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　　摘　要：目的　建立测定血清天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）的参考方法，并对其主要分析性能进行评价。方法　按照国际临

床化学与检验医学联合会（ＩＦＣＣ）颁布的ＡＳＴ一级参考测量程序（３７℃）的要求建立参考方法，并根据美国临床实验室标准化委

员会（ＮＣＣＬＳ）系列文件（ＥＰ１５Ａ、ＥＰ６Ａ）对建立的参考方法的精密度、线性范围等性能进行评价，通过测定有证参考物质（ＥＲＭ）

和参加国际参考实验室间比对活动（ＲＥＬＡ）对准确度性能进行评价。结果　所有仪器性能均符合ＩＦＣＣ公布的关于ＡＳＴ的测定

参考方法（３７℃）的标准操作程序以及ＣＮＡＳＣＬ３３：《检测和校准实验室能力认可准则在临床酶学参考测量领域的应用说明》中

对临床酶学参考实验室的主要设备的计量学性能要求；犆犞批内＜１％，犆犞总＜１％，符合参考方法精密度性能要求；ＥＲＭ测定均值

在其给定的参考值范围内，ＲＥＬＡ测定结果在其给定的置信区间内，符合参考方法准确度性能要求；在 ＡＳＴ参考方法所涉及的

浓度范围内（１６．０５～３６１．８８Ｕ／Ｌ）呈线性，本实验室检测线性范围上限为３６１．８８Ｕ／Ｌ，高于ＩＦＣＣ公布的 ＡＳＴ参考方法的最大

线性范围（２４７．６５Ｕ／Ｌ）。结论　ＡＳＴ参考方法已基本建立，精密度、准确度及线性范围等性能指标均符合方法要求。可以提供

给参考物质赋值等参考测量服务以及进行相关标准化研究。
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　　天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）与丙氨酸氨基转移酶

（ＡＬＴ）是国内外应用最为广泛的反映肝细胞损害的指标且具

有重要临床意义。为了提高酶学测定的精密度和准确度，以利

于临床应用，开展酶学测定的标准化工作势在必行［１２］。本实

验室自２００６年开始，参与了国内首批酶学参考实验室的建立，

研究者参照国际临床化学与检验医学联合会（ＩＦＣＣ）相关文件

共建立了包括ＡＬＴ、ＡＳＴ、γ谷氨酰基转移酶（γＧＴ）、肌酸激

酶（ＣＫ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和淀粉酶（ＡＭＹ）在内的共６个酶

学项目的参考方法［３５］。本研究以 ＡＳＴ为例进行参考方法的

建立及进行性能评价，以期为临床酶学标准化研究打下基础。

１　材料与方法

１．１　一般资料　精密度样本：使用Ｒｏｃｈｅ的ｃ．ｆ．ａ．ｓ用于精

密度的测定，复溶前保存于４℃，复溶分装后冻存于－２０℃，

只允许冻融１次。准确度样本：有证参考物质（ＥＲＭ），由欧共

体的参考物质与测量研究所（ＩＲＭＭ）制备，复溶前保存

于－８０℃。ＲＥＬＡ样本，由ＩＦＣＣ提供，共有Ａ、Ｂ两个浓度水

平，为冻干粉末，测定前置于－８０℃避光保存。线性范围评价

样本：用无溶血、黄疸、脂血的新鲜患者血清作为线性范围评价

样本。

１．２　仪器与试剂　美国Ｔｈｅｒｍｏ公司提供的紫外分光光度计

及其配套比色皿，美国Ｆｌｕｋｅ公司提供的１５２１型点式温度计，

瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 公 司 提 供 的 ｐＨ 计 以 及 瑞 士

ＨＡＭＩＬＴＩＯＮ公司提供的稀释配液仪等。所有试剂均由美国

Ｓｉｇｍａ公司提供，纯度为分析纯，试剂原料完全依据ＩＦＣＣ公布

的关于ＡＳＴ的测定参考方法（３７℃）。

１．３　方法

１．３．１　ＡＳＴ参考方法的建立　仪器性能验证：本实验室所有

仪器性能均完全符合ＩＦＣＣ公布的关于ＡＳＴ的测定参考方法
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（３７℃）的标准操作程序（ＳＯＰ）
［６］以及ＣＮＡＳＣＬ３３《检测和校

准实验室能力认可准则在临床酶学参考测量领域的应用说明》

中对临床酶学参考实验室的主要设备的计量学性能要求。试

剂配制：纯度为分析纯，配制方法完全依据ＩＦＣＣ公布的关于

ＡＳＴ的测定参考方法（３７℃）的ＳＯＰ。

１．３．２　ＡＳＴ参考方法性能验证　精密度实验：参考美国临床

实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）ＥＰ１５Ａ
［７］文件，选择ｃ．ｆ．ａ．ｓ

作为精密度实验样本。方法为连续测定ｃ．ｆ．ａ．ｓ５ｄ，每天重复

测定３次。将测定结果进行统计，犆犞批内 和犆犞总 均应小于

１％。准确度实验：ＥＲＭ 由欧共体参考物质与测量研究所

（ＩＲＭＭ）制备，用于 ＡＳＴ测定的ＥＲＭ 编号为ＥＲＭＡＤ４５７／

ＩＦＣＣ。本实验共测定４次，计算测定值是否在给定的参考值

范围内。国际参考实验室间比对计划（ＲＥＬＡ）：ＲＥＬＡ是由国

际临床化学与检验医学联合会（ＩＦＣＣ）和德国临床化学和实验

室协会（ＤＧＫＬ）共同组织的全球参考实验室应用参考方法对

参考物质进行测定的室间比对计划。该计划组织者共提供Ａ、

Ｂ两个水平的样本，参加比对的实验室的测定结果和不确定

度范围在其给出的置信区间内表明此实验室的测定结果有效。

本实验室每个水平样本测定４ｄ，每天测定８次，计算均值与不

确定度，是否在其等效限内（±５．２５％）。线性范围评价：参考

ＮＣＣＬＳＥＰ６Ａ文件
［８］，选择覆盖ＩＦＣＣ文件提供的线性范围

２０％～３０％的高（Ｈ）、低（Ｌ）浓度水平混合血清，按比例配制成

６个系列浓度样本（Ｌ、８Ｌ＋２Ｈ、６Ｌ＋４Ｈ、４Ｌ＋６Ｈ、２Ｌ＋８Ｈ、

Ｈ），每个样本重复检测４次，将所得６个系列浓度样本测定结

果进行多项式回归统计，得到方程式犢＝ｂ犡＋ａ。要求线性拟

合方程相关系数狉２≥０．９９９，且设定实验室的线性偏倚范围小

于２％。

１．４　统计学处理　使用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３对精密度、准确

度以及线性范围评价进行统计学分析，主要统计指标有均值、

标准差以及变异系数等。

２　结　　果

２．１　精密度实验结果　ＡＳＴ精密度实验共测定ｃ．ｆ．ａ．ｓ１５

次，测定均值为９６．４２Ｕ／Ｌ，ＳＤ为０．８６Ｕ／Ｌ，犆犞批内为０．８５％，

犆犞总 为０．８９％，ＡＳＴ批内和总不精密度均小于１％。

２．２　准确度实验结果　有证参考物质测定结果：ＥＲＭ定值方

法是采用国际１２个已认证参考实验室测定结果的未加权平均

数，结果可溯源至ＩＦＣＣ原级参考方法。用于 ＡＳＴ准确度测

定的ＥＲＭ标示值为（１０４．６±２．７）Ｕ／Ｌ。本实验室所有测定

结果均在参考值范围内。ＲＥＬＡ是全球参考实验室应用参考

方法对参考物质进行测定的比对计划。此计划为酶学参考实

验室能力验证的有效体现。本实验室在ＲＥＬＡ２００９中，Ａ、Ｂ

两个水平样本的测定结果均在其给定的置信区间内，其相对偏

倚均小于允许偏倚。ＡＳＴ参考方法的准确度评价结果见表１。

表１　　ＡＳＴ参考方法的准确度评价

样本 测定次数
靶值

（Ｕ／Ｌ）

测定均值

（Ｕ／Ｌ）

偏倚

（Ｕ／Ｌ）

相对偏倚

（％）

允许偏倚

（％）

ＥＲＭ ４ １０４．６０ １０６．７８ ２．１８ ２．０８ ±２．５８

ＲＥＬＡＡ ３２ ９７．２６ ９６．６６ －０．６０ －０．６２ ±５．２５

ＲＥＬＡＢ ３２ １７８．２６ １７９．０４ ０．７８ ０．４４ ±５．２５

２．３　线性范围评价结果　６个系列评价样本分别检测４次，

测定均值分别为１６．０５、８５．２５、１６１．５２、２２８．３２、３００．５７、３６１．８８

Ｕ／Ｌ。将测定结果进行多项式回归分析，结果拟合的二次多项

式系数ｂ２和三次多项式模型系数ｂ２和ｂ３与０比较均无统计

学差异，而一次多项式的ｂ１与０比较有统计学差异，故判断检

测系统呈线性（一次多项式），见表２。测定结果表明本实验室

在参考方法所涉及的浓度范围内［（１６．０５～３６１．８８）Ｕ／Ｌ］呈线

性，本实验室检测线性范围上限为３６１．８８Ｕ／Ｌ，高于ＩＦＣＣ公

布的ＡＳＴ参考方法的最大线性范围（２４７．６５Ｕ／Ｌ）。

表２　　拟合系数及拟合系数犘值

系数 １次拟合 ２次拟合 ３次拟合
１次系数

犘值

２次系数

犘值

３次系数

犘值

ｂ０ － －６１．１７３ －５０．６１４ ０．０００ ０．００１ ０．０３７

ｂ１ ６９．７６９ ７６．７０４ ６３．４２１ ０．０００ ０．０００ ０．０３１

ｂ２ － －０．９９１ ３．４０９ － ０．０５７ ０．４５２

ｂ３ － － －０．４１９ － － ０．２４２

　　－：无数据。

３　讨　　论

在任何检测中，仪器设备的性能都是保证测量结果的精密

度和准确度最关键的因素，在参考方法的运行中更是如此。本

实验室具备可达到实施参考测量要求的全部设备，且所有性能

指标均达到ＩＦＣＣ文件中的规定，并在参考方法的运行中保证

所有仪器均经国家计量部门进行每年１次的校准并获得校准

证书。对于使用频繁或不稳定的仪器设备，本实验室均在每次

正式实验前进行内部校准，以保证仪器的准确性和稳定性。例

如分光光度计在参考方法的运行中是关键设备，本实验室需定

期对其噪声、基线平直度以及波长和吸光度的准确性等参数进

行验证。又如天平为配制试剂中最重要的设备，其称量的准确

性是保证试剂配制质量的重要前提，因此在每次称量前，均需

用标准砝码对其进行内部校准。而移液设备在每次检测之前

都要进行称量校准，所有用于加样的移液设备在校准后均需固

定量程，以避免反复更改量程使移液设备的准确度下降。

参考方法完全采用手工操作，因此人员的经验及手法是保

证测定结果精密准确的又一个关键环节。除了对移液器进行

内部校准外，实验操作人员本身也要具有娴熟和精准的加样手

法。本实验室所有技术人员之间比对的精密度均小于１％，这

需要扎实的基本功和一定的实践经验的积累才能够达到。

在保证仪器设备和人员稳定的前提下，在参考方法初步建

立以后，必须通过精密度、准确度和线性范围等性能评价来对

参考方法进行验证。在精密度验证中，本实验室参照ＥＰ１５Ａ

文件进行精密度实验方法设计及结果统计，得到的精密度结果

在设定目标范围内。

在确认检测系统精密度符合要求的基础上，才能进行准确

度验证实验。参考方法准确度验证最主要的方法就是使用有

证参考物质，其定值和不确定度可溯源至ＳＩ单位。用于 ＡＳＴ

测定的有证参考物质的基质为血清清蛋白，以冻干品形式分装

在玻璃安瓿瓶中，并充入氮气。通过测定有证参考物可对酶学

参考方法的准确度进行初步评价。在有证参考物的测定结果

中，其测定均值位于相应的标示值及其不确定度范围内，说明

ＡＳＴ参考方法的测定是符合准确度性能要求的。除此之外，

ＲＥＬＡ的结果是参考实验室能力的有效体现
［９］。本实验室自

２００６年至今已经连续７次参加此比对计划并均取得满意结

果，以ＲＥＬＡ２００９为例，本实验室ＲＥＬＡ样本 Ａ、Ｂ值的测定

均值与靶值的偏倚分别为－０．６２％和０．４４％，均远远小于其

设定的允许偏倚（±５．２５％），更进一步确证了本实验室的

ＡＳＴ参考方法的准确度性能。　　　　　 （下转第９４０页）
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临床要重视由呼吸道分离的铜绿假单胞菌的抗菌治疗。

从血标本和尿标本分离的铜绿假单胞菌和大肠埃希菌耐

药性相差不大，只出现了几种药的耐药性有统计学差异。来自

尿标本的铜绿假单胞菌对左氧氟沙星和环丙沙星的耐药率远

高于血标本，而且差异有统计学意义（犘＜０．０５），这可能与在

临床上喹诺酮类的抗菌药物是治疗泌尿系感染的常用药有关；

但是对于大肠埃希菌，左氧氟沙星和环丙沙星的耐药性却没有

差异，可能与大肠埃希菌喹诺酮类抗菌药物暴露机会多有关，

左氧氟沙星和环丙沙星的耐药率均超过了５０％。从统计结果

不难看出，引起尿路感染的铜绿假单胞菌和大肠埃希菌，亚胺

培南的耐药率是最低的，这与国内李雷花等［９］的研究结果是一

致的。

从ＩＣＵ痰标本分离的铜绿假单胞菌的耐药率均高于从呼

吸内科痰标本分离的铜绿假单胞菌（犘＜０．０１）。铜绿假单胞

菌具有多种天然和获得性耐药机制，耐药性强、耐药机制复杂，

而且具有极强的环境适应能力；在ＩＣＵ的患者，长期处于大量

的抗菌药物包围下，细菌也渐渐出现各种耐药机制，有的甚至

成了泛耐药菌；同时，由于使用多种导管、机械通气、人工吸痰

等因素，使感染耐药菌的机会大大增加且多为克隆传播［１０］，这

使得ＩＣＵ的院感控制工作显得尤为重要，尤其要注意从ＩＣＵ

转入其他科室的患者，防止交叉感染特别重要。虽然从呼吸内

科和ＩＣＵ痰标本分离的大肠埃希菌有１２种抗菌药物的耐药

率没有明显差异，但是在ＩＣＵ的耐药率还是皆高于呼吸内科。

这也提示了做细菌耐药统计时，最好把从ＩＣＵ痰标本分离的

细菌和其他分开来统计，这样更能合理反映实际的耐药水平，

更好地指导临床医生经验用药，防止高级抗菌药物的过度使

用，以此，延缓细菌耐药性的产生，延长高级抗菌药物的使用寿

命。碳青霉烯类抗菌药物到目前为止，敏感率高依然是抗击重

症感染的有力武器［１１］；临床要重视耐药监测结果的动态变化，

合理使用抗菌药物，保护好抗菌药物，让高级抗菌药物尽可能

长时间发挥抗感染的作用。
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线性范围验证也是反映参考方法性能评价的重要指标之

一，它能判断对某一分析方法测得的浓度或活性值与设定的浓

度或活性值之间的比例关系的范围。本研究显示本实验室自

建ＡＳＴ参考方法的最大线性范围为３６１．８８Ｕ／Ｌ，超过ＩＦＣＣ

文件公布的ＡＳＴ参考方法最大线性范围（２４７．６５Ｕ／Ｌ）。

综上所述，本实验室在保证仪器、试剂、人员等主要因素质

量的前提下，进一步对ＡＳＴ参考方法的主要分析性能进行验

证并使其符合参考方法要求，ＡＳＴ参考方法已基本建立。本

实验室有能力保证参考测量结果的质量，可以提供给参考物质

赋值等参考测量服务以及进行相关标准化研究。
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