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摘要 目的：采用目前常用的化学发光法检测组织叶酸，探索不同叶酸前处理，寻求合适的检测组织叶酸的实验方法。并将优化好

的方法应用于叶酸缺乏小鼠模型的检测。方法：通过化学发光法检测组织叶酸含量，首先将一定量的组织放入合适的 buffer中，匀

浆器匀浆后，通过超声或煮沸处理样本，离心后，得到上清样本，建立标曲和质控后，进行上机测定。该方法中我们通过探讨不同

的 buffer（包括 PBS、Lysis和 Tris-base盐溶液）处理组织叶酸，和不同的处理条件（包括是否煮沸及煮沸时间、样本处理时间等），

探讨该方法检测组织叶酸最优化条件；并应用该方法进行小鼠叶酸缺乏模型中各组织叶酸含量的检测。结果：我们选择雄鼠肝组

织进行叶酸检测，分别用 PBS、Lysis和 Tris-base盐溶液进行样本前处理，结果发现同样的处理条件下，如不煮沸条件下，Tris-base

盐溶液（38.72 ng/mg）>PBS（15.68 ng/mg）>Lysis（11.9 ng/mg），提示 Tris-base盐溶液可能有助于叶酸的稳定，防止降解。同时，我们

探讨煮沸对叶酸检测结果的影响，结果发现同一种前处理下（如 Tris-base），不煮沸（38.72 ng/mg）>煮沸 1分钟（36.36 ng/mg）>煮

沸 3分钟（33.28 ng/mg）>煮沸 5分钟（30.72 ng/mg），说明叶酸含量随着煮沸时间的延长逐渐降低。此外，我们还对叶酸检测结果

的重复性和稳定性进行了评估，结果发现不煮沸条件下，叶酸结果重复性很好，但随着时间延长稳定性会逐渐下降。因此，我们选

择了 Tris-base盐溶液进行前处理，条件选择为不煮沸和立即检测来减少因样本处理问题产生的误差。我们用该方法检测了叶酸

缺乏小鼠模型的各组织叶酸含量，结果发现肝组织 18.81 ng/mg降为 8.46 ng/mg，脑组织从 0.37 ng/mg下降为 0.19 ng/mg，脾脏组

织从 1.53 ng/mg下降为 0.26 ng/mg，肺组织从 0.47 ng/mg下降为 0.13 ng/mg，肾脏组织从 2 ng/mg下降为 0.9 ng/mg，心脏组织从
0.33 ng/mg下降为 0.06 ng/mg说明饮食叶酸是体内叶酸的主要来源,其缺乏可能导致多种组织叶酸代谢异常。结论：组织叶酸化

学发光法检测条件优化为 Tris-base盐溶液进行前处理，条件选择为不煮沸，并将样本立即进行检测。我们用该方法检测小鼠叶酸

缺乏模型发现低叶酸饮食能显著降低各组织的叶酸含量，可能对生长发育造成潜在的影响。
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Establishment and Application of Tissue Folic Acid Detection Method*

To find an appropriate experimental method for detecting folic acid in tissues, we selected the method of
chemiluminescence (CL) and explored different pretreatments of folic acid. Furthermore, we also explored the application of this method
in folic acid deficiency mice model. The folic acid content in tissues was detected by chemiluminescence method. Firstly, a cer-
tain amount of tissues were put into a suitable buffer. After homogenizing, the samples were treated by ultrasound or boiling. The super-
natant samples were obtained after centrifugation.The samples were determined by the AccessII analyisis platform after the establishment
of curvature and quality control. In this method, we investigated the optimal conditions for detecting folic acid in tissues by different
buffer treatments (including PBS, Lysis and Tris-base salt solution) and different treatment conditions (including boiling time, sample
processing time, etc.). Using this method, we detection of folic acid content of various tissues in the folic acid-deficienct mouse model.

Liver tissues of male mice were selected and pretreated with PBS, Lysis and Tris-base salt solution respectively. The results
showed that under the same treatment conditions, without boiling, the folic acid content in Tris-base salt solution group (38.72 ng/mg)
was the highest than in PBS (15.68 ng/mg) and Lysis (11.9 ng/mg) suggesting that Tris-base salt solution may contribute to the stability of
folic acid and prevent its degradation. Meanwhile, we investigated the effect of boiling on folic acid concentration. The results showed
that under the same pretreatment (such as Tris-base), the content of folic acid gradually decreased with the prolongation of boiling time，
with no boiling of 38.72 ng/mg, boiling for 1 minute of 36.36 ng/mg, boiling for 3 minutes of 33.28 ng/mg, boiling for 5 minutes of 30.72
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ng/mg. In addition, we also evaluated the repeatability and stability of folic acid test results. The results showed that the repeatability of

folic acid test was good under the condition of no boiling, but the stability would gradually decrease with time. Therefore, we used

Tris-base salt solution for pretreatment, under the condition of non-boiling and immediate detection to reduce the error caused by sample

preprocessing. Folic acid content in tissues of folic acid deficient mice was determined by this method. The results showed that folic acid

content in tissues of folic acid deficient mice was significantly lower than that of normal mice, with 18.81 ng/mg decreasing to 8.46
ng/mg of liver, 0.37 ng/mg decreasing to 0.19 ng/mg of brain, 1.53 ng/mg decreasing to 0.26 ng/mg of spleen, 0.47 ng/mg decreasing to

0.13 ng/mg of lung, 2 ng/mg decreasing to 0.9 ng/mg of kindey, 0.33 ng/mg decreasing to 0.06 ng/mg of heart, indicating that folic acid

in diet was the main source of folic acid in vivo and folic acid deficiency may cause folic acid metabolism abnormalities in a variety of

tissue. The chemiluminescence method detected tissue folic acid is optimized to pretreat with Tris-base salt solution, and

the condition is not boiling, and the samples are detected immediately. Using the method, we detected the tissue of folic acid-deficient

mouse model and found that low folic acid diet can significantly reduce the folic acid content in various tissues, which may have a poten-
tial impact on growth and development.

Folic acid; Tris-base salt solution; PBS; Lysis

前言

叶酸是人体必需的 B族维生素,其生理功能主要包括两个

方面：1）作为一碳代谢转移酶系的辅酶，起传递一碳单位的作

用，参与 DNA与组蛋白等甲基化的表观修饰[1,2]；2）参与嘌呤和

胸腺嘧啶的合成，进一步合成 DNA或 RNA[3,4]；此外，还参与氨

基酸等的代谢过程。因此叶酸参与许多重要的生化过程，在细

胞增殖分化和凋亡及组织器官生长过程中起至关重要的作用，

直接影响机体发育或疾病的进程[5,6]。动物实验和流行病学研究

显示叶酸缺乏与多种先天发育畸形密切相关，包括神经管畸形

（NTD）、先天性心脏病（CHD）和白血病等[7-10]。不仅如此，叶酸

还与肿瘤和神经精神方面的疾病密切相关[11,12]。叶酸缺乏目前

成为一个重要的保健问题，而补充叶酸对出生缺陷的预防作用

和对疾病的干预作用也已经得到了广泛认可。因此探索叶酸缺

乏在各器官组织中的作用及机制，对于正确合理补充叶酸和疾

病的防治有重要意义。目前检测叶酸的方法有多种，包括微生

物法、化学发光法、核素放射免疫法、HPLC法等[13-15]。由于体内

叶酸有多种存在形式，这些方法均有一定的局限性，而且这些

方法大多针对血液中的叶酸，基础研究中更多需要测定组织叶

酸，以便于更准确、客观地反应叶酸的缺乏和利用情况。微生物

法是目前国际上公认的检测叶酸的精标准，虽然该方法有高灵

敏度和结果准确的优点，但也存在很多局限，如整个实验周期

长，结果重复性差等，而且组织成分复杂，更增加了该方法应用

的可能性[16]。化学发光法是目前应用相对较多的检测方法，但

多用于临床检测血清样本中的叶酸含量。但由于该方法前处理

简单，可操作性强，因此我们在此基础上探索了组织叶酸的测

定方法，并经多次验证，最终确定了该方法的可行性。

1 材料与方法

1.1 材料

实验所用试剂：叶酸试剂盒（a14208），底物（81906），清洗

缓冲液（a16792），定标液（a14207），质控品（371、372、373）。仪

器分析平台：化学发光免疫酶联免疫分析系统 II；Beckman
Coulter，Krefeld，德国（Chemiluminescent Immunoenzyme Assay

Access Immunoassay System II; Beckman Coulter, Krefeld,Ger-

many）。
1.2 方法
1.2.1 叶酸测定 1）原理 Access Folate测定是一种竞争结合

受体测定[17,18]。在血清、组织等样本经过处理后，可以将叶酸从

内生结合蛋白中释放出来。叶酸结合蛋白、小鼠抗叶酸结合蛋

白、叶酸 -碱性磷酸酶结合物和山羊抗小鼠捕获抗体与顺磁性
微粒一起添加到反应管中。样本中的叶酸与叶酸 -碱性磷酸酶

结合物争夺一定数量叶酸结合蛋白上的结合位点。产生的复合

物再通过小鼠抗叶酸结合蛋白与固相结合。在反应管内温育完

成后，结合在固相上的物质将置于一个磁场内被吸住，而未结

合的物质被冲洗除去。然后将化学发光底物 Lumi-Phos*530添
加到反应管内，由照度计对反应中所产生的光进行测定。所产

生光的量与样本内叶酸的浓度成反比。样本内分析物的量由所

储存的多点校准曲线来确定。2）标准曲线的绘制分别用 S0、
S1、S2、S3、S4、S5、S6（0 ng/mL、1.0 ng/mL、2.5 ng/mL、5.0 ng/mL、
10.0 ng/mL和 20.0 ng/mL）六个浓度进行标曲拟合。3）质控每

次样本检测前，必须检测三个商品化的质控品，分为低中高三

个浓度，即 3.83 ng/mL、9.98 ng/mL、14.6 ng/mL。
4）样品测定（1）样品称取：取雄鼠肝脏 0.03-0.06 mg，肾胃

脾分别为 0.3 mg，肠心脑肺肌胎盘各为 1.5-2.5 mg；（2）样品前

处理：加 buffer溶液 1 mL于 EP管中，匀浆器匀浆，超声，条件

为超声 10秒，间隔 10秒，共 3分钟。将超声后的样本进行离

心，条件为 12000 rpm，4 ℃，3分钟，取上清；（3）样品测定：将离

心后的上清取 200 滋L进行测定。
1.2.2 叶酸缺乏小鼠模型的建立 首先我们选择 6周龄的雌

性小鼠(C57BL/6)进行研究，根据 AIN-93的标准合成无叶酸饲

料[19]，将这些小鼠分别用无叶酸和正常饲料喂养 4周[20,21]。这些

小鼠饲养环境为 SPF级，规律的 12小时白天 /晚上节律，恒温

控制。4周后雌鼠首先进行眼球采血，然后断颈处死，收集各组

织用于叶酸检测。

1.3 统计学分析

本研究使用 SPSS 16.0软件（McGraw-Hill Inc, New York,

NY）对数据进行分析。单样本 T检验评价叶酸缺乏组和正常组
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之间的差异。数据以平均值和标准差（X± SD）表示，P＜ 0.05。

2 结果

2.1 不同前处理的叶酸测定结果
化学发光法检测的操作简单便捷和高灵敏度使得该方法

在临床应用中广泛使用，但多用于检测血液中叶酸含量。为了

检测组织叶酸水平，我们分析了该方法中可能对叶酸产生影响

的参数，发现 buffer和处理条件属于可变参数，对叶酸测定结

果的影响最大。目前，常用的叶酸测定前处理 buffer大多是
Tris-base 盐溶液和磷酸盐缓冲液（PBS）两种，但针对这两种
buffer对叶酸测定结果的影响没有研究进行比对过。本研究针

对叶酸前处理对测定结果的影响，比对了三种 buffer，包括
Tris-base盐溶液、红细胞裂解液（Lysis）和 PBS。我们选择雄鼠

的肝组织进行研究，同一种样本均进行三次测量，结果发现相

同条件下，三种 buffer测定结果差异比较明显，其中 Tris-base

盐溶液叶酸测定结果明显高于其他两组（表 1），因此我们选择
Tris-base盐溶液进行前处理。

叶酸对热不稳定，但加热能够释放出更多形式的叶酸，因

此我们分析了叶酸前处理中是否煮沸及煮沸时间对叶酸测定

结果的影响。结果发现叶酸测定浓度随着煮沸时间的延长逐渐

下降（表 1），表明叶酸对热不稳定，煮沸不利于叶酸的检测。综

合前期的结果，我们选择叶酸测定的条件为首先用 Tris-base盐

溶液进行样本前处理，之后样本不煮沸直接进行超声，离心后

取上清进行叶酸测定。

2.2 叶酸测定结果的稳定性和重复性分析

为了探讨叶酸测定结果的重复性，我们对同一种样本，分

别进行前处理后，三次重复测定后进行比对。结果发现两次前处

理的测定结果很接近（表 2），说明叶酸测定结果的重复性很好。

同时我们将前处理后的上清溶液在不同的时间点进行检

测，结果发现不煮沸条件下，2天后的上清中叶酸含量明显下

降，而煮沸条件下，叶酸含量没有明显差别，说明叶酸在不煮沸

条件下稳定性比较差，而煮沸条件下反而相对稳定，提示不煮

沸条件下，叶酸浓度受处理时间的影响较大，因此我们在不煮

沸条件下对叶酸的检测应立即进行，减少叶酸的转化或降解，

保证测定结果的可靠性。

2.3 正常雄鼠和叶酸缺乏小鼠模型中雌鼠各组织的叶酸检测

结果

我们用前期优化好的组织叶酸处理条件，首先检测了正常

雄鼠中各组织叶酸含量，包括肝、心、脾、肺、肾、脑。结果发现各

组织中叶酸含量明显不同，肝中叶酸含量最高（34.22± 20.7

ng/mg），其次为肾（2.11± 0.02 ng/mg）和脾（1.18± 0.05 ng/mg），

心（0.34± 0.01 ng/mg）、肺（0.33± 0.02 ng/mg）和脑（0.34± 0.03

ng/mg）中叶酸含量最低（图 1）。

我们用叶酸缺乏的饲料喂养小鼠，4周后，测定雌鼠中各

组织中的叶酸含量。结果发现与正常组相比，缺乏组中各组织

中叶酸含量均明显下降，分别为肝脏组织从正常组的 18.81
ng/mg 降为 8.46 ng/mg，脑组织从 0.37 ng/mg 下降为 0.19

ng/mg，脾脏组织从 1.53 ng/mg下降为 0.26 ng/mg，肺组织从
0.47 ng/mg下降为 0.13 ng/mg，肾脏组织从 2 ng/mg下降为 0.9

ng/mg，心脏组织从 0.33 ng/mg下降为 0.06 ng/mg（图 2）。

Note: a, P<0.05 Boiling 1min group compared with Not boiling; b, P<0.05 Boiling 3 min group compared with Not boiling; c, P<0.05 Boiling 5 min

group compared with Not boiling.

表 1 Tris-base、Lysis和 PBS前处理叶酸测定结果比较 (x± sd )

Table 1 Comparison of the results of folic acid pretreatment between the pre-processing of Tris-base and Lysis and PBS (x± sd )

Pretreatment conditions Tris-base（ng/mg） PBS（ng/mg） Lysis(ng/mg)

Not boiling 38.72± 0.05 15.68± 0.06 11.9± 0.04

Boiling 1 min 36.36± 0.06a 15.4± 0.06a 11.02± 0.06a

Boiling 3 min 33.28± 0.08b 14.64± 0.07b 9.1± 0.05b

Boiling 5 min 30.72± 0.11c 13.36± 0.09c 8.8± 0.09c

表 2 Buffer前处理不同测量批次的重复性比较 (x± sd)

Table 2 Repeatability comparison of different batches of Buffer pre-processing (x± sd)

Note: a, P<0.05 Boiling 1 min group compared with Not boiling; b, P<0.05 Boiling 3 min group compared with Not boiling; c, P<0.05 Boiling 5 min

group compared with Not boiling.

3 讨论
本研究我们采用化学发光法检测组织中的叶酸含量。我们

选取了小鼠肝组织，通过不同的前处理，分析比对叶酸水平的

Pretreatment conditions
Tris-base pre-processing

Sample 1st（ng/mg） Sample 2nd（ng/mg）

Not boiling 38.72± 0.04 38.94± 0.06

Boiling 1 min 36.36± 0.05a 36.06± 0.04a

Boiling 3 min 33.28± 0.08b 33.19± 0.06b

Boiling 5 min 30.72± 0.06c 31.43± 0.09c
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图 1 雄鼠各组织中的叶酸含量

Fig.1 Folic acid content in tissues of male mice

图 2 叶酸缺乏小鼠模型中雌鼠在缺乏组和对照组中各组织的叶酸含量

con,正常组; FD,叶酸缺乏组。*P<0.05, **P<0.01。

Fig.2 Folic acid content in the tissues between the deficiency group and the control group in the folic acid-deficient mouse model

con, control group; FD, folic acid-deficient group. *P<0.05, **P<0.01.

Note: a, P<0.05 Boiling 1 min group compared with Not boiling; b, P<0.05 Boiling 3 min group compared with Not boiling; c, P<0.05 Boiling 5 min

group compared with Not boiling.

差异，并在此基础上分析验证了测量结果的稳定性和重复性。

这一研究为更精确地分析组织叶酸的含量提供了实验依据，有

助于分析各组织对叶酸的吸收和利用情况。我们运用该方法检

测了雄鼠中各组织的叶酸含量，同时我们检测了叶酸缺乏的小

鼠模型中各组织的叶酸含量。

叶酸在酸性和过碱性的环境中破坏严重，中性或偏碱性环

境中相对稳定[15]，根据这一特点，目前研究样本大多采用磷酸

盐缓冲液 PBS和偏碱性的 Tris-base溶液进行前处理，但目前

为止并没有一种方法对这两种处理试剂的效果进行比对过；而

且维生素 C有助于预防叶酸受到氧化破坏[22]，试剂盒中提供的

红细胞 Lysis中富含维生素 C，因此我们将 Tris-base、PBS和
Lysis三种前处理溶液分别进行了研究。结果发现同等条件下，

三种试剂的前处理的结果有明显差异，叶酸含量最高的是

Tris-base溶液，其次是 PBS缓冲液，最低的是 Lysis，说明三种
试剂中 Tris-base溶液更有助于叶酸的稳定。此外，在加热的情

况下结合的叶酸能够部分游离出来，因此叶酸检测以往的研究

方法大多采用煮沸法进行处理，但同时叶酸本身对热不稳定，

煮沸可能会导致叶酸降解，损失一部分叶酸[15]，我们研究了不

同煮沸时间对叶酸浓度的影响，并结合超声代替煮沸法，结果

Pretreatment conditions
Tris-base pre-processing

Supernatant（ng/mg） Supernatant after 2days（ng/mg）

Not boiling 38.72± 0.04 15.84± 0.05

Boiling 1 min 36.36± 0.05a 32.12± 0.04a

Boiling 3 min 33.28± 0.08b 29.16± 0.06b

Boiling 5 min 30.72± 0.06c 27.82± 0.08c

表 3 Buffer前处理的不同测量时间点的稳定性比较(x± sd )

Table 3 Stability comparison of different time points for Buffer pre-processing(x± sd )
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发现不煮沸检测结果的确高于其他组，而且煮沸时间越长，叶

酸含量越低，说明超声代替煮沸法是可行的。但是煮沸之后的

叶酸含量没有随着时间的延长出现明显改变，说明煮沸后叶酸

更稳定；而超声后的叶酸含量随时间延长降低明显，提示我们

这种方法对于测量时间要求更严格，需要立即进行检测。

科学研究中叶酸代谢对发育或疾病的影响中，多使用多浓

度叶酸干预，通过血清叶酸指示叶酸缺乏或补充程度[23-25]。由于

组织取材方便，而且能更直观地观察叶酸的吸收利用情况，更

需要检测各组织中的叶酸含量。因此我用化学发光法检测雄鼠

各组织中的叶酸含量，结果发现肝脏叶酸含量最高，其次是脾

和肾，最低的是心、肺和脑组织。肝脏是叶酸储存的主要器官，

肝脏中叶酸含量的减少表明叶酸缺乏，但在因为肝实质是叶酸

贮藏的主要部位，肝脏中叶酸量的减少表明叶酸缺乏[26]，我们

的研究结果也证实了这一点。之前的研究分别用化学发光法检

测胃组织中的叶酸含量，前处理用的是 PBS[27]，微生物法检测

结肠细胞中叶酸水平 [28]，这些组织中的叶酸含量都远低于肝

脏，这些和我们的研究结果相一致。在此基础上，我们建立了叶

酸缺乏的小鼠模型，化学发光法检测结果发现缺乏组中各组织

中的叶酸含量明显降低，这一点与我们之前研究的叶酸缺乏的

细胞模型相一致[29,30]。有研究显示母体叶酸水平与胎儿生长发

育密切相关[31]，细胞和各组织中低的叶酸水平更直观地反映了

叶酸缺乏的细胞和动物模型的建立，为以后研究叶酸对胚胎发

育的影响提供很好的实验依据。

叶酸缺乏症与多种临床表现有关，因此准确地评估叶酸的

状态非常重要，但常规使用的最佳测试是不确定的。目前在临

床实验室中对于叶酸状态的评估多使用的是血清和红细胞叶

酸检测[32]。血清叶酸血清叶酸反映的是体内叶酸的短期水平，

因而对于疾病的发生发展能更及时地反应。红细胞叶酸在一定

程度上能反映体内较长时间的叶酸情况，因此红细胞叶酸检测

能更稳定更精确地反映一段时间内叶酸的改变，较少受饮食等

混杂因素一过性的影响[33,34]。临床多根据不同的情况采用血清

和红细胞叶酸指导诊疗或用药等。但组织中的叶酸含量则能更

精确地反映体内对叶酸的吸收利用情况，同时对某种特定组织

中叶酸相关代谢疾病的指导更有针对性。在临床实际操作中，

组织标本的来源多靠活检，属于侵入性检查，创伤性太大，更是

大大局限了组织叶酸检测的临床应用。对于科学研究来说，标

本来源相对简单，组织叶酸研究更有意义，因此探讨组织叶酸

检测方法对于研究叶酸对疾病或发育的影响更有意义。本研究

比对了多种前处理参数对组织叶酸的影响，明确了化学发光法

检测组织叶酸的可行可信性，对于研究组织叶酸具有实际指导

意义。
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