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血清尿酸紫外分光光度参考方法的建立及性能评价
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摘
!

要"目的
!

以尿酸酶紫外光度法为基础#建立血清中尿酸测定的参考方法并评价其性能%方法
!

用新鲜患者血清样本$

迈瑞常规复合校准品等对方法的精密度进行评估)用有证参考物质
M̂ C")"D

$

和
%

$

A4&&

参考实验室质评样本
<̂:9%

,

T

对方

法的准确度进行初步评价#同时测定新鲜人血清并与同位素稀释质谱法进行方法学对比#验证方法准确度%结果
!

方法对新鲜患

者血清$厂家复合校准品等不同类型样本批内不精密度
"R.07?9

小于
!Z

#总不精密度
"R4

小于
(Z

)有证参考物质
M̂ C")"D

$

,

%

测定结果均在参考值范围内#对
U%

参考实验室能力验证样本
<̂:9%

,

T

测定结果与中心值结果相对偏差小于
),$Z

)血清样

本测定结果与同位素稀释液相质谱法可比#线性回归斜率
!,))$

#相关系数
),"""

#医学决定水平处引入的相对误差小于
*,($Z

%

结论
!

血清尿酸紫外分光光度法已基本建立#精密度和准确度符合要求#测量结果和同位素稀释液相色谱,质谱法可比#可为常规

系统尿酸溯源体系的建立和性能评估提供便捷有效的方法%
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尿酸!又名
(

!

3

!

#2

三羟基嘌呤$简称
U%

%!是临床检验的

常规检测项目之一!是痛风"肾肝等疾病诊断"治疗和监测的重

要指标之一!在临床上具有十分重要的意义-

!2*

.

#尿酸的检测

方法较多!主要有液相色谱法-

3

.

"磷钨酸还原法-

$

.和尿酸酶

法-

#

.等#同位素稀释液相色谱)质谱法是目前检测
U%

最准确

和有效的方法!具有最高的计量学溯源性#然而!该方法对仪

器设备的要求较高!常规实验室难以实现#磷钨酸还原法主要

原理是用磷钨酸将
U%

氧化成尿囊素和二氧化碳!而自身还原

成钨蓝#由于该方法主要是利用氧化
2

还原反应的原理!特异

性较差!血清中的还原性物质!如抗坏血酸等对其干扰较大#

因此!使用时存在一定的局限性#尿酸酶法是目前
U%

检测使

用最为广泛的方法!具有较强的特异性#美国临床化学协会标

准委员会$

%%&&

%氮化合物
2

尿酸研究组提出了以尿酸酶法为

基础的尿酸检测候选参考方法-

#21

.

#该方法使用分光光度计作

为检测仪器!具有特异性高"精密度好"准确度高和抗干扰能力

强等优点!用非动力学尿酸酶法对血清中的
U%

进行定量分

析#然而!目前关于该方法的研究和报道均较少!尚没有建立

标准的参考测量程序#本研究以该法为基础!对方法的精密

度"准确度"及与质谱方法的可比性等进行了评估!以建立血清

尿酸紫外分光光度参考方法!可为常规系统尿酸溯源体系的建

立和性能评估提供便捷有效的方法#

$

!

材料与方法

$,$

!

材料

$,$,$

!

试剂
!

V?./2\&:

"

V?./2D9/<

"三氯乙酸$

V&%

%"尿酸酶

均购自美国
M.

B

=9

公司/尿酸标准物质购自中国国家标准物质

技术研究中心#

$,$,%

!

仪器
!

美国
>E

公司紫外可见分光光度计/瑞士梅特

勒天平
()$WU

电子天平和
F

\

计/德国
E

FF

<0I8?]

移液器/北

京北利离心机#

$,$,&

!

样本
!

有证标准物质
M̂ C")"D

$

和
%

购自美国国家

标准与技术研究院$

LAMV

%/

U%

国际参考方法能力评估样本

())" <̂:9%

和
<̂:9T

由
A4&&

提供/

3)

例人血清收集自医院

临床标本!并采用同位素稀释液相色谱)质谱决定性方法定值/

常规生化复合校准品
CM&

为厂家血清基质冻干产品校准品#

*

+1(

*

国际检验医学杂志
()!(

年
(

月第
**

卷第
*

期
!
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!
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J
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!

K8:,**

!

L8,*



$,%

!

方法

$,%,$

!

测定原理
!

尿酸酶可特异性地将尿酸水解!生成尿囊

素#尿酸在
("*0=

处有特征吸收峰!而尿囊素没有!根据反应

前后吸光度的变化可定量测量样本中尿酸的含量#

$,%,%

!

样本处理 样本处理步骤如表
!

所示#

表
!

!!

U%

参考方法样本测试流程

试剂
V</7

管$

=H

%

T:90R

管$

=H

%

样本
),$ ),$

!))==8:

)

HV?./2D5]]<?

$

F

\+,$

!

*1`

%

(,$ (,$

!))U

)

H

尿酸酶
!,) ),)

封口!

*1`

反应
#)=.0

!))

B

)

HV&% (,) ),)

尿酸酶空白反应液#

),) *,)

轻轻混匀后室温静置
3$=.0

!

!())

B

离心
3)=.0

!取上清液测试

("*0=

处吸光度

!!

#

(由
!))U

)

H

尿酸酶溶液和
!))

B

)

HV&%

溶液按照
!k(

体积混

合而成#

$,%,&

!

结果计算
!

每天样本测试前按表
!

流程测试
U%

标准

梯度溶液!可得到
U%

浓度
i

和修正吸光度
_

$

%

D:90R

2%

7</7

%的

工作曲线(

_c Dia9

$

D

为工作曲线斜率!

9

为截距%!将待测

样本的修正吸光度
%

代入上述工作曲线中即可计算出待测样

本中尿酸的含量#

$,%,'

!

尿酸标准储备液吸光度验证
!

用去离子水将
!))

=

B

)

IH

尿酸标准储备液稀释
!))

倍!然后以水为空白!在
("*

0=

测试其吸光度!

$

个样本!每个样本测
(

次!计算
!)

次测量

均值!并与理论要求值进行比较#

$,%,(

!

尿酸标准梯度溶液吸光度验证
!

用验证合格的
!))

=

B

)

=H

尿酸标准储备液按照表
(

要求制备标准梯度溶液#然

后将各梯度溶液用去离子水稀释
!)

倍!在
("*0=

测试各梯度

溶液稀释液的吸光度$空白为去离子水%!并与理论要求值进行

比较#

表
(

!!

U%

标准梯度溶液配置比例

标准工作液浓度$

=

B

)

IH

% 标准储备液量$

=H

% 去离子水 $

=H

%

( ),() ",+)

3 ),3) ",#)

# ),#) ",3)

+ ),+) ",()

!) !,)) ",))

!$ !,$) +,$)

() (,)) +,))

($ (,$) 1,$)

$,%,)

!

上清液吸光度稳定性
!

按照表
!

所示流程进行样本处

理!当常规生化复合校准品
CM&

离心结束后!立即取上清液

进行测试!测试完后!将上清液室温保存!间隔
$

"

!)

"

*)=.0

和

#)=.0

后再重新测试其吸光度!考察上清液吸光度稳定性#

$,%,*

!

方法精密度验证实验
!

批内不精密度
"R.07?9

(

!I

内

重复测量精密度评价样本
+

次!计算
+

次测量结果的
"R.07?9

!

作为批内不精密度/总不精密度
"R4

(在试剂有效期内任选
*I

测试常规生化复合校准品
CM&

"

())"̂ <:9%

和
<̂:9T

!计算
*

I

测量结果的总不精密度
"R4

#

$,%,+

!

定标重复性评价
!

在试剂有效期内任选
*I

!用尿酸标

准梯度溶液进行定标!比较
*

次定标曲线的差异#

$,%,,

!

方法准确度验证
!

定标后!用同样的方法测试新鲜复

融
M̂ C")"D

水平
A

和水平
AA

以及
())" <̂:9%

和
<̂:9T

!计算

M̂ C")"D

水平
A

"水平
AA

"

())" <̂:9%

和
<̂:9T

的吸光度并计

算其实测值!然后与参考范围比较#

$,%,$-

!

方法学对比
!

取
3)

份用同位素稀释液相色谱)质谱

法定值的血清!用建立的
U%

参考方法测定!并将测量结果与

同位素稀释液相色谱)质谱法定值结果进行回归比较#

%

!

结
!!

果

%,$

!

尿酸标准储备液吸光度验证
!

!))=

B

)

IH

尿酸标准储备

液稀释
!))

倍后理论吸光度吸光度均值为
),1$1(

!在
),1$)j

),)!)

范围内#

%,%

!

尿酸标准梯度溶液吸光度验证
!

尿酸标准梯度溶液稀释

!)

倍后的实测吸光度与理论吸光度在
""Z

"

!)!Z

!且每次实

测吸光度)实测吸光度均值在
"+Z

"

!)(Z

#

%,&

!

反应液吸光度稳定性验证
!

在
#)=.0

之内!空白吸光

度"样本吸光度和样本修正吸光度无明显变化$

$

j),))$

%!反

应液稳定#

%,'

!

精密度验证
!

血清基质冻干常规生化复合校准品
CM&

"

())" <̂:9%

"

())" <̂:9T

!以及新鲜血清样本的测试批内不精

密度
"R.07?9

均小于
!Z

!总不精密度
"R4

均小于
(Z

#

%,(

!

定标重复性评价
!

*I*

次的定标结果如表
*

所示!斜率

的不精密度
"R

为
),3(Z

#

表
*

!!

定标重复性评价结果

项目 斜率 截距

! ),)$+1" ),))$!#

( ),)$+$+ ),))!)!

* ),)$")1 ),))*1$

"R

$

Z

%

),3(

)

设定要求
$

!Z

$

),)!

!!

)(无数据#

%,)

!

准确度验证实验
!

准确验证结果如表
3

所示!

M̂ C")"D

水平
$

和水平
%

测试结果均在靶值范围内/

())" <̂:9%

和

<̂:9T

测试结果与另外两家实验室测试结果基本一致#

表
3

!!

准确度验证结果

项目
")"D

水平
$

")"D

水平
%

())" <̂:9%())" <̂:9T

测试结果$

=

B

)

IH

%

3,$1 !(,(3 #,#( $,$3

参考值$

=

B

)

IH

%

3,##j),()!(,*(j),*+ #,#*

#

$,$1

#

相对偏差
Y(,)*Z Y),##Z Y),!$Z Y),$3Z

设定要求
j$Z j$Z j$Z j$Z

!!

#

(

())"

年两家实验室
<̂:9

测试结果

%,*

!

方法学对比实验
!

以同位素稀释液相色谱)质谱法测定

结果为
i

轴!以尿酸酶紫外光度法测试结果为
_

轴!对两种方

法的测试结果进行线性拟合#拟合曲线相关系数大于
),"""

!

尿酸的医学决定水平为
!!)

"

3+)

和
#3)

*

=8:

!则尿酸酶紫外光

度法引入的相对误差分别为
Y),#3Z

"

),(3Z

和
),*)Z

!小于

参考方法室间能力评估等效限
*,($Z

!尿酸酶紫外光度法与

同位素稀释液相色谱)质谱法可比#

*

"1(

*

国际检验医学杂志
()!(

年
(

月第
**

卷第
*

期
!

A07GH9DC<I

!
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J
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&

!

讨
!!

论

目前!临床检验中绝大部分项目采用自动化分析仪器及配

套试剂盒进行测定!尽管检测效率和精密度大大提高!但结果

的准确性和可比性有待提高!建立有效"准确!同时便于操作运

行的参考方法是进行常规检测结果量值溯源和评估的重要前

提!相对于同位素稀释液相色谱)质谱法!本研究以期建立血清

尿酸测定的紫外分光光度参考方法#

精密度是方法可靠的前提之一!本研究对不同性状及基质

成分的血清基质冻干校准品"参考方法能力评估$

ÊH%

%样本

和新鲜患者血清样本进行方法的精密度评估!以期获得方法的

精密度进行了研究!结果表明方法精密度良好!批内精密度小

于
!Z

!批间精密度小于
(Z

!对不同样本类型表现一致#

参考方法的建立需要对各种主要影响量进行评估确认!标

准物质浓度及定标重现性是关键要素#本研究使用尿酸国家

标准物质作为量值传递标准!为确定配制标准溶液和多点稀释

校准液浓度的准确和标准化!对各浓度标准液吸光度进行测

定!确认吸光度测定结果与文献结果一致-

#

.

#在手工参考方法

测定过程中!天间差异常是结果最大变异来源!这种变异包括

定标差异"试剂配制"人工操作以及仪器工作状态的变动!其中

定标过程是主要因素!本研究对定标曲线的变异进行了分析!

在人员操作熟练和仪器状态良好的情况下!

*I

内标准曲线回

归斜率变异在
),$Z

以内!表明方法良好的稳定性和重现性!

但前提是做好仪器性能确认和人员操作培训#

准确度是方法可靠性的关键!通过分析有证参考物质或直

接与已有的高级溯源方法进行比较!或通过正确性室间质评活

动以确认方法的准确性#本研究首先分析测试有证参考物质

M̂ C")"D

!以及
A4&&

参考实验室质量评价$

ÊH%

%样本!对方

法的准确度进行了初步验证!再通过测试真实临床新鲜血清与

尿酸
AW2H&

)

CM

)

CM

决定性方法进行比较!确认结果的可

比性#

综上所述!血清尿酸紫外分光光度法已基本建立!具有优

于常规方法的精密度和准确度!测量结果和同位素稀释液相色

谱)质谱法可比!可为尿酸检测溯源体系的建立和常规系统性

能评估提供便捷有效的方法#

!相关实验得到了杨振华老师#卫生部临检中心张传宝老

师的大力支持#在此深表感谢-"
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