic uricase method 

with the equilibrium uricase method．Methods：Uricase reaction curves were monitored within 5．0 min by absorbance at 293 nm in 

1．2 ml borate buffer(O．20 mol／L，pH 9．2)at 25℃；the absorbance at 293 am of a reaction solution minus 5 l uricase solution was 

measured as the initial absorbance，the absorbance after the addition of 5 l solution of recombinant Bacillus fastidiosus uricase to 

complete the reaction was measured as the background absorbance．The difference between the initial absorbance and the background 

absorbance should be proportional to final levels of uric acid．By the kinetic uricase method，the background absorbance was predicted 

by kinetic analysis of uricase reaction curve rather than being determined by experimentation．Th e threshold of a uric acid level for 

changing from the equilibrium uricase method to the kinetic uricase method was estimated by simulation analysis．The threshold and 

the linear range of the integration strategy were examined by experimentation．Results：Th e threshold was 5．0 p,moYL uric acid in re- 

action solutions by simulation at 40 U／L uricase，and was supposed by experimentation．Th e equilibrium uricase method determ ined 

1．0 to 6．0 p~mol／L uric acid．Th e integration strategy determ ined uric acid from 1．5 to 60 p~mol／L with resistance to final 30 txmol／L 

xanthine；CV was below 10％ for uric acid below 5．0 p,mol／L and was lower than 5％ for uric acid over 5．0 I~mol／L．Conclusion：The 

integration strategy for uric acid assay had wider linear range，lower cost and practical analysis efficiency． 

【Key words]uric acid；the kinetic uricase method；the equilibrium uricase method；linear range；the integration method 

血清尿酸水平是实验诊断高尿酸血症相关疾病的重要 

指标㈣。尿酸酶对尿酸专一性高。并生成易测定的过氧化氢． 

故尿酸酶法常用于临床检验测定血清尿酸嘲。在 pH 9．2的硼 

酸盐缓冲液中测定 293 nm吸收变化可监测尿酸酶反应过程 。 

测定酶反应达到终点后产物增量或所消耗底物量称终点平 

衡法，分析酶反应过程数据测定初始底物浓度称动力学法：测 

定尿酸时，测定 293 nm吸收变化称直接尿酸酶法．测定尿酸 

酶生成的过氧化氢称间接尿酸酶法【引。因此 ，有多种尿酸酶法 

可测血清尿酸且大多已用于临床检验p】。 

高尿酸血症常伴随血清高黄嘌呤嘲。目前测定尿酸常用 

真菌尿酸酶，这些尿酸酶都对黄嘌呤敏感 。用以反应时间为 

自变量的积分速度方程分析尿酸酶反应过程可预测本底吸 

收测定尿酸，此方法称为动力学尿酸酶法p一。用对尿酸亲和 

力较低尿酸酶，此动力学尿酸酶法对反应体系接近30 p,mo1] 

L黄嘌呤有明显抗性，可测上限很高而所需尿酸酶量小于40 

U／Lts, 。如反应体系样品量为3％．此直接动力学尿酸酶法对 

样品中接近0．90 mmol／L黄嘌呤有抗性，而生理条件下黄嘌呤 

溶解度约0．30 mmol／L[9]。因此，这种直接动力学尿酸酶法有 

明显优势。 

动力学尿酸酶法需拟合反应曲线。其要求：(1)被分析数 

据中吸收变化大于0．003数据(以下称有效数据)多于5个， 

(2)被分析数据中底物消耗比例高于40~[4，6I1q。所以，当反应 

体系尿酸很少时就难获得所需有效数据，这造成动力学尿酸 

酶法的线性下限不理想。事实上，测定低浓度尿酸时终点平 

衡尿酸酶法更有优势。如将动力学尿酸酶法和终点平衡尿酸 

酶法联用，将有望用低活性尿酸酶获得很低的线性下限和理 

想的线性上限。通过测定 293 nm吸收监测尿酸酶反应过程， 

终点平衡尿酸酶法和动力学尿酸酶法测定尿酸的定量指标 

完全相同。只要两种方法可测尿酸浓度有交叉区域，并确定 

两种数据处理方法进行转换的界限值，就有望用联用法测量 

尿酸。本文考察基于终点平衡尿酸酶法和动力学尿酸酶法的 

联用法测定尿酸的可行性和线性范围。 

1 材料和方法 

1．1 主要化学试剂和材料 

尿酸、二乙基三氨基五乙酸(Diethylene triamine pentac— 

etate acid，DETAPA)、黄嘌呤均购于Alfa Aesar公司，其余试 

剂均为国产分析纯。用0．020 mol／L硼酸钠(pH 8．0)缓冲液 

配制0．75 mmol／L尿酸储备溶液。常规检验分析后剩余临床 

血清标本收集于秦皇岛市第一人民医院检验科。固定尿酸在 

293 nm消光系数(￡)为 11．5 mmol／(L·cm)，在临用前以 293 

nm吸收校正储备尿酸溶液的浓度。 

1．2 苛求芽孢杆茵尿酸酶的重组表达和纯化 

所用表达载体参照文献【11]。在 18cc用0．40 mmo1]L异丙 

基一B—D—半乳糖苷诱导 16 h，收集菌体超声处理破碎，离心去 

沉淀。用经0．10 mol／L Tris—HCI(pH 8．O)缓冲液平衡的DEAE一 

纤维素离子交换柱层析，线性升高 NaC1到 0．50 mol／L梯度 

洗脱，收集活性成分用聚乙二醇6 000浓缩后对相同 s— 

HC1缓冲液透析；加3．0 mmol／L叠氮钠在4℃保存。标定尿酸 
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法分析高浓度尿酸反应曲线所得尿酸浓度CV可低于2％。 

用40 U／L尿酸酶反应5．0 rain，动力学尿酸酶法的线性下限 

约 4．0~mogL而线性上限超过 90~moFL。 

反应时间(s) 

图 2 模拟的40U／L尿酸酶 5 s间隔记录的反应曲线 

可见。用40 u／L苛求芽孢杆菌尿酸酶时。从4．0~mo]／L 

到 6．0~mol／L尿酸为 2种方法都可测量尿酸含量的交叉区 

域：对应含 5．0~moFL尿酸反应 5．0 min内的起点和终点问 

的吸收变化。可作为两种尿酸酶法之间转换的尿酸浓度界限 

值，即起点吸收同反应5．0 min时吸收相差大于0．056用动 

力学尿酸酶法。小于0．056则用终点平衡尿酸酶法。 

据此界限值选择所用数据分析方法，用40 u／L重组表达 

苛求芽孢杆菌尿酸酶时 ，联用法测定尿酸线性范围从 1．0 

90~moVL(数据未给)。此下限基本为终点平衡法的下限而 

上限为动力学法的上限。对应反应体系可测尿酸范围比动力 

学尿酸酶法拓宽4倍，比终点平衡尿酸酶法拓宽接近 l8倍。 

这些模拟分析结果表明联用法有明显优势。 

进一步分析模拟反应曲线发现，在5．0~mol／L尿酸时如 

所用尿酸酶活性降低为5 U／L．则反应5．0 rain后的吸收变化 

小于 0．040但终点平衡尿酸酶法的偏差大于 20％。这种数据 

用动力学尿酸酶法分析所得尿酸含量偏差更大。对应所得尿 

酸酶 易出现负偏差但大多小于 40％。用 60 U／L尿酸酶 

时，所得结果没有显著差异。所以，分析反应5．0 min的数据 

时。前述两种尿酸酶法转换的界限值需保障尿酸酶活性不能 

低于所设定的数值；用动力学法尝试分析所得 可作为辅 

助检验所用尿酸酶活性是否符合要求。 

2．2 分析实验数据实现联用法的可行性 

滞后 20 s记录终点平衡法线性上限附近的低浓度尿酸 

实验反应曲线如图3。所用苛求芽孢杆菌尿酸酶 接近 

0．20 mmoVL，故测定条件下应是一级反应，吸收应指数衰减。 

实验反应曲线与模拟反应曲线的显著差异在于反应开始阶 

段明显处于非稳态，这在稍高浓度的尿酸时更明显。启动反 

应 30 s后吸收基本上指数衰减，表明启动反应 30 s后尿酸 

酶反应才能达到稳态。另外．从反应曲线的光滑程度可见，实 

验反应曲线中的随机吸收误差可能小于0．001。尿酸酶反应 

中间产物 5一羟基异尿酸在 302 nm有吸收峰⋯ ，此中间产 

物在硼酸盐中很易分解，但其在反应起始阶段会积累，这也 

可能是其稳态反应延迟时间较长的原因之一。所以，为可靠 

预测A 适宜分析启动反应35 s后的数据。 

从含3．0~moVL尿酸反应5．0 rain的数据中基本可筛选 

到5个有效数据，而其反应 5．0 rain时吸收比动力学法预测 

A 高0．001。分析5．0~mol／L尿酸反应曲线所得A b也仅比反 

应5．0 rain的吸收低0．001。分析7．0~mol／L尿酸反应曲线所 

得 比反应 5．0 rain吸收低 0．003以上。用终点平衡尿酸酶 

法和动力学尿酸酶法重复测量 5．0~moFL尿酸的净吸收 ， 

其sD都为0．001(n=5)。终点平衡尿酸酶法的线性范围从1．5～ 

6．0~moVL。相应地，用40 U／L苛求芽孢杆菌尿酸酶时，终点 

平衡法可测线性上限约 6．0~mol／L尿酸。而 5．0~moFL尿酸 

可作为两种尿酸酶法转换的尿酸浓度界限值。分析 5．0~mol／ 

L尿酸反应曲线所得 与用 20．0~mol／L尿酸分析反应过 

程所测定的 相差小于 15％。可见，在此两种方法转换的尿 

酸浓度界限值时，动力学尿酸酶法所得 可用于辅助判断 

反应体系的尿酸酶活性是否满足要求。 

O 

0 

0 

O 

0 50 100 150 200 250 

反应时间(s) 

图 3 用 40 U／L尿酸酶5 s间隔记录低浓度尿酸的反应曲线 

2_3 联用法测量尿酸的线性范围和抗黄嘌呤能力 

用40 U／L苛求芽孢杆菌尿酸酶，联用法测定尿酸线性 

范围从 1．5～60．0~moVL。其线性下限高于终点平衡法但低于 

动力学尿酸酶法的 50％．线性上限达到终点平衡尿酸酶法上 

限近10倍(图4)，线性响应斜率>0．98。在反应体系尿酸浓度 

较高时．终点平衡法出现明显偏差且浓度越高则偏差越大． 

这可能是终点平衡法需高活性尿酸酶才能保障线性上限的 

主要原因。用 20 U／L尿酸酶时，动力学法线性上限约 35．0 

~mol／L；与用相同涪I生的另一种苛求芽孢杆菌尿酸酶相当日。联 

用法在5．0 mol／【J以下变异系数3~ 10％而5．0~mol／L以上可 

小于 5％ 

O．O 2O．O 4O．0 6O．O 8O．O 

预设尿酸浓度(~moVL) 

图4 以40 U／L苛求芽孢杆菌尿酸酶基于联用方法 

测定尿酸响应曲线 

0  0  O  O 
∞ ∞ ∞ 加 

一rI 越 甾 嚣 袜 
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用 30 l血清样品使反应体系尿酸终浓度为4．0、18．0 

p．mol／L和 41．0 p~mol／L时．外加黄嘌呤到终浓度 10．0 vmol／L 

或 30．0 p~mol／L对测定尿酸的影响小于 3％．而各浓度下测定 

尿酸含量 CVs接近 3％(n=3)。用配对 t检验分析，发现黄嘌 

呤对联用法测量尿酸没有明显干扰(P~-O．262)。如按黄嘌呤 

抑制常数校正所设定K ，所得 变化小于 15％；如不校正 

所设Km则加黄嘌呤后 下降大于60％。因此，联用法需所 

用尿酸酶活性不低于设定值才能抗黄嘌呤干扰；需选两种方 

法都可测的尽可能高浓度底物在设定时间内的对应检测信 

号变化为界限值，实现两种方法的转换。 

3 讨 论 

以监测 293 nm吸收变化为基础 ，终点平衡法和动力学 

法都能可靠测定尿酸_3】。所以，联用法的关键是：(1)获得2种 

方法都可测尿酸浓度的交叉区域；(2)确定交叉区域内从终点 

平衡法转换成动力学法处理酶反应数据的尿酸浓度界限值， 

一 般可为终点平衡法的线性上限或动力学法的下限。 

给定尿酸浓度下有效数据量取决于酶活性、记录滞后时 

间、记录间隔、稳态反应所需延迟时间等。记录滞后时间可为 

20 S。用低活性尿酸酶时高浓度尿酸需长时间反应才能达到 

底物消耗比例要求，这会降低分析效率。所以，用40 U／L尿 

酸酶滞后20 s．以10 s间隔记录5．0 min尿酸酶反应过程。 

此联用法以终点平衡尿酸酶法和动力学尿酸酶法的数 

据处理方法为基础，需确定2种方法都能可靠测定的尿酸浓 

度交叉区域及数据分析方法转换的尿酸浓度界限值。优化所 

用尿酸酶量及反应时间可获得2种方法都可测定的尿酸浓 

度交叉区域。动力学尿酸酶法需尽可能高的底物消耗比例， 

故终点平衡法上限可为2种方法转换的尿酸浓度界限值。此 

联用法所用尿酸酶活性仅为40 U／L而用终点平衡法所用尿 

酸酶活性需大于400 U／L，此联用法线性范围更宽且分析时 

间仅需5．0 min。无疑成本和效率都优于终点平衡法。此联用 

法对 30．0~moYL黄嘌呤有抗性，这是此前所有其它商业化 

尿酸酶法试剂盒不具备的优势。本文所用尿酸酶稳定性好 

(数据未发表)，本身对黄嘌呤抗性很强 ”。因此，联用法用 

低活性尿酸酶可获得更宽可测范围且保障分析效率。 

从化学计量学的角度，本文所述不同尿酸酶法的差异在 

于数据分析方法不同。此联用法测量尿酸是一种全新数据处 

理方法，其用一种反应条件而据反应体系尿酸浓度范围(起 

点和终点的吸收之差)选择最适合的数据分析方法。此前曾 

报道将分析酶反应过程和初速度法联用测定酶活性㈣，但至 

今未报道终点平衡法和酶反应过程分析法联用测定底物量。 

Dade Behfing的Dimension RXL系列自动生化分析仪等可提 

供293 nm光源测定尿酸，故此联用法有望用于常规实践。另 

外，酶法分析广泛用于临床检验，此联用法有可能发展成一 

类全新酶法测定底物量的数据处理方法。从而能用较低活性 

工具酶获得很宽的线性范围且保障分析效率。 
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