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!摘要" 目的 建立用离子色谱测定唾液中葡萄糖浓度的方法" 方法 利用热变性法去除唾液中的蛋

白质 ! 以
& 6 / 5 - =6 . =>! "

#

?!?" @@

$作为保护柱 !

& 6 / 5 - =6 . =>! "

#

?!$ % " @@

$作为分析柱进行离子色谱分析%

以超纯水&

>

$!

! % " @@- : AB < 6 CD

溶液&

E

$!

% 8 8 @@- : FB < 6 >.

&

&

$为淋洗液进行梯度洗脱 ! 采用脉冲安培检测

器检测%结果 本方法在
8 ; 8 GH8 ; # ! @2 FB

范围内具有较好的线性关系!线性相关系数
!

!

I8 ; JJK L

'葡萄糖的检出

限是
8 ; 8 8 ! @2 FB

'重复性测量相对标准偏差&

M0 N

$的平均值为
" OL% P

!加标回收率平均值为
$ 8 ?O8 LP

% 结论

本方法操作简便(灵敏度高(准确性好(结果稳定 !可用于唾液中葡萄糖含量的测定%

!关键词" 离子色谱' 唾液' 葡萄糖' 糖尿病' 无创检测
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唾液由唾液腺"腮腺#颌下腺#舌下腺#小涎腺$

分泌 ! 在口腔内起帮助消化#湿润和保护黏膜的作

用% 唾液又被称为过滤后的血液!有些成分与血液

关系密切!且唾液具有采集安全方便#无创伤#可实

时收集等优点!这使得唾液在研究疾病诊断方面有

着独特的优势=# >

%其中!唾液葡萄糖浓度指标吸引了

研究者的广泛关注%

有研究表明 ! 对于糖尿病患者 ! 唾液葡萄糖浓

度与血糖浓度呈正相关!故可将唾液中的葡萄糖浓

度作为糖尿病检测的标志物=! !?>

%但在不同的研究中!

唾液葡萄糖浓度与血糖浓度的关系模型差异较大!

甚至还有部分研究者得出了完全相反的结论=@!% >

%造

成这种现象的关键因素是唾液中的葡萄糖含量极

低!且其成分复杂% 目前唾液葡萄糖的测定方法主

要是基于酶"如葡萄糖氧化酶#己糖激酶#葡萄糖
!

A!

磷酸脱氢酶$和各种葡萄糖敏感材料"如环肽#纳

米材料#硼酸及其衍生物$!且这两种方法往往需结

合其他测试方法!才能实现低浓度葡萄糖的检测=A!B>

%

酶对葡萄糖的特异性好!但因稳定性差#价格昂贵#

操作复杂等缺点限制了其使用范围 =C>

&大部分葡萄

糖敏感材料虽稳定性较好!但与葡萄糖结合的特异

性较差 ! 且易受唾液中其他物质的干扰 ! 进而影响

其检测的准确性=$ " >

%

色谱法是利用混合物在固定相上的吸附能力
D

亲和力大小不同而实现分离检测的方法=# # >

% 该方法

具有分析速度快#准确度高#选择性高#准重现性好

等优点% 近年来!离子色谱因配备了高灵敏度和高

选择性的脉冲安培检测器!已被广泛用于生物样品

中的单糖#寡糖#多聚糖及氨基酸等有机物质的检

测=# ! >

% 沿着这一思路 !我们开发了一种基于离子色

谱检测唾液中葡萄糖浓度的方法!以期为唾液葡萄

糖浓度检测提供更加科学#可靠的技术支撑 ! 并为

基于唾液葡萄糖的无创血糖检测提供一种精度较

高的检测方法%

!

材料与方法

!"!

仪器与试剂

仪器'离子色谱"

E' 4 / F- 3 ( G' 4 / H& 0 % " " " I

$!唾

液采集管"德国莎斯特$!离心机"

JKEL@

$%

试剂'超纯水!

% 8 M < 6 NO

溶液 !

< 6 J.

!葡萄糖

标准品%

!"#

标准溶液的配制

标准储备液'准确称取葡萄糖标准品 ! 用超纯

水配制成浓度为
# 8 8 8 F2 DP

的标准储备液!置于
@ "

冰箱中密封贮藏!有效期
#

个月%

葡萄糖标准液'分别移取各标准储备液于
# 8 8 F:

容量瓶中!超纯水定容!配制成不同浓度"

8 Q8 @

#

8 Q8 A

#

8 Q8 A

#

8 Q8 B

#

8 Q$ 8

#

8 Q$ ! F2 DP

$的标准工作溶液%

!"$

唾液样本的采集和处理

!"$"!

唾液采集 采集唾液前!受试者用清水漱口

?

次%采集时将采集管中的棉棒放入口中咀嚼
?#% F( )

!

待唾液浸润棉棒后 ! 把棉棒放回唾液收集管 ! 离心

"

@ 8 8 8 / DF( )

!

$ 8 F( )

$取上清液%受试者采集完唾液

后!用清水漱口%

!"$"#

唾液处理 唾液经热变性法去除蛋白质%将

收集到唾液样本立即置于
C%"

水溶液中
?8 F( )

后

取出!自然冷却到室温!经台式离心机"

@ 8 8 8 / DF( )

!

$ 8 F( )

$!取上清液% 测试前 !上清液用
8 Q! ! !F

的

R9 L3

滤膜过滤!取滤液并利用离子色谱进行检测%

本次项目制定的规范化操作流程!通过了中国

人民解放军总医院第三医学中心"原中国人民武装

警察部队总医院$医学伦理委员会审核"

! 8 $ S

伦审

器临审第
8 ?A

号$!所有研究对象均签署了知情同意书%

入组条件'年龄
$ B#B8

周岁 ! 在中国人民解放

军总医院第三医学中心内分泌科就医的门诊或住

院患者%

排除条件'肝#肾功能障碍&孕妇或哺乳期妇

女&患精神疾病或存在认知功能障碍等%

!"%

离子色谱测试葡萄糖的色谱条件

保护柱
& 6 / 5 - R6 . RJ! 8

"

?$?8 FF

$&分析柱
& 6 / !

5 - R6 . RJ! 8

"

?$$ % 8 FF

$&流速
8 Q@% F: DF( )

&检测模

式'脉冲安培检测器 ! 点位波形采用糖标准四电位

波形&色谱柱温度'

?8"

&检测器温度'

?8"

&工作电

极'

J1

&参比电极'

J2 DJ2 & :

&梯度洗脱程序见表
$

%

!"&

观测指标

!"&"!

离子色谱测试葡萄糖的线性范围 用离子

色谱仪依次测试葡萄糖浓度为
8 Q8 @

#

8 Q8 A

#

8 Q8 B

#

8 Q$

#

8 Q$ ! F2 DP

标液% 以葡萄糖浓度为横坐标!以峰

面积为纵坐标!仪器自动拟合出二者的相关性%

!"&"#

离子色谱测试葡萄糖的相对标准偏差 按

照
$ Q?

采集和处理唾液样本共计
@

例 !每个唾液样

本重复测试
?

次!按照公式
$

和
!

计算相对标准偏

差"

T0 L

$%

!"#$

"#

%

"

$

$

0 LU

!

"

%

&

'%

$

!

(V$

"

"

!

$

公式中 !

"#

指标准偏差 !

%

指测试的算术平均

A!

( (
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值!

!

指测量次数!

"

#

指是各次测量值"

!"#"$

离子色谱测试葡萄糖的加标回收率 首先

测试加标前唾液样本中的葡萄糖浓度!然后分别向

样本中添加不同浓度的葡萄糖标液进行测试!按照

公式
=

计算加标回收率"

加标回收率
>

加标后的测试值
?

原含量
加标量

#

=

$

!"#"%

葡萄糖测试方法比较 检索目前关于测试

葡萄糖的文献! 考察葡萄糖的检测范围和检出限!

并与本研究结果进行对比%

&

离子色谱测试结果

&"!

离子色谱测试葡萄糖的线性范围

利用离子色谱依次检测其葡萄糖浓度与峰面

积的关系!仪器自动拟合出二者的相关性" 离子色

谱测试葡萄糖的线性范围是
8 ; 8 @!8 ; # ! A2 BC

&图
$

$!

标准曲线
D>

&

E; E@"8 ; =8 F E

$

#GH

&

$8 ; 8 ! $ ! "8 ; 8 ! E

$!

其中!

G

指葡萄糖浓度!

D

指峰面积!拟合度为
8 ; IIE F

%

检出限是指离子色谱可以定性地从样本中检出葡

萄糖的最低浓度%将低浓度葡萄糖标准工作溶液逐

级稀释后测定 ! 以信噪比&

0 B<

$为
=

对应的浓度为

检出限!得到本方法的检出限为
8 ; 8 8 ! A2 BC

%

&"&

离子色谱测试葡萄糖的相对标准偏差

每个唾液样本重复测试
=

次!共计测试
@

个不

同的唾液样本 ! 相对标准偏差
J0 K

的平均值为

8 ; F% L

!说明该测试方法具有优异的稳定性&表
!

$%

&"$

离子色谱测试葡萄糖的加标回收率

经测试原唾液样本中的葡萄糖含量均值为

M; % M A2 BC

!然后分别向样本中添加随机选取的
=

'

$ @

'

! " A2 BC

的葡萄糖标液测试"经计算!平均加标回收

率为
$ " =; " FL

&表
=

$"

&"%

葡萄糖测试方法比较

通过与其他葡萄糖检测方法的数据对比发现!

本研究所建立的离子色谱法在测试唾液葡萄糖浓

度方面具有灵敏高'检测精度高'检出限低等优势!

图
!

不同葡萄糖浓度的峰面积标准曲线

表
!

离子色谱测试葡萄糖的流动相梯度淋洗程序&

L

$

时间&

A( )

$

N O &

8 ; 8 8 M8 ; 8 ! 8 ; 8 8 ; 8

$ % ; 8 8 M8 ; 8 ! 8 ; 8 8 ; 8

$ % ; % 8 8 ; 8 8 ; 8 $ 8 8 ; 8

! 8 ; 8 8 8 ; 8 8 ; 8 $ 8 8 ; 8

! 8 ; % 8 8 ; 8 $ 8 8 ; 8 8 ; 8

! % ; 8 8 8 ; 8 $ 8 8 ; 8 8 ; 8

! % ; $ 8 M8 ; 8 ! 8 ; 8 8 ; 8

=8 ; 8 8 M8 ; 8 ! 8 ; 8 8 ; 8

表
&

离子色谱测试葡萄糖的重复性测试

样本编号 第一次测试浓度&

A2 BC

$ 第二次测试浓度&

A2 BC

$ 第三次测试浓&

A2 BC

$

J0 K

&

L

$

$ $ ! ; MM $ ! ; F@ $ ! ; M8 8 ; % %

! $ M; 8 M $ F; I! $ F; IE 8 ; @E

= @$ ; =E @8 ; ! M @8 ; FE $ ; ==

@ =% ; F8 =% ; ! % =% ; % 8 8 ; E=

表
$

离子色谱测试葡萄糖的加标回收率

加标量&

A2 BC

$ 第一次测试&

A2 BC

$ 第二次测试&

A2 BC

$ 第三次测试&

A2 BC

$ 平均值&

A2 BC

$ 加标回收率&

L

$

= $ $ ; F! $ $ ; % ! $ $ ; MM $ $ ; F$ $ 8 @; ==

$ @ ! ! ; E@ ! ! ; E@ ! ! ; E@ ! ! ; E@ $ 8 8 ; @=

! 8 ! I; F8 ! I; =% ! I; =% ! I; @F $ 8 @; @%

注(

N

为超纯水 !

O

为
! % 8 AA- : BC < 6 PQ

溶液 !

&

为
% 8 8 AA- : BC < 6 N.

溶液

E=

) *
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表
!

离子色谱法与其他测定唾液葡萄糖方法的比较

且在实际测量过程中不易受到个体化差异等干扰

因素的影响"表
=

#$

"

讨论

唾液葡萄糖检测的主要难点在于以下两个方

面%唾液中葡萄糖的含量低!约为血糖的
# >% 8 ?# ># 8 8

@# AB

&

唾液成分复杂!包括蛋白质'粘蛋白(溶菌酶等)(激

素"皮质醇(睾丸激素等)(有机分子"胆红素(胆固

醇(乳酸等)(无机化合物"

< 6 C

(

DC

(

& 6 ! C

(磷酸盐)

等!这些物质极易影响唾液葡萄糖检测的准确性@$ =B

*

要实现高灵敏度唾液葡萄糖检测的关键问题在于!

如何同时克服上述两个难点!进而找到一种可兼顾

检测的灵敏性+特异性与普适性的唾液葡萄糖测定

方法,

已有研究中唾液葡萄糖检测的方法多是基于

酶法'葡萄糖氧化酶(己糖激酶(葡萄糖
!E!

磷酸脱

氢酶#! 再联合包括电化学方法(比色法(紫外分光

光度法(远红外
>

拉曼光谱等检测手段 @E!FB

, 例如 ! 罗

曼等 @# % B利用葡萄糖氧化酶结合酶标仪测定了波长

在
% # 8 ) G

处葡萄糖反应产物的吸光度, 葡萄糖的

检测范围是
8 ; 8 8 E"8 ; AFH GG- : >I

'

# ; 8 F"J8 ; 8 F G2 >I

#!

线性关系
!

!

K8 ;HHJ H

!检出限
8 ;8 8 E GG- :>I

'

# ;8 F G2 >I

#,

这种方法虽也能测试唾液中的葡萄糖浓度!但其灵

敏度(稳定性和精度较差 ! 且该方法易受唾液中维

生素
&

(尿酸(谷胱甘肽等物质的干扰!影响检测结

果@HB

,此外还有利用一些葡萄糖敏感材料!比如环肽@# 8 B

(

纳米材料 @# EB

(硼酸及其衍生物 @# JB等实现对葡萄糖的

吸附检测,与酶法相比!这些材料的稳定性较好,比

如!我们前期致力于研究基于苯硼酸衍生物的石英

晶体微天平'

L& M

#方法测试唾液中葡萄糖!通过表

面引发的方法将氧化石墨烯参杂的苯硼酸水凝胶

涂覆在石英晶片上&葡萄糖的检测范围是
8 "AE G2 >I

!

线性关系
!

!

K8 ; HH

!检出限
# G2 >I

,虽然该方法也可

实现生理条件下葡萄糖的快速检测!但将其应用于

真实唾液测试时!唾液中的蛋白质和有机分子等对

测试产生极大的干扰@# 8 N # FB

,

色谱法具有优异的选择性(准确性和稳定性!是

检测唾液葡萄糖浓度的理想方法,比如!

O- 1 2 '

等@# # B

利用离子交换高效液相色谱法和脉冲光度法测定

唾液葡萄糖浓度!该仪器检测葡萄糖的工作范围为

8 ; 8 H"A8 8 ; FJ G2 >I

, 在最高灵敏度条件'

# 8 8 8 ) P

#下

检测到的低葡萄糖浓度'

! ;F !G- : >I

#的
Q0 R

为
=; =#

!

而在
A8 8 8 8 ) P

下检测到的高葡萄糖浓度'

# ;EJGG- :>I

#

的
Q0 R

为
# ; J$

'未给出线性拟合度和回收率#, 但

并未系统研究(确立该方法应用于唾液葡萄糖的检测,

鉴于离子色谱法在测试糖类物质方面的优异

性!本研究建立了离子色谱法测试唾液葡萄糖浓度

的方法 ! 并完成了以下两个方面改进和优化%

"

唾

液的处理方法, 唾液样本成分复杂!尤其是蛋白质

含量较高!且具有较宽的动态范围'

J# %! ! A! G2 >I

@# =B

#!

极易影响唾液中微量葡萄糖的测试,去除蛋白质的

方法可分为有机溶剂法(蛋白酶法(高盐法(透析

法(热变性法等 @# =B

, 为了减少试剂引入对测试结果

的干扰 ! 且保证时效性 ! 我们采用热变性法去除唾

液中的蛋白质 ! 即通过加热使蛋白变性沉淀 ! 继而

通过离心将其分离,

#

优化测试条件!包括色谱柱

条件(流速(流动相种类及梯度洗脱程序等参数!使

其对葡萄糖浓度具有更低检测浓度的线性范围

'

8 ; 8 ="8 ; # ! G2 >I

#, 这种检测灵敏度的提高允许对

唾液样本进行更高倍数的稀释'减少干扰物含量#!

显著提高了检测准确度, 通过上述优化过程!本方

法对唾液中的葡萄糖具有更低的检出限'

8 ; 8 8 ! G2 >I

#

及更优异的稳定性'

Q0 R

的平均值为
8 ; J% S

#,

综上!本研究建立了离子色谱法测定唾液中葡

萄糖浓度的方法!为研究唾液葡萄糖浓度与血糖水

平的相关性提供了一种可靠的技术手段!与其他方

方法 线性范围 拟合度 检出限 文献

葡萄糖氧化酶
8 ; $ ?E; 8 GM

'

$ F; 8 ! ?$ 8 F8 ; HE G2 >I

#

8 ; HHE F H; 8 $ !M

'

$ ; E= G2 >I

#

E

葡萄糖氧化酶
% 8 ?% =8 G2 >, I

'

% 8 8 ?% =8 8 G2 >I

#

T ! =; E G2 >, I

'

! =E G2 >I

#

J

纳米材料
& 1 U % ; " !M?" ; ! ! % GM

'

" ; H?=" ; % G2 >I

#

" ; HHF " " ; =$ !M

'

" ; " J= G2 >I

#

$ E

苯硼酸
" ?AE G2 >I " ; HH" " $ G2 >I $ F

离子色谱法
" ; " =?" ; $ ! G2 >I " ; HHE J " ; " " ! G2 >I

本研究

葡萄糖氧化酶
$ " ; F?EHA; " !G- : >I

'

$ ; H% ?$ ! =; F% G2 >I

#

" ; HJ" " =; ! !G- : >I

'

" ; JE G2 >I

#

H

环肽
$ " ?! " GG- : >I

'

" ; $ F?A E" A; ! " G2 >I

#

" ; HEJ H T $ "

离子交换高效液相色谱法
" ; % &$ "

TA

?$ ; EJ GG- : >I

'

" ; " H?A" " ; FJ G2 >I

#

T " ; $ !G- : >I

'

" ; $ F G2 >I

#

$ $

注%-

T

.为此项无

E=

/ 0
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法相比!该方法具有灵敏度高"准确性好"稳定性佳

等优点#
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