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不同添加剂对自制尿液室内质控物质量的影响
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　　摘　要：目的　为自制尿液复合型室内质控物选择最佳添加剂。方法　分析一种包含尿 Ｎ乙酰ＢＤ氨基葡萄糖苷酶

（ＮＡＧ）和尿微量清蛋白（ＵＭＡ）两个项目的自制复合室内质控物的酶稳定剂、蛋白稳定剂及叠氮钠等添加剂对其稳定性及均一

性的影响。结果　在－２０℃保存温度下，尿ＮＡＧ项目的稳定天数：无添加，７２ｄ；叠氮钠，１６９ｄ；酶稳定剂，大于３６５ｄ。同样条件

下，尿ＵＭＡ项目的稳定天数：无添加，９９ｄ；叠氮钠，２０７ｄ；蛋白稳剂定，大于３６５ｄ。质控物各个保存阶段稳定的同时测得的瓶间

均一性良好。结论　在制备尿ＮＡＧ和ＵＭＡ两项复合室内质控物的同时添加酶稳定剂、蛋白稳定剂和叠氮钠能延长质控物的

稳定时间，提高质控物的质量。
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　　实验室自制质控物的难点是在一定时间内需要维持质控

物的稳定与均一。而评价质控物质量的关键指标是稳定

性［１２］。有研究报道，通过添加稳定剂、防腐剂、低温保存，容器

封管等处理，能有效延长质控物的稳定期［３］。本研究通过对加

入了蛋白稳定剂、酶稳定剂、叠氮钠的质控物分别进行稳定性

和均一性检测及比较，观察各添加剂对自制质控物的质量的

影响。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　美国进口的贝克曼库尔特ＤＸＣ８００全自

动生化分析仪。尿尿 Ｎ乙酰ＢＤ氨基葡萄糖苷酶（ＮＡＧ）和

尿微量清蛋白（ＵＭＡ）试剂与校准品由宁波美康生物科技股份

有限公司生产。

１．２　方法

１．２．１　质控物的配制　（１）收集尿ＮＡＧ＞５０Ｕ／Ｌ，ＵＭＡ＞６０

ｍｇ／Ｌ（ＨＢＳＡＧ阴性，ＨＣＶ抗体阴性，ＨＩＶ、梅毒阴性）的足量

尿液；（２）离心后取上清液经０．２２μｍ滤膜过滤除菌后，分成５

份，其中第１份不添加任何添加剂，第２、３、４份分别加入酶稳

定剂，蛋白稳定剂及适量叠氮钠，第５份加入上述３种添加剂；

（３）充分混匀，吸取混合液按样本检测，符合预期效果后按每支

２００μＬ的规格分装（分装容器均已用小牛血清封闭过），密封

胶封口。

１．２．２　质控物的保存与稳定性检测　将配制的５份质控物保

存于－２０℃条件下备用。把制备的上述５份室内质控物各取

１支作为样本进行检测，每天１次，于上午９：００完成；严格按

各种检测试剂的操作说明书进行操作和结果判断。结果判断

依据：测定值超过狓±３狊质控限，即判断为失控。如质控结果

为一直在控，则继续使用该质控品直至用完为止；如期间出现

失控，经失控原因分析确认质控物变质失效后停止对该份质控

物的检测，此实验持续观察一年。

１．２．３　瓶间均一性的测定　每份质控物分装后即刻随机抽取

１０管，先按１到１０的顺序检测，再从１０到１的顺序重复测定，

所得两次检测结果取其均值，计算犆犞％值。在－２０℃温度下

保存的质控物，每３个月检测一次，抽样检测与“即刻”相同，计

算出每次抽样检测的犆犞％值，并与即刻犆犞％值比较。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行数据分

析，犆犞％的比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　稳定性实验　加入不同添加剂后，－２０℃保存条件下不

同质控项目的稳定天数，见表１。

２．２　瓶间均一性实验结果　加入不同添加剂后，－２０℃保存

条件下，不同保存时间，尿ＮＡＧ项目的不精密度，见表２，差异

无统计学意义（犘＞０．０５）；不同保存时间，尿 ＵＭＡ项目的不
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精密度，见表３，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　加入不同添加剂后各质控项目的稳定天数（ｄ）

项目 无添加 加入叠氮纳 加入酶稳定剂 加入蛋白稳定剂 三种均加入

ＮＡＧ ７２ １６９ ＞３６５ ８３ ＞３６５

ＵＭＡ ９９ ２０７ １０４ ＞３６５ ＞３６５

表２　　不同添加剂的质控物尿ＮＡＧ检测在的

　　　不精密度（犆犞％）

保存时间 无添加
加入

叠氮纳

加入酶

稳定剂

加入蛋白

稳定剂

三种均

加入

即刻检测 ５．２３ ５．２４ ５．２６ ５．３０ ５．１９

３月 － ５．３６ ５．２７ － ５．３０

６月 － － ５．３７ － ５．４５

９月 － － ５．３４ － ５．４９

１２月 － － ５．３９ － ５．４８

　　－：无数据。

表３　　每份质控物中尿ＵＭＡ在－２０℃保存下的

　　　不精密度（犆犞％）

保存时间 无添加
加入

叠氮纳

加入酶

稳定剂

加入蛋白

稳定剂

三种

均加入

即刻检测 ４．２０ ４．２９ ４．２９ ４．２６ ４．１５

３月 ４．２９ ４．３６ ４．３７ ４．３０ ４．２６

６月 － ４．４２ － ４．２９ ４．２７

９月 － － － ４．３７ ４．３２

１２月 － － － ４．３９ ４．３０

　　－：无数据。

３　讨　　论

疾病的诊断不仅依靠临床症状和体征，也需要检验科的密

切配合，以患者为中心就必须以质量为核心，为患者提供安全

有效的服务［４］。实验室实现全面质量监控是提高检验结果准

确性，这是为患者提供优质服务的保证。生化室内质控是由实

验室的工作人员采用一系列统计学的方法，连续地评价本实验

室测定工作的可靠程度，判断检验报告是否可发出的过程［５］。

目前，随着实验室质量控制的加强，大部分生化常规检验项目

都有了商品化的室内质控物，然而也有一些非常规检测项目，

例如尿 ＮＡＧ和 ＵＭＡ质控物，因为研制过程较烦琐，耗费时

间较长，需求量相对较少，市面上难以找到合适的室内质控物，

所以导致这部分检测项目无法实施室内质控，造成实验室质量

监控中的空白。有研究报道，尿液 ＮＡＧ、ＵＭＡ与血肌酐、胱

抑素Ｃ及视黄醇结合蛋白（ＲＢＰ）等多项联合检测，对早期糖尿

病肾损、高血压早期肾损、妊娠高血压、窒息新生儿早期肾损的

早期诊断能提供可靠的诊断依据［６１０］。本实验室有成功研制

生化室内质控物的经历，本研究旨在研制出一种包含尿 ＮＡＧ

和尿ＵＭＡ两个项目的复合质控物，该质控物应该具备良好的

均一性，且在一定的保存温度及时间内应具备良好的稳定性。

本研究中，用于质控物研制的材料选自临床肾病患者尿

液，如何维持质控物稳定是此次研究的关键。所以如何选择最

适添加剂增加质控物的稳定性，是本研究的一个重点。李顺君

等［１１］用乙二醇作为稳定剂制备液态尿液质控具有可接受的稳

定性，瓶间差较小。彭小丽等［１２］采用含防腐功能的洗涤液直

接稀释尿液提取物制成质控物，再加以庆大霉素，确保质控物

各有形成分浓度的稳定。本研究选择了叠氮钠、酶稳定剂和蛋

白稳定剂作为添加剂并分别进行质控物稳定性和均一性实验，

通过对加入了不同添加剂的５组质控物进行观察，分析酶稳定

剂和蛋白稳定剂及叠氮钠等添加剂对其稳定性及均一性的影

响。结果显示，在－２０℃保存下，未添加任何稳定剂和防腐剂

的质控物稳定时间最短，加入叠氮钠抑菌的质控物稳定期延长

为未加任何稳定剂和防腐剂的质控物的２．３４倍（ＮＡＧ）和

２．０９倍（ＵＭＡ），同时加入酶稳定剂和蛋白稳定剂及叠氮钠的

质控物稳定期最长，在－２０℃保存观察一年其稳定性未见明

显下降，因本次研制的质控物数量原因，对于此质控物在大于

３６５ｄ后多长时间内能继续保持稳定，本实验未能做进一步

研究。

添加剂对质控物均一性的影响检测采用 ＡＮＮＯＶ方式，

ＡＮＮＯＶ方式是抽取有代表性的样本数，每瓶重复测量２～３

次；本研究中每份质控物分装后即刻随机抽取１０管，先按１到

１０的顺序检测，再从１０到１的顺序重复测定，所得两次检测

结果取其均值，计算犆犞％值。然后把每份质控物放于－２０℃

温度下保存，每３个月检测一次，抽样检测与“即刻”相同，计算

出每次犆犞％值与即刻犆犞％值比较。这样就可以得到多个数

据，并充分了解质控物在各个阶段均一性变化。按卫生部临床

检验中心文件《临床化学质控血清一般技术要求》中关于瓶间

差的要求：“酶项目犆犞小于２倍，其他项目小于ｌ倍，经存放后

不稳定物的犆犞不能超出原来的１．５倍”，自定室内质控犆犞值

应控制在１０％以内。从表２和表３可以看出，５组加入不同添

加剂的质控物的瓶间差均在准许范围，其批间变异和批内变异

在统计学上无明显差异，瓶间差小。结果显示，在质控物稳定

期内，质控物能保持良好的均一性。上述稳定性与均一性实验

结果表明：在制备尿ＮＡＧ和ＵＭＡ两项复合室内质控物的同

时添加酶稳定剂，蛋白稳定剂和叠氮钠能延长质控物的稳定

性，提高质控物的质量。

实验过程中发现，维持质控物稳定性的重要手段除加入防

腐剂抑菌，加入稳定剂延长质控物的稳定期，还有配制器材除

菌也很重要。本实验所用的配制、装载质控物的容器均经过灭

菌处理，收集的标本经０．２２μｍ滤膜过滤除菌，这些措施有效

延长了质控物的稳定期。本实验所用的分装容器均已用小牛

血清封闭过，分装后用密封胶封口，使其能在更长的时间内维

持质控物的稳定。本研究对自制尿液复合型室内质控物添加

剂的选择进行了实验，为后续的进一步实验提供了参考依据，

在以后的实验中，还应不断积累经验，完善质控工作，提高临床

生化检验质量。
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少量棘层细胞有染色，阳性染色主要位于胞质（图２）；角蛋白

２ｅ在正常皮肤组织及ＩＶ皮损组织的阳性染色ＰＵ值分别为

０．２１６８±０．０１８０及０．１５３７±０．００９７；ＩＶ皮损组织阳性染色

ＰＵ值明显低于正常皮肤组织（狋＝－１１．０５，犘＜０．０００１）。

图１　　正常皮肤组织中角蛋白２ｅ的

免疫组化染色（ＤＡＢ法，×１００）

图２　　ＩＶ皮损组织角蛋白２ｅ的免疫

组化染色（ＤＡＢ法，×１００）

３　讨　　论

皮肤的正常角化过程是从表皮基底层细胞开始逐步向表

皮外层分化成棘层细胞、颗粒层细胞、角层细胞。基底层位于

表皮的最深处，与真皮相连，表皮的生成正是从基底层细胞的

有序增殖开始的，基底层细胞在增殖过程中不断地向表面移

动。在向表面移动分化过程中，基底细胞逐渐丧失其增殖能

力，从而完成了角质形成细胞从有生命细胞到无生命细胞即角

质细胞的转变［６８］。在皮肤角化过程中２个表皮特异性复合体

家族起主要作用：第一个家族编码细胞角质化包膜的前体蛋

白，组成编码人类表皮的结构蛋白，包括内皮蛋白，兜甲蛋白

等［１，７８］；第二个家族编码位于表皮颗粒层的中间丝相关蛋白，

在表皮角化过程中与角质形成细胞的角蛋白丝相结合，包括角

蛋白、中间丝聚蛋白，毛透明蛋白（ｔｒｉｃｈｏｈｙａｌｉｎ）
［９１０］。ＩＶ患者

临床存在皮肤屏障功能障碍，ＩＶ病理显示角质层中度角化过

度，颗粒层变薄或消失。电镜示透明角质颗粒数量减少且结构

异常。ＦＬＧ基因突变与ＩＶ及特应性皮炎发病有关，特应性皮

炎患者皮肤亦存在皮肤屏障功能障碍，可能与其ＦＬＧ蛋白表

达下降有关［８］，提示表皮特异性复合体与皮肤屏障功能密切相

关。角蛋白２ｅ属于表皮特异性复合体的成员，角蛋白２ｅ基因

突变是板层状鱼鳞病的致病因素。角蛋白２ｅ在ＩＶ患者皮损

标本中的表达如何，是否与鱼鳞病有关，国内尚未见到相关报

道。

本研究发现角蛋白２ｅ在正常皮肤组织中弥漫分布于表皮

角质层、颗粒层、棘层及基底层细胞，阳性染色主要位于细胞质

内，胞核未见染色，染色从颗粒层向基底层细胞扩散延伸，染色

强度有所减弱；在ＩＶ皮损组织中，角蛋白２ｅ在ＩＶ皮损中分布

于表皮角质层及颗粒层，棘层细胞少量染色，基底层细胞未见

染色，阳性染色主要位于胞质内。角蛋白２ｅ在ＩＶ皮损组织的

染色强度均明显低于正常组织。ＩＶ患者皮肤屏障功能障碍，

临床表现为皮肤干燥、剧烈瘙痒、易合并哮喘、过敏性鼻炎、特

应性皮炎、毛周角化等症状。本研究结果提示表皮角蛋白２ｅ

表达减少与ＩＶ患者的皮肤屏障功能受损有关。
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