
于该方法简单快捷，结果清晰直观，易于标准化，美国ＦＤＡ已

经批准微柱凝胶实验用于鉴定Ａ、Ｂ和ＲｈＤ抗原。

在中国，长期以来使用进口微柱凝胶卡，成本较高［５６］，近

几年国产微柱凝胶卡已经投放市场，为了了解国产微柱凝胶卡

的性能，笔者对比了进口微柱凝胶卡与国产微柱凝胶卡鉴定

Ａ、Ｂ和ＲｈＤ抗原的效果，从比较结果可见，国产卡检测 Ａ抗

原、Ｂ抗原、ＲｈＤ抗原的性能与进口微柱凝胶卡相关性较好，２

种微柱凝胶卡检测结果的差异无统计学意义（犘＞０．０５），国产

微柱凝胶卡能够满足对血型鉴定的要求。
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·检验仪器与试剂评价·

阿伦尼乌斯方程在体外诊断试剂有效期预测中的应用

杨　梅，刘君君△，牟晓然，金　炜，余枝广

（深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司，广东深圳５１８０５５）

　　摘　要：目的　建立阿伦尼乌斯方程预测体外诊断试剂有效期的方法，探讨该方法的适用性。方法　直接胆红素（ＤＢｉｌ）、α

羟丁酸脱氢酶（αＨＢＤＨ）和超敏Ｃ反应蛋白（ｈｓＣＲＰ）试剂进行３０、３４、３７、４０、４５℃５个温度梯度的加速破坏，并利用质控偏差对

试剂失效进行监控，从而根据阿伦尼乌斯方程建立起失效时间与储存温度之间的模型，进而推测出试剂储存温度下的有效期。结

果　ＤＢｉｌ、αＨＢＤＨ和ｈｓＣＲＰ的阿伦尼乌斯方程分别为犢＝１１．１３０犡－２９．９３２，犢＝８．８２２犡－２１．９５０，犢＝１０．７３０犡－２８．２９８，线

性回归的相关系数狉均大于０．９８，预测３种试剂在８℃储存温度下有效期分别为２３、２０和３２个月。结论　数据表明ＤＢｉｌ、αＨＢ

ＤＨ和ｈｓＣＲＰ３个项目的试剂加速破坏过程符合一级反应，试剂的降解速率和绝对温度之间的关系符合阿伦尼乌斯方程。

关键词：体外诊断试剂；　稳定性；　有效期；　阿伦尼乌斯方程

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１２．０４７ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１２１５８６０３

　　在整个储存效期中，在特定条件下产品保持厂家宣称的特

性或者性能的能力称为稳定性［１］。稳定性是产品性能的关键

指标之一。《ＧＢ／Ｔ２６１２４２０１１临床化学诊断试剂盒（中华人

民共和国国家标准）》中描述了利用效期末试剂的方法进行稳

定性评价。毫无疑问，效期稳定性（也即实时稳定性）是研究产

品稳定性和确定产品有效期最可靠的方法，但是该方法周期

长，极大程度地限制了其使用。例如在新产品开发或者产品更

改阶段中，一种更快捷有效的方法就显得尤为重要。基于阿伦

尼乌斯方程为理论依据的加速稳定性测试方法是公认的策略

之一，近年来越来越多的研究证明了它的适用性和准确性［２８］。

２００２年欧洲标准化委员会发表的《ＥＮ１３６４０体外诊断试剂稳

定性检测》文件以及２００９年美国临床和实验室标准化研究院

（ＣＬＳＩ）发布的《ＥＰ２５Ａ体外诊断试剂稳定性评价》文件均推

荐了使用该方法确定体外诊断试剂的使用效期［１，９］。本实验

正是根据此方法检验了２个常规生化项目和１个免疫项目，旨

在建立阿伦尼乌斯方程预测体外诊断试剂有效期的方法及研

究其适用性。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　迈瑞ＢＳ４００全自动生化分析仪１台，晟泽

ＬＮＥＹＡ药品稳定性测试箱５台。采用深圳迈瑞生物医疗电

子股份有限公司生产的试剂盒及配套校准质控品，具体信息见

表１。直接胆红素（ＤＢｉｌ）和α羟丁酸脱氢酶（αＨＢＤＨ）使用常

规复合生化校准品进行校准，使用常规复合生化质控品进行测

试；超敏Ｃ反应蛋白（ｈｓＣＲＰ）使用试剂盒自制校准品进行校

准，使用特种蛋白质控品进行测试。

１．２　方法

１．２．１　试剂加速　将同一批次试剂分为６组，分别放入３０、

３４、３７、４０、４５℃的恒温箱进行加速处理，同时１组置于２～８

℃作为冷藏对照；不定期取出进行测试。

１．２．２　测试　实验前对迈瑞ＢＳ４００全自动生化分析仪进行

校准和维护，使用迈瑞配套校准品对各个项目进行定标。每种

试剂设置６个测试项目，分别对应于２～８℃冷藏对照试剂，３０

℃加速、３４℃加速、３７℃加速、４０℃加速和４５℃加速试剂。

实验过程中，不定期取出各个加速温度的试剂在迈瑞ＢＳ４００

全自动生化分析仪对迈瑞配套质控品进行测试，每个质控品测

试３次，取其平均值；以２～８℃冷藏试剂同步测试质控品，计

算加速试剂与冷藏对照试剂的质控浓度（或反应度）均值的比

值作为质控的相对浓度，以下记为Ｃ（％）。

１．３　统计学处理　统计分析参照ＥＮ１３６４０文件，以相对浓度

的对数值（ｌｇＣ）为犢，加速时间（ｔ）为Ｘ进行线性回归，得到回

归方程犢＝ａ犡＋ｂ；以 Ｃ（％）＝１００±１０（当 Ｃ＞１００％时取

１１０％，当Ｃ＜１００％时取９０％）作为试剂是否稳定的接受标准，

计算每个加速温度下对应的稳定期（Ｓ）；以ｌｇＳ为犢，绝对温度

（Ｔ）的倒数为犡，再次进行线性回归，得到回归方程犢＝ｍ犡＋

ｎ，通过此方程即可计算出储存温度下的稳定期也即该试剂的

有效期。
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２　结　　果

２．１　不同加速温度下的测试结果见表２。将表２中各加速温

度下的ｌｇＣｔ作图（ｔ为加速时间），显示为直线，说明ＤＢｉｌ、α

ＨＢＤＨ、ｈｓＣＲＰ试剂的加速过程为典型的一级反应。根据

ｌｇＣｔ回归方程计算当质控偏差等于±１０％的时间Ｓ，结果见

表３。

２．２　根据阿伦尼乌斯方程定律，ｌｇＫ＝ｌｇＡ－Ｅ／２．３０３ＲＴ（其

中Ｋ是反应速度常数，Ａ为频率因子，Ｅ为活化能，Ｒ是气体常

数，Ｔ是绝对温度），有效期的对数和绝对温度的倒数具有线性

关系。将ｌｇＳ对１／Ｔ作图得到线性回归方程，ＤＢｉｌ、αＨＢＤＨ、

ｈｓＣＲＰ的阿伦尼乌斯回归方程分别为：犢＝１１．１３０犡－２９．９３２

（狉＝０．９８５４）、犢＝８．８２２犡－２１．９５０（狉＝０．９９１９）、犢＝

１０．７３０犡－２８．２９８（狉＝０．９８１４），显示ｌｇＳ与１／Ｔ具有良好的

线性关系，ＤＢｉｌ、αＨＢＤＨ、ｈｓＣＲＰ试剂降解过程符合阿伦尼

乌斯方程。通过计算，８℃条件下的有效期结果见表４。

表１　　试剂和校准质控品信息

试剂／校准品／质控品 批号 效期 备注

ＤＢｉｌ测定试剂盒（钒酸盐氧化法） １４０７１１０１４ ２０１２０９ ／

αＨＢＤＨ测定试剂盒（ＤＧＫＣ法） １４０５５１１００５ ２０１２０８ ／

ｈｓＣＲＰ测定试剂盒（胶乳免疫比浊法） ４３４１１００３ ２０１２０５ 含校准品

常规复合生化校准品 ＳＭ３０２ ２０１２４３０ ／

常规复合生化质控品（正常水平） ＱＭＮ３０２ ２０１２７１１ ／

常规复合生化质控品（病理水平） ＱＭＰ３０３ ２０１２９１５ ／

特种蛋白质控品（正常水平） ＱＰＮ３０１ ２０１２２２２ ／

特种蛋白质控品（病理水平） ＱＰＰ３０１ ２０１２２２２ ／

　　／：无备注。

表２　　ＤＢｉｌ、αＨＢＤＨ和ｈｓＣＲＰ试剂在不同加速温度下的浓度值变化

温度（℃）
ＤＢｉｌ试剂

加速时间（ｈ） 相对浓度（％） ｌｇＣ

αＨＢＤＨ试剂

加速时间（ｈ） 相对浓度（％） ｌｇＣ

ｈｓＣＲＰ试剂＃

加速时间（ｈ） 相对浓度（％） ｌｇＣ

３０ ３６６ １０４．３ ２．０１８３ ３６８ ９７．２ １．９８７６ ５０１ ９７．１ １．９８７３

４９４ １０６．０ ２．０２５３ ５７８ ９４．７ １．９７６４ ７７６ ９３．７ １．９７１７

６２９ １０７．５ ２．０３１４ ９５７ ９２．５ １．９６６２ ８８６ ９２．５ １．９６６３

７４３ １０８．２ ２．０３４２ １１５６ ９１．０ １．９５８９ １０４１ ９１．７ １．９６２６

８７６ １１１．３ ２．０４６５ １４０６ ８７．９ １．９４４２ １１３５ ９０．５ １．９５６８

３４ ３４１ １０３．６ ２．０１５４ ７６５ ９３．８ １．９７２３ ５００ ９６．４ １．９８４１

４０４ １０４．９ ２．０２０８ ８３１ ９２．３ １．９６５１ ６１０ ９４．１ １．９７３５

４６７ １０７．１ ２．０２９９ ９２１ ９１．６ １．９６１７ ７７１ ９２．３ １．９６５１

６２１ １０９．０ ２．０３７３ ９６４ ９０．２ １．９５５４ ８８２ ８９．８ １．９５３４

７３３ １１２．３ ２．０５０４ １０７３ ８７．７ １．９４２８ １０３７ ８８．１ １．９４５２

３７ １２９ １０２．０ ２．００８５ ３６４ ９６．５ １．９８４７ ３６３ ９３．９ １．９７２６

３１９ １０８．０ ２．０３３２ ５０５ ９３．６ １．９７１４ ４０５ ９１．９ １．９６３３

４２２ １１１．２ ２．０４６１ ５９５ ９１．４ １．９６０９ ４８８ ８９．０ １．９４９３

４８５ １１３．５ ２．０５５１ ６３８ ８９．７ １．９５３０ ５５４ ８５．７ １．９３３１

５５４ １１５．２ ２．０６１６ ６８１ ８７．８ １．９４３５ ５９９ ８５．１ １．９３００

４０ ８９ １０１．８ ２．００７７ １３３ ９７．７ １．９９００ ２１７ ９６．６ １．９８４８

１３３ １０３．７ ２．０１５８ ２１７ ９６．４ １．９８４２ ２８６ ９３．７ １．９７１５

２１７ １０８．２ ２．０３４２ ３０６ ９４．２ １．９７４１ ３６５ ８９．８ １．９５３４

２５９ １１１．９ ２．０４８８ ３９０ ９３．１ １．９６９１ ４５１ ８７．５ １．９４２１

３１９ １１５．１ ２．０６１１ ５７１ ８８．７ １．９４８２ ５１７ ８５．１ １．９３００

４５ ８８ １０５．４ ２．０２２７ １３２ ９７．４ １．９８８６ １３２ ９７．９ １．９９０９

１３２ １０７．１ ２．０２９７ ２１６ ９４．８ １．９７６７ ２１６ ９１．７ １．９６２５

１７４ １１１．１ ２．０４５８ ２８６ ９２．１ １．９６４３ ２８５ ８７．０ １．９３９３

２１６ １１３．７ ２．０５５８ ３２４ ９０．１ １．９５４７ ３０５ ８５．６ １．９３２３

２５８ １１６．５ ２．０６６３ ３８９ ８６．１ １．９３５１ ３２２ ８４．６ １．９２７４

　　：基于常规复合生化质控品（病理水平）的反应度数据；＃：基于特种蛋白质控品（正常水平）的浓度值数据。
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表３　　ＤＢｉｌ、αＨＢＤＨ和ｈｓＣＲＰ试剂在不同加速温度下的有效期

温度（℃）
ＤＢｉｌ试剂

回归方程 Ｓ（ｈ）

αＨＢＤＨ试剂

回归方程 Ｓ（ｈ）

ｈｓＣＲＰ试剂

回归方程 Ｓ（ｈ）

３０ 犢＝０．００００５犡＋１．９９９１（狉＝０．９８２０） ８２１ 犢＝－０．００００４犡＋２．００１４（狉＝０．９８９５） １２１２ 犢＝－０．００００５犡＋２．００９３（狉＝０．９９０８） １１８４

３４ 犢＝０．００００８犡＋１．９８７２（狉＝０．９８７９） ６３９ 犢＝－０．００００９犡＋２．０４３（狉＝０．９８２３） ９６７ 犢＝－０．００００７犡＋２．０１９２（狉＝０．９９４３） ８９９

３７ 犢＝０．０００１犡＋１．９９２５（狉＝０．９９９２） ３８６ 犢＝－０．０００１犡＋２．０３２４（狉＝０．９８２０） ６２４ 犢＝－０．０００２犡＋２．０３９３（狉＝０．９９４１） ４５７

４０ 犢＝０．０００２犡＋１．９８５３（狉＝０．９９６６） ２３７ 犢＝０．０００１犡＋２．００４（狉＝０．９９５０） ５２１ 犢＝－０．０００２犡＋２．０２３（狉＝０．９９６３） ３７９

４５ 犢＝０．０００３犡＋１．９９７９（狉＝０．９９３７） １６４ 犢＝－０．０００２犡＋２．０１８８（狉＝０．９８４７） ３１７ 犢＝－０．０００３犡＋２．０３５（狉＝０．９９９９） ２４１

表４　　ＤＢｉｌ、αＨＢＤＨ和ｈｓＣＲＰ有效期预测结果（月）

产品
８℃有效期

预测
测试前时间

８℃有效期

预测修正值

ＤＢｉｌ试剂 ２１．３４ ２ ２３

αＨＢＤＨ试剂 １７．０６ ３ ２０

ｈｓＣＲＰ试剂 ２６．４０ ６ ３２

３　讨　　论

早在１９６２年，Ｇａｒｒｅｔｔ
［１０］就提出运用化学动力法通过高温

实验评估药物稳定性；后续，阿伦尼乌斯方程逐渐被应用于药

物的稳定性研究［１１１２］。近年来，在药学领域逐渐形成了几种

较为成熟的操作方法，如经典恒温加速法、ｔ０．９法，初均速法、

Ｗｅｉｂｕｌ分布拟合法；然而该方程在体外诊断试剂领域的应用

却几乎没有报道。本试验的研究成功尝试和证明了阿伦尼乌

斯方程在体外诊断试剂有效期预测中的适用性和可操作性。

本次实验研究了２个常规生化项目ＤＢｉｌ和αＨＢＤＨ以及

１个免疫类项目ｈｓＣＲＰ，迈瑞ＤＢｉｌ试剂盒采用钒酸盐氧化法、

αＨＢＤＨ采用ＤＧＫＣ法，ｈｓＣＲＰ采用乳胶免疫比浊法利用抗

原抗体反应进行测定，结果表明常规生化项目和免疫项目加速

测试的降解过程都可能符合阿伦尼乌斯方程。从试剂稳定性

影响因素（化学稳定性、物理稳定性和生物稳定性）上看，阿伦

尼乌斯方程更适用于以化学稳定性为主要影响因素的试剂；从

降解的反应级数上看，该方程适用于零级反应、一级反应和伪

一级反应；从试剂组成上分析，该方程更适用于含有易变成分

的试剂，如蛋白质类物质。尽管如此，由于体外诊断试剂成分

复杂，同一个测试项目也有不同的方法学，因此阿伦尼乌斯方

程是否适用于某种试剂盒仍然需要有针对性的实验验证。

预实验将加速温度确定为３０、３４、３７、４０、４５℃，在测试中

观察到，随着时间的延长质控品偏差逐渐增大，尤其是高温加

速４５℃最为明显；随着加速温度的升高，质控品变化率逐渐增

大。数据表明，ＤＢｉｌ、αＨＢＤＨ和ｈｓＣＲＰ三个项目的试剂加速

破坏过程符合一级反应，试剂的降解速率和绝对温度之间的关

系符合阿伦尼乌斯方程。本实验采取以同步冷藏试剂作为对

比计算相对浓度（或反应度）的方法，减小了开瓶稳定性、质控

品稳定性、仪器稳定性对结果造成的误差，优化了实验操作；本

实验采用ＥＮ１３６４０文件中的数据处理方法，与传统的ｔ０．９法颇

为相似，但是克服了ｔ０．９法对ｔ０．９时间点估计不准确的缺点，使

得操作上更简便结果上更准确；本实验研究了液体剂型试剂的

加速稳定性测试，良好的精密度、瓶间差等分析性能为本实验

顺利进行提供了保障。已有研究表明阿伦尼乌斯方程同样适

用于固体药物的稳定性评价［５］，但应用于干粉剂型的体外诊断

试剂尚未发现报道。综上所述，本方法的建立对快速确定试剂

的有效期，缩短试剂开发周期具有现实意义。
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