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　　摘　要：目的　参照ＣＬＳＩＥＰ方案对自主研发的亮氨酸氨基肽酶（ＬＡＰ）试剂分析性能进行评价，了解其是否满足临床需求。

方法　参照文件测定试剂空白吸光度、检测限、分析灵敏度、精密度、准确度、线性范围、干扰试验和稳定性等技术指标。结果　试

剂空白吸光度为０．０５，检测限为０．０６５Ｕ／Ｌ，分析灵敏度为０．０１５，高、低值血清批内变异系数分别为０．０７％和０．０８％，方法比对

实验结果犢＝１．００６４犡＋１．８５１４，狉２＝０．９９９６；线性范围为０～３００Ｕ／Ｌ，０．８５５ｍｍｏｌ／Ｌ结合胆红素，０．８５５ｍｍｏｌ／Ｌ非结合胆红

素，０．３ｇ／Ｌ维生素Ｃ，９．４ｇ／Ｌ血红蛋白浓度，１４５００ＦＴＵ乳糜对检测结果无干扰，试剂稳定。结论　该试剂分析性能可满足临

床实验室的需要。
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　　亮氨酸氨基肽酶（Ｌｅｕｃｉｎｅａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ，ＬＡＰ）是一种蛋

白分解酶，广泛分布于肝、胰和肾等组织中［１］。研究显示，ＬＡＰ

对胆汁淤积性肝炎、胆道梗阻及胰腺癌的诊断有价值，也可早

期反映肾损害的性质和程度，还可作为妊娠期肝内胆汁淤积症

及孕妇和胎儿健康情况动态监测的一项指标［１３］，笔者依照临

床和实验室标准协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉ

ｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）制订的评价方案对自主研发的ＬＡＰ试剂在分析性

能方面进行了评价，旨在为临床检测应用提供数据参考。

１　材料与方法

１．１　材料　日立７１８０全自动生化分析仪：购于日本日立公

司；岛津２４５０分光光度计，购于日本岛津公司；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ＪＨ１０４２８６；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（Ｃ６Ｃ２４）：购于华瑞制药

有限公司，批号：８０ＤＨ０６６。ＬＡＰ测定试剂盒及标准、质控：购

于日本和光公司。

１．２　实验方法

１．２．１　检测原理　样本中的ＬＡＰ催化水解底物Ｌ亮氨酰

Ｐ硝基苯胺，生成亮氨酸和对硝基苯酚，对硝基苯酚在特定波

长（４０５ｎｍ）处有吸收，通过检测吸光度升高速率可以计算样

本中ＬＡＰ活性。

１．２．２　试剂配制　试剂１∶１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲液（ｐＨ

７．８），０．２ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．８ｇ／ＬＮａＮ３；试剂２∶１００ｍｍｏｌ／Ｌ

柠檬酸缓冲液（ｐＨ４．８），５ｍｍｏｌ／ＬＬ亮氨酸４硝基苯胺，０．８

ｇ／ＬＮａＮ３。

１．２．３　测试参数　采用速率法，反应温度为３７℃，光径为１．０

ｃｍ，检测主波长４０５ｎｍ，样品（校准管以校准品做样品）加Ｒ１

混匀，孵育５ｍｉｎ后加入Ｒ２混匀，反应２ｍｉｎ后，监测３ｍｉｎ吸

光度变化，其中样本用量１５μＬ，试剂１用量２４０μＬ，试剂２用

量６０μＬ，根据仪器使用说明及分析参数编制检测程序。

１．２．４　性能评价测定方案　有关试剂空白吸光度、检测限、分

析灵敏度、精密度、准确度、线性范围、干扰试验和稳定性等评

价指标参照相关ＥＰ文件及国内外惯用方法进行
［４７］。

空白吸光度：在波长４０５ｎｍ（光径１．０ｃｍ）处检测，以蒸馏

水为样本，重复测定２次。

检测限：以蒸馏水为样本，用试剂重复测定２０次。

分析灵敏度：以２０Ｕ／Ｌ标本为样品，用试剂测定，记录在

试剂规定参数下产生的吸光度改变，换算为吸光度变化率。

精密度按ＥＰ５Ａ２文件评价
［４］：取高值和低值的患者混合

血清各１份，测定２０次，计算批内精密度。

准确度试验按ＣＬＳＩＥＰ９Ａ２文件评价
［５］：采用４０例临床

样品对试剂进行测试，并将结果与Ｒａｎｄｏｘ试剂进行数据统计

分析。

线性评价按ＥＰ６Ａ文件评价
［６］：取ＬＡＰ高、低值血清标

本各一份。将高值和低值血清分别按不同比例混合稀释成不

同浓度梯度的样本，并将这些样本随机排列进行测定，各个浓

度重复测定３次，取其均值为测定值，与预期值做线性对比。

干扰实验按照ＣＬＳＩＥＰ７Ａ２文件评价
［７］：测定加入干扰

物的混合血清。

试剂热稳定性通过将试剂置于３７℃水浴，分别于水浴前

及水浴１、３、７ｄ后对高、低浓度的ＬＡＰ标本及试剂线性范围

进行测定；试剂开口稳定性实验通过将试剂定标后，开口放置

于生化分析仪的试剂仓，分别在开口０、３、７、１４、２１、３０ｄ，对高、

低浓度的ＬＡＰ标本及试剂线性范围进行不定标检测，比较开

口前后的检测结果偏差。

１．３　统计学处理　所有数据用Ｅｘｃｅｌ软件进行统计处理、作

图分析。

２　结　　果

２．１　在３７℃，４０５ｎｍ波长，试剂空白吸光度为０．０５，不大于

０．７，符合试剂设计要求。

２．２　检测限　结果显示最低检测限为０．０６５Ｕ／Ｌ。

２．３　分析灵敏度　２０Ｕ／Ｌ样本吸光度变化率为０．０１５，大于

０．００６５，符合试剂设计要求。

图１　　ＬＡＰ重复测定均值的散点图

２．４　精密度　结果显示，该试剂对高、低值血清的批内变异系
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数分别为０．０７％和０．０８％。

２．５　准确度　测定临床标本４０例，将测定结果与Ｒａｎｄｏｘ试

剂测定结果进行相关回归分析，结果见图１，计算出相关方程

和相关系数为犢＝１．００６４犡＋１．８５１４和狉２＝０．９９９６。

２．６　线性范围测定　结果如图２所示，相关方程及相关系数

分别为犢＝１．０１０５犡－０．２６５６和狉２＝０．９９９９（浓度范围０～

３００．０Ｕ／Ｌ）。

２．７　干扰实验　以相对偏差大于或等于１０％作为有明显干

扰的评判指标，结果显示，０．８５５ｍｍｏｌ／Ｌ结合胆红素，０．８５５

ｍｍｏｌ／Ｌ非结合胆红素，０．３ｇ／Ｌ维生素Ｃ，９．４ｇ／Ｌ血红蛋白

浓度，１４５００ＦＴＵ乳糜对ＬＡＰ样本检测结果均无干扰，见图

３。

２．８　稳定性观察　试剂经７ｄ热破坏（３７℃）和试剂仓开口

（２～８℃）３０ｄ后，高、低值标本和线性实验测定结果与热破坏

及开口前相比无显著偏差，结果见图４。

图２　　试剂线性范围实验结果

　　Ａ：试剂抗结合胆红素干扰结果；Ｂ：试剂抗游离胆红素干扰结果；Ｃ：试剂抗维生素Ｃ干扰结果；Ｄ：试剂抗血红蛋白干扰结果；Ｅ：试剂抗乳糜干

扰结果。

图３　　试剂抗干扰结果

　　Ａ：试剂７ｄ热破坏结果；Ｂ：试剂开瓶３０ｄ检测结果；Ｃ：试剂７ｄ热破坏后线性；Ｄ：试剂开瓶３０ｄ后线性。

图４　　试剂稳定性观察结果

３　讨　　论

血清ＬＡＰ最初被认为是一种对胰腺癌的诊断有很高价值

的酶，其敏感性较高，但特异性不高，限制了其在该领域的应

用［１］。随着对其基础及临床研究的不断深入，人们发现其浓度

在肝胆系统疾病中普遍升高，不同肝病其活性增高程度不同，

因此，ＬＡＰ作为肝癌鉴别诊断的一项初步指标，值得推广
［１］。

此外，由于ＬＡＰ不像其他肝功能酶，只能检测血液样本，其还

可以检测尿液，在一些病例中可以不必采血而进行检验，因此

应用起来十分方便［８］。随着对ＬＡＰ研究的不断深入，其生理

功能及在病理情况下的功能也将得到进一步的阐明，为临床的

诊断和治疗提供新的方向。本研究参考 ＣＬＳＩＥＰ系列文

件［４７］，对自主研发的ＬＡＰ试剂进行分析性能的系统评价，结

果表明自主研发的ＬＡＰ试剂空白吸光度为０．０５，检测限为

０．０６５Ｕ／Ｌ，分析灵敏度为０．０１５，高、低值血清批内变异系数分

别为０．０７％和０．０８％，线性范围为０～３００Ｕ／Ｌ，抗干扰能力较

强，与Ｒａｎｄｏｘ试剂在分析性能上无显著差异，与其比对实验结

果狉２＝０．９９９６，可替代Ｒａｎｄｏｘ试剂应用于临床实验室。
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某种国产ＡｎｔｉＨＩＶＥＬＩＳＡ试剂批内板间变异

刘　冬
１，田　方

１，彭冬菊１△

（湖北十堰市中心血站，湖北十堰４４２０００）

　　摘　要：目的　探讨血站用国产ＡｎｔｉＨＩＶＥＬＩＳＡ试剂的批内板间变异。方法　随机抽取１２块板，每块板上随机抽取１条

共１２条组成１板，按照常规标本方式做室内质控和阳性对照，计算其犆犞。结果　室内质控和阳性对照犆犞均小于１０％，３６孔

ＡｎｔｉＨＩＶ２型阳性对照中有５孔ＯＤ＜０．８。结论　ＡｎｔｉＨＩＶＥＬＩＳＡ试剂批内板间变异小，生产厂家需要调整ＡｎｔｉＨＩＶ２型阳

性对照浓度。

关键词：批内变异；　室内质控；　试剂盒，诊断；　 酶联免疫吸附测定

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１４．０４６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１４１８７４０２

　　依据《血站技术操作规程》（２０１２版）血液检测规定，血站

可以采用不同生产厂家的两种ＥＬＩＳＡ试剂进行ＨＢＳＡｇ、Ａｎｔｉ

ＨＣＶ、ＡｎｔｉＴＰ和ＡｎｔｉＨＩＶ检测
［１］，本站按照规定开展无偿

献血者血液检测工作。今年本站在启用 Ａ 厂家 ＡｎｔｉＨＩＶ

ＥＬＩＳＡ试剂时发现，同一批号的 ＡｎｔｉＨＩＶ２型阳性对照在做

同一批号的不同板时有时候会出现ＯＤ值低于０．８的情况，根

据该试剂说明书判断实验是无效的，但室内质控结果在控，血

液标本检测结果与另一厂家试剂的检测结果也相吻合，重新打

开一盒Ａ厂家试剂，实验条件不变的情况下 ＡｎｔｉＨＩＶ２型阳

性对照ＯＤ≥０．８，室内质控、血液筛查标本检测结果也无明显

变化。本组认为：（１）抗 ＨＩＶＥＬＩＳＡ试剂存在批内板间变异

较大的问题。（２）ＡｎｔｉＨＩＶ２型阳性对照浓度偏低。现将 Ａ

厂家抗 ＨＩＶＥＬＩＳＡ 的批内变异实验进行统计分析，报道

如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　Ａ厂家ＡｎｔｉＨＩＶ１型阳性对照、ＡｎｔｉＨＩＶ２

型阳性对照、１ＮＣＵ／ＭＬ抗ＨＩＶ质控血清。

１．２　试剂与仪器　 Ａ厂家人类免疫缺陷病毒抗体试剂盒

（ＡｎｔｉＨＩＶ１／ＨＩＶ２），试剂批号为２０１０１２０９０８，中国药品生物

制品检定所批批检合格。北京康彻斯坦生物技术有限公司抗

ＨＩＶ质控品，批号为２０１１０２００１浓度为１ＮＣＵ／ＭＬ。澳斯邦公

司ＳＴＡＲ前加样系统和ＦＡＮＥ２４／２０后处理系统，仪器在校验

期内。

１．３　方法　从１０５盒抗 ＨＩＶＥＬＩＳＡ试剂中随机抽取１２盒，

每盒试剂里的酶标板上随机抽取１条，拼成１２条（８孔）组成１

板。每条上做室内质控２孔，ＡｎｔｉＨＩＶ２型阳性对照３孔，

ＡｎｔｉＨＩＶ１型阳性对照１孔，阴性对照２孔，严格按照试剂说

明书操作。

２　结　　果

抗 ＨＩＶＥＬＩＳＡ试剂盒批内板间变异小于１０％：其中质控

血清犆犞 是５．８６％；ＡｎｔｉＨＩＶ１型阳性对照犆犞 是３．０７％；

ＡｎｔｉＨＩＶ２型阳性对照犆犞是６．７％；但 ＡｎｔｉＨＩＶ２型阳性

对照Ｓ／ＣＯ值小于３．４７的值有５个，其ＯＤ值均小于０．８，Ａｎ

ｔｉＨＩＶ２型阳性对照浓度明显低于 ＡｎｔｉＨＩＶ１型阳性对照，

见表１。

表１　　同批不同板之间质控血清、ＡｎｔｉＨＩＶ２型阳性、

　　ＡｎｔｉＨＩＶ１型阳性对照Ｓ／ＣＯ值

项目
质控血清

（２４孔）

ＡｎｔｉＨＩＶ２型

阳性对照（３６孔）

ＡｎｔｉＨＩＶ１型

阳性对照（１２孔）

Ｓ／ＣＯ ５．６０ ５．５７ ３．６７ ３．７０ ３．７９ １０．６５

５．４６ ５．５３ ３．３６ ３．６７ ３．３６ １０．８７

４．７６ ５．３８ ３．６３ ３．８６ ３．４０ １１．４３

５．１５ ５．０４ ４．１６ ３．８７ ３．９２ １０．７３

４．７１ ４．９８ ４．０４ ３．８６ ３．９０ １０．８６

５．０３ ５．２９ ３．８８ ３．５５ ３．６０ １１．２３

４．９９ ４．９７ ３．７０ ４．００ ４．０７ １０．５２

４．８８ ５．１５ ３．４１ ３．５７ ３．７２ １０．５８

４．８５ ４．９７ ４．０２ ３．７９ ３．８８ １１．３５

４．５５ ５．０６ ３．７８ ４．０３ ３．５３ １０．６７

４．７４ ５．０２ ３．１４ ３．８５ ４．３４ １０．４７

４．６７ ４．７４ ３．５０ ３．７０ ３．７０ １０．６９

犆犞 ５．８６％ ６．７０％ ３．０７％
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