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摘　要　建立了一种快速检测血液中二氧化碳结合力（ＣＯ２ＣＰ）、葡萄糖（ＧＬＵ）、尿酸（ＵＡ）含量的干式生化
分析方法。筛选出合适的膜材料作为干片载体，制备干片，用干式生化分析仪检测干片，建立了测定血液中

ＣＯ２ＣＰ、ＧＬＵ、ＵＡ含量的标准曲线，对所建立的方法进行加标回收实验、稳定性实验、批间、批内重复性实验、
方法学比较。此法制备的干片颜色梯度明显、显色均匀，测定ＣＯ２ＣＰ、ＧＬＵ、ＵＡ的线性范围较宽；批间与批内
变异系数均小于５％，重复性良好；与临床湿化学检测相比具有良好的相关性，相关系数大于０９９，可应用于
临床检测。
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目前，干化学［１４］检测技术是现场快速检测［５］的主要支撑技术，在检验医学中有广阔的应用空间，

已作为常规方法在临床检验［６７］中广泛应用。早在１６世纪人们已经使用石蕊试纸检测液体的酸碱性，
这是干化学法的最早应用，１８世纪初，英国化学家Ｗｉｌｌｉａｍｐｒｏｕｔ使用干式化的试剂检测尿液的ｐＨ值，这
是干化学试剂在生物体液检测中的最早应用。本文制备的干片为基于反射光度法干片，采用高分子膜

材料为试剂载体，通过吸附试剂来制备干片，与传统的湿化学检验方法相比具有操作简单、试剂易保存、

检测速度快等优点，数分钟即可检测并报告结果，故适用于急诊标本检测等领域，有取代湿化学法检测

的可能性。现在市场上生产干化学分析系统的厂家主要有日本京都爱克来、富士、瑞士罗氏和美国强

生。其中市场份额占有最大的是强生，而国内除比较简单的干化学尿液试纸和分析仪外，还没有更多的

干化学仪器［９１０］和试剂载体产品出现，多数依赖进口。

为解决上述问题，本文研究了检测一系列指标的多层膜［１１］生化干片的制备方法，如葡萄糖（ＧＬＵ）、
尿酸（ＵＡ）、二氧化碳结合力（ＣＯ２ＣＰ）３种试剂干片，建立了一种快速检测血液中葡萄糖、尿酸、二氧化
碳结合力的干式生化检验方法。为干化学分析技术在国内的推广和应用提供方法和技术基础。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

干式生化分析仪（利用反射光原理自制的全光谱仪器）、日立７１８０型全自动生化分析仪（日本日立
公司）；ＨＰＸ９１６２ＭＢＥ型电热恒温培养箱（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）；ＳＰＨ２１１Ｂ型恒温培
养摇床（上海世平实验设备有限公司）；ＤＦ１型集热式磁力搅拌器（江苏金坛市金城国胜实验仪器厂）；
ＭＸＦ型旋涡混合器（美国 ＳＣＩＬＯＧＥＸ公司）；ＦＹＹ２５００１ＲＯ型基础应用型纯水机（青岛富勒姆科技有
限公司）；ＣＯ２ＣＰ、ＧＬＵ、ＵＡ测定试剂盒均购于长春汇力生物技术有限公司；膜材料 Ｇｒａｄｅ１７Ｃｈｒ（层析
滤纸）、Ｇｒａｄｅ４０、Ｇｒａｄｅ２（ｗｈａｔｍａｎ公司）、膜材料 Ｎ６、ＮＬＢ０４５（海宁市正大过滤设备有限公司）、膜材料
ＮＬＷ１００、ＮＬＷ８０、ＳＳＷＰ（美国密理博（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ）公司）；标准血清。
１．２　实验方法
１．２．１　高分子膜材料的筛选　通过对膜材料的载水量、通透性、流体扩散速度来进行膜材料的筛选。
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１）载水量：载水量的研究主要是计算待筛选的膜单位面积内的饱和载水量，检测方法如下：首先将
高分子膜材料裁成１０ｍｍ×１０ｍｍ大小的正方形，将其完全浸入去离子水中，吸附饱和后取出用滤纸吸
干高分子膜材料表面多余的水分，分别称量高分子膜吸饱水前后的质量 ｍ前和 ｍ后，计算质量差△ｍ，根
据水的密度以及膜的面积可得到高分子膜材料单位面积的饱和载水量。测量３次取平均值。
２）流体扩散速度：流体扩散速度即为水在高分子膜材料中的扩散速度，主要是计算滴加的水扩散

到整张膜所需要的时间，滴加的去离子水的量为膜的饱和载水量，判断标准为水扩散到高分子膜的整个

表面又没有溢出。根据高分子膜材料的面积和测量时间即可得到单位时间内去离子水在膜中的扩散速

度。测量３次取平均值。
３）膜通透性：膜材料的通透性即为当高分子膜已经处于饱和水状态下，继续滴加水后，计算一定体

积的去离子水透过高分子膜材料所需的时间ｔ，测量３次取平均值。
１．２．２　干片的制备　ＣＯ２ＣＰ检验原理为样品中的二氧化碳结合力在碳酸酐酶作用下，使碳酸氢根分
解，引起ｐＨ值发生变化，借助联合指示剂显色。ＧＬＵ检验原理为血清中的葡萄糖在葡萄糖氧化酶的作
用下，生成过氧化氢，用过氧化物酶将过氧化氢分解出氧的游离基，它将４氨基安替比林和酚氧化为红
色的醌型化合物。ＵＡ检验原理为血清中的尿酸在尿酸氧化酶的作用下，生成过氧化氢，用过氧化物酶
将过氧化氢分解出氧的游离基，它将４氨基安替比林和酚氧化为红色的醌型化合物。

正常人体中二氧化碳结合力、葡萄糖、尿酸的浓度范围分别为２３～２９ｍｍｏｌ／Ｌ、３９～６２ｍｍｏｌ／Ｌ、
２０８～４２８μｍｏｌ／Ｌ。只要不在这个范围内无论是偏高还是偏低均属于病变浓度。

干片的制备采用逐次滴加的方式，不同种类干片制备过程中各参数也不同，制备 ＣＯ２ＣＰ干片时，
试剂加样量为４０μＬ，干燥温度为３７℃，加样次数为５次；制备 ＧＬＵ干片时，试剂加样量为４０μＬ，干燥
温度为３０℃，加样次数为６次；制备 ＵＡ干片时，试剂加样量为４０μＬ，干燥温度为２５℃，加样次数为
８次。
１．２．３　干片标准色阶的制备　将二氧化碳结合力、葡萄糖、尿酸标准液按浓度梯度滴加到干片上，显色
后用数码相机拍摄，图像经ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软件处理后分别得到标准色阶。
１．２．４　干式生化分析方法标准曲线的建立　使用全光谱干式生化分析仪测量二氧化碳结合力、葡萄
糖、尿酸标准梯度溶液与各自干片反应后的反射光相对强度值，分别建立与反射光相对强度之间的函数

关系，作为测量３种待测物质浓度的依据。
１．２．５　方法学评价　方法学评价主要包括加标回收实验、稳定性实验、重复性实验（批间和批内）和方
法学比较。

２　结果与讨论
２．１　高分子膜材料的筛选

对层析滤纸、Ｇｒａｄｅ２（定量滤纸）、Ｇｒａｄｅ４０（无灰级定量滤纸）、Ｎ６（尼龙膜）、ＳＳＷＰ滤膜（混合纤维

表１　膜性能总结
Ｔａｂｌｅ１　Ｓｕｍｍａｒｙｏｆｆｉｌｍｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

Ｆｌｉｍ Ａｐｅｒｔｕｒｅ／μｍ Ｃａｐａｃｉｔｙ／（μＬ·ｍｍ－２） Ｓｐｅｅｄ／（ｍｍ２·ｓ－１）
Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ

Ｔｓｉｇｌｅ／ｓ Ｔｄｏｕｂｌｅ／ｓ ＴＮＬＷ８０／ｓ ＴＮＬＷ１００／ｓ
Ｇｒａｄｅ４０ ８ ０．１７７ ０．０１８ ２．０９ ３．０７ １．３６ １．２３
Ｇｒａｄｅ２ ８ ０．１７８ ０．０２５ １．６８ ２．１３ １．６６ １．５０
Ｎ６ ６ ０．０７６ ０．４６ ８．０５ １６．５８ ６．９３ ３．２１

ＮＬＢ０４５ ０．４５ ０．０８３ ０．１７ ５．５９ １１．１３ ４．２１ ３．６６
ＳＳＷＰ ３ ０．１５３ ０．１０６ ２．５３ ５．９８ ６．１５ ５．３８

Ｇｒａｄｅ１７Ｃｈｒ － ０．７６ ０．０２ ２．７８５ ４．４９ ３．４３ ２．３８
ＮＬＷ８０ ８０ － － １．２２ ２．２１
ＮＬＷ１００ １００ － － １．０５５ ２．０３

　　Ｎｏｔｅ：ＴＮＬＷ８０、ＴＮＬＷ１００ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｌｍｓｃｏｖｅｒｅｄｗｉｔｈＮＬＷ８０ａｎｄＮＬＷ１００；Ｔｓｉｎｇｌｅ、Ｔｄｏｕｂｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｓｉｎｇｌｅ

ｆｉｌｍａｎｄｔｈｅｄｏｕｂｌｅｆｉｌｅ．
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素酯）、ＮＬＢ０４５（尼龙表面膜）、ＮＬＷ８０、ＮＬＷ１００（尼龙网状膜主要用来帮助试剂扩散）等几种膜材料
的载水量、流体扩散速度、通透性的研究如表１所示。

高分子膜材料的筛选一般在载水量较高的前提下，选择水扩散速度较快、通透性较好得膜材料，因

为膜的载水量越高吸附试剂越多，能检测到待测物的浓度越低，所制备的干片越灵敏；水在膜中的扩散

速度越快，说明样品在膜中的扩散速度越快，使用这种膜制备的干片反应越迅速；处于水饱和状态下的

高分子膜，继续向其上滴加蒸馏水，渗透得越快表示通透性越好。综合以上３种因素，考虑选择层析滤
纸为反应层，ＮＬＷ１００为扩散层制作ＣＯ２ＣＰ、ＧＬＵ、ＵＡ３种干片。
２．２　干片的标准色阶

图１为３种干片的标准色阶图。从图１可以看出，３种干片显色均匀、色差明显，达到前期应用的目
的。

图１　二氧化碳结合力、葡萄糖和尿酸标准色阶
Ｆｉｇ．１　ＳｔａｎｄａｒｄｃｏｌｏｒｃｌａｓｓｏｆｔｈｅＣＯ２ＣＰ，ＧＬＵａｎｄＵＡｄｒｙｓｌｉｄｅ

２．３　干式生化分析法的标准曲线
此法制备干片的标准曲线横坐标为待测指标浓度，纵坐标为反射光强度，ＣＯ２ＣＰ、ＧＬＵ、ＵＡ所用标

准品浓度分别为２６、５５和４００μｍｏｌ／Ｌ；检测３种不同指标所选择的波长分别为５８０、４９０和５８０ｎｍ；测
量温度均为３７℃；检测时间分别为６０、６０及２０ｓ。图２即为干式生化分析方法测定标准曲线。标准曲
线的建立是以标准品为样本进行检测，建立标准品浓度与反射光强度之间的函数关系，由于与传统的透

射光检测不同，干片的检测方法为反射光度法，因此所建立的标准曲线为对数标准曲线。

图２　干式生化分析法测定ＧＬＵ（Ａ）、ＣＯ２ＣＰ（Ｂ）、ＵＡ（Ｃ）的标准曲线

Ｆｉｇ．２　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＬＵ（Ａ），ＣＯ２ＣＰ（Ｂ）ａｎｄＵＡ（Ｃ）ｂｙｄｒｙｃｈｅｍｉｓｔｒｙｍｅｔｈｏｄ

２．４　方法学评价
２．４．１　加标回收率及相对标准偏差　以全自动生化分析仪测定阴性血清为样本，做加标回收实验，结
果如表２所示，干式生化分析法测定 ＣＯ２ＣＰ加标回收率为 １０１％ ～１０５％，相对标准偏差（ＲＳＤ）在
３７７％～４８９％；测定ＧＬＵ加标回收率为１０２％～１０４％，相对标准偏差（ＲＳＤ）在３８０％～４９６％；测定
ＵＡ加标回收率为１０１％～１０４％，相对标准偏差（ＲＳＤ）在３１４％～４６１％，表明该方法具有可行性。
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表２　干式生化分析法加标回收率和标准偏差（ＲＳＤ）
Ｔａｂｌｅ２　ＲｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄＲＳＤｏｆｄｒｙｃｈｅｍｉｓｔｒｙｍｅｔｈｏｄｆｏｒＣＯ２ＣＰ，ＧＬＵａｎｄＵＡ

Ｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅ
Ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（ｍｍｏｌ·ｍｏｌ－１）

Ｓｐｉｋｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ａｖｅｒａｇｅｍｅａｓｕｒｅｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％
ＲＳＤ／％
（ｎ＝３）

ＣＯ２ＣＰ ５．７８ ５ １１．５３ １１５ ３．７７
１０ １５．９５ １０２ ４．８９
１５ ２０．９６ １０１ ４．５８

ＧＬＵ １．０３ ０．５ １．５４ １０２ ３．８０
１．０ ２．０５ １０２ ４．９６
３．０ ４．１４ １０４ ４．６１

ＵＡ ６１．３４×１０－３ ５０×１０－３ １１２．０７×１０－３ １０１ ４．６１
１００×１０－３ １６５．６６×１０－３ １０４ ４．３８
２００×１０－３ ２６７．４３×１０－３ １０３ ３．１４

２．４．２　稳定性　以日立７１８０全自动生化分析仪测定血清为样本，分别在第１、１５、３０ｄ用干化学法测
定１次，评价所制备的干片在一个月内是否稳定。测得 ＣＯ２ＣＰ、ＧＬＵ、ＵＡ浓度的平均值分别为２５３７、
４７８和０３２５ｍｍｏｌ／Ｌ，标准差为１２１７８、０１８０２、００１３０，变异系数为４８％、３７％、４０％，均小于５％，
证明本方法在一个月内稳定性良好。

２．４．３　批内、批间重复性　用建立的干化学法对高、低值标准血清重复测定２０次，计算浓度均值、标准
差、变异系数，见表３，该方法测定 ＣＯ２ＣＰ、ＧＬＵ、ＵＡ高值、低值的批间、批内变异系数均小于５％，在允
许范围内。

表３　批内、批间重复性实验结果
Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｉｎｔｒａａｎｄｉｎｔｅｒａｓｓａｙ

Ｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅ Ｉｎｔｒａ／ｉｎｔｅｒａｖｅｒａｇｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） Ｉｎｔｒａ／ｉｎｔｅｒＳＤ（ｎ＝２０） Ｉｎｔｒａ／ｉｎｔｅｒＣＶ／％

ＣＯ２ＣＰｈｉｇｈｖａｌｕｅｓ ４３．７１／２９．８６ １．９３９７／１．０７４９ ４．１／３．６
ＣＯ２ＣＰｌｏｗｖａｌｕｅｓ ３２．４７／２２．８３ １．２０４６／０．８８４７ ３．７１／３．７
ＧＬＵｈｉｇｈｖａｌｕｅｓ ８．３５／６．０９ ０．２６４／０．２８０１ ３．２／４．６
ＧＬＵｌｏｗｖａｌｕｅｓ ７．３１／４．５８ ０．２１９３／０．１６９４ ３／３．７
ＵＡｈｉｇｈｖａｌｕｅｓ ０．５１４／０．４３６ ０．０１８／０．０２８１ ３．５／５
ＵＡｌｏｗｖａｌｕｅｓ ０．３６４／０．２３７ ０．００９４／０．００９２４ ２．６／３．９

２．４．３　方法学比较　分别对干化学法与全自动生化分析仪检测数据比较，每个样品测定５次，取其均
值。将测定的各项目的反射光相对强度值代入相应的标准曲线中，得到浓度值，再计算其平均值，即得

到干化学法的浓度平均值。全自动生化分析仪测定ＣＯ２ＣＰ、ＧＬＵ、ＵＡ三项指标选择的波长分别为５４６、
５１０、５０５ｎｍ，反应温度均为３７℃，样品加样量分别为５、３、８μＬ。对比数据见图３。

图３　临床检验与干化学法测定ＣＯ２ＣＰ（Ａ）、ＧＬＵ（Ｂ）、ＵＡ（Ｃ）的比较结果图

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｂｅｔｗｅｅｎｃｌｉｎｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｄｒｙｃｈｅｍｉｓｔｒｙｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＯ２ＣＰ（Ａ），ＧＬＵ（Ｂ）ａｎｄ

ＵＡ（Ｃ）

６６９ 应 用 化 学　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第３２卷　



综上，由于干化学检测方法为半定量检测方法，精密程度无法与医院大型仪器相比，由图可知，干化

学法与医院临床日立７１８０全自动生化分析仪的检测结果趋势大体一致，相关系数均大于０９９，因此可
以达到前期的应用目的。

３　结　论

干化学与湿化学相比具有简便、快捷、样本用量少等优点，干片可用于医院、战场、边远山区等，操作

简单，无需医护人员即可使用。本文研究了ＣＯ２ＣＰ、ＧＬＵ、ＵＡ３种干片的膜材料筛选、制备方法并建立
了一种测定人体中ＣＯ２ＣＰ、ＧＬＵ、ＵＡ三项指标浓度的干式生化分析方法。结果显示此法显色均匀、颜
色梯度明显、线性范围较宽、稳定性良好、批内批间精密度均在允许范围内，与湿化学方法［１２１４］相比具

有良好的相关性，可广泛的应用于临床，具有很好的应用前景。关于成本问题，目前只是建立初步的方

法学，技术成熟以后可进行批量生产，将进一步降低成本。本法使用的检测试剂盒是市场上技术成熟的

检测试剂盒，是针对本实验的检测项目而购买，该检测试剂盒在生产的过程中已经进行了相应的防干扰

措施，除了检测项目，其他物质并不会与该检测试剂发生反应，因此并不会对本实验产生任何干扰影响。
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