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　　【摘要】　目的　评价循环酶法检测血清同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）的分析性能，以建立适合本实验室的相关标准。

方法　依据美国临床和实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）颁布的系列ＥＰ文件，分别对北京九强公司生产的循环酶法 Ｈｃｙ

检测试剂盒进行精密度评价、线性评价、参考区间分析、抗干扰实验分析和回收实验分析。结果　批内变异系数为

２．２８％，批间变异系数为１．６２％，天间变异系数为１．２８％，总变异系数为３．０４％；线性范围为３～５２μｍｏｌ／Ｌ；健康

者参考区间（９５％置信区间）为５．４～１６．５μｍｏｌ／Ｌ；血清标本总胆红素浓度不超过２９６．６７μｍｏｌ／Ｌ、三酰甘油浓度不

超过４．７４ｍｍｏｌ／Ｌ、血红蛋白浓度不超过６．００ｇ／Ｌ时，对 Ｈｃｙ检测结果的干扰偏差不超过１０％；平均回收率为

９４．７２％。结论　循环酶法检测 Ｈｃｙ精密度好、线性范围宽、抗干扰能力强、回收率较高，是目前临床实验室值得推

广应用的常规检测方法。
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　　同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）是一种反应活性很高的含硫氨基酸，

是甲硫氨酸代谢循环的重要中间产物。虽然 Ｈｃｙ是一种正常

的代谢中间产物，但是大量流行病学研究显示，外周血 Ｈｃｙ水

平升高是冠心病［１２］和脑血管疾病［３］的独立危险因素。目前，

可用于血清 Ｈｃｙ水平检测的方法很多，包括高压液相色谱法

（ＨＰＬＣ）、酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫分析法、荧光偏

振免疫分析法等。然而，上述检测方法所使用的仪器或试剂较

为昂贵，或操作步骤繁杂，无法在临床实验室中广泛应用。循

环酶法是利用酶的底物特性，以放大靶物质的检测方法，具有

快速、简便、灵敏度高、易于自动化等特点。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　日本日立公司７６００１２０ＤＰＰ模块式全自

动生化分析仪。循环酶法 Ｈｃｙ检测试剂及低值和高值 Ｈｃｙ检

测质控品、校准品均购自北京九强生物技术股份有限公司，包

括Ｒ１、Ｒ２试剂，其中Ｒ１试剂含有Ｓ腺苷甲硫氨酸０．１ｍｍｏｌ、

还原型辅酶（还原型烟碱胺腺嘌呤二核苷酸，ＮＡＤ）０．２ｍｍｏｌ、

三（２羧乙基）磷氯化氢０．５ｍｍｏｌ、ａ酮戊二酸５．０ｍｍｏｌ，Ｒ２

试剂含有Ｈｃｙ甲基转移酶５．０ｋＵ／Ｌ、谷氨酸脱氢酶１０ｋＵ／Ｌ、

Ｓ腺苷同型半胱氨酸水解酶３．０ｋＵ／Ｌ、水解酶３．０ｋＵ／Ｌ、腺

苷脱氨酶５．０ｋＵ／Ｌ。校准品可溯源至国际参考物质 ＮＩＳＴ

ＳＲＭ１９５５。循环酶法检测 Ｈｃｙ的主要分析参数包括采用终点

法及多点校准模式，标本用量１３μＬ，Ｒ１试剂用量２４０μＬ，Ｒ２

试剂用量６５μＬ，温度条件３７℃，反应时间１０ｍｉｎ，主波长３４０

ｎｍ，副波长４０５ｎｍ。循环酶法 Ｈｃｙ检测原理：采用基于小分

子捕获技术的Ｓ腺苷同型半胱氨酸水解酶检测法。标本中的

Ｈｃｙ被转化为游离型后，与共价底物反应，经循环反应进行信

号放大，同时产生腺苷；腺苷立即水解为次黄嘌呤和氨，氨在谷

氨酸脱氢酶的作用下，使还原型辅酶转化为携带正电荷的

ＮＡＤ＋，且标本中 Ｈｃｙ的浓度与ＮＡＤ转化速率呈正比。

１．２　方法

１．２．１　标本采集与处理　本研究采用血清标本进行检测。首

先采集符合纳入要求的患者或健康者外周血标本，３０ｍｉｎ内

３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后分离血清标本，－２０℃以下保存，待

血清标本收集完成后集中检测。采集外周血标本前，嘱咐患者

及健康者尽量避免摄入高蛋白饮食，以避免食物因素导致的外

周血 Ｈｃｙ水平升高。

１．２．２　精密度评价　依照ＣＬＳＩＥＰ５Ａ文件的要求，对循环

酶法 Ｈｃｙ检测试剂盒进行精密度评价。选择稳定的 Ｈｃｙ低值

质控品，每天进行２批次检测，批间间隔时间不少于２ｈ，每批

做双份检测，连续进行２０ｄ试验，分别计算批内、批间、天间及

总不精密度，以变异系数（犆犞）表示，即犆犞批内、犆犞批间、犆犞天间 和

犆犞总。

１．２．３　线性评价　依照ＣＬＳＩＥＰ６Ａ文件的要求，采用 Ｈｃｙ

高值校准品作为高值（Ｈ）标本，健康者的混合血清作为低值

（Ｌ）标本（要求 Ｈｃｙ浓度接近检测范围的下限）。按５Ｌ＋０Ｈ、

４Ｌ＋１Ｈ、３Ｌ＋２Ｈ、２Ｌ＋３Ｈ、１Ｌ＋４Ｈ、０Ｌ＋５Ｈ 的体积比例配

制 Ｈ和Ｌ标本的混合液，组成系列评价标本，每例标本重复检

测４次，且在标本配制当日完成检测，记录检测结果。对实验

数据进行多项式回归分析，计算获得最适多项式，并根据最适

多项式计算相应的线性范围。根据美国病理学家协会（ＣＡＰ）

的要求，非线性差异应不超过２．５％
［４］。

１．２．４　参考区间分析　选择２０１１年４月至２０１２年３月于广

州中医药大学附属中山市中医院体检健康者１５１例，男７８例、

女７３例，年龄２０～８０岁，获得血清标本后采用循环酶法进行

血清 Ｈｃｙ浓度检测，计算１５１例健康者血清 Ｈｃｙ浓度的均值、

标准差和参考区间（９５％置信区间），再对不同性别、年龄健康

者的检测结果进行统计学分析，以了解性别、年龄对参考区间

的影响。

１．２．５　干扰试验分析　依照ＣＬＳＩＥＰ７Ａ文件的要求，选择

临床混合血清标本１份，分成２份，１份加入干扰物（干扰物的

浓度为临床标本中可能出现的最高浓度），另一份不加干扰物，

按比例混合，配制具有６个不同干扰物浓度的标本，每份标本

重复检测３次，计算均值及干扰偏差，干扰偏差＝（加入干扰物

的标本检测结果－未加入干扰物的标本检测结果）／未加入干

扰物的标本检测结果×１００％，当干扰偏差超过±１０％时，判为

存在干扰。不同干扰物的加入浓度见表１。

表１　干扰物及其加入浓度

干扰物质 干扰物加入浓度

总胆红素（μｍｏｌ／Ｌ） ０．００ ４９．６９ ９７．７９１９５．６９２９６．６７３４６．０９３９３．６８

三酰甘油（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．００ ２．５１ ４．７４ ９．５２ １３．９６ １５．９６ １８．２９

血红蛋白（ｇ／Ｌ） ０．００ １．００ ２．００ ４．００ ６．００ ７．００ ８．００
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１．２．５　回收试验　以健康体检者混合血清标本作为低值标

本，对高值混合标本进行不同比例的稀释，低值标本分别占

１００％、８０％、６０％、４０％、２０％，共５份稀释标本。对５份稀释

标本分别进行３次重复检测，计算均值、加入量、回收率和平均

回收率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据处理和统计

学分析。计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验或方差

分析；线性分析采用相关回归分析；检验水准α＝０．０５，犘＜

０．０５为统计量具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　精密度试验　精密度试验结果见表２。

表２　精密度试验结果

精密度 Ｈｃｙ检测结果（狓±狊，μｍｏｌ／Ｌ） 犆犞（％）

批内精密度 １３．７５±０．３１ ２．２８

批间精密度 １３．７５±０．２２ １．６２

天间精密度 １３．７５±０．１８ １．２８

总不精密度 １３．７５±０．４２ ３．０４

　　注：低值质控品 Ｈｃｙ浓度为１３．５μｍｏｌ／Ｌ。

２．２　线性试验　以Ｈｃｙ理论值为Ｘ，Ｈｃｙ实测值为Ｙ，线性回

归方程为犢＝０．９９８犡＋０．０４３３，犚２＝０．９９６，其中ｂ＝０．９９８，

ａ＝０．０４４３，ｂ接近１，ａ接近０。标本中 Ｈｃｙ浓度为３～５２

μｍｏｌ／Ｌ时，检测结果线性良好，见表３、表４。

表３　线性试验结果（μｍｏｌ／Ｌ）

浓度 ５Ｌ＋０Ｈ ４Ｌ＋１Ｈ ３Ｌ＋２Ｈ ２Ｌ＋３Ｈ １Ｌ＋４Ｈ ０Ｌ＋５Ｈ

实测均值 ３．２８ １５．５６ ２４．７７ ３５．２８ ４４．６３ ５２．６４

理论值 ３．２０ １３．２３ ２３．２６ ３３．２９ ４３．３２ ５３．３５

表４　多项式回归结果

次数 ｂ０ ｂ１ ｂ２ ｂ３ 回归自由度

１次 －１．５３２ １．０１５ － － １０

２次 ０．４４８ ０．７９６ ０．００４ － ９

３次 ０．３３９ ０．８２２ ０．００３ １．４３８ ８

　　注：－表示无数据。

２．３　参考区间　健康者血清 Ｈｃｙ浓度的参考区间（９５％置信

区间）为５．４～１６．５μｍｏｌ／Ｌ，男性参考区间（９５％置信区间）为

５．７～１６．９μｍｏｌ／Ｌ，女性的参考区间（９５％置信区间）为４．９～

１３．６μｍｏｌ／Ｌ；采用狋检验比较不同性别组Ｈｃｙ浓度，结果显示

比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。按年龄将健康者分为３

组，即２０～４０岁组、（＞４０～６０）岁组和（＞６０～８０）岁组，方差

分析显示，２０～４０岁组、（＞４０～６０）岁组与（＞６０～８０）岁组之

间 Ｈｃｙ浓度比较差异具有统计学意义（犘＜０．０５），而２０～４０

岁组与（＞４０～６０）岁组之间 Ｈｃｙ浓度比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。因此，对于６０岁以上的老年人应建立独立的参

考区间。６０岁以上人群的参考区间（９５％置信区间）为６．４～

１７．０μｍｏｌ／Ｌ，６０岁及其以下人群的参考区间（９５％置信区间）

为５．２～１６．３μｍｏｌ／Ｌ。

２．４　干扰试验　总胆红素浓度小于２９６．６７μｍｏｌ／Ｌ、三酰甘

油浓度小于４．７４ｍｍｏｌ／Ｌ、血红蛋白浓度小于６ｇ／Ｌ时，对

Ｈｃｙ检测结果无明显影响，干扰偏差小于１０％。

２．５　回收试验　回收试验结果见表５，计算获得 Ｈｃｙ的平均回

收率为９４．７２％。

表５　回收试验结果

标本编号
加入量

（μｍｏｌ／Ｌ）

回收量

（μｍｏｌ／Ｌ）

检测值

（μｍｏｌ／Ｌ）

回收率

（％）

０ － － ９．８０ －

１ ５．２０ ４．７８ １４．５８ ９２．００

２ １０．４０ ９．８０ １９．６０ ９４．２０

３ １５．６０ １４．５９ ２４．３９ ９３．５０

４ ２０．８０ １８．９１ ２８．７１ ９０．９０

５ ２６．００ ２６．７８ ３６．５８ １０３．００

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

Ｈｃｙ参与甲硫氨酸的代谢过程，是甲硫氨酸和半胱氨酸代

谢过程中的重要中间产物。Ｂ族维生素包括叶酸、维生素Ｂ６

和维生素Ｂ１２，均为 Ｈｃｙ代谢过程中的必需辅助因子。近年

来，越来越多的研究表明，Ｈｃｙ已成为动脉粥样硬化、心脑血管

疾病的独立危险因素。

本研究结果显示，日立７６００１２０ＤＰＰ模块式全自动生化

分析仪检测血清 Ｈｃｙ的犆犞总为３．０４％。与陈继中等
［５］采用

同样方法学在日立７１７０全自动生化分析仪上得出犆犞 总为

４．９％相比，７６００１２０ＤＰＰ模块式全自动生化分析仪检测 Ｈｃｙ

的精密度优于日立７１７０全自动生化分析仪。

本研究检测了１５１例健康者血清 Ｈｃｙ水平，结果显示男

性血清 Ｈｃｙ水平高于女性，考虑可能与男、女性体内雌激素水

平存在差异有关。就年龄方面而言，不同年龄人群具有不同的

机体代谢水平，因此，年龄对 Ｈｃｙ参考区间有一定的影响。有

研究表明，血浆 Ｈｃｙ水平随着受试者年龄的增大而升高
［６］。

因此，制订参考区间时，应充分考虑性别和年龄的影响。由此

可见，每个实验室应根据所采用的试验方法和分析仪器，建立

符合实验室实际情况的参考区间。

干扰试验结果显示，当总胆红素浓度小于２９６．６７μｍｏｌ／

Ｌ、三酰甘油浓度小于４．７４ｍｍｏｌ／Ｌ、血红蛋白小于６ｇ／Ｌ时，

对 Ｈｃｙ检测结果无明显影响，当超过上述限值时，对检测结果

产生不同程度的正偏差影响。因此，在进行 Ｈｃｙ检测时，应尽

量避免使用脂血、溶血、黄疸标本。此外，有研究表明，大多数

内源性物质对 Ｈｃｙ检测无明显干扰，但高浓度血氨和Ｓ腺苷

甲硫氨酸可对检测结果产生负偏差影响，高浓度谷胱甘肽、Ｌ

半胱氨酸及胱硫醚则对检测结果产生较大的正偏差影响［７］。

因此，当标本中含有较高浓度的上述内源性物质时，应对检测

结果进行校正。另需注意的是，部分临床常用治疗药物，如甲

氨蝶呤、卡马西平、苯妥英钠和６氮尿嘧啶苷，可导致患者外周

血 Ｈｃｙ检测结果的升高。

回收试验结果显示，Ｈｃｙ的平均回收率为９４．７２％，与理

想状态下的回收率为１００％相比，存在５．２８％的比例误差，考

虑可能与标准品和患者标本间存在不同的基质效应有关。在

条件许可的情况下，采用以血清为基质的校准品替代以水为基

质的标准品，可使临床标本的检测结果更为可靠。

可用于 Ｈｃｙ检测的方法较多，但很多方法存在着一定程

度的局限性。ＨＰＬＣ检测 Ｈｃｙ虽然灵敏度高，并可有效分离

和分析血液中存在的多种含硫氨基酸，但 ＨＰＬＣ检测对设备

及操作人员技术水平的要求较高，且不同分析系统在样品处

理、层析条件等诸多方面存在差异，使其难以（下转第５１５页）
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临床中的常见急危重症，也是导致肝病患者死亡的重要原因之

一［３］。引起上消化道出血的原因包括胃癌、消化性溃疡、急性

胃黏膜病变、肝硬化门静脉高压症等，其中较为常见也是最易

导致患者死亡的因素为肝硬化门静脉高压症导致的食管、胃底

静脉曲张破裂［４］。肝硬化门静脉高压症并发上消化道出血的

发病机制为：发生肝硬化时，肝小叶的肝细胞和纤维组织均因

再生而形成肝细胞结节，过度挤压中央静脉而使血流受阻，出

现血流淤滞，导致门静脉高压的形成［５］；门静脉压力越高，胃上

部侧支血液循环所需血流量越大，使食管、胃底静脉逐渐受损，

管壁越来越薄，最终因外力作用而出现血管破裂，导致出

血［６７］。

静脉断流术可有效地阻断奇静脉和门静脉间的交通支，继

而将胃底和食管异常曲张的血管阻断，以达到止血的目的［８］。

静脉断流术可保留迷走神经主干，并将贲门处反折的腹膜切

开，可有效降低再出血的发生率［９１０］。但在实施静脉断流术的

过程中，不可将冠状静脉异位高位食管和高位食管的支静脉漏

扎，若上述两条血管的位置较深、较高，不易暴露，且容易在食

管周围组织中粘连增厚，如果漏扎，术后血液可反流至上述两

条血管，使血流量和血管内压力急剧升高，易出现血管破裂和

出血。

综上所述，静脉断流术治疗肝硬化门静脉高压症并发上消

化道出血，具有止血率高、创伤相对较小、术中无需开放消化

道、消化道瘘和腹腔感染发生率较低、术后患者病死率较低等

优势，在治疗效果方面也明显优于保守治疗。但在选择静脉断

流手术时机时需注意：若患者就诊时已出现大量、反复出血，且

已有明确的诊断，应立即行急诊手术；若患者就诊时已出现腹

腔积液、病程长、多次出血、组织粘连较重等情况，有可能给手

术治疗带来一定的困难，此时需先采用保守治疗进行止血，待

有效止血且患者肝功能得以恢复后，再择期实施手术。
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标准化［８１０］。ＥＬＩＳＡ检测多采用手工操作，检测耗时长，且结

果准确性相对较差。放射免疫分析法有可能存在放射性污染，

临床目前使用较少。荧光偏振免疫分析法需要专用的荧光偏

振仪，检测成本昂贵，不适合在临床实验室中推广应用。与

ＨＰＬＣ和荧光偏振免疫分析法相比，循环酶法适用于多种自动

化分析仪，不需要特殊的检测设备，省却了检测前的荧光衍生

处理，消除了由于衍生造成的误差，影响因素少，操作简便，精

密度好，抗干扰能力强，能够满足大批量标本的自动化检测。

目前全自动生化分析仪在国内大多数医院中已经得以普及，因

此，循环酶法检测血清 Ｈｃｙ值得在临床中推广应用。
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