
低了复检率，提高了检验人员的工作效率，经过实际评价研究

该法性能较好，可以满足临床的需求，值得在大中型医院中推

荐使用。
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·检验仪器与试剂评价·

胆汁酸测定试剂抗干扰性能评价

石展鹰，杨　瑜，郭　旺，陆明清

（中国人民解放军第一一三医院检验科，浙江宁波３１５０４０）

　　摘　要：目的　应用ＣＬＳＩＥＰ７Ａ２文件对酶比色法和酶循环法胆汁酸（ＴＢＡ）检测试剂抗胆红素、血红蛋白及乳糜干扰性能

进行评价。方法　根据ＣＬＳＩＥＰ７Ａ２文件，对酶比色法和酶循环法ＴＢＡ检测试剂抗胆红素、血红蛋白及乳糜干扰性能进行评

价。结果　配对差异实验结果显示：０．２ｇ／Ｌ游离胆红素、０．２８８ｇ／Ｌ结合胆红素、５ｇ／Ｌ血红蛋白对酶比色法和酶循环法ＴＢＡ试

剂测定均有干扰，１４５０浊度乳糜对酶比色法ＴＢＡ试剂测定有干扰，对酶循环法测定试剂无干扰。５个浓度系列的剂量效应实验

结果显示，各干扰物对酶比色法和酶循环法ＴＢＡ试剂测定可产生线性或非线性干扰。结论　依据ＥＰ７Ａ２文件，应用医学统计

软件分析显示，胆红素、血红蛋白对酶比色法和酶循环法ＴＢＡ试剂均存在干扰，乳糜对酶比色法ＴＢＡ试剂测定有干扰，对酶循环

法测定试剂无干扰。

关键词：比色法；　临床酶试验；　胆汁酸类和盐类

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２２．０３３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２２２７５７０２

　　总胆汁酸（ＴＢＡ）是胆汁中存在的一类胆烷酸的总称，由

胆固醇在肝细胞内代谢分解而来［１］。ＴＢＡ的测定方法主要有

气相色谱法、放免法、酶免法、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）及酶学

分析方法等，其中酶学分析法测定简便、快速且可以应用于全

自动生化分析仪，很适合于常规测定，目前酶法已发展到了酶

循环法检测产品［２］。本文根据美国临床实验室标准化委员会

（ＣＬＳＩ）２００５年通过的指南文件 ＥＰ７Ａ２《临床化学干扰试

验———批准指南》，对酶比色法和酶循环法ＴＢＡ检测试剂抗胆

红素、血红蛋白及乳糜干扰性能进行评价［３６］。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　日立７１８０全自动生化分析仪：购于日本日

立公司；游离胆红素及结合胆红素：购于百灵威科技有限公司，

批号分别为ＬＫ５０Ｌ１９和ＪＨ１０４２８６；血红蛋白：购于上海瑞齐

生物科技有限公司，批号：２０１０１２０３；中／长链脂肪乳注射液

（Ｃ６Ｃ２４）：购于华瑞制药有限公司，批号：８０ＤＨ０６６。

１．２　方法

１．２．１　试剂配制及测试
［７］
　酶比色法ＴＢＡ测定试剂：试剂１

包括黄递酶 １ＫＵ／Ｌ，氧化型辅酶Ⅰ １ｍｍｏｌ／Ｌ，丙酮酸 ５０

ｍｍｏｌ／Ｌ，碘化硝基四氮唑盐０．５ｍｍｏｌ／Ｌ溶于１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷

酸缓冲液（ｐＨ７．５）中；试剂２包括３羟类固醇脱氢酶２ＫＵ／

Ｌ，溶于１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ７．５）中；反应类型为两点

终点法，波长为５０５ｎｍ（主波长）／７００ｎｍ（副波长），主要试验

参数为温度：３７℃；样品２５μＬ；试剂１用量２００μＬ，试剂２用

量５０μＬ；反应时间５ｍｉｎ；酶循环法ＴＢＡ测定试剂：试剂１包

括硫代辅酶２ｍｍｏｌ／Ｌ 溶于２０ｍｍｏｌ／ＬＧｏｏｄ′ｓ缓冲液（ｐＨ

４．０）中；试剂２包括３羟类固醇脱氢酶１５ＫＵ／Ｌ，还原型辅酶

Ｉ３ｍｍｏｌ／Ｌ溶于２００ｍｍｏｌ／ＬＧｏｏｄ′ｓ缓冲液（ｐＨ９．３）中；反

应类型为速率法，检测波长为４０５ｎｍ（主波长）／６６０ｎｍ（副波

长），主要试验参数为温度：３７℃；样品３μＬ；试剂１用量２００

μＬ，试剂２用量５０μＬ；延迟时间１ｍｉｎ，读取４ｍｉｎ的吸光度

变化率。

１．２．２　配对差异实验
［３］
　参考ＥＰ７Ａ２文件，选择２个浓度

的新鲜血清作为基础样本。用基础样本分别以１∶２０比例稀

释５种干扰物贮存液和空白液作测试样本和对照样本，稀释后

测试样本中游离胆红素、结合胆红素、血红蛋白和乳糜的浓度

分别是０．２、０．２８８、５ｇ／Ｌ和１４５０浊度。计算最大允许干扰值

（ｄｍａｘ）／批内标准差（狊）比值，查ｄｍａｘ／ｓ与重测次数对应表，得出

２个浓度水平重复测定次数。其中狊由基础样本重复测定２０

次计算而得；ｄｍａｘ为各项目临床意义差别标准。按ＥＰ７Ａ２

文件要求以交互顺序进行测定，根据ＥＰ７Ａ２文件进行干扰效

应分析。

１．２．３　干扰剂量效应实验
［３］
　参考ＥＰ７Ａ２文件，以高浓度

样本和低浓度样本按比例混合成５个系列浓度样本，按升序

降序升序顺序重复测定３次，根据ＥＰ７Ａ２文件进行剂量效

应分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＡＳＳ１０．０统计软件进行分析。

２　结　　果

２．１　配对差异实验　 酶比色法ＴＢＡ试剂低浓度样本测定均

值为７．２４μｍｏｌ／Ｌ、ｓ为０．１０９５；高浓度样本测定均值为２１．８８

μｍｏｌ／Ｌ、ｓ为０．１８５２。酶循环法ＴＢＡ试剂低浓度样本测定均

值为８．７１μｍｏｌ／Ｌ、ｓ为０．１０５０；高浓度样本测定均值为１８．４１

μｍｏｌ／Ｌ、狊为０．１４３２，查对应表可知，酶比色法和酶循环法
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ＴＢＡ试剂高、低浓度水平重测次数均为３次。０．２ｇ／Ｌ游离胆

红素、０．２８８ｇ／Ｌ结合胆红素和５ｇ／Ｌ血红蛋白对酶比色法和

酶循环法ＴＢＡ试剂测定均有干扰，１４５０浊度乳糜对酶比色法

ＴＢＡ试剂测定有干扰，对酶循环法测定试剂无干扰。

２．２　剂量效应实验　见图１、２。游离胆红素对酶比色法ＴＢＡ

测定可产生非线性正干扰，结合胆红素对其产生线性的负干

扰，乳糜及血红蛋白对其产生线性正干扰。游离胆红素、结合

胆红素和血红蛋白对酶循环法ＴＢＡ测定可产生非线性正

干扰。

图１　　酶比色法ＴＢＡ试剂干扰剂量效应图

图２　　酶循环法ＴＢＡ试剂干扰剂量效应图

３　讨　　论

酶法测定ＴＢＡ简便、快速且可应用于全自动生化分析仪，

适合于常规测定。自ｌ９７４年挪威学者分离得到３羟类固醇脱

氢酶后，ＴＢＡ测定方法得到了快速发展
［２］。其中，酶比色法以

３羟类固醇脱氢酶为启动试剂，以碘化硝基四氮唑盐为指示

剂，通过生成在５０５ｎｍ处有吸收峰的蓝色产物，大大提高了检

测灵敏度和准确度，但此法产物为蓝色非水溶性沉淀，容易沉

积在反应杯及管道壁，对仪器有很大污染，因此目前更倾向于

使用酶循环法。该法采用速率法检测，经过循环放大微量的

ＴＢＡ，通过在４０５ｎｍ处测定硫代辅酶在单位时间内的吸光度

变化值来计算ＴＢＡ含量。此法因不生成有色沉淀产物，克服

了反应产物污染问题，同时因采用循环酶法，放大了微量

ＴＢＡ，从而大大提高了实验灵敏度和特异性
［２］。

本文根据ＥＰ７Ａ２文件，按“干扰筛选”实验方法，对临床

常见的胆红素、溶血和脂血对胆汁酸测定的影响进行了评价，

结果显示，酶比色法和酶循环法均受胆红素、血红蛋白的干扰，

而乳糜仅对酶比色法产生干扰。根据ＥＰ７Ａ２文件，本文进一

步对干扰物在不同浓度下对测定结果的干扰效应进行了评价，

根据所得的干扰效应曲线，可初步判断不同浓度干扰物对检测

的干扰，以助于临床诊断分析。
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选择法测量的影响，会出现假性偏低，而直接法更为准确。

美国强生干式生化分析仪结合了干化学和电化学的特点，

用直接离子选择电极法测定Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃｌ－，具有底物浓度足，

测定范围宽，，测试标准化，结果准确，多层膜涂层技术使干扰

降低到最低等优点［４］。

本研究中证实，对于血脂正常、轻中度血脂升高的标本，两

种方法检测 Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃｌ－ 的结果具有很高的相关性（狉＞０．

９５），且检测结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）；对于重度血脂

升高标本，两种方法检测的结果虽有良好的相关性（狉＞０．９０），

但是结果差异有统计学意义（犘＜０．０５）。说明干化学直接离

子选择电极法对脂血的抗干扰能力强于间接离子选择电极法。

有报道也指出［５］，干化学能有效地消除不同程度脂血对生化检

测指标的干扰，面对临床脂血标本，最好选择干化学法进行分

析。
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