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一、一} 4_了改良J—G法测定血清结合胆红素 

的影响因素探讨 
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提 要 本文通过对血清结台胆红紊(Bc)测定的影响因素的搛索发现亚硝酸钠浓度增高 以及 

反应时问延长都可使衷观Bc增加：1分钟Bc受温度影响大(P<0 01)；pil1．5和1．31时的Bc日JI显高于 

pil1．17(P<0．01，0．o5)．游离胆虹豪在无加速剂时，也有一定程度的直接反应。 

关键词里：出避；如 胆征象，鱼瘸 
中图分类号 R446．1 

血清结合胆红索(Conjugate Bilirubin， 

Bc)是临床鉴别黄疸的重要指标。而不同测定 

方法差异很大 tel前测定日e柏齑法很多 主要 

是pH、试剂浓度及操作步骤不同等．为此我 

们对改良J—G法测定鹿清豆e柏黟响因素进行 

了探讨 现报道如下。 

材料和方法 

1．试剂 

(1) 对氮基苯磺酸、重氮试剂、碱性酉石酸 

钠、叠氟钠等试剂祥见 《全国临床检验操作规程 》 

(2) 0．05mol／L HCI 

2、 方法 Bc测定：0．2mL血清加1．6ml 0．05~ 

moI／L HC1 97℃ 预温5分钟 再加0．4ml重氮试 

嗣 37℃反应1分钟 以0．05ml叠氮钠终止反应，加碱 

性酒石酸钠1．2m!．样品空自以对氧基苯磺酸代替重 

氮试剂．600nl~1 1cm比色杯以样品空白谓零比色。 

结 果 

钟Bc受温度影响大 37"C时的结果比20℃时 

平均高18．3 <0．01) 而5和10分钟Bc在 

这两种温度时的差别无显著性(P>0．05)。(见 

表1) 

表1 温~YlrIBcOzmoLeL)测定的影响 

1、温度对测定Bc的影响 试验发现1分 
2、时间对Bc的影响 表2(Be浓度为6．5 
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～ 250~mol／L)的测定结果表明三种时问的 

Bc差别均有显著性(P<0．oi) 如果1分钟和5 

分钟的结果分别与10分钟的牛廿比较，二个 比 

值问亦有显著性差异(P<0．01)。(见表2) 

表2 时间对Bc测定的影响 

3、pH对Bc测定的影响 我们选择了4种 

pH条件测定Be(表3)。pH1．17—1．50，Bc随 

之递增 ，pH1．31刊1．50问结果无显著性差 

别 (P>0．05)，pH1．17时则 明显 低于前二 

者(P<0．05，0．oi) pH1．11时因NaNo 浓度 

高 于前 三者 ，其结果与pH1．3l和1．50接 

近(P>0．o6)。( 表3) 

表3 四种pH对Bc(pmol／L)l：b较 

1．11的NaNO 2浓度为0．4umol／L，其余均为 

0．25umoI／La 

4、游离胆红素对Bc测定的影响 我们 

用游离胆红素(Bf)标准品(南京军区总医院检 

验科921029)做BC测定，见表4 可见Bf在无 

加速剂存在时，也可发生一定程度的直接反 

应，Ⅱ对低浓度胆红素的干扰较大，与Chan 

报道捆似。 

表4 游离胆红素 (Bf)对Bc测定的影响 

讨 论 

目前 国际国内均推荐改 良J G法测定血 

清总胆红素，而Bc测定却尚未标准化。试剂配 

方和操作方法各异，影响了结果的可比性。 

亚硝酸钠浓度的影响已得到公认 ，我们 

的试验也证实NaNO z浓度为0．4mmol／L的 

结果明显高于0．25mmol／L。但Chan ’等报 

道NaNO 浓度对牛磺胆酸--N-红素无影 响， 

而对正常个体的Bc影响大，这说明血清中有 

非BC的直接反应物存在。 

PH也是Bell定的主要影响因素之一。当 

NaN0 浓度相同时，pH1．5的结果明显高于 

l，17，略高于1．31。其原因可能是pH1．5时的 

离子强度或氯离子浓度低，偶氮反应效率高。 

操作规程“ 也提示盐酸浓度高可使反应减 

慢。 

Bc测定的反应时间增加，结果明显增高。 

Chan 等发现牛磺胆酸胆红素在1分钟内即 

可完全反应，颜色无持续加深的情况 而血清 

中的游离胆红素， 胆红素及某些非胆红素的 

偶氮反应 ，随时间延长 ，都可使表观BC 

(下转147页) 
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讨 论 

F—N一乙酰葡萄糖胺酶( 一N—AG)是溶酶 

体释放的水解酶之一，它最初在内质网内合 

成，故在上述两种细胞器内均呈阳性，该酶分 

解B—N一乙酰氨基葡萄糖的胺基糖苷键，其反 

应如下：2一乙酰氨基一2一脱氧口一D一吡喃葡萄 

糖苷 +H。O=N一乙酰葡萄糖胺 +配基，亦可 

催化寡糖分子末端的 —N一乙酰半乳糖苷水 

解，fi-N-~酰葡萄糖胺酶活性高低亦反应了 

溶酶体的活跃状态，从本实验的组织化学反 

应结果，显示 胃粘液细胞癌的 —N一乙酰葡萄 

糖胺酶的活性较管状腺癌为高，由于人体结 

缔组织中蛋白多糖含有 —N一乙酰葡萄糖胺 

及寡糖分子末端的 -N一乙酰半乳糖胺结构， 

故该酶可水解上述化合物，从而破坏结缔组 

织网状屏障，而有利于癌细胞浸润。 

本实验采用有实用价值的萘酚AS- 
一 BI—F—N一乙酰葡萄糖胺作为 —N一乙酰葡萄 

糖胺酶的底物，选择酶组化中效果较好的六 

偶氮对品红为偶联剂配制孵育液，通过不同 

实验组的多次实验，在原法基础上找到最佳 

效果的pH和孵育时问，从而保证了染色的稳 

定性和可靠性。胃癌恒冷组织切片经其偶氮 

偶联反应后，形成无定形或小结晶产物，在切 

片上显示出口一N一乙酰葡萄糖胺酶在细胞内 

的定位。 

一 N一乙酰葡萄糖胺酶组织化学改 良法， 

也可用于肠癌、乳癌及其它浸润癌的恒冷组 

织切片中研究应用。 

采用萘酚AS衍生物较其它底物水解快， 

与六偶氮对品红偶联，可显示最好的定位，但 

由于它不能以稳定的盐长期保存，必须临用 

前配制。 

该酶组织化学方法 操作简便 易于同行 

掌握应用。 
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增加。故 《临床化学诊断方法太全》认为缩 

短反应时间可以提高Bc测定的特异性。 

温度主要影响1分钟的Bc测定 ，所以如采 

用1分钟反应时间应统一温度。并严格控制温 

度与时间。 
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