
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 201811159186.X

(22)申请日 2018.09.30

(30)优先权数据

2017-192863 2017.10.02 JP

2018-185124 2018.09.28 JP

(71)申请人 爱科来株式会社

地址 日本京都府

(72)发明人 米原聪　

(74)专利代理机构 北京东方亿思知识产权代理

有限责任公司 11258

代理人 张永玉

(51)Int.Cl.

G01N 21/78(2006.01)

G01N 33/68(2006.01)

 

(54)发明名称

糖化蛋白质的测定

(57)摘要

涉及一种糖化蛋白质的测定，并提供一种由

酶法进行的糖化蛋白质的测定方法，在该测定方

法中工序被简化。一个方式中，涉及一种试样中

的糖化蛋白质的测定方法，包括：(1)使试样中的

蛋白质变性；(2)通过试样中的糖化蛋白质与阿

马道里酶的反应，使显色剂显色；(3)测定(1)和

(2)之后的试样的显色信号，并计算糖化蛋白质

量，其中，为了进行上述(2)和(3)而与试样混合

的试剂是一个。
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1.一种试样中的糖化蛋白质的测定方法，包括：

(1)使试样中的蛋白质变性；

(2)通过试样中的糖化蛋白质与阿马道里酶的反应，使显色剂显色；

(3)测定(1)和(2)之后的试样的显色信号，并计算糖化蛋白质量，

其中，为了进行上述(2)和(3)而与试样混合的试剂是一个。

2.根据权利要求1所述的测定方法，其中，

所述糖化蛋白质量的计算包括：将所测定的显色信号基于预定的换算因素换算为糖化

蛋白质量。

3.根据权利要求1或2所述的测定方法，其中，

所述糖化蛋白质是糖化血红蛋白或糖化白蛋白，所述蛋白质是血红蛋白或白蛋白。

4.一种试样中的糖化血红蛋白的测定方法，包括：

(1)使试样中的血红蛋白变性；

(2)通过试样中的糖化血红蛋白与阿马道里酶的反应，使显色剂显色；

(3)测定(1)和(2)之后的试样的显色信号，并计算糖化血红蛋白量；

(4)测定(1)和(2)之后的试样的显色信号，并计算血红蛋白量，

其中，为了进行上述(1)至(4)而与试样混合的试剂是一个。

5.一种试样中的糖化血红蛋白的测定方法，包括：

(0)使试样中的红细胞溶血，并从红细胞放出血红蛋白；

(1)使试样中的血红蛋白变性；

(2)通过试样中的糖化血红蛋白与阿马道里酶的反应，使显色剂显色；

(3)测定(1)和(2)之后的试样的显色信号，并计算糖化血红蛋白量；

(4)测定(1)和(2)之后的试样的显色信号，并计算血红蛋白量，

其中，为了进行上述(2)至(4)而与试样混合的试剂是一个。

6.根据权利要求4或5所述的测定方法，其中，

所述糖化蛋白质量的计算包括：将所测定的显色信号基于预定的换算因素换算为糖化

蛋白质量。

7.根据权利要求2至6中任一项所述的测定方法，其中，

糖化血红蛋白是血红蛋白A1c。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的测定方法，其中，

所述阿马道里酶是糖化蛋白直接型阿马道里酶。

9.根据权利要求1至8中任一项所述的测定方法，其中，

所添加的试剂含有变性剂、糖化蛋白直接型果糖基肽氧化酶、过氧化物酶以及氧化显

色剂。

10.根据权利要求1至8中任一项所述的测定方法，其中，

所添加的试剂含有变性剂、糖化蛋白直接型果糖基肽脱氢酶以及还原显色剂。

11.根据权利要求2至10中任一项所述的测定方法，其中，

所述(2)为通过试样中的糖化血红蛋白与蛋白酶的反应来生成N末端糖化肽；以及通过

N末端糖化肽与阿马道里酶的反应而使显色剂显色。

12.根据权利要求1至7以及11中任一项所述的测定方法，其中，
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所添加的试剂含有变性剂、蛋白酶、果糖基肽氧化酶、过氧化物酶以及显色剂。

13.根据权利要求1至7以及11中任一项所述的测定方法，其中，

所添加的试剂含有变性剂、蛋白酶、果糖基肽脱氢酶以及显色剂。

14.一种糖化血红蛋白的测定装置或测定系统，其执行权利要求1至13中任一项所述的

测定方法。
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糖化蛋白质的测定

技术领域

[0001] 本公开涉及糖化蛋白质的测定，更具体而言，涉及使用阿马道里酶的糖化蛋白质

的测定方法、装置、系统。

背景技术

[0002] 由于当蛋白质与葡萄糖等糖共存时形成阿马多利化合物，因此能够通过阿马多利

化合物量的测定来知道糖的量。关于糖的量，在人或动物的血液中、食品等中测定。

[0003] 糖化蛋白质量的测定尤其在糖尿病的诊断、治疗中是重要的。作为糖化蛋白质量

的测定方法，存在仅仅测定糖化蛋白质量的方法、测定糖化蛋白质量和蛋白质量而计算比

率的方法等，关于作为对象的蛋白质，还存在没有特别限制的情况、局限于特定蛋白质的情

况、局限于特定蛋白质的特定部位的情况。

[0004] 作为这样的糖化蛋白质量的测定，存在果糖胺、糖化白蛋白、糖化血红蛋白以及血

红蛋白A1c等。

[0005] 例如，关于果糖胺，测定血清、血浆中的蛋白质或白蛋白的糖化量，关于糖化白蛋

白，测定血清、血浆中的白蛋白的糖化量与白蛋白量之间的比率。关于糖化血红蛋白，测定

血液中的血红蛋白的糖化量、或者与血红蛋白量之间的比率。关于血红蛋白A1c，测定血液

中的血红蛋白的β链N末端糖化量(HbA1c量)、或者与血红蛋白量之间的比率。

[0006] 作为这些糖化蛋白质的测定方法，使用了与糖化氨基酸、糖化肽反应的阿马道里

酶的酶法通常被使用。

[0007] 日本专利3034698中示出果糖胺的测定法、日本专利4341809以及日本专利特开

2008-295305中示出糖化白蛋白的测定法，日本专利5878096等中示出仅针对糖化血红蛋白

量的测定法。

[0008] 其中，糖化血红蛋白比率的测定在糖尿病的诊断、治疗中是重要的。作为糖化血红

蛋白之一的血红蛋白A1c(HbA1c)的测定尤其被广泛测定。

[0009] 为了糖化血红蛋白比率的测定，广泛使用测定糖化血红蛋白量与血红蛋白量的方

法。

[0010] 作为糖化血红蛋白量的测定方法，使用了与糖化氨基酸、糖化肽反应的阿马道里

酶的酶法通常被使用。作为阿马道里酶，存在生成过氧化氢等的果糖基肽氧化酶(日本专利

4231668)、提高了脱氢酶活性的果糖基肽脱氢酶(WO2016-63984)等。

[0011] 用于现有的酶法中的阿马道里酶具有从糖化氨基酸对糖化肽的基质特异性。因

此，在通过阿马道里酶来测定糖化血红蛋白量的情况下，有必要通过蛋白酶等来预先处理

糖化血红蛋白而分解成糖化氨基酸、糖化肽，以使得阿马道里酶容易作用(WO2006-

120976)。在通过蛋白酶来分解糖化血红蛋白的情况下，由于用于测定的阿马道里酶不会被

蛋白酶分解，有必要调制成其他试剂。

[0012] 另一方面，由于因Hb与试剂(尤其蛋白酶)反应而Hb的色调变化、以及通过阿马道

里酶的作用而根据糖化血红蛋白浓度生成的显色染料与Hb的色调重叠从而对糖化血红蛋
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白值带来影响等，因此难以在试样、阿马道里酶以及蛋白酶混合之后测定血红蛋白量。

[0013] 作为由酶法进行的糖化血红蛋白量的测定的试剂，当前使用双试剂系统或三试剂

系统的试剂。作为双试剂系统的试剂的构成，可以举出以下的构成1～4。

[0014] 构成1

[0015] 第一试剂：阿马道里酶、缓冲剂

[0016] 第二试剂：蛋白酶、显色剂、缓冲剂

[0017] 构成2

[0018] 第一试剂：蛋白酶、缓冲剂

[0019] 第二试剂：阿马道里酶、显色剂、缓冲剂

[0020] 构成3

[0021] 第一试剂：阿马道里酶、显色剂、缓冲剂

[0022] 第二试剂：蛋白酶、缓冲剂

[0023] 构成4

[0024] 第一试剂：蛋白酶、显色剂、缓冲剂

[0025] 第二试剂：阿马道里酶、缓冲剂

[0026] 近年来，阿马道里酶被改良，发现了对糖化蛋白质具有基质特异性(直接作用于糖

化蛋白质)的阿马道里酶(以下，还称为“糖化蛋白直接型阿马道里酶”)(WO2015-005257以

及WO2015-060429)。作为使用了糖化蛋白直接型阿马道里酶的糖化血红蛋白量的测定方

法，例如，公开有包括依次进行下述(i)～(ii)工序的测定方法。

[0027] (i)将糖化蛋白直接型阿马道里酶作用于试样中的糖化血红蛋白而使糖化血红蛋

白氧化的工序。

[0028] (ii)测定上述工程(i)中生成的物质或者所消耗的物质的工序。

[0029] 此外，关于血红蛋白量的测定，使用测定血红蛋白的血红素的红色的方法。血红蛋

白包括氧化型和还原型，根据型而血红素的电荷状态变化、光谱变化，因此有必要使用用于

设为某一定型的变性剂。

发明内容

[0030] 在通过双试剂系统的酶法试剂进行糖化蛋白质比率的测定的情况下，存在依次添

加两种溶液的工序。即，存在如下两个工序：使试样与第一试剂混合的工序、以及在其中混

合第二试剂的工序。因此，在由双试剂系统的试剂进行的糖化蛋白质比率的测定方法中，工

序较繁杂。另外，由于具有两个工序，因此分注、混合等作业需要时间从而难以缩短时间。

[0031] 本公开在一个方式中提供一种工序被简化的测定方法，该测定方法是通过酶法进

行的糖化蛋白质的测定方法。

[0032] 本公开在一个方式中涉及包括下述(1)至(3)的试样中的糖化蛋白质的测定方法，

其中，为了进行下述(2)和(3)而与试样混合的试剂是一个。以下，将该测定法方法还称为

“本公开涉及的测定方法”，将为了进行下述(2)和(3)而与试样混合的试剂还称为“单试剂

系统试剂”。此外，在本公开中，单试剂系统试剂还可以是为了进行下述(1)至(3)而与试样

混合的试剂。

[0033] (1)使试样中的蛋白质变性。
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[0034] (2)通过试样中的糖化蛋白质与阿马道里酶的反应，使显色剂显色。

[0035] (3)测定(1)和(2)之后的试样的显色信号，并计算糖化蛋白质量。

[0036] 本公开在其他一个方式中，涉及执行本公开涉及的测定方法的糖化蛋白质的测定

装置或测定系统。

[0037] 根据本公开，例如，能够简化由酶法进行的糖化蛋白质的测定方法的工序。根据本

公开，例如，能够将向溶血试样添加双试剂或三试剂的工序设为混合单试剂的工序。由此，

例如，能够缩短血红蛋白A1c比率(HbA1c％)的测定中所需的时间。另外，例如，由于是单试

剂的混合，因此能够在相同溶液内进行糖化血红蛋白量的测定和血红蛋白量的测定，从而

能够提高测定准确性、精度。

附图说明

[0038] 图1是执行本公开涉及的测定方法的糖化蛋白质的测定装置或测定系统的一个例

子的说明图。

具体实施方式

[0039] 在本公开中，关于糖化蛋白质的测定，在一个实施方式中，包括糖化蛋白质量的测

定，在其他一个实施方式中，包括糖化蛋白质量以及蛋白质量的测定，在又一其他一个实施

方式中，能够包括测定糖化蛋白质量以及蛋白质量而求出它们之比的情况。

[0040] 在本公开中，在没有特别提及的情况下，“蛋白质”可以包括“糖化蛋白质”。

[0041] 在本公开中，单试剂系统试剂的“与试样之间的混合”包括：向试样添加单试剂系

统试剂；以及向单试剂系统试剂添加试样。

[0042] 本公开涉及的测定方法在一个或多个实施方式中，通过试样与单试剂系统试剂的

一次混合、且在一个容器(例如，测光小室)内能够进行蛋白质的变性、糖化蛋白质与阿马道

里酶的反应、使显色剂显色、显色剂的吸光度的测定、以及选择性地测定变性的蛋白质的吸

光度。

[0043] 在本公开中，通过单试剂系统试剂使试样中的蛋白质变性是指，单试剂系统试剂

包括能够使试样中的蛋白质变性的变性剂(或者具有变性作用的物质)。如后面叙述，混合

前的试样为了溶血等而可以包括表面活性剂(变性剂)。

[0044] 作为本公开涉及的测定方法中测定的糖化蛋白质，可以举出果糖胺、糖化白蛋白、

糖化血红蛋白等，在一个实施方式中，为糖化白蛋白或糖化血红蛋白。作为糖化血红蛋白，

可以举出Hbβ链N末端被糖化的血红蛋白A1c(HbA1c)。

[0045] 作为本公开涉及的测定对象试样，可以举出包含糖化蛋白质的试样。在糖化蛋白

质为糖化血红蛋白的情况下，作为测定对象试样，可以举出包含血红蛋白和糖化血红蛋白

的试样。作为测定对象试样，在不受限的一个或多个实施方式中，可以举出全血、包含血球

等红细胞的试样、使该试样的溶血的试样。在测定对象试样为包含红细胞的试样的情况下，

可以由单试剂系统试剂溶血，也可以由与单试剂系统试剂不同的手段溶血并作为溶血试

样。红细胞的溶血能够通过现有的方法实施。例如，存在使用渗透压的方法(例如，水)、使用

表面活性剂的方法、冷冻的方法、使用超声波的方法等。若使用表面活性剂等具有变性作用

的物质，则溶血的同时还进行蛋白质的变性。
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[0046] 在一个或多个实施方式中，关于基于试样的显色信号的HbA1c等的糖化蛋白质量、

血红蛋白等的蛋白质量的计算，能够通过公知的方法来进行。

[0047] 因此，本公开在一个方式中涉及一种包括下述(1)至(4)的、试样中的糖化血红蛋

白的测定方法，其中，为了进行下述(1)至(4)而与试样混合的试剂为一个。

[0048] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0049] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与阿马道里酶的反应，使显色剂显色。

[0050] (3)测定(1)和(2)之后的试样的显色信号，并计算糖化血红蛋白量。

[0051] (4)测定(1)和(2)之后的试样的显色信号，并计算血红蛋白量。

[0052] 另外，在测定对象试样为包含红细胞的试样的情况下，可以通过与单试剂系统试

剂不同的手段来进行溶血和血红蛋白的变性。即，本公开在一个方式中，涉及包括下述(0)

至(4)的、试样中的糖化血红蛋白的测定方法，其中，为了进行上述(2)至(4)而与试样混合

的试剂为一个。

[0053] (0)使试样中的红细胞溶血，并从红细胞放出血红蛋白。

[0054] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0055] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与阿马道里酶的反应，使显色剂显色。

[0056] (3)测定(1)和(2)之后的试样的显色信号，并计算糖化血红蛋白量。

[0057] (4)测定(1)和(2)之后的试样的显色信号，并计算血红蛋白量。

[0058] [使用糖化蛋白直接型阿马道里酶的实施方式]

[0059] 本公开涉及的测定方法在一个实施方式中，作为阿马道里酶而使用针对糖化蛋白

质具有基质特异性(直接作用于糖化蛋白质)的阿马道里酶(糖化蛋白直接型阿马道里酶)。

[0060] 在本公开中，“糖化蛋白直接型阿马道里酶”是指，即使没有将糖化蛋白质由蛋白

酶等分解为肽，也能够将糖化蛋白质的糖化部分作为基质而进行反应的阿马道里酶。

[0061] 作为糖化蛋白直接型阿马道里酶，可以举出糖化蛋白直接型果糖基肽氧化酶(直

接型FPOX)、以及糖化蛋白直接型果糖基肽脱氢酶(直接型FPDH)(WO2015-005257以及

WO2015-060429)。

[0062] [使用直接型FPOX的实施方式A]

[0063] 本公开涉及的测定方法在未受限制的实施方式A中，涉及一种包括下述(1)至(4)

的、糖化蛋白质的测定方法，其中，为了进行下述(1)至(4)、或者为了进行下述(2)至(4)，包

括：使一个试剂(单试剂系统试剂)与试样混合。

[0064] (1)使试样中的蛋白质变性。

[0065] (2)通过试样中的糖化蛋白质与直接型FPOX的反应，生成过氧化氢。

[0066] (3)通过所生成的过氧化氢与过氧化物酶(POD)的反应，使氧化显色剂显色。

[0067] (4)测定所显色的氧化显色剂的显色信号，并计算糖化蛋白质量。

[0068] 在不受限的一个或多个实施方式中，作为实施方式A中的单试剂系统试剂，可以举

出下述构成A1～A3。但是，本公开涉及的试剂不局限于这些实施方式。单试剂系统试剂还可

以包括其他成分。

[0069] 构成A1

[0070] 单试剂系统试剂：缓冲剂、变性剂、直接型FPOX、POD、氧化显色剂

[0071] 构成A2
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[0072] 单试剂系统试剂：缓冲剂、直接型FPOX、POD、氧化显色剂

[0073] 构成A3

[0074] 单试剂系统试剂：缓冲剂、直接型FPOX、POD、隐色型染料、下述式(I)的化合物

[0075]

[0076] 在式(I)中，R表示碳数8-17的烃基。

[0077] 作为实施方式A中的缓冲剂，能够使用能调整到中性附近、且不损伤反应系统的缓

冲剂。作为缓冲剂的不受限的例子，可以举出N，N-双(2-羟乙基)-2-氨基乙磺酸(BES，N，N-

Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic  acid)、3-吗啉代丙磺酸(MOPS，3-

Morpholinopropanesulfonic  acid)、N-三(羟甲基)甲基-2-氨基乙磺酸(TES，N-Tris

(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethanesulfonic  acid)、2-[4-(2-羟乙基)-1-哌嗪基]乙

磺酸(HEPES，2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic  acid)、N-[三(羟

甲基)甲基]甘氨酸(TRICINE，N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycine)、哌嗪-1，4-双(2-

乙磺酸)(PIPES，Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic  acid))、哌嗪-1，4-双(2-羟基-

3-丙磺酸)脱水(POPSO，Piperazine-1 ,4-bis(2-hydroxy-3-propanesulfonic  acid)

dehydrate)、碳酸、磷酸、硼酸、甘氨酸、丙氨酸、亮氨酸、精氨酸、赖氨酸、组氨酸、牛磺酸、天

冬氨酸、天冬酰胺、羟脯氨酸、脯氨酸、苏氨酸、丝氨酸、谷氨酸、谷氨酰胺、缬氨酸、半胱氨

酸、蛋氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、鸟氨酸、色氨酸、羟甲基氨基甲烷、二甲基

氨基乙醇、三乙醇胺、二乙醇胺、单乙醇胺、N-甲基氨基乙醇、肌酐、咪唑、巴比妥、氨、乙胺、

二乙胺、三乙胺等。

[0078] 作为实施方式A中的过氧化物酶(POD)，能够使用与过氧化氢反应而使作为显色基

质的隐色型染料等氧化显色剂发光的酶。POD来源的生物种等不受特别限制。作为不受限的

例子，可以举出源自辣根的过氧化物酶。

[0079] 作为实施方式A的构成A1中的变性剂，能够使用能变性蛋白质、且不会显著损伤酶

的活性的变性剂。作为变性剂的不受限的例子，可以举出下述(1)至(8)。此外，(1)～(7)还

可以与亚硝酸并用。

[0080] (1)3-月桂基二甲基氨基丁酸(3-Lauryldimethylaminobutyric  acid)

[0081] (2)3-肉豆蔻基二甲基氨基丁酸(3-Myristyldimethylaminobutyric  acid)

[0082] (3)月桂基二甲基氨基丙磺酸(Lauryldimethylaminopropanesulfonic  acid)

[0083] (4)肉豆蔻基二甲基氨基丙磺酸(Myristyldimethylaminopropanesulfonic 

acid)

[0084] (5)月桂酰胺基二甲基氨基丁酸(Laurylamidepropyldimethylaminobutyric 

acid)

[0085] (6)肉豆蔻酰胺丙基甜菜碱(Myristamidepropyl  betaine)

[0086] (7)n-十二烷基-βD-麦芽糖苷(n-Dodecyl-βD-maltoside)

[0087] (8)WST-3(2-(4-碘苯基)-3-(2，4-二硝基苯基)-5-(2，4-二磺基苯基)-2H-四氮
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唑)(WST-3(2-(4-iodophenyl)-3-(2，4-dinitrophenyl)-5-(2，4-disulfophenyl)-2H-

tetrazolium))

[0088] 实施方式A的构成A1和A2中的氧化显色剂在进行糖化血红蛋白量、血红蛋白量的

测定的情况下，优选为隐色型染料。

[0089] 作为所述隐色型染料，例如可以举出容易入手的N-(羧甲基氨基羰基)-4，4'-双

(二甲基氨基)二苯胺(DA-64)、10-(羧甲基氨基羰基)-3，7-双(二甲基氨基)吩噻嗪(DA-

67)、2，2'-氨基双(3-乙基苯并噻唑啉酮-6-磺酸)(ABTS)、双-(4-二乙基氨基苯基)-2-磺基

苯基甲烷(BSPM)、双[3-双(4-氯苯基)甲基-4-二甲基氨基苯基]胺(BCMA)、10-N-甲基氨基

甲酰基-3，7-二甲氨基-10H-吩噻嗪(MCDP)、邻联甲苯胺、3，3'-二氨基联苯胺·4HCl(DAB)、

3-(4-羟基苯基)丙酸(HPPA)、3，3'，5，5'-四甲基联苯胺(TMBZ)、N-(3-磺丙基)-3，3'，5，5'-

四甲基联苯胺·Na(TMBZ-PS)、N，N'，N'，N”，N”-己基(3-磺丙基)-4，4'，4”-三氨基三苯基甲

烷·6Na(TPM-PS)等。

[0090] 关于实施方式A的构成A1和A2中的氧化显色剂，在果糖胺、糖化白蛋白的测定的情

况下，能够使用通过4-氨基安替比林(4-AA)或者3-甲基-2-苯并噻唑啉酮腙(MBTH)等的偶

合剂与苯酚等的色原体的氧化缩合来生成染料的特林德试剂(trinder  reagent)、或者隐

色型染料。

[0091] 作为特林德试剂的氢供体，能够使用苯酚衍生物、苯胺衍生物、甲苯胺衍生物等，

作为具体例子，举出N-(3-磺丙基)苯胺钠一水合物(HALPS)、N-乙基-N-(3-磺丙基)-3-甲基

苯胺钠一水合物(TOPS)、N-乙基-N-(2-羟基-3-磺丙基)-3，5-二甲氧基苯胺钠一水合物

(MAOS)、N-(3-磺丙基)-3，5-二甲氧基苯胺钠一水合物(HDAPS)、N-(2-羟基-3-磺丙基)-3，

5-二甲氧基苯胺钠(HDAOS)、N-乙基-N-(3-磺丙基)-3，5-二甲氧基苯胺钠一水合物(DAPS)、

N-乙基-N-(2-羟基-3-磺丙基)-3，5-二甲氧基苯胺钠(DAOS)、N-乙基-N-(3-磺丙基)苯胺钠

(ALPS)、N-乙基-N-(3-磺丙基)-3-甲氧基苯胺钠一水合物(ADPS)、N-乙基-N-(2-羟基-3-磺

丙基)-3-甲氧基苯胺钠二水合物(ADOS)、N-乙基-N-(2-羟基-3-磺丙基)-间甲苯胺(TOOS)、

N，N-双(4-磺丁基)-3-甲基苯胺二钠(TODB)等。

[0092] 实施方式A的构成A1和A2还可以包括染料稳定剂，例如可以包括还原剂、表面活性

剂等。

[0093] 实施方式A的构成A3中包括能够发挥变性剂和染料稳定剂的两个功能的式(I)的

化合物。在式(I)中，从不阻碍酶法测定的观点以及提高隐色型染料的稳定性的观点出发，R

的碳数优选为8至17，更优选为12至16，进一步优选为14。从相同的观点出发，R的烃基优选

为烷基，更优选为直链烷基。从相同的观点出发，R优选为十二烷基以及十四烷基，更优选为

十四烷基。

[0094] 作为实施方式A中的测定对象试样，可以举出包含血红蛋白以及糖化血红蛋白的

试样。作为测定对象试样，在不受限的一个或多个实施方式中，可以举出全血、包含血球等

红细胞的试样、使该试样溶血的试样。在测定对象试样为包含红细胞的试样的情况下，可以

由单试剂系统试剂溶血，也可以由与单试剂系统试剂不同的单元溶血并作为溶血试样。红

细胞的溶血能够通过现有的方法实施。例如，存在利用渗透压的方法(例如，水)、利用表面

活性剂的方法、利用冷冻的方法、超音波的方法等。

[0095] 在一个或多个实施方式中，作为本公开的显色信号，可以举出吸光度、反射率以及
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透过率等。

[0096] 在一个或多个实施方式中，糖化蛋白质量的计算包括将由测定得到的显色信号基

于预定的换算因素换算为糖化蛋白质量。在一个或多个实施方式中，基于预定的换算因素

的糖化蛋白质量的换算能够通过将由测定得到的吸光度等的显色信号基于下述(i)～(iv)

中任一者的换算规则换算为糖化蛋白质量而进行。(iv)可以与(i)～(iii)组合而进行。

[0097] (i)基于试样中的某已知的校准物质来求出校准曲线，将源自HbA1c的吸光度基于

校准曲线换算为HbA1c量。

[0098] (ii)将显色染料作为校准物质(校正用物质)，求出显色染料的校准曲线，将显色

染料的吸光度基于该显色染料的校准曲线换算为糖化蛋白质量。

[0099] (iii)取不同的波长中求出的吸光度比，基于相对于吸光度比的校准曲线换算为

糖化蛋白质量。

[0100] (iv)取在试样与试剂的混合后紧接以及混合预定时间经过后测定的吸光度之差

而求出吸光度变化量，基于相对于吸光度变化量的校准曲线换算为糖化蛋白质量。

[0101] 在一个或多个实施方式中，作为(i)中的已知的校准物质，可以举出含有已知量的

HbA1c的校正用标准物质。在一个或多个实施方式中，作为含有已知量的HbA1c的校正用标

准物质，可以举出全血或血细胞的冷冻品、提炼它们的含有HbA1c的Hb溶液、或者在它们之

中含有缓冲液组成物以及Hb的稳定剂等的物质等。在一个或多个实施方式中，作为已知的

校准物质，可以举出公共机构提供的一级标准物质或常用标准物质、试剂盒附带的校正物

质等。

[0102] 在一个或多个实施方式中，作为(iv)中的混合后紧接，可以举出从试样与试剂的

混合至5秒～30秒左右。在一个或多个实施方式中，作为预定时间经过后，可以举出从试样

与试剂的混合至1分钟～3分钟左右。

[0103] 此外，上述方式是显色信号为吸光度的情况的一个例子，即使是吸光度以外的反

射率以及透过率，也能够以同样的方式进行。

[0104] 实施方式A中的测定对象是糖化血红蛋白，作为测定糖化血红蛋白比率(糖化血红

蛋白量相对于血红蛋白量的比率)的实施方式Aa，可以举出糖化血红蛋白比率的测定方法，

该测定方法包括下述(1)至(5)，包括为了进行下述(1)至(5)而使一个试剂(单试剂系统试

剂)与试样混合。

[0105] 实施方式Aa

[0106] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0107] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与直接型FPOX的反应，生成过氧化氢。

[0108] (3)通过所生成的过氧化氢与过氧化物酶(POD)的反应，使隐色型染料显色。

[0109] (4)测定所显色的隐色型染料的显色信号并计算糖化血红蛋白量。

[0110] (5)测定所变性的血红蛋白的显色信号并计算血红蛋白量。

[0111] 实施方式A中的测定对象是糖化血红蛋白，作为测定糖化血红蛋白比率(糖化血红

蛋白量相对于血红蛋白量的比率)的实施方式Ab，可以举出糖化血红蛋白比率的测定方法，

该测定方法包括下述(0)至(5)，包括为了进行下述(2)至(5)而使一个试剂(单试剂系统试

剂)与试样混合。

[0112] 实施方式Ab
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[0113] (0)使试样中的红细胞溶血并将血红蛋白从红细胞放出。

[0114] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0115] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与直接型FPOX的反应，生成过氧化氢。

[0116] (3)通过所生成的过氧化氢与过氧化物酶(POD)，使隐色型染料显色。

[0117] (4)测定所显色的隐色型染料的显色信号并计算糖化血红蛋白量。

[0118] (5)测定所变性的血红蛋白的显色信号并计算血红蛋白量。

[0119] 实施方式Aa和Ab还可以包括根据糖化血红蛋白量与血红蛋白量计算糖化血红蛋

白比率。

[0120] 另外，在实施方式Aa和Ab中，糖化血红蛋白在一个或多个实施方式中为血红蛋白

A1c。

[0121] 实施方式A中的测定对象是糖化血红蛋白以外的糖化蛋白质(例如，糖化白蛋白

等)，在测定糖化蛋白质比率(糖化蛋白质量相对于蛋白质量的比率)的情况下，在一个或多

个实施方式中，能够根据本公开涉及的测定中得到的糖化蛋白质量与通过其他方法得到的

蛋白质量，求出糖化蛋白质比率。糖化血红蛋白比率也可以通过该方法得到。

[0122] 作为求出蛋白质量的方法，例如可以举出双缩脲反应法、利用福林酚(Folin 

phenol)试剂的劳里法(Lowry法)、利用考马斯(Coomassie)G-250的Bradford(布拉德福)

(Coomassie)法等，在白蛋白的情况下，可以举出BCG法、BCP法。

[0123] [实施方式A的现配方式]

[0124] 实施方式A中的单试剂系统试剂在流通阶段中，从试剂的稳定性的观点等出发，可

以不是一个试剂。可以在进行本公开涉及的测定方法的阶段中进行现配。用于调制这样的

实施方式中的单试剂系统试剂的、作为不受限的双试剂的构成，可以举出下述构成A4至A9。

但是，本公开涉及的试剂不局限于这样的实施方式。试剂还可以包括其他成分。

[0125] 构成A4

[0126] 试剂1：缓冲剂、变性剂、直接型FPOX、POD

[0127] 试剂2：缓冲剂、氧化显色剂

[0128] 构成A5

[0129] 试剂1：缓冲剂、直接型FPOX、POD

[0130] 试剂2：缓冲剂、变性剂、氧化显色剂

[0131] 构成A6

[0132] 试剂1：缓冲剂、POD

[0133] 试剂2：缓冲剂、变性剂、直接型FPOX、氧化显色剂

[0134] 构成A7

[0135] 试剂1：缓冲剂、变性剂、POD

[0136] 试剂2：缓冲剂、直接型FPOX、氧化显色剂

[0137] 构成A8

[0138] 试剂1：缓冲剂、直接型FPOX、POD

[0139] 试剂2：缓冲剂、氧化显色剂

[0140] 构成A9

[0141] 试剂1：缓冲剂、POD
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[0142] 试剂2：缓冲剂、直接型FPOX、氧化显色剂

[0143] 实施方式A的构成A4至A9还可以包括染料稳定剂，例如还原剂、表面活性剂等。另

外，作为构成A4至A9中的缓冲剂、变性剂、氧化显色剂，能够使用上述的。另外，在构成A4至

A9中，变性剂以及/或者染料稳定剂可以是式(I)的化合物。

[0144] 本公开中的“现配方式”是指，针对一个或多个试样，在采用本公开涉及的测定方

法的情况下，包括为了用于一个或多个试样而从多个试剂中调制单试剂系统试剂的方式。

[0145] [使用直接型FPDH的实施方式B]

[0146] 在不受限的实施方式B中，本公开涉及的测定方法为糖化蛋白质的测定方法，该测

定方法包括下述(1)至(3)，包括为了进行下述(1)至(3)、或者为了进行下述(2)至(3)而使

一个试剂(单试剂系统试剂)与试样混合。

[0147] (1)使试样中的蛋白质变性。

[0148] (2)通过试样中的糖化蛋白质与直接型FPDH的反应，使还原显色剂显色。

[0149] (3)测定所显色的还原显色剂的显色信号并计算糖化蛋白质量。

[0150] 在不受限的一个或多个实施方式中，作为实施方式B中的单试剂系统试剂，可以举

出下述构成B1和B2。但是，本公开涉及的试剂不局限于这些实施方式。单试剂系统试剂还可

以包括其他成分。

[0151] 构成B1

[0152] 单试剂系统试剂：缓冲剂、变性剂、直接型FPDH、还原显色剂

[0153] 构成B2

[0154] 单试剂系统试剂：缓冲剂、直接型FPDH、还原显色剂

[0155] 实施方式B中的缓冲剂、变性剂和测定对象试样与实施方式A相同。

[0156] 作为实施方式B中的还原显色剂，能够使用四唑盐等。

[0157] 作为四唑盐，可以举出2，5-二苯基-3-(1-萘基)-2H-氯化四唑<简称为四唑紫>、3，

3'-(3，3'-二甲氧基-4,4'-亚联苯基)-双[2-(对硝基苯基)-5-苯基四唑氯化物]<简称为硝

基蓝四唑>、3，3'-(3，3'-二甲氧基-4，4'-亚联苯基)-双(2，5-二苯基四唑氯化物)<简称为

蓝四唑>、3-(4，5-二甲基-2-噻唑基)-2，5-二苯基四唑溴化物<简称为MTT>、3-(对碘苯基)-

2-(对硝基苯基)-5-苯基-四唑氯化物、2，2'，5，5'-四-(对硝基苯基)-3，3'-(3-二甲氧基-

4-二亚苯基)-二硝基氯化物<简称为硝基蓝四唑>、2，3，5-三苯基四唑氯化物、3，3'-(3，3'-

二甲氧基-4，4'-亚联苯基)-双-[2，5-双(对硝基苯基)四唑氯化物]、3，3'-(4，4'-亚联苯

基)-双(2，5-二苯基四氮唑氯化物)、2-(4-碘苯基)-3-(4-硝基苯基)-5-苯基-2H-四唑氯化

物<简称为INT>、3，3'-[3，3'-二甲氧基-(1，1'-联苯基)-4，4'-二基]-双[2-(4-硝基苯基)-

5-苯基]-2H四唑氯化物<简称为硝基-TB>、2-苯并噻唑基-3-(4-羧基-2-甲氧基苯基)-5-

[4-(2-磺乙基氨基甲酰基)苯基]-2H-四唑<简称为WST-4>、2，2'-二苯并噻唑基-5，5'-双

[4-二(2-磺乙基)氨基甲酰基苯基]-3，3'-(3，3'-二甲氧基-4，4'-二亚苯基)二四氮唑二钠

盐<简称为WST-5>等。

[0158] 这些之中，WST-4和WST-5除了水溶性高且作为试剂容易调整之外，还在长波长区

域具有吸收，并且难以受到血红蛋白等的蛋白质的吸收的影响的特征。

[0159] 实施方式B的构成B1和B2还可以包括染料稳定剂。作为染料稳定剂，可以举出叠氮

化钠(WO2003/029229)、pH调节剂(日本专利特开2009-072136)等。
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[0160] 实施方式B中的显色信号以及糖化蛋白质量的测定与实施方式A相同。

[0161] 实施方式B的构成B1和B2中可以包括电子转移剂(electron  transfer  agent)。作

为电子转移剂，可以举出黄递酶、N-甲基吩嗪·甲基硫酸酯类(例如，N-甲基吩嗪·甲基硫

酸酯、1-甲氧基-5-甲基吩嗪·甲基硫酸酯(1-甲氧基PMS)等)、麦尔多拉蓝、亚甲蓝等。

[0162] 实施方式B中的测定对象是糖化血红蛋白，作为测定糖化血红蛋白比率(糖化血红

蛋白量相对于血红蛋白量的比率)的实施方式Ba，可以举出一种糖化血红蛋白比率的测定

方法，该测定方法包括下述(1)至(4)，包括为了进行下述(1)至(4)而使一个试剂(单试剂系

统试剂)与试样混合。

[0163] 实施方式Ba

[0164] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0165] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与直接型FPDH的反应，使还原显色剂显色。

[0166] (3)测定所显色的还原显色剂的显色信号并计算糖化蛋白质量。

[0167] (4)测定所变性的血红蛋白的显色信号并计算血红蛋白量。

[0168] 实施方式B中的测定对象是糖化血红蛋白，作为测定糖化血红蛋白比率(糖化血红

蛋白量相对于血红蛋白量的比率)的实施方式Bb，举出一种糖化血红蛋白比率的测定方法，

该测定方法包括下述(0)至(4)，包括为了进行下述(2)至(4)而使一个试剂(单试剂系统试

剂)与试样混合。

[0169] 实施方式Bb

[0170] (0)使试样中的红细胞溶血并将血红蛋白从红细胞放出。

[0171] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0172] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与直接型FPDH的反应，使还原显色剂显色。

[0173] (3)测定所显色的还原显色剂的显色信号并计算糖化蛋白质量。

[0174] (4)测定所变性的血红蛋白的显色信号并计算血红蛋白量。

[0175] 实施方式Ba和Bb还可以包括根据糖化血红蛋白量和血红蛋白量来计算糖化血红

蛋白比率。

[0176] 另外，在本实施方式Ba和Bb中，在一个或多个实施方式中，糖化血红蛋白为血红蛋

白A1c。

[0177] 实施方式B中的测定对象是糖化血红蛋白以外的糖化蛋白质(例如，糖化白蛋白

等)，在测定糖化蛋白质比率(糖化蛋白质量相对于蛋白质量的比率)的情况下，在一个或多

个实施方式中，能够根据本公开涉及的测定中得到的糖化蛋白质量、以及通过其他方法得

到的蛋白质量，求出糖化蛋白质比率。糖化血红蛋白比率也可以通过该方法求出。作为求出

蛋白质量的方法，例如可以举出上述的方法。

[0178] [实施方式B的现配方式]

[0179] 关于实施方式B中的单试剂系统试剂，在流通阶段中，从试剂的稳定性的观点等出

发，可以不是一个试剂。可以在进行本公开涉及的测定方法的阶段中进行现配。作为用于调

制这样的实施方式中的单试剂系统试剂的、不受限的双试剂的构成，可以举出下述构成B3

和B4。

[0180] 构成B3

[0181] 试剂1：缓冲剂、变性剂、直接型FPDH
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[0182] 试剂2：缓冲剂、还原显色剂

[0183] 构成B4

[0184] 试剂1：缓冲剂、直接型FPDH

[0185] 试剂2：缓冲剂、还原显色剂

[0186] 实施方式B的构成B3和B4还可以包括上述的染料稳定剂和/或电子转移剂。

[0187] 另外，构成B3和B4中的缓冲剂、变性剂以及还原显色剂能够使用上述的。

[0188] [利用阿马道里酶和蛋白酶的实施方式]

[0189] 本公开涉及的测定方法在其他一个实施方式中，作为阿马道里酶而使用相对于N

末端糖化肽和糖化氨基酸(以下，简单称为“糖化肽”)具有基质特异性的阿马道里酶。作为

该阿马道里酶，可以举出果糖基肽氧化酶(FPOX)以及果糖基肽脱氢酶(FPDH)。

[0190] 作为用于果糖胺、糖化白蛋白的测定的阿马道里酶，能够使用较好作用于赖氨酸

的ε氨基被糖化的氨基酸和/或ε氨基被糖化的肽的、作用于糖化氨基酸和/或糖化肽的酶。

作为例子，可以举出源自赤霉菌(Gibberella)属、曲霉菌(Aspergillus)属、念珠菌

(Candida)属、青霉菌(Penicillium)属、镰刀霉(Fusarium)属、枝顶孢霉(Acremonium)属或

者德巴利氏酵母(Debaryomyces)属的氧化酶等。

[0191] [利用FPOX的实施方式C]

[0192] 在不受限的实施方式C中，本公开涉及的测定方法为糖化蛋白质的测定方法，该测

定方法包括下述(1)至(5)，包括为了进行下述(1)至(5)或为了进行下述(2)至(5)而使一个

试剂(单试剂系统试剂)与试样混合。

[0193] (1)使试样中的蛋白质变性。

[0194] (2)通过试样中的糖化蛋白质与蛋白酶的反应，生成糖化肽。

[0195] (3)通过糖化肽与FPOX的反应，生成过氧化氢。

[0196] (4)通过所生成的过氧化氢与过氧化物酶的反应，使氧化显色剂显色。

[0197] (5)测定所显色的氧化显色剂的显色信号并计算糖化蛋白质量。

[0198] 在不受限的一个或多个实施方式中，作为实施方式C中的单试剂系统试剂，可以举

出下述构成C1至C3。但是，本公开涉及的试剂不局限于这些实施方式。单试剂系统试剂还可

以包括其他成分。

[0199] 构成C1

[0200] 单试剂系统试剂：缓冲剂、变性剂、蛋白酶、FPOX、POD、氧化显色剂

[0201] 构成C2

[0202] 单试剂系统试剂：缓冲剂、蛋白酶、FPOX、POD、氧化显色剂

[0203] 构成C3

[0204] 单试剂系统试剂：缓冲剂、蛋白酶、FPOX、POD、隐色型染料、式(I)的化合物

[0205] 实施方式C的构成C1至C3还可以包括上述染料稳定剂。

[0206] 构成C1至C3中的缓冲剂、变性剂、POD、氧化显色剂、隐色型染料、式(I)的化合物、

以及测定对象试样与实施方式A相同。

[0207] 作为实施方式C中的蛋白酶，能够使用在中性附近具有活性、且与糖化血红蛋白反

应而能够生成N末端糖化肽(在本公开中，包括糖化氨基酸)的酶。产生生物种、酶家族未受

特别限制。作为蛋白酶的不受限的例子，可以举出丝氨酸蛋白酶、苏氨酸蛋白酶、谷氨酸蛋
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白酶、天冬氨酸蛋白酶、金属蛋白酶等。

[0208] 作为实施方式C中的蛋白酶，可以举出源自芽孢杆菌属、曲霉菌属、链霉菌属等微

生物的蛋白酶。除此之外，优选丝氨酸蛋白酶。

[0209] 另外，在测定对象为糖化白蛋白的情况下，由于芽孢杆菌属和链霉菌属的源自微

生物的蛋白酶针对人白蛋白的作用较大，因此更优选，特别优选源自芽孢杆菌属的蛋白酶、

例如枯草杆菌(Subtilisin)、枯草菌蛋白酶、蛋白酶-类型-VIII、-IX、-X、-XV、-XXIV、-

XXVII、-XXXI(以上西格玛社制)、嗜热菌蛋白酶(Thermolysin)、中性蛋白酶、Esperase(注

册商标)、Savinase(注册商标)、Durazym(注册商标)、Biofeed  Pr(注册商标)、Alcalase(注

册商标)(以上是诺和诺德社制)等，进一步特别优选枯草杆菌、枯草菌蛋白酶、蛋白酶-类

型-XXVII等。

[0210] 实施方式C中的显色信号以及糖化蛋白质量的测定与实施方式A相同。

[0211] 实施方式C中的测定对象是糖化血红蛋白，作为测定糖化血红蛋白比率(糖化血红

蛋白量相对于血红蛋白量的比率)的实施方式Ca，可以举出糖化血红蛋白比率的测定方法，

该测定方法包括下述(1)至(6)，包括为了进行下述(1)至(6)而使一个试剂(单试剂系统试

剂)与试样混合。

[0212] 实施方式Ca

[0213] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0214] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与蛋白酶的反应来生成糖化肽。

[0215] (3)通过糖化肽与FPOX的反应来生成过氧化氢。

[0216] (4)通过所生成的过氧化氢与过氧化物酶的反应，使氧化显色剂显色。

[0217] (5)测定所显色的氧化显色剂的显色信号并计算糖化蛋白质量。

[0218] (6)测定变性的血红蛋白的显色信号并计算血红蛋白量。

[0219] 实施方式C中的测定对象是糖化血红蛋白，作为测定糖化血红蛋白比率(糖化血红

蛋白量相对于血红蛋白量的比率)的实施方式Cb，可以举出糖化血红蛋白比率的测定方法，

该测定方法包括下述(0)至(6)，包括为了进行下述(2)至(6)而使一个试剂(单试剂系统试

剂)与试样混合。

[0220] 实施方式Cb

[0221] (0)使试样中的红细胞溶血并将血红蛋白从红细胞放出。

[0222] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0223] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与蛋白酶的反应来生成糖化肽。

[0224] (3)通过糖化肽与FPOX的反应来生成过氧化氢。

[0225] (4)通过所生成的过氧化氢与过氧化物酶的反应，使氧化显色剂显色。

[0226] (5)测定所显色的氧化显色剂的显色信号并计算糖化蛋白质量。

[0227] (6)测定变性的血红蛋白的显色信号并计算血红蛋白量。

[0228] 实施方式Ca以及Cb还可以包括根据糖化血红蛋白量和血红蛋白量来计算糖化血

红蛋白比率。

[0229] 另外，在实施方式Ca以及Cb中，在一个或多个实施方式中，糖化血红蛋白为血红蛋

白A1c。

[0230] 实施方式C中的测定对象是糖化血红蛋白以外的糖化蛋白质(例如，糖化白蛋白
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等)，在测定糖化蛋白质比率(糖化蛋白质量相对于蛋白质量的比率)的情况下，在一个或多

个实施方式中，能够根据本公开涉及的测定中得到的糖化蛋白质量以及通过其他方法得到

的蛋白质量来求出糖化蛋白质比率。糖化血红蛋白比率也可以通过该方法求出。作为求出

蛋白质量的方法，例如可以举出上述的方法。

[0231] [实施方式C的现配方式]

[0232] 实施方式C中的单试剂系统试剂在流通阶段中从试剂的稳定性的观点等出发，可

以不是一个试剂。在进行本公开涉及的测定方法的阶段中可以进行现配。作为用于调制这

样的实施方式中的单试剂系统试剂的、不受限的双试剂的构成，可以举出下述构成C4至

C11。

[0233] 构成C4

[0234] 第一试剂：缓冲剂、变性剂、FPOX、POD

[0235] 第二试剂：缓冲剂、蛋白酶、氧化显色剂

[0236] 构成C5

[0237] 第一试剂：缓冲剂、变性剂、蛋白酶、POD

[0238] 第二试剂：缓冲剂、FPOX、氧化显色剂

[0239] 构成C6

[0240] 第一试剂：缓冲剂、变性剂、FPOX、氧化显色剂

[0241] 第二试剂：缓冲剂、蛋白酶、POD

[0242] 构成C7

[0243] 第一试剂：缓冲剂、变性剂、蛋白酶、氧化显色剂

[0244] 第二试剂：缓冲剂、FPOX、POD

[0245] 构成C8

[0246] 第一试剂：缓冲剂、FPOX、POD

[0247] 第二试剂：缓冲剂、蛋白酶、氧化显色剂

[0248] 构成C9

[0249] 第一试剂：缓冲剂、蛋白酶、POD

[0250] 第二试剂：缓冲剂、FPOX、氧化显色剂

[0251] 构成C10

[0252] 第一试剂：缓冲剂、FPOX、氧化显色剂

[0253] 第二试剂：缓冲剂、蛋白酶、POD

[0254] 构成C11

[0255] 第一试剂：缓冲剂、蛋白酶、氧化显色剂

[0256] 第二试剂：缓冲剂、FPOX、POD

[0257] 实施方式C的构成C4至C11还可以包括染料稳定剂，例如还原剂、表面活性剂等。另

外，构成C4至C11中的缓冲剂、变性剂、氧化显色剂以及测定对象试样与实施方式A相同。另

外，在构成C4至C11中，变性剂以及/或者染料稳定剂也可以是式(I)的化合物。

[0258] [利用FPDH的实施方式D]

[0259] 在不受限的实施方式D中，本公开涉及的测定方法为糖化蛋白质的测定方法，该测

定方法包括下述(1)至(4)，包括为了进行下述(1)至(4)或者为了进行下述(2)至(4)而使一
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个试剂(单试剂系统试剂)与试样混合。

[0260] (1)使试样中的蛋白质变性。

[0261] (2)通过试样中的糖化蛋白质与蛋白酶的反应来生成糖化肽。

[0262] (3)通过糖化肽与FPDH的反应，使还原显色剂显色。

[0263] (4)测定所显色的还原显色剂的显色信号并计算糖化蛋白质量。

[0264] 在不受限的一个或多个实施方式中，作为实施方式D中的单试剂系统试剂，可以举

出下述构成D1以及D2。但是，本公开涉及的试剂不局限于这些实施方式。单试剂系统试剂还

可以包括其他成分。

[0265] 构成D1

[0266] 单试剂系统试剂：缓冲剂、变性剂、蛋白酶、FPDH、还原显色剂

[0267] 构成D2

[0268] 单试剂系统试剂：缓冲剂、FPDH、还原显色剂

[0269] 实施方式D的构成D1以及D2还可以包括上述的染料稳定剂以及/或者电子转移剂。

[0270] 构成D1以及D2中的缓冲剂、变性剂、还原显色剂以及测定对象试样与实施方式B相

同，蛋白酶与实施方式C相同。

[0271] 实施方式D中的显色信号以及糖化蛋白质量的测定与实施方式A相同。

[0272] 实施方式D中的测定对象是糖化血红蛋白，作为测定糖化血红蛋白比率(糖化血红

蛋白量相对于血红蛋白量的比率)的实施方式Da，可以举出糖化血红蛋白比率的测定方法，

该测定方法包括下述(1)至(5)，包括为了进行下述(1)至(5)而使一个试剂(单试剂系统试

剂)与试样混合。

[0273] 实施方式Da

[0274] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0275] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与蛋白酶的反应来生成糖化肽。

[0276] (3)通过糖化肽与FPDH的反应，使还原显色剂显色。

[0277] (4)测定所显色的还原显色剂的显色信号并计算糖化蛋白质量。

[0278] (5)测定变性的血红蛋白的显色信号并计算血红蛋白量。

[0279] 实施方式D中的测定对象是糖化血红蛋白，作为测定糖化血红蛋白比率(糖化血红

蛋白量相对于血红蛋白量的比率)的实施方式Db，可以举出糖化血红蛋白比率的测定方法，

该测定方法包括下述(0至(5)，包括为了进行下述(2)至(5)而使一个试剂(单试剂系统试

剂)与试样混合。

[0280] 实施方式Db

[0281] (0)使试样中的红细胞溶血并将血红蛋白从红细胞放出。

[0282] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0283] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与蛋白酶的反应来生成糖化肽。

[0284] (3)通过糖化肽与FPDH的反应，使还原显色剂显色。

[0285] (4)测定所显色的还原显色剂的显色信号并计算糖化蛋白质量。

[0286] (5)测定变性的血红蛋白的显色信号并计算血红蛋白量。

[0287] 实施方式Da以及Db还可以包括根据糖化血红蛋白量以及血红蛋白量来计算糖化

血红蛋白比率。
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[0288] 另外，在实施方式Da以及Db中，在一个或多个实施方式中，糖化血红蛋白为血红蛋

白A1c。

[0289] 实施方式D中的测定对象是糖化血红蛋白以外的糖化蛋白质(例如糖化白蛋白

等)，在测定糖化蛋白质比率(糖化蛋白质量相对于蛋白质量的比率)的情况下，在一个或多

个实施方式中，能够根据本公开涉及的测定中得到的糖化蛋白质量以及通过其他方法得到

的蛋白质量来求出糖化蛋白质比率。糖化血红蛋白比率也可以通过该方法求出。作为求出

蛋白质量的方法，例如可以举出上述的方法。

[0290] [实施方式D的现配方式]

[0291] 实施方式D中的单试剂系统试剂在流通阶段中从试剂的稳定性的观点等出发，可

以不是一个试剂。在进行本公开涉及的测定方法的阶段中，可以进行现配。作为用于调制这

样的实施方式中的单试剂系统试剂的、不受限的双试剂的构成，可以举出下述构成D3至

D10。

[0292] 构成D3

[0293] 第一试剂：缓冲剂、变性剂、FPDH

[0294] 第二试剂：缓冲剂、蛋白酶、还原显色剂

[0295] 构成D4

[0296] 第一试剂：缓冲剂、变性剂、蛋白酶

[0297] 第二试剂：缓冲剂、FPDH、还原显色剂

[0298] 构成D5

[0299] 第一试剂：缓冲剂、变性剂、FPDH、还原显色剂

[0300] 第二试剂：缓冲剂、蛋白酶

[0301] 构成D6

[0302] 第一试剂：缓冲剂、变性剂、蛋白酶、还原显色剂

[0303] 第二试剂：缓冲剂、FPDH

[0304] 构成D7

[0305] 第一试剂：缓冲剂、FPDH

[0306] 第二试剂：缓冲剂、蛋白酶、还原显色剂

[0307] 构成D8

[0308] 第一试剂：缓冲剂、蛋白酶

[0309] 第二试剂：缓冲剂、FPDH、还原显色剂

[0310] 构成D9

[0311] 第一试剂：缓冲剂、FPDH、还原显色剂

[0312] 第二试剂：缓冲剂、蛋白酶

[0313] 构成D10

[0314] 第一试剂：缓冲剂、蛋白酶、还原显色剂

[0315] 第二试剂：缓冲剂、FPDH

[0316] 实施方式D的构成D3至D10还可以包括上述的染料稳定剂以及/或者电子转移剂。

[0317] 构成D3からD10中的缓冲剂、变性剂、还原显色剂以及测定对象试样与实施方式B

相同，蛋白酶与实施方式C相同。
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[0318] [测定装置/测定系统]

[0319] 本公开在其他方式中，涉及执行本公开涉及的测定方法的、糖化蛋白质的测定装

置或者测定系统。

[0320] 在一个或多个实施方式中(图1)，本公开涉及的测定装置或者系统包括向反应容

器(测光小室)供应试样的采样部1、向反应容器(测光小室)供应单试剂系统试剂的试剂供

应部2、测定测光小室的吸光度等的显色信号的测光部3、控制采样部1与试剂供应部2与测

光部3的控制部4、记录测光数据等的记录部5、计算糖化蛋白质量等的运算部6、以及数据输

出部7。这些各部可以包含于一个装置，也可以包含于不同的装置而构成系统。

[0321] 作为测定糖化蛋白质量的方法，除了本公开涉及的测定方法之外，还存在HPLC(高

效液相色谱，High  Performance  Liquid  Chromatography)法。HPLC法近年来已高速化，若

(仅仅)一个待测体则约1分钟能够测定，对于多个待测体，每10个待测体能够以约5.5分钟

的速度(一个待测体约30秒)进行测定。

[0322] 另一方面，酶法在现有的双试剂系统的情况下，针对一个待测体需要8-10分钟的

测定时间。但是，由于反应时间能够并行进行、且能够以采样间隔进行测光(测定)，因此待

测体数量越多越能够使一个待测体的测定时间更接近采样间隔的时间，能够进行比HPLC更

高速的处理。

[0323] 只要是本公开涉及的测定方法，在一个或多个实施方式中，从试样与单试剂系统

试剂的混合后10秒-180秒就能够进行测定，并且能够与双试剂系统相比进一步高速化。

[0324] 因此，在一个或多个实施方式中，本公开涉及的装置能够适用于一次处理多个待

测体的大型的自动分析装置。

[0325] 或者，本公开涉及的测定方法在一个或多个实施方式中，比现有的酶法比，能够通

过使用单试剂系统试剂来缩短需要的时间，因此能够适用于测定对象试样少的小型的自动

分析装置。

[0326] 针对本公开涉及的装置或者系统的不受限的一个或多个实施方式进行说明。

[0327] 通过在采样部1中直接设置采血中所用的采血管、或者将血液等移动到试样杯或

在采血管中设置采样工具，待测体被供应到采样部1。在直接设置采血管的情况下，也能够

使用能贯通盖子的穿孔喷嘴。

[0328] 在采样部1中，试样从所供应的待测体向反应容器(测光小室)移动。作为采样量，

例如可以举出0.1-10μL。在直接移动到测光小室的情况下，从稀释率的观点出发，优选0.1-

2μL。另一方面，可以从待测体经由稀释槽将试样移动到测光小室，在该情况下的采样量例

如为0.5-10μL。

[0329] 待测体中的红细胞的溶血在使用稀释槽的情况下，在稀释槽中，能够通过将待测

体与包含精制水和/或表面活性剂的溶液等(以下，这些也被称为“溶血溶液”)混合来溶血。

溶血后，作为测定对象的试样而移动到测光小室。因此，本公开涉及的装置或者系统也可以

具备供应溶血溶液的溶血溶液供应部。

[0330] 另一方面，也可以将待测体直接向测光小室移动。在该情况下，可以向测光小室供

应溶血溶液而溶血，可以通过供应单试剂系统试剂来溶血。

[0331] 在任意情况下，也能够在溶血中使用基于搅拌器的物理搅拌、基于超声波的搅拌。

[0332] 从试剂供应部2向测光小室供应单试剂系统试剂。在试剂供应部2中，可以设置作

说　明　书 16/21 页

19

CN 109682796 A

19



为一种液体而供应的单试剂系统试剂的溶液，也可以设置以必要的待测体分量混合作为两

种液体(作为现配方式)供应的试剂而制作的单试剂系统试剂。例如，可以制作一日量、数日

量，例如可以制作数个待测体量至数千个待测体量。

[0333] 在本申请说明书中，可以现配单试剂系统试剂。在一个或多个实施方式中，可以在

与试样的混合前5分钟以内调制单试剂系统试剂。在一个或多个实施方式中，该调制是指，

所有的与试剂成分接触时所需的最终工序。在不受特别限制的一个或多个实施方式中，可

以将含有酶的第一试剂与含有显色剂的第二试剂组合而形成单试剂系统试剂。朝向测光小

室的试样和单试剂系统试剂的供应可以是任意顺序进行，也可以是同时进行。在全血试样

的情况下，试样与试剂的混合比率例如为1：30～2000的比率、优选为1：100～1000、更优选

为1：150～500。在血球试样的情况下，试样与试剂的混合比率例如为1：50～4000的比率、优

选为1：100～2000、更优选为1：250～1000。

[0334] 在试样与单试剂系统试剂的混合后、到测定为止的时间例如能够设定为10秒至

180秒之间。混合后到测定为止的时间例如为30秒以上、45秒以上或者60秒以上。另外，混合

后到测定为止的时间例如为30秒以下、45秒以下、60秒以下、90秒以下、120秒以下或者180

秒以下。

[0335] 测定能够通过在测光部3中测定测光小室的吸光度等的显色信号来进行。

[0336] 糖化蛋白质的测定在添加测定试剂之后迅速进行第一次测定，在测定结束时刻进

行第二次测定，将第二次与第一次的测光之差设为测定值。

[0337] 在有Hb的吸收的波长下测定血红蛋白，但优选不受糖化血红蛋白的显色反应影响

的波长，例如在显色剂为DA-67的情况下，例如在550nm以下、优选在500nm以下、更优选在

450～480nm附近进行测定。

[0338] 测定小室或者溶血小室可以是进行清洗来多次使用的方式，但也可以是使用一次

而丢弃的方式。

[0339] 控制部4进行控制以使得例如采样部1、试剂供应部2、测光部3、以及可选的溶血溶

液供应部如上述的方式操作。

[0340] 测光部中测定的数据由记录部5记录。另外，基于该数据，通过运算部6来计算糖化

蛋白质量、蛋白质量、和/或糖化蛋白质比率，并记录到记录部5。所记录的数据从数据输出

部输出。

[0341] 运算部6将测光部中得到的测定值(例如，吸光度变化量)基于相对于测定值的校

准曲线换算为糖化蛋白质量而计算出糖化蛋白质量。

[0342] 本公开可以涉及以下的不受限的一个或多个实施方式。

[0343] 〔1〕一种试样中的糖化蛋白质的测定方法，其中，该测定方法包括下述(1)至(3)，

并且为了进行下述(2)至(3)而与试样混合的试剂为一个。

[0344] (1)使试样中的蛋白质变性。

[0345] (2)通过试样中的糖化蛋白质与阿马道里酶的反应，使显色剂显色。

[0346] (3)测定(1)以及(2)之后的试样的吸光度并计算糖化蛋白质量。

[0347] 〔2〕根据〔1〕所述的测定方法，其中，所述糖化蛋白质是糖化血红蛋白或者糖化白

蛋白，所述蛋白质是血红蛋白或者白蛋白。

[0348] 〔3〕一种试样中的糖化血红蛋白的测定方法，其中，该测定方法包括下述(1)至
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(4)，并且为了进行下述(1)至(4)而与试样混合的试剂为一个。

[0349] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0350] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与阿马道里酶的反应，使显色剂显色。

[0351] (3)测定(1)以及(2)之后的试样的吸光度并计算糖化血红蛋白量。

[0352] (4)测定(1)以及(2)之后的试样的吸光度并计算血红蛋白量。

[0353] 〔4〕一种包括下述(0)至(4)的、试样中的糖化血红蛋白的测定方法，为了进行下述

(2)至(4)而与试样混合的试剂为一个。

[0354] (0)使试样中的红细胞溶血并将血红蛋白从红细胞放出。

[0355] (1)使试样中的血红蛋白变性。

[0356] (2)通过试样中的糖化血红蛋白与阿马道里酶的反应，使显色剂显色。

[0357] (3)测定(1)以及(2)之后的试样的吸光度并计算糖化血红蛋白量。

[0358] (4)测定(1)以及(2)之后的试样的吸光度并计算血红蛋白量。

[0359] 〔5〕根据〔2〕至〔4〕中任一项所述的测定方法，其中，糖化血红蛋白是血红蛋白A1c。

[0360] 〔6〕根据〔1〕至〔5〕中任一项所述的测定方法，其中，所述阿马道里酶是糖化蛋白直

接型阿马道里酶。

[0361] 〔7〕根据〔1〕至〔6〕中任一项所述的测定方法，其中，所添加的试剂含有变性剂、糖

化蛋白直接型果糖基肽氧化酶、过氧化物酶以及氧化显色剂。

[0362] 〔8〕根据〔1〕至〔6〕中任一项所述的测定方法，其中，所添加的试剂含有变性剂、糖

化蛋白直接型果糖基肽脱氢酶以及还原显色剂。

[0363] 〔9〕根据〔2〕至〔8〕中任一项所述的测定方法，其中，所述(2)是通过试样中的糖化

血红蛋白与蛋白酶的反应来生成N末端糖化肽、以及通过N末端糖化肽与阿马道里酶的反应

而使显色剂显色。

[0364] 〔10〕根据〔1〕至〔5〕以及〔9〕中任一项所述的测定方法，其中，所添加的试剂含有变

性剂、蛋白酶、果糖基肽氧化酶、过氧化物酶以及显色剂。

[0365] 〔11〕根据〔1〕至〔5〕以及〔9〕中任一项所述的测定方法，其中，所添加的试剂含有变

性剂、蛋白酶、果糖基肽脱氢酶以及显色剂。

[0366] 〔12〕一种糖化血红蛋白的测定装置或者测定系统，其执行〔1〕至〔11〕中任一项所

述的测定方法。

[0367] 以下，通过实施例进一步详细说明本公开，但这些仅仅是示例而已，本公开并不局

限于这些实施例。

[0368] 实施例

[0369] [实施例1]

[0370] 单试剂系统试剂

[0371] 糖化蛋白直接型果糖基肽氧化酶3000U/L

[0372] 肉豆蔻基二甲基氨基丙磺酸(东京化成工业)3g/L

[0373] POD  10KU/L

[0374] DA-67(和光纯药工业)0.1mmol/L

[0375] MOPS(同仁化学研究所)50mmol/L

[0376] NaOH  pH6.5
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[0377] 测定装置

[0378] BM-6010(日本电子制)

[0379] 操作

[0380] 使人全血2μL与单试剂系统试剂148μL混合，并在37℃下培养2分钟。

[0381] 吸光度测定

[0382] 糖化血红蛋白测定：在主波长654nm、次波长694nm下测定从单试剂系统试剂的混

合至约20秒后与约2分钟后的吸光度，并通过从约2分钟后的吸光度中减去约20秒后的吸光

度来求出吸光度变化量。

[0383] 血红蛋白测定：在主波长478nm、次波长694nm下测定从单试剂系统试剂的混合至

约2分钟后的吸光度。

[0384] 糖化血红蛋白量的计算

[0385] 基于相对于吸光度变化量的校准曲线换算为糖化血红蛋白而计算出糖化血红蛋

白量。

[0386] [实施例2]

[0387] 单试剂系统试剂的现配用第一试剂(酶试剂)

[0388] 糖化蛋白直接型果糖基肽氧化酶400U/L

[0389] POD  20KU/L

[0390] MOPS(同仁化学研究所)50mmol/L

[0391] NaOH  pH6.5

[0392] 单试剂系统试剂的现配用第二试剂(显色剂试剂)

[0393] 肉豆蔻基二甲基氨基丙磺酸(东京化成工业)30g/L

[0394] DA-67(和光纯药工业)1.0mmol/L

[0395] MOPS(同仁化学研究所)50mmol/L

[0396] NaOH  pH6.5

[0397] 测定装置

[0398] BM-6010(日本电子制)

[0399] 操作

[0400] 使第一试剂9mL与第二试剂1mL混合，并制作单试剂系统试剂。

[0401] 使人全血2μL与单试剂系统试剂148μL混合，并在37℃下培养2分钟。

[0402] 吸光度测定

[0403] 糖化血红蛋白测定：在主波长654nm、次波长694nm下测定从单试剂系统试剂的混

合至约20秒后与约2分钟后的吸光度，并通过从2分钟后的吸光度中减去约20秒后的吸光度

来求出吸光度变化量。

[0404] 血红蛋白测定：在主波长478nm、次波长694nm下测定从单试剂系统试剂的混合至

约2分钟后的吸光度。

[0405] 糖化血红蛋白量的计算

[0406] 基于相对于吸光度变化量的校准曲线换算为糖化血红蛋白而计算出糖化血红蛋

白量。

[0407] [实施例3]
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[0408] 单试剂系统试剂的现配用第一试剂(酶试剂)

[0409] 果糖基肽脱氢酶500U/L

[0410] 1-甲氧基PMS(同仁化学研究所)1mmol/L

[0411] MOPS(同仁化学研究所)50mmol/L

[0412] NaOH  pH6.5

[0413] 单试剂系统试剂的现配用第二试剂(显色剂试剂)

[0414] 金属蛋白酶20000KU/L

[0415] 肉豆蔻基二甲基氨基丙磺酸(东京化成工业)30g/L

[0416] WST-4(同仁化学研究所)1mmol/L

[0417] MOPS(同仁化学研究所)50mmol/L

[0418] NaOH  pH6.5

[0419] 测定装置

[0420] BM-6010(日本电子制)

[0421] 操作

[0422] 使第一试剂9mL与第二试剂1mL混合，并制作单试剂系统试剂。

[0423] 使人全血2μL与单试剂系统试剂148μL混合，并在37℃下培养2分钟。

[0424] 吸光度测定

[0425] 糖化血红蛋白测定：在主波长694nm、次波长805nm下测定从单试剂系统试剂的混

合至约20秒后与约2分钟后的吸光度，并通过从约2分钟后的吸光度中减去约20秒后的吸光

度来求出吸光度变化量。

[0426] 血红蛋白测定：在主波长478nm、次波长694nm下测定从单试剂系统试剂的混合至

约2分钟后的吸光度。

[0427] 糖化血红蛋白量的计算

[0428] 基于相对于吸光度变化量的校准曲线换算为糖化血红蛋白而计算出糖化血红蛋

白量。

[0429] [实施例4]

[0430] 单试剂系统试剂的现配用第一试剂(酶试剂)

[0431] 果糖基肽氧化酶500U/L

[0432] POD  20KU/L

[0433] MOPS(同仁化学研究所)50mmol/L

[0434] NaOH  pH6.5

[0435] 单试剂系统试剂的现配用第二试剂(显色剂试剂)

[0436] 金属蛋白酶30000KU/L

[0437] 肉豆蔻基二甲基氨基丙磺酸(东京化成工业)30g/L

[0438] DA-67(和光纯药工业)1.0mmol/L

[0439] MOPS(同仁化学研究所)50mmol/L

[0440] NaOH  pH6.5

[0441] 测定装置

[0442] BM-6010(日本电子制)
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[0443] 操作

[0444] 使第一试剂9mL与第二试剂1mL混合，并制作单试剂系统试剂。

[0445] 使人全血2μl与单试剂系统试剂148μl混合，并在37℃下培养2分钟。

[0446] 吸光度测定

[0447] 糖化血红蛋白测定：在主波长658nm、次波长694nm下测定从单试剂系统试剂的混

合至约20秒后、约1分钟后、约2分钟后、约5分钟后的吸光度，并通过从约1分钟后、约2分钟

后、约5分钟后的吸光度中减去约20秒后的吸光度来求出各自的吸光度变化量。

[0448] 血红蛋白测定：在主波长478nm、次波长694nm下测定从单试剂系统试剂的混合至

约2分钟后的吸光度。

[0449] 糖化血红蛋白量的计算

[0450] 基于相对于吸光度变化量的校准曲线换算为糖化血红蛋白而计算出糖化血红蛋

白量。

[0451] 结果

[0452] 在约1分钟后、约2分钟后以及约5分钟后的任何一者中，也能够得到相同的测定结

果。
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