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Ｈｉｔａｃｈｉ７６００型全自动生化分析仪理论Ｋ值与校准Ｋ值的应用
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　　摘　要：目的　探讨 Ｈｉｔａｃｈｉ７６００型全自动生化分析仪理论Ｋ值与校准Ｋ值的应用。方法　应用速率法对丙氨酸氨基转移

酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、γ谷氨酰转肽酶（γＧＴ）、肌酸激酶（ＣＫ）及乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）进行检测，理论Ｋ值及２种

校准血清校准后的Ｋ值分别记为Ｋ、Ｋ１、Ｋ２，比较上述酶的３种校准结果。结果　ＡＬＴ、ＡＳＴ、γＧＴ、ＣＫ及ＬＤＨ的理论Ｋ值均

小于２种实际Ｋ值，校准Ｋ值的结果明显优于理论Ｋ值。５种酶２种校准结果的犚２ 值均大于０．９５。结论　理论Ｋ值不适用于

临床实验室，２种校准血清均能满足质控和临床工作的需要。
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　　目前各临床实验室已广泛使用全自动生化分析仪来测定

血清中酶的活性，其选择的方法学多为速率法，该方法通过现

代化的仪器，不断监测反应体系中吸光度值的变化，在一定的

线性范围内，根据Ｋ值计算出所需酶的活性。但不同实验室、

不同仪器、不同试剂和不同校准血清间的检测结果差异比较

大，随着时间推移，仪器老化，同一台仪器、同一套检测系统内

的Ｋ值也往往会发生变化
［１］。校准是一个测试和调整检验系

统（仪器、试剂、方法学参数等）的过程，从而建立该系统的计量

学溯源性。国际临床化学联合会（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＦｅｄｅｒａｔｉｏｎｏｆ

ＣｌｉｎｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＦＣＣ）提出酶活力的检测必须使用完整的

检测系统，依靠定值校准血清实现溯源，使各实验室检测结果

具有广泛可比性。笔者在 Ｈｉｔａｃｈｉ７６００型全自动生化分析仪

上采用２种校准血清进行校准，并与第３方认证标准参考体系

进行对比，初步探讨一种适合本实验室 Ｈｉｔａｃｈｉ７６００型全自动

生化分析仪的校准方法，以期实现酶检测结果的准确度和可

靠性。

１　材料与方法

１．１　材料　新鲜血液标本４０例，及时分离血清并剔除脂血、

溶血、黄疸等不合格标本，标本分布宽度及保存符合美国临床

实验室标准化协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕ

ｔｅ，ＣＬＳＩ）ＥＰ９Ａ文件。

１．２　主要仪器与试剂　主要仪器：Ｈｉｔａｃｈｉ７６００型全自动生

化分析仪（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司），进行仪器光路、吸样针、搅拌

棒、杯空白校准。主要试剂：丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎ

ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎ

ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、γ谷 氨 酰 转 肽 酶 （ｇａｍｍａｇｌｕｔａｍｙｌ

ｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅ，γＧＴ）、肌酸激酶（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＣＫ）及乳酸

脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）检测试剂盒均为上海复

星长征医学科学有限公司产品；理论 Ｋ值由上海复星长征医

学科学有限公司提供，ＡＬＴ、ＡＳＴ、γＧＴ、ＣＫ及ＬＤＨ的理论Ｋ

值分别为－１７４６、－１７４６、１１５８、３３３３及８１９９；临床校准血清

１为Ｃ．Ｆ．Ａ．Ｓ（批号１６５６７８０１），为瑞士Ｒｏｃｈｅ公司产品；临床

校准血清２为上海复星长征医学科学有限公司产品（批号

７７０ＵＮ）。

１．３　方法　严格按照酶检测试剂盒提供的 Ｈｉｔａｃｈｉ７６００型全

自动生化分析仪分析参数，分别采用因子及２种校准血清进行

校准，并分别进行２０１３年第２次卫生部室间质评质控血清检

测。工作前常规保养仪器、检查吸光度值和杯空白。酶检测方

法均采用两点速率法，校准方法采用两点法。其中，校准Ｋ值

按照 Ｈｉｔａｃｈｉ７６００型全自动生化分析仪保养手册提供公式计

算：Ｋ＝Ｃ２Ｃ１／Ａ２Ｂ，其中，Ｃ２为校准血清浓度；Ｃ１为三蒸水

浓度，取值０；Ａ２为校准血清吸光度值，Ｂ为本底吸光度值。校

准分别进行２次，吸光度值取平均值计算。理论 Ｋ值及２种

校准血清校准后的Ｋ值分别记为Ｋ、Ｋ１、Ｋ２。采用ＣＬＳＩＥＰ９

Ａ文件，按照血液样本进行方法对比，偏差评估与第三方认证

（ＩＳＯ１５１８９）参考体系比对。

１．４　统计学处理　采用Ｅｘｃｅｌ２００３软件进行统计学处理，组

间比较采用配对狋检验，利用Ｅｘｃｅｌ２００３软件对临床血清标本

酶检测结果分别进行线性回归和趋势线添加，以参考方法检测

结果为横坐标，分别以２种校准 Ｋ值校准后检测结果为纵坐

标，进行简单线性回归分析，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。
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２　结　　果

２．１　理论Ｋ值和２种校准Ｋ值的比较　运用校准血清１和

校准血清２进行校准后的２种校准Ｋ值与理论Ｋ值的差异比

较见表１。ＡＬＴ、ＡＳＴ、γＧＴ、ＣＫ及ＬＤＨ的理论 Ｋ值均小于

２种实际Ｋ值，其中γＧＴ的理论Ｋ值与校准血清１的差异最

大，为３５．８％。校准血清１与校准血清２的校准 Ｋ值相对接

近，差异不明显。

２．２　３种校准方法室间质评结果的比较　ＡＬＴ、ＡＳＴ、γＧＴ、

ＣＫ及ＬＤＨ的理论Ｋ值基本位于允许范围内，但大多数接近

边缘值，其偏差较大；实际校准 Ｋ值的结果明显优于理论 Ｋ

值，偏差总体较小，评价结果均为通过，成绩为１００％。在 Ｋ１

与Ｋ２的结果比较中，５种酶在不同浓度梯度上的活性有差异，

Ｋ２校准的偏差小于Ｋ１，Ｋ２校准的结果更接近靶值。

２．３　４０例新鲜血清５种酶活性比对结果的线性回归分析　２

种实际Ｋ值校准不同浓度梯度的酶活性结果与参考方法进行

线性回归方程分析，５种酶２种校准结果的犚２ 值均大于０．９５，

而Ｋ２校准结果的犚２ 值更接近１，Ｋ２校准结果与参考方法的

线性拟合程度更高，见表２。

表１　　２种校准Ｋ值与理论因子间差异的比较

项目 Ｋ Ｋ１ Ｋ２ 变异系数１（％）变异系数２（％）

ＡＬＴ －１７４６ －１９６０ －１８３３ １２．３ ５．０

ＡＳＴ －１７４６ －２００６ －１８３３ １４．９ ５．０

γＧＴ １１５８ １５７３ １５２７ ３５．８ ３１．９

ＣＫ ３３３３ ３８５９ ３７８６ １５．８ １３．６

ＬＤＨ ８１９９ ９３０４ ８７５６ １３．５ ６．８

表２　　４０例新鲜血清５种酶活性比对结果的线性回归分析

项目 Ｋ１ Ｋ２

ＡＬＴ 犢＝１．００６０犡－０．８３０５，犚２＝０．９８９７ 犢＝１．００８０犡－０．９５２４，犚２＝０．９９１３

ＡＳＴ 犢＝１．００８０犡－０．８４３２，犚２＝０．９８９２ 犢＝０．９９７８犡－０．００５４，犚２＝０．９９０２

γＧＴ 犢＝０．８７８１犡＋２．８２８３，犚２＝０．９８９５ 犢＝０．９７１６犡＋１．１９７６，犚２＝０．９９２１

ＣＫ 犢＝０．９７４３犡＋３．９４８６，犚２＝０．９９１５ 犢＝０．９８１４犡＋２．４８５３，犚２＝０．９９６８

ＬＤＨ 犢＝０．９４７６犡＋２．７８９９，犚２＝０．９９０４ 犢＝０．９９１５犡－１．２７１１，犚２＝０．９９８８

３　讨　　论

血清酶类检测是医学实验室检测最多的项目，多用速率法

来检测酶的活性，以往多应用理论Ｋ值来计算酶的活性，应用

理论Ｋ值进行检测有严格的参数要求，样本与试剂体积必须

与对应仪器的说明书严格一致，比色杯光径要根据实际厂家说

明书进行换算，但随着时间的推移，仪器光源和比色杯老化，实

测值与厂家提供的该仪器的理论值差异越来越大［２３］。本研究

显示校准Ｋ值和因子间存在的差异较大。因子在新装仪器上

利用第三方质控品进行验证，可校准仪器偏差对测定的影响，

但无法校准试剂、样本偏差。在实际工作中，有的实验室为了

增加酶活性检测的线性范围，可能提高试剂体积，相应减少样

本体积，而有的实验室为了减少成本，会相应缩小试剂体积，理

论Ｋ值的使用均不适合这些情况。

酶在检测过程中受到光学分析系统波长以及测定过程各

方面的影响，不同厂家试剂的底物浓度、缓冲液组成、ｐＨ 值、

辅酶纯度及浓度的不同导致利用理论Ｋ值计算酶活性的结果

缺乏可比性［４］。ＩＦＣＣ推荐２种解决方案：一是推荐统一的酶

测定方法；二是用酶标准品对各测定系统进行统一校正［５］。然

而，人血清一级标准品价格非常昂贵，无法在临床实验室推广

使用，目前多用一些厂家提供的可溯源到人血清一级标准品的

工作校准血清作为标准品来进行仪器的校准［６］。但这些不同

厂家的工作标准品与不同的试剂和不同仪器组合所带来的结

果是不同的。目前较为统一的观点是，同一品牌的仪器应用同

一品牌的校准液和同一品牌的试剂进行校准后，在同一品牌的

质控和临床标本中有着良好的表现。目前，除了少数公司能提

供完整、统一的检测系统外，大多数临床实验室均不能满足这

样的要求。笔者选择某医科大学认证实验室一套标准参考系

统为标准，应用２种校准结果进行比对，并以２０１３年第２次卫

生部室间质评结果为参考，结果发现，应用理论Ｋ值的室间质

评结果远没有实际校准后的结果理想，应用校准血清１、２校准

后，结果虽无明显差异，但校准血清２校准后的结果更接近靶

值。在比对试验进行回归分析中也发现，校准血清２校准后，

结果与参考方法线性拟合程度提高，与参考方法结果更加符

合。通过与认证参考体系进行比对发现，２种校准方法的校准

结果均能满足临床实验室的质量控制和临床需要。

ＩＦＣＣ已推出血清酶活性测定的推荐方法和试剂配方，并

强调具有溯源性的酶校准血清能对试剂、仪器及测定的全过程

进行校准，可消除不同检测系统和同一检测系统本身固有的系

统误差的影响，使检测结果之间具有较强的可比性［７］。本研究

所用的２种校准血清虽不一定是最佳校准方案，但均可应用于

Ｈｉｔａｃｈｉ７６００型全自动生化分析仪上，上海复星长征医学科学

有限公司的校准血清校准结果准确。随着生化仪的使用，实测

Ｋ值往往会发生变化，因此，需要定期进行实测 Ｋ值的较正，

以保证结果可靠。
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