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不同苯原酚化合物用于GOD�Trinder法测定血糖的比较研究
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摘 � 要 � 对苯酚、2, 4�二氯苯酚、2, 6�二氯苯酚及间�苯二酚等四种苯原酚化合物作为过氧化物酶 ( POD)催

化 4�氨基安替比林( 4�AA) �过氧化氢�酚显色体系测定血糖的葡萄糖氧化酶法( GOD�T r inder )进行比较研究。
结果表明, 苯酚、2, 4�二氯苯酚及间�苯二酚三种苯原酚分别构成 GOD� POD�4�AA�H2O2�酚显色体系测定血

糖时, 其检测结果均无显著性差异( P> 0� 05) , 但 2, 4�二氯苯酚显色体系的显色灵敏度、方法的精密度和准
确度均优于苯酚显色体系。间�苯二酚显色体系灵敏度不及苯酚, 但检测速度快, 线性范围宽, 可用于较高浓

度葡萄糖溶液的在线快速分析。
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引 � 言

� � 血糖是临床常规的生化检测项目。血糖测定经历了无

机、有机、生化和正在兴起的仪器分析方法四代的发展[ 1�6] ,

其中己糖激酶法( H K)和葡萄糖氧化酶( GOD)法已得到普遍

应用。GOD 法又可分为速率法和比色法, 后者即 GOD�
T rinder 法, 采用葡萄糖氧化酶偶联过氧化物酶( POD) , 以 4�

氨基安替比林( 4�AA)�H2O 2�苯酚作为显色体系[ 7] , 由于具

有特异性强、操作简单等优点, 已成为目前血糖测定的常规

方法, 其缺点是灵敏度较低。本文用苯酚、2, 4�二氯苯酚、2,
6�二氯苯酚及间�苯二酚等四种苯原酚分别与 4�AA�H 2O 2 构

成显色体系测定血糖, 并对其进行方法学比较研究, 以寻求

更为灵敏、准确、快速的血糖测定方法, 取得满意结果。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器与试剂

723 SP�2100型分光光度计(计算机控制) , pHS�3C 型数
字式酸度计, CS501型超级恒温箱。

0� 1 mol ! L - 1磷酸盐缓冲液( pH 7� 0) ; 葡萄糖标准液;
酶试剂(含 GOD, POD, 4�AA, 用 0� 1mol ! L - 1磷酸盐缓冲

液配制) ; 酚试剂(分别为苯酚溶液, 2, 4�二氯苯酚溶液, 2, 6�
二氯苯酚溶液, 间�苯二酚溶液, 浓度均为 0� 1 mo l ! L - 1 ) ;

酶酚混合试剂 : 取酶试剂与酚试剂等体积混合而成。试验用

水为二次蒸馏水。

1� 2 � 实验方法
取 3 支试管, 分别标明� 测定 、� 标准 和� 空白 , 在测

定管中加入 20 �L 血清, 标准管中加入 20 �L 葡萄糖标准

液, 空白管中加入 20 �L 蒸馏水, 各管中再加入 3� 0 mL 酶

酚混合试剂, 混匀。置 37 ∀ 水浴中反应至显色完全, 冷却到
室温, 用分光光度计选取其最大吸收波长为测定波长, 空白

调零, 分别测定各管吸光度。按下式计算血糖含量

血糖( mmol ! L- 1) = ( A测 / A 标准) # c标准

Fig� 1 � Absorption spectra

1, Resorcinol; 2, Ph enyl hydr oxide;

3, 2, 6�dichloroph enol; 4, 2, 4�dich lorophen ol



2 � 结果与讨论

2� 1 � 吸收光谱

按实验方法测定不同酶酚混合试剂与同一样品显色后的

吸收光谱, 结果见图 1。苯酚、2, 4�二氯苯酚、2, 6�二氯苯酚

和间�苯二酚与 4�AA 构成的偶联对测定葡萄糖时的最大吸
收波长及相应的表观摩尔吸光系数( �max / nm,  �/ L ! cm- 1 !

mol- 1)分别为: 505, 5� 68 # 103 ; 510, 1� 53# 104 ; 515, 7� 85

# 103 ; 485, 2� 27 # 103。其中以 2, 4�二氯苯酚显色灵敏度最
高, 约为苯酚的 3 倍; 间�苯二酚的显色灵敏度较低, 为苯酚

的 0� 4倍。
2� 2 � 显色时间

取 5 mmo l! L - 1葡萄糖标准液分别用四种酶酚混合试剂

Fig� 2 � Changes of absorption with the reacting time

1, Resorcin ol; 2, Phen yl hydroxide;

3, 2, 6�dichlor op henol ; 4, 2, 4�dichlorophenol

在 37 ∀ 恒温比色皿中显色, 选取其最大吸收波长作为测定
波长, 立即进行时间扫描测试, 结果见图 2。

� � 图 2 表明, 4�AA�苯酚体系 25 min 显色完全, 此后吸光

度几乎不再随时间变化 , 可见该色原体系稳定性良好, 只是

灵敏度略低; 4�AA�2, 4�二氯苯酚体系 20 min 显色完全, 生

成的有色化合物亦非常稳定, 且显色灵敏度最高; 4�AA�2,

6�二氯苯酚体系显色完全所需时间为 13 min, 但生成的有色

化合物稳定性较差; 间�苯二酚显色速度最快(仅为 9 min) ,

且生成的有色化合物稳定性好, 其缺点是显色灵敏度较低。

实验还发现, 待测样品中葡萄糖浓度增高, 到达反应终

点的时间缩短。临床检测中, 由于血糖浓度分布范围较大,

使用苯酚、2, 4�二氯苯酚或间�苯二酚显色体系的显色时间分

别以 37 ∀ 水浴 30, 25, 10 min 为宜。

2� 3 � 酶的浓度及介质酸度的选择

试剂中酶的浓度对血糖测定影响较大, 选用适当的酶量

可使反应在较短的时间内完成, 且产物颜色稳定。实验发

现, 反应终溶液中 GOD 或 POD用量少于 4 000 U ! L - 1时反

应速度明显变慢, 到达显色终点的时间延长, 酶用量过多又

造成浪费。酶的活性亦受反应介质的酸度和温度的影响。

GOD 和 POD在 pH 6� 6~ 8� 0 范围均具有良好的催化活性,

pH < 6 或 pH > 8� 5 时催化活性下降, 且反应终点的吸光度
降低。本试验选取 GOD和 POD的浓度均为 6 000 U ! L- 1,

测定介质为 pH 7� 2 的磷酸盐缓冲液。
2� 4 � 线性范围与检测限

用四种酶酚混合试剂分别测定葡萄糖系列标准溶液的吸

光度, 得出各方法的线性回归方程、线性范围、相关系数及

检测限(空白值的 3 倍标准偏差) , 见表 1。

Table 1� Analytical parameters of four enzyme�phenol mixed reagents

Enzyme�phen ol
mixed reagents

Regression equ at ion

/ ( mmol! L- 1 )
C or relat ion

coef ficient ( r)

Lin ear range

/ (mmol! L- 1 )
Limi t of detect ion,

3!/ ( mmol! L- 1 )

4�AA�phynol hydroxide 0� 046c- 0� 026 0� 999 8 0~ 40� 0 0� 20

4�AA�2, 4�dichlor op henol 0� 080c+ 0� 043 0� 999 2 0~ 37� 5 0� 15

4�AA�2, 6�dichlor op henol 0� 045c+ 0� 011 0� 996 8 0~ 12� 5 0� 35

4�AA� res or cinol 0� 098c+ 0� 036 0� 998 2 0~ 50� 0 0� 50

� � 由表 1 可见, 4�AA�2, 6�二氯苯酚显色体系的线性范围
较窄, 加之显色稳定性不高, 不宜用于血糖测定, 因此不再

予以讨论。

2� 5 � 精密度和回收率

用三种不同酶酚混合试剂分别对不同血清样品进行精密

度和加标回收试验, 结果见表 2。

2� 6 � 样品测定

用三种酶酚混合试剂分别测定样品中血糖含量, 结果见

表 3。

Table 2 � Results of precision and recovery test( n= 5)

Enzyme�phen ol
mixed reagents

Found

/ ( mmol! L- 1 )
Average

/ mm ol ! L- 1
Coef ficient of

variation/ %

Added

/ ( mmol! L- 1 )
Total found

/ ( mm o ! L - 1)

Recovery

/ %

4�AA�phynol hydroxide 3� 42, 3� 49, 3� 45, 3� 48, 3� 44 3� 46 0� 83 1� 5, 2� 0 5� 01, 5� 57 103� 3, 105� 5

4�AA�2, 4�dichlorop henol 2� 25, 2� 27, 2� 29, 2� 27, 2� 28 2� 27 0� 65 1� 5, 2� 0 3� 75, 4� 30 98� 7, 101� 5

4�AA� res or cinol 3� 36, 3� 26, 3� 42, 3� 35, 3� 26 3� 33 2� 08 1� 5, 2� 0 4� 87, 5� 28 102� 7, 97� 5
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Table 3 � Determination results of samples with different enzyme�phenol mixed reagents

Enzyme�phenol mixed reagents Serum 1/ ( mmol! L- 1 ) Serum 2/ ( mmol! L- 1) Serum 3/ ( mmol! L- 1 ) Serum 4/ ( mmol! L- 1)

4�AA�phynol hydroxide 3� 340 4� 203 4� 723 1� 413

4�AA�2, 4�dichlor oph enol 3� 245 4� 202 4� 574 1� 463

4�AA� res orcinol 3� 339 4� 270 4� 631 1� 427

� � 配对资料的 t检验表明, 三种方法测定血糖的结果无显

著性差异(P> 0� 05)。

3 � 结 � 论

� � 苯酚、2, 4�二氯苯酚及间�苯二酚三种苯原酚分别构成

GOD�POD�4�AA�H 2O2�酚显色体系测定血糖时, 其检测结果

均无显著性差异, 但 2, 4�二氯苯酚显色体系的显色灵敏度、
方法的精密度和准确度均优于苯酚显色体系。间�苯二酚显

色体系虽然灵敏度较低, 但检测速度快, 线性范围宽, 可用

于较高浓度葡萄糖溶液的在线快速分析。
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Comparative Study on GOD�Trinder Method for Measuring Glucose in

Serum with Different Benzene�Original Phenols
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Abstract� Comparative studies w ere car ried out on GOD�trinder method for measuring g lucose in serum w ith four differ ent kinds

of benzene�o rig inal pheno ls�phenyl hydr ox ide, 2, 4�dichlo ropheno l, 2, 6�dichlor opheno l and resor cinol. It is shown that w hen the

three colo ring systems�phenyl hydrox ide, 2, 4�dichlorophenol o r r eso rcinol coupling w ith glucose ox idase� per ox idase�4�a minoan�
t ipy rine�hydro gen perox ide ( GOD�POD�4�AA�H 2O2 ) respectively were used for clinical assay o f gluco se in serum, the determi�

nation results show ed no significant differ ences ( P> 0� 05) . Compared w it h phenyl hydr ox ide, the co lo ring system of 2, 4�dichlo�
r opheno l is better in the aspects of sensitiv ity , pr ecision and accuracy; the r esorcino l sy stem has low er sensitiv ity w ith the advan�

tag e of faster detecting velocity, and larg er linear range, and can be used fo r on�line rapid analysis of samples w ith more concen�
t rated g lucose in industr y.

Keywords� Gluco se; Serum; G lucose ox idase; Pero x idase; Bio chemical assay
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