
２０２１ 年 １１ 月 Ｖｏｌ．３９ Ｎｏ．１１
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２１ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ １２７３～１２７８

技术与应用 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２０．１２０３３

∗收稿日期：２０２０⁃１２⁃３１
∗通讯联系人．Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｙｆａｎ＠ ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ（樊柳荫）；Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃｘｃａｏ＠ ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ（曹成喜） ．
基金项目：国家自然科学基金（３１７２７８０１，２２０７４０９１）；国家科学仪器设备重大开发项目（２０１１ＹＱ０３０１３９） ．
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏｓ． ３１７２７８０１， ２２０７４０９１）； Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ

Ｋｅｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ （Ｎｏ． ２０１１ＹＱ０３０１３９） ．

基于微阵列聚焦电泳的糖尿病血样临床阳离子交换高效
液相色谱图中血红蛋白 Ａ３ 峰位置推测
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摘要：血红蛋白 Ａ１ｃ（ＨｂＡ１ｃ）是糖尿病诊断的关键生物标志物，目前其常用的分析方法为阳离子交换高效液相色谱

法（ＣＸ⁃ＨＰＬＣ， ５ ／ ５０ ｍｍ 分离柱），此方法虽然具有稳定、快捷与自动化等众多优点，但临床 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ（ＶＡＲＩＡＮＴ
Ⅱ ｓｙｓｔｅｍ）谱图中仍存在未知峰，尤其干扰 ＨｂＡ１ｃ准确测定的谷胱甘肽化血红蛋白 Ａ３（ＨｂＡ３）在色谱图中的相对

位置仍不清楚。 针对这一问题，该文以人新鲜血液为样本，首先利用低分辨 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 对血样进行分析，提示未知

峰 Ｐ３ 存在。 然后通过微阵列等电聚焦（ ＩＥＦ）电泳和高分辨阳离子交换 ＨＰＬＣ（Ｍｏｎｏ⁃Ｓ ５ ／ ５０ ｍｍ 分离柱）对血样

的主要血红蛋白（Ｈｂ）成分进行分析，提示未知峰 Ｐ３ 为 ＨｂＡ３ 峰。 随后，通过血红蛋白谷胱甘肽化实验，利用

ＨｂＡ１ｃ峰降低、ＨｂＡ３ 峰明显增强这一信息，进一步推测未知峰 Ｐ３ 即是 ＨｂＡ３ 峰，其在 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 中的保留时间在

１ ５０ ｍｉｎ 左右。 最后，结合前期研究讨论了体内应激情况下 Ｈｂ 谷胱甘肽化对 ＨｂＡ１ｃ检测的影响。 该研究丰富了

ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 的未知峰 Ｐ３ 的色谱信息，为更精准诊断糖尿病提供了有价值的参考。
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ｙｉｎｇ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ Ｐ３ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ １ ５０ ｍｉｎ ｉｎ ＣＸ⁃ＨＰＬＣ ｗａｓ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｔｏ ＨｂＡ３ ｉｎ Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ ａｎｄ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ＩＥＦ．
　 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｏｕｒ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｒｅｓｕｌｔｓ， ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＨｂＡ３ ｏｎ ｂｏｔｈ ｔｈｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨｂＡ１ｃ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｎｅｅｄｓ ｔｏ ｂｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｎｄ ｄｉｓ⁃
ｃｕｓｓｅｄ． Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｅｎｔａｔｉｖｅ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｐｅａｋ Ｐ３ ａｎｄ ｆｏｒ ｏｆｆｅｒｉｎｇ
ｍｏｒｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ＣＸ⁃ＨＰＬＣ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｅｔｔｉｎｇ．

引用本文：郭泽华，罗芳，李思，樊柳荫，伍贻新，曹成喜． 基于微阵列聚焦电泳的糖尿病血样临床阳离子交换高效液相色谱图中血红蛋

白 Ａ３ 峰位置推测． 色谱，２０２１，３９（１１）：１２７３－１２７８．
ＧＵＯ Ｚｅｈｕａ， ＬＵＯ Ｆａｎｇ， ＬＩ Ｓｉ， ＦＡＮ Ｌｉｕｙｉｎ， ＷＵ Ｙｉｘｉｎ， ＣＡＯ Ｃｈｅｎｇｘｉ． Ｓｐｅｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ３ ｐｅａｋ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃａｔ⁃
ｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｏｃｕｓｉｎｇ． Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（１１）：１２７３－１２７８．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃａｔｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＣＸ⁃ＨＰＬＣ）； ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｆｏｃｕｓｉｎｇ （ ＩＥＦ）； ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ３ （ＨｂＡ３）； ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ （ＨｂＡ１ｃ）； ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅ； ｄｉａｂｅｔｅｓ

　 　 血红蛋白 Ａ１ｃ（ＨｂＡ１ｃ）是人类红细胞中糖化血

红蛋白（Ｈｂ）的主要成分，由葡萄糖分子或其他还原

性糖分子与血红蛋白 Ａ 的 β 链之间通过非酶促缩

合反应形成［１，２］。 在糖尿病筛查研究中，一些研究
者利用电泳技术发现了 ＨｂＡ１ｃ，并证明 ＨｂＡ１ｃ是糖

尿病诊断的重要标志物［３－５］。 在人血红细胞的 １２０
天细胞生长周期中，ＨｂＡ１ｃ含量与人体内血糖浓度

正相关，可以用来反映最近 ２～３ 个月时间内的血糖

控制。 因此，ＨｂＡ１ｃ 含量常被用于评估糖尿病的长

期血糖控制情况［３－５］。
　 　 目前，人血 ＨｂＡ１ｃ检测方法有 ３０ 种以上［６，７］，其
中，阳离子交换高效液相色谱（ＣＸ⁃ＨＰＬＣ）是主要方

法，能够较好地实现对临床血样 ＨｂＡ１ｃ 的检测。
ＨＰＬＣ 具有稳定、线性好和自动化等优点，能够满足

大量糖尿病临床诊断的需求［８］。 在临床血样 ＣＸ⁃
ＨＰＬＣ 图谱中，主要有 ＨｂＡ１ａ、ＨｂＡ１ｂ、ＨｂＡ１ｃ和 ＨｂＡ０

峰［９，１０］，但在大多数 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 图谱中， 在主峰

ＨｂＡ０ 的左侧始终存在未知峰（见图 １）。 Ｌｉｔｔｌｅ 等［９］

·４７２１·
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与 Ｒｏｈｌｆｉｎｇ 等［１０］指出，未知峰 Ｐ３ 的出现常会导致

ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 检测可信度的丧失。 但是，目前对 ＣＸ⁃
ＨＰＬＣ 中未知峰 Ｐ３ 的信息了解非常少。
　 　 研究［１１－１３］ 提示未知峰可能是 ＨｂＡ３。 ＨｂＡ３ 是

一种谷胱甘肽化的 Ｈｂ 产物，性质较为稳定，在人红

细胞中浓度较低［１４，１５］。 但在人体遭受强烈的氧化

应激时（如吸烟和药物作用），血液中的 ＨｂＡ１ｃ会与

谷胱甘肽结合，导致 ＨｂＡ３ 浓度显著上升，使 ＨｂＡ１ｃ

检测结果低于真实值［１６－１９］，影响临床诊断结果。
Ｊｅｐｐｓｓｏｎ 等［２０］利用高分辨 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ 色谱柱实现了

ＨｂＡ３ 与 ＨｂＡ１ｃ之间的高效分离。 基于微阵列等电

聚焦（ ＩＥＦ）电泳，我们［２１－２４］ 从真实血样中分离纯化

了 ＨｂＡ３，并利用质谱和酶联免疫法（ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ）技术对 ＨｂＡ３ 进行

了鉴定和含量测定，结合 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 技术，证实

了 ＨｂＡ３ 的生物合成造成 ＨｂＡ１ｃ 检测结果的降

低［２２］。 虽然 ＨｂＡ３ 在 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 和微阵列 ＩＥＦ
中已得到鉴定，但至今仍不清楚 ＨｂＡ３ 在低分辨

ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 谱图中的相对位置。

Ｐｅａｋ
Ｎｏ．

Ｎａｍｅ
Ｃａｌｉｂｒａｔｅｄ
ａｒｅａ ／ ％

Ａｒｅａ ／ ％
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｐｅａｋ
ａｒｅａ

１ ＨｂＡ１ａ － １．１ ０．１７ 　 ２３９６８
２ ＨｂＡ１ｂ － １．０ ０．３２ ２１７８９
３ ＨｂＦ － ０．５ ０．５８ ９５７７
４ ＨｂＬＡ１ｃ － ０．８ ０．７５ １７３８０
５ ＨｂＡ１ｃ ５．２ － ０．９９ ７４６２１
６ Ｐ３ － ３．１ １．５３ ６５０７９
７ Ｐ４ － １．６ １．６２ ３４９１０
８ ＨｂＡ０ － ８７．３ １．７３ １８５００３９

图 １　 新鲜血样通过 ＶＡＲＩＡＮＴ Ⅱ ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 系统
得到的 ＨｂＡ１ｃ分析结果

Ｆｉｇ． １　 Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＨｂＡ１ｃ ｉｎ ｆｒｅｓｈ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ
ｂｙ ＶＡＲＩＡＮＴ Ⅱ ＣＸ⁃ＨＰＬＣ ｓｙｓｔｅｍ

％ Ａ１ｃ： ｃａｌｉｂｒａｔｅｄ ａｒｅａ ｏｆ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ （ＨｂＡ１ｃ） ．

　 　 针对以上问题，本文在前期工作［２１－２６］ 的基础上

结合微阵列 ＩＥＦ 和高分辨的 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 方法进

一步推测在临床低分辨 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 中 ＨｂＡ３ 与 Ｐ３ 峰

的相关性，讨论了其对糖尿病诊断的影响，为临床研

究和潜在应用提供参考。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 临床 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＶＡＲＩＡＮＴ Ⅱ全自动血红蛋白分

析仪，即现广泛用于临床糖尿病 ＨｂＡ１ｃ 值检测的

ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 设备（Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，美国），该仪器使用阳离

子交换柱与 Ｂｉｓ⁃Ｔｒｉｓ ／磷酸盐缓冲液，为全自动封闭

型检 测 设 备。 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 色 谱 仪 为 配 备 了

Ｍｏｎｏ Ｓ ５ ／ ５０ ＧＬ 阳 离 子 交 换 色 谱 柱［２０］ （ ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， 美 国 ） 的 ＨＰＬＣ 系 统

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）。 该仪器为手动

开放型检测设备，用户可以对设备、方法和缓冲液进

行调整，其中 ５ ／ ５０ 指 ５ ／ ５０ ｍｍ， ５ ｍｍ 指色谱柱前

的预柱长度， ５０ ｍｍ 为该色谱柱长度。 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃
Ｔｏｌｅｄｏ Ｄｅｌｔａ ３２０ ｐＨ 计（梅特勒⁃托利多集团，上
海）。 微阵列 ＩＥＦ 设备（上海伯楷安生物科技有限

公司，上海），用于红细胞中不同种类的 Ｈｂ 高分辨

分离与微量制备纯化，该设备的详细信息详见本课

题组其他工作［２２－２６］。
　 　 丙二酸二钠 （纯度 ＞ ９９％） 购自 ＴＣＩ （日本东

京）。 氯化锂（纯度 ９９％）购自阿法埃莎化学有限公

司（天津）。 丙烯酰胺（超纯级，纯度＞９９ ９％）购自

阿拉丁试剂有限公司（上海）。 亚甲基双丙烯酰胺

（超纯级，纯度＞９９ ９％）和四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）
（纯度＞９９％）购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ（美国）。 ＩＥＦ 微阵

列分离柱（ｐＨ ６～８，长度 ２０ ｍｍ×厚度 １０ μｍ×宽度

１ ２ ｍｍ） 和载体两性电解质 （ ｃａｒｒｉｅｒ ａｍｐｈｏｌｙｔｅｓ
（ＣＡ）， ｐＨ ６～ ８）购自上海伯楷安生物科技有限公

司（上海）。 其他化学药品均为分析纯，购自国药控

股化学试剂有限公司（上海）。 超纯水使用超纯水

系统（亚荣，上海）制备。
１．２　 样品准备

　 　 人体血液样本取自上海交通大学医学院附属瑞

金医院参加体检的志愿者，其采集和检测结果的告

知均符合医院的操作要求以及医疗道德规范标准。
新鲜血样的 ＨｂＡ１ｃ 结果由临床医院使用的 ＶＡＲＩ⁃
ＡＮＴ Ⅱ ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 系统检测得到。
　 　 血样预处理［２０］：将全血样品采集到含有 ＥＤＴＡ
抗凝剂的试管中，４ ℃保存，预处理在采集后 ２４ ｈ
内完成。 将血样离心 １５ ｍｉｎ 以除去血浆。 将红细
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胞悬浮于 ３ 倍体积的 ０ １５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠缓冲液

（ｐＨ ７ ４， ０ ９％ （质量分数）ＮａＣｌ）中洗涤 ３ 次，然
后加入 ０ ４ ｍＬ 四氯化碳并混合 １５ ｍｉｎ，最后将混

合物离心（约 ６ ０００ ｇ）１０ ｍｉｎ，并提取含 Ｈｂ 的上清

液。 为了防止 Ｈｂ 在 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 和微阵列 ＩＥＦ
仪器中发生自氧化，向混合溶液通入一氧化碳 １ ～ ２
ｍｉｎ 使其饱和，４ ℃保存。 血样中 Ｈｂ 的谷胱甘肽化

参照文献［２２，２７］ 中的方法。 取制备好的血样 １ ｍＬ、
０ １５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷 酸 盐⁃氯 化 钠 缓 冲 液 １ ｍＬ、 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 谷胱甘肽 １ ｍＬ 和纯水 ３ ｍＬ 混合并调节

ｐＨ 至 ７ ０；然后将混合后的样品（０ ５ ｍＬ）转移到装

有 ０ ２ ｍｇ 乙酰基苯肼的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中，并在 ３７
℃下孵育 １ ｈ。 通过与乙酰苯肼一起孵育，使谷胱

甘肽与血红蛋白反应，生成谷胱甘肽化 Ｈｂ，即

ＨｂＡ３。 将孵育的混合物离心 １０ ｍｉｎ 以去除血红蛋

白颗粒沉淀，然后用 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 和 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 分

析样本中 ＨｂＡ３ 的含量。
１．３　 ＨＰＬＣ 分析

　 　 临床低分辨 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 系统：放置样品至室温，
在高离子强度的 Ｂｉｓ⁃Ｔｒｉｓ ／磷酸盐缓冲液环境下，分
离柱中的血红蛋白与柱基质由于离子相互作用而分

离，最后用光度计检测分离后的血红蛋白在 ４１５ ｎｍ
波长处的吸光度。
　 　 高分辨 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 系统［２０，２２］：分离柱为

Ｍｏｎｏ Ｓ ５ ／ ５０ ＧＬ 阳离子交换色谱柱；柱温为 ２５ ℃；
流动相 Ａ 为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的丙二酸钠和 ０ ２ ｇ ／ Ｌ 叠

氮化钠的混合溶液 （ ｐＨ ５ ７），流动相 Ｂ 为 ０ ３
ｍｏｌ ／ Ｌ 的氯化锂溶液，使用前经 ０ ４５ μｍ 微孔滤膜

过滤；流速为 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 洗脱程序：０ ～ ５ ５ ｍｉｎ，
０ ２％ Ｂ； ５ ５～７ ５ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ； ７ ５ ～ １２ ｍｉｎ， ５０％
Ｂ； １２～１４ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； １４ ～ ２０ ｍｉｎ， ０ ２％ Ｂ。 检

测波长为 ４１５ ｎｍ，进样量为 ０ ２ μＬ。
１．４　 微阵列 ＩＥＦ 及微量 Ｈｂ 的制备纯化

　 　 微阵列 ＩＥＦ 分离血红蛋白：详细 ＩＥＦ 分析方法

介绍见文献［２２，２４］。 所用聚焦电泳分离柱为 ＩＥＦ 微

分离柱（ｐＨ ６ ～ ８，长度 ２０ ｍｍ×厚度 １０ μｍ×宽度

１ ２ ｍｍ）。 将处理好的溶血样本与 ＣＡ 混合，最终

样本中 ＣＡ 的质量分数为 ０ ４％，血样稀释 ９００ 倍。
电场程序设置：０～２ ｍｉｎ， ４０ Ｖ； ２ ～ ４ ｍｉｎ， ８０ Ｖ； ４
～６ ｍｉｎ， １２０ Ｖ； ６～ １２０ ｍｉｎ， ６００ Ｖ。 进样量为 ２０
μＬ。
　 　 微量 Ｈｂ 制备纯化：同一样本同时进行 １２ 根微

阵列柱上样，同步进行微阵列 ＩＥＦ 聚焦电泳实

验［２２，２４］。 在微阵列 ＩＥＦ 结束后，取出 ＩＥＦ 微阵列

柱，在解剖镜下利用解剖刀从 １２ 根微阵列柱中分别

切下 ＨｂＡ３、ＨｂＡ１ｃ 以及 ＨｂＡ０ 组分。 合并同类 Ｈｂ
组分，放置在离心管中用水溶液提取；之后对提取的

Ｈｂ 开展 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 分析。

２　 结果与讨论

２．１　 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 未知峰

　 　 图 １ 是临床 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 系统对新鲜血样（２４ ｈ
内采集） 进行分析的结果。 样品中 ＨｂＡ１ｃ 的值为

５ ２％ 。 在色谱图中 ＨｂＡ０ 峰面积最大，同时也检测

了糖化 Ｈｂ 次要成分，包括 ＨｂＡ１ａ和 ＨｂＡ１ｂ，但所报

告色谱图结果中未提及 ＨｂＡ３；正常生理条件下血液

中 ＨｂＡ３ 含量通常在 ２％ ～ ４％ 之间，高于 ＨｂＡ１ａ 和

ＨｂＡ１ｂ的含量［２８－３０］，显然不应将 ＨｂＡ３ 忽略。

图 ２　 健康成人血红细胞中血红蛋白成分的微阵列 ＩＥＦ电泳图谱
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｆｏｃｕｓｉｎｇ （ＩＥＦ） ｏｆ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｒｏｍ
ｈｕｍａｎ ａｄｕｌｔ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ

　

　 Ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｐａｎｅｌ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ＩＥＦ ｉｍａｇｅ． Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｐａｎｅｌ
ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＨｂＡ３， ＨｂＡ１ｃ， ａｎｄ
ＨｂＡ０ ．

２．２　 基于 ＩＥＦ 和 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 的 ＨｂＡ３ 鉴定

　 　 一些 Ｈｂ 变异体会影响阳离子交换 ＨＰＬＣ 法测

量 ＨｂＡ１ｃ的结果［３１，３２］，因此，补充 ＨｂＡ３ 信息能增强

色谱图的可信度。 在对 Ｈｂ 样品进行人工谷胱甘肽

化之前，首先用微阵列 ＩＥＦ 对含有 ５ ２％ ＨｂＡ１ｃ的血

液样品进行分析［２２－２４］。 如图 ２ 所示，根据 Ｂａｔｔｅｌｉｎｏ
等［３２］ 的报道和本课题组前期研究结果［２２］，从阳极

侧到阴极侧，得到的主要 Ｈｂ 成分依次为 ＨｂＡ３、
ＨｂＡ１ｃ和 ＨｂＡ０。 为了进一步确认，本研究用 Ｍｏｎｏ⁃
Ｓ⁃ＨＰＬＣ 对新鲜血样进行再次分析［２０］，结果如图 ３ａ
所示，该图显示了 ＨｂＡ３ 存在时血样中各血红蛋白

成分的分离情况。 此外，利用微阵列 ＩＥＦ 技术［２１－２４］

微分离后提取的各个 Ｈｂ 成分再用 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ
进行分析。 结果如图 ３ｂ、３ｃ 和 ３ｄ 所示，每个峰保

留时间均与混合样品分离得到的峰对应，同时基于

·６７２１·
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液相色谱图中血红蛋白 Ａ３ 峰位置推测

图 ３　 新鲜血样与微阵列 ＩＥＦ 分离所得各血红蛋白
成分的 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 谱图

Ｆｉｇ． ３　 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ａ ｆｒｅｓｈ
ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｍａｉｎ Ｈｂ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｅｘ⁃
ｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ＩＥＦ

　

　 （ａ） ｎｏｒｍａｌ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅ； （ｂ） ＨｂＡ１ｃ， （ｃ） ＨｂＡ３， ａｎｄ （ｄ）
ＨｂＡ０ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ＨｂＡ１ｃ， ＨｂＡ３， ａｎｄ ＨｂＡ０ ｉｎ
Ｆｉｇ． ２．

前期质谱鉴定和 ＥＬＩＳＡ 测定结果［２２］，图 ３ 验证了

ＨｂＡ３ 峰的存在。
２．３　 交叉分析推测 Ｐ３⁃ＨｂＡ３ 峰

　 　 为进一步确认 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 中的 Ｐ３ 峰与 Ｍｏｎｏ⁃
Ｓ⁃ＨＰＬＣ 的 ＨｂＡ３ 峰的关系，在试管内模拟机体应激

过程，加速血液样本中 ＨｂＡ０ 的谷胱甘肽化反应；之
后，分别用 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 和 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 对谷胱甘肽

化的血样进行分析（见图 ４ 和图 ５）。 比较图 ４ 和图

３ａ 可以发现，谷胱甘肽化后 ＨｂＡ１ｃ峰明显降低，而
ＨｂＡ３ 峰明显增加；表明谷胱甘肽化降低了血液样

品中 ＨｂＡ１ｃ的含量，而显著提高了血液样品中 ＨｂＡ３

含量。 图 ５ 显示了图 １ 血样谷胱甘肽化后的 ＣＸ⁃
ＨＰＬＣ 结果，与图 １ 相比，图 ５ 中大部分峰保留时间

基本与图 １ 相对应，但图 ５ 中 Ｐ３ 峰的峰面积相比图

１ 明显增大，且迁移时间由 １ ５３ ｍｉｎ（见图 １）延长

至 １ ５８ ｍｉｎ（见图 ５），推测图 ５ 中的 Ｐ３ 峰变化是由

于谷胱甘肽化导致的含量增加而使峰的保留时间延

后，因而推测 Ｐ３ 峰即为 ＨｂＡ３ 峰。 同时，Ｐ３ ／ ＨｂＡ３

相对峰面积明显提高，与 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 系统得到

的结果一致（见图 ４），再次提示 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 中的 Ｐ３
峰为 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 的 ＨｂＡ３ 峰。
　 　 在本课题组的前期研究中，基于微阵列 ＩＥＦ、质
谱技术和 ＥＬＩＳＡ 方法，我们证明了血样中 ＨｂＡ３ 会

图 ４　 谷胱甘肽化样品的 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 谱图
Ｆｉｇ． ４　 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ

ｇｌｕｔａｔｈｉｏｌａｔｅｄ ｓａｍｐｌｅ

图 ５　 谷胱甘肽化样品通过 ＶＡＲＩＡＮＴ Ⅱ ＣＸ⁃ＨＰＬＣ
系统得到的 ＨｂＡ１ｃ分析结果

Ｆｉｇ． ５　 Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨｂＡ１ｃ ｉｎ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｌａｔｅｄ
ｓａｍｐｌｅ ｂｙ ＶＡＲＩＡＮＴ Ⅱ ＣＸ⁃ＨＰＬＣ ｓｙｓｔｅｍ

　

造成 ＨｂＡ１ｃ检测结果显著偏低［２２］，为了提高糖尿病

检查中 ＨｂＡ１ｃ测定值的准确性，结果中有必要添加

ＨｂＡ３ 峰的信息，包括保留时间和相对峰面积等。
但当前在对糖尿病的检测评估中，检验科医师没有

考虑 Ｐ３ 峰或 ＨｂＡ３ 峰对 ＨｂＡ１ｃ 峰面积的影响；并
且，临床医生依赖自身的经验，不可避免地存在主观

因素的影响。 本研究推测了 ＨｂＡ３ 峰在 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ
中的相对位置，利用 ＩＥＦ、Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ 推测 ＣＸ⁃
ＨＰＬＣ 中未知 Ｐ３ 峰是 ＨｂＡ３ 峰。 相关研究结果有

望提高糖尿病血样的 ＨｂＡ１ｃ检测结果的可信度。

３　 结论

　 　 在本文中，我们通过 Ｍｏｎｏ⁃Ｓ⁃ＨＰＬＣ、微阵列

ＩＥＦ 和临床 ＣＸ⁃ＨＰＬＣ 系统的交叉分析推测了先前

工作［２２］ 中提到的未知 Ｐ３ 峰即为 ＨｂＡ３ 峰，并确定

了其在各个检测系统中的相对位置。 此外，本文基

于前期工作［２２］，并通过比较谷胱甘肽化和非谷胱甘

肽化血样的交叉分析结果，讨论了 ＨｂＡ３ 对糖基化

血红蛋白检测的明显干扰。

·７７２１·
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１０６３： １７８
［２５］ 　 Ｈｕｏ Ｃ Ｈ， Ｌｉ Ｙ Ｈ， Ｑｉａｏ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏ⁃

ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ２０１９， ３７（８）： ８６３
霍春晖， 李英华， 乔智， 等． 色谱， ２０１９， ３７（８）： ８６３

［２６］ 　 Ｓｕｎ Ｋ Ｂ， Ｓｈａｎｇ Ｚ， Ｓｕｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏ⁃
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ２０１６， ３４（１２）： １２３４
孙凯博， 尚志， 孙妍， 等． 色谱， ２０１６， ３４（１２）： １２３４

［２７］ 　 Ａｄｅｍ Ｓ， Ｃｉｆｔｃｉ Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｘｐｒ Ｐｕｒｉｆ， ２０１２， ８１（１）： １
［２８］ 　 Ｌｉｎ Ｙ Ｓ， Ｗｕ Ｃ Ｗ， Ｌｉｎ Ｔ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１９， ９２（１）：

７２４
［２９］ 　 Ｐｒａｋａｓｈ Ａ Ｓ， Ｋａｂｌｉ Ａ Ｍ， Ｂｕｌｌｅｉｄ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ，

２０１８， ９０（２４）： １４１７３
［３０］ 　 Ｎｉｕ Ｊ Ｃ， Ｚｈｏｕ Ｔ， Ｎｉｕ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｂｉｏａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１８，

４１０（６）： １６８９
［３１］ 　 Ｍｉｎ Ｅ Ｙ， Ａｈｎ Ｔ Ｙ， Ｋａｎｇ Ｊ⁃Ｃ． Ｆｉｓｈ Ａｑｕａｔｉｃ Ｓｃｉ， ２０１６， １９

（１）： １
［３２］ 　 Ｂａｔｔｅｌｉｎｏ Ｔ， Ｄａｎｎｅ Ｔ， Ｂｅｒｇｅｎｓｔａｌ Ｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉａｂｅｔｅｓ

Ｃａｒｅ， ２０１９， ４２（８）： １５９３

·８７２１·


