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　　摘　要：目的　建立酶学参考方法不确定度研究模型，系统地对丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、乳

酸脱氢酶（ＬＤＨ）、α淀粉酶（ＡＭＹ）、谷氨酰基转移酶（ＧＧＴ）和肌酸激酶（ＣＫ）６个酶学参考方法的不确定度影响因素进行研究，以

明确各参考方法影响的关键因素，更好地指导参考方法的建立和运行。方法　参照ＪＪＦ１０５９１９９９《测量不确定度评定与表示》、

ＪＪＦ１１３５２００５《化学分析测量不确定度评定》、ＣＮＡＳＧＬ０６《化学分析中不确定度的评估指南》和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》，采用理论评估和实验设计相结合的方法对６个酶学参考方法不确定度进行

评定。结果　建立的酶学不确定度评定模型为犆＝
Δ犃
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·１
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·犞１＋犞２＋犞犛

犞犛
·犳犜·犳狆犎·犳λ·犳试剂·犳测试结果。结论　建立了

酶学参考方法不确定度的评定模型，并成功运用于６个酶学参考方法不确定度的评定。
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　　不确定度评定在参考测量领域受到越来越多的关注，然

而，关于系统性的研究６个酶学参考方法不确定度的报道还较

为少见。本文参照ＪＪＦ１０５９１９９９《测量不确定度评定与表示》、

ＪＪＦ１１３５２００５《化学分析测量不确定度评定》、ＣＮＡＳＧＬ０６《化

学分析中不确定度的评估指南》［３］、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》等

标准文件和陈宝荣等［１］、陈文祥等［２］的研究成果，建立了酶学

参考方法不确定度评定模型，并对 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ、ＡＭＹ、

ＧＧＴ、ＣＫ６个酶学参考方法的不确定度进行了系统研究，确

定了各酶学参考方法影响的关键因素，为酶学参考方法的建立

和运行提供了指导作用。

１　方　　法

根据ＪＪＦ１０５９１９９９《测量不确定度评定与表示》、ＪＪＦ１１３５

２００５《化学分析测量不确定度评定》、ＣＮＡＳＧＬ０６《化学分析中

不确定度的评估指南》等标准文件提出的不确定度评估步骤，

可将临床酶学活性测量不确定度的评定分为４个步骤：（１）规

定被测量，（２）识别不确定度来源，（３）不确定度分量量化，（４）

计算合成不确定度。本方法依据此步骤建立酶学参考方法不

确定度的评定方法。

１．１　酶学被测量　临床酶学被测量为酶的催化活性，使用的

测量方法为ＩＦＣＣ推荐参考方法，根据测量原理，测试结果的

数学表达式为：
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Ｃ———酶催化活性浓度，也称酶活性浓度，单位为μｋａｔ／Ｌ；

ΔＡ———反应监测时间内吸光度的变化，单位为安（Ａ）；

Δｔ———反应监测时间，单位为秒（ｓ）；

ε———显色剂的摩尔消光系数，单位为ｍ２／ｍｏＬ；

Ｌ———比色杯光径，单位为毫米（ｍｍ）；

Ｖ１———反应液体积，单位为微升（μＬ）；

Ｖ２———启动液体积，单位为微升（μＬ）；

ＶＳ———样本体积，单位为微升（μＬ）；

１．２　不确定度来源识别　识别酶学参考方法的不确定度时，

要根据参考方法的测量原理、测量程序的具体步骤和测量结果

的计算公式综合分析其影响因素，然后制定各影响因素不确定

度的评定方案并进行各分量不确定度的评定，最后计算合成不

确定度和扩展不确定度。随着近年来酶学参考方法研究的深

入，影响其准确测量的主要因素基本达成共识，并形成了具有
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代表性的酶学参考方法测量影响因素鱼骨图，见图１。

图１　　酶催化活性浓度测量参考方法

不确定度来源的鱼骨图

根据ＧＵＭ和ＱＵＡＭ理论，将影响因素与酶学参考方法

测量程序综合分析，可认定酶学催化活性参考测量的主要不确

定度来源为吸光度、时间、摩尔消光系数、比色杯光径、样本体

积分数、温度、ｐＨ值、波长、试剂浓度和测量结果变异共１０个

主要因素。在进行酶学催化活性不确定度的评定时，将上述

１０个因素引入的不确定度分量量化、合成即可得到该方法的

测量不确定度。

１．３　不确定度模型建立　根据参考测试结果的数学表达式和

不确定度来源分析，可设定酶学参考测量不确定度评定的数学

模型为：
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·犳测试结果

不确定度评定数学模型确定后，可按照数学模型逐项评定

不确定度分量。

２　结　　果

２．１　吸光度　酶学测量是基于在规定监测时间内，吸光度呈

线性变化来计算测试结果的，因此，吸光度的不确定度来自两

个方面：一是仪器检定时透射比标准滤光片的不确定度；二是

线性拟合时引入的不确定度。透射比标准滤光片的不确定度

可参考检定证书，证书显示标准滤光片的不确定度为０．３％（ｋ

＝２），因此，其标准相对不确定度为０．１５％。大多数情况下，

线性拟合的相关系数大于０．９９９，因此，线性拟合引入的不确

定度基本可以忽略，因此，在评定吸光度引入的不确定度时，考

虑透射比标准滤光片的不确定度即可。按照此原则，可评定出

吸光度的不确定度为０．１５％。

２．２　时间　时间引入的不确定度包括３个方面：孵育时间、延

迟时间和监测时间，其中孵育时间采用秒表手动计时，延迟时

间和监测时间是采用软件计时。延迟时间和监测时间用电脑

软件计时，引入的不确定度较小，可以忽略，因此，孵育时间引

入的不确定度即可代表时间引入的不确定度。孵育时间引入

的不确定度采用实验设计的方法进行评定，评定方法如下：（１）

准备中浓度的样本，样本量至少满足１０次测试。（２）将样本测

试时孵育时间分别设定为２４０ｓ、３００ｓ和３６０ｓ，然后严格按照

参考方法的要求在上述孵育时间下测试中浓度样本各三次，以

均值作为各孵育时间测试结果。（３）以３００ｓ测试结果作为

１００．００％，将２４０ｓ和３６０ｓ测试结果转化为３００ｓ测试结果的

相对浓度，然后以孵育时间为横轴，相对浓度为纵轴进行二次

拟合，然后计算３００ｓ处相对浓度对孵育时间的导数，此值即

为孵育时间引入不确定度的灵敏系数。（４）根据经验，酶学参

考方法运行时孵育时间的不确定度可控制在１０ｓ内，按照矩

形分布，孵育时间的标准不确定度为５．８ｓ，将此标准不确定度

乘以灵敏系数，即可得到孵育时间引入的不确定度。

表１　　ＡＳＴ参考方法孵育时间引入不确定度研究数据

孵育时间（ｓ） 狓±狊（Ｕ／Ｌ） 变异系数（％） 相对浓度（％）

２４０ １２１．６５±０．５７ ０．４７ ９９．４４

３００ １２２．３２±０．０９ ０．０７ １００．００

３６０ １２３．０７±０．５３ ０．４３ １００．６０

按照此方法，可得到６个酶学参考方法时间引入的不确定

度分量，如表２所示。

表２　　６个酶学参考方法孵育时间引入不确定度结果（％）

项目 灵敏系数（ｓ－１） 引入不确定度

ＡＳＴ ０．０１０ ０．０６

ＡＬＴ ０．００５ ０．０３

ＡＭＹ ０．００３ ０．０２

ＬＤＨ ０．００３ ０．０２

ＧＧＴ ０．００２ ０．０２

ＣＫ ０．００６ ０．０４

２．３　摩尔消光系数　摩尔消光系数是常数，根据有关报道，摩

尔消光系数的不确定度小于１％，按照矩形分布，摩尔消光系

数引入的相对不确定度为：ｕ＝１％／１．７３２＝０．５８％。

２．４　比色杯光径　根据ＩＦＣＣ酶学参考方法的要求，比色杯

光径要求为（１０±０．０１）ｍｍ，按照矩形分布，比色杯光径引入的

标准不确定度为：０．０１／槡３＝０．００６ｍｍ，相对不确定度为０．

００６／１０×１００％＝０．０６％。

２．５　 样本体积分数 　 样本体积分数表达式为：犞犛％ ＝

犞犛
犞１＋犞２＋犞犛

，各体积的不确定度可根据校准证书得到，因此在

计算Ｖｓ％不确定度时，可根据 ＱＵＡＭ 原则，用分子和分母的

相对不确定度进行合成。考虑到分子和分母是正相关，因此，

还需要考虑相关项。参照汪静等［７］对体积分数不确定度的研

究方法，可计算出体积分数引入的不确定度为０．３０％。由于

各体积移取均采用对应量程的移液器，不同体积对应的不确定

度基本相当，经计算，６个酶学参考方法由体积分数引入的不

确定度均为０．３０％。

２．６　温度　温度引入的不确定度可参照孵育时间引入不确定

度的评定方法，测量同一样本在３６、３７、３８℃的酶活，然后计算

灵敏系数。由于ＩＦＣＣ方法要求温度的不确定度为０．１℃，按

照矩形分布，温度的标准不确定度为０．０６℃，将此标准不确定

度乘以灵敏系数，即可得到温度引入的不确定度。

按照此方法，可得到６个酶学参考方法温度引入的不确定

度分量，如表３。

表３　　６个酶学参考方法温度引入不确定度结果（％）

项目 灵敏系数（℃－１） 引入不确定度

ＡＳＴ ４．８６ ０．２９

ＡＬＴ ４．８２ ０．２８

ＡＭＹ ４．６１ ０．２７

ＬＤＨ ７．１７ ０．４２

ＧＧＴ ３．２７ ０．１９

ＣＫ ５．４４ ０．３２

２．７　ｐＨ值　ｐＨ值引入的不确定度同样参照孵育时间引入

不确 定 度 的 评 定 方 法，测 量 同 一 样 本 在 ｐＨ 值 为 （ｐＨ０

－０．１５）、ｐＨ０ 和（ｐＨ０＋０．１５）时的酶活（ｐＨ０ 为ＩＦＣＣ方法要

求的ｐＨ值），然后计算灵敏系数。由于ＩＦＣＣ方法要求ｐＨ值
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的不确定度小于０．０５（ＡＭＹ小于０．０３），按照矩形分布，ｐＨ

值的标准不确定度为０．０２９，将此标准不确定度乘以灵敏系

数，即可得到ｐＨ值引入的不确定度。

按照此方法，可得到６个酶学参考方法ｐＨ引入的不确定

度分量，如表４。

表４　　６个酶学参考方法ｐＨ引入不确定度结果（％）

项目 灵敏系数（ｐＨ－１） 引入不确定度

ＡＳＴ １．９２ ０．０６

ＡＬＴ ４．４５ ０．１３

ＡＭＹ ７５．２７ １．３０

ＬＤＨ １６．６２ ０．４８

ＧＧＴ ３．０８ ０．０９

ＣＫ ３．４０ ０．１０

２．８　波长　波长引入的不确定度也采用和孵育试剂不确定度

评定相同的方法，测试同一样本在 （λ０－２）、λ０ 和（λ０＋２）波长下

的酶活（λ０ 为ＩＦＣＣ方法要求的酶活），然后计算灵敏系数。根

据光度计校准结果，光度计波长的不确定度为０．４ｎｍ（ｋ＝２），

其标准不确定度为０．２ｎｍ，将此标准不确定度乘以灵敏系数，

即可得到波长引入的不确定度。

按照此方法，可得到６个酶学参考方法波长引入的不确定

度分量，如下表所示：

表５　　６个酶学参考方法波长引入不确定度结果（％）

项目 灵敏系数（ｎｍ－１） 引入不确定度

ＡＳＴ ０．１２ ０．０３

ＡＬＴ ０．５１ ０．１１

ＡＭＹ ０．２５ ０．０５

ＬＤＨ ０．０６ ０．０２

ＧＧＴ ３．４６ ０．７０

ＣＫ ０．０８ ０．０２

２．９　试剂浓度　试剂浓度是酶学参考方法不确定度的又一重

要来源，研究试剂浓度引入不确定度时主要考察对象为底物浓

度、显色剂浓度、激活剂浓度等，每个试剂浓度引入不确定度的

考察同样采用实验设计的方法。将ＩＦＣＣ方法规定的试剂浓

度定为１００％，然后分别配制浓度为９０％、１００％和１１０％浓度

的试剂，然后严格按照方法规定的程序进行样本测试。数据处

理方式按照温度、ｐＨ等不确定度处理方式进行。得到每一研

究试剂引入的不确定度后，将其合成可得到试剂浓度引入的总

不确定度。按照此方法，可得到６个酶学参考方法试剂浓度引

入的不确定度分量，如表６。

表６　　６个酶学参考方法试剂浓度引入不确定度结果（％）

项目 引入不确定度

ＡＳＴ ０．０９

ＡＬＴ ０．０７

ＡＭＹ ０．０２

ＬＤＨ ０．１２

ＧＧＴ ０．１２

ＣＫ ０．０２

２．１０　测试结果　测试结果的精密度对不确定贡献较大，应用

Ａ类评定的方法进行多次测定，一般可分３批测试，每批测试

３次，然后计算测试结果的不精密度，将不精密度除以测试次

数的平方根即可得到重复性引入的不确定度分量。本实验室

在运行参考方法时，不精密度基本可以控制在１．０％以内，按

照正态分布，引入的不确定度为０．５０％。

２．１１　不确定度结果汇总　按照上述方法对各不确定度分量

进行评定后，将各分量进行合成，可得到６个酶学参考方法的

合成不确定度。取ｋ＝２时，可得到扩展不确定度，结果表７。

表７　　６个酶学参考方法不确定度结果汇总（％）

不确定度来源 ＡＳＴ ＡＬＴ ＬＤＨ ＡＭＹ ＧＧＴ ＣＫ

吸光度 ０．１５ ０．１５ ０．１５ ０．１５ ０．１５ ０．１５

时间 ０．０６ ０．０３ ０．０２ ０．０２ ０．０２ ０．０４

摩尔消光系数 ０．５８ ０．５８ ０．５８ ０．５８ ０．５８ ０．５８

比色杯光径 ０．０６ ０．０６ ０．０６ ０．０６ ０．０６ ０．０６

样本体积分数 ０．３０ ０．３０ ０．３０ ０．３０ ０．３０ ０．３０

温度 ０．２９ ０．２８ ０．４２ ０．２７ ０．１９ ０．３２

ｐＨ值 ０．０６ ０．１３ ０．４８ １．３０ ０．０９ ０．１０

波长 ０．０３ ０．１１ ０．０２ ０．０５ ０．７０ ０．０２

试剂浓度 ０．０９ ０．０７ ０．１２ ０．０２ ０．１２ ０．０２

测试结果 ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０

合成不确定度 ０．９０ ０．９１ １．０６ １．５７ １．１２ ０．９１

扩展不确定度（ｋ＝２）１．８０ １．８２ ２．１２ ３．１４ ２．２４ １．８２

在不确定度主要分量中，摩尔消光系数、测试结果、吸光度

和样本体积分数基本都是主要分量，除测试结果不确定度可能

有微小变化外，其它因素在参考方法运行时引入的不确定度基

本不可改变，因此，要保证参考方法运行的可靠性，必须严格控

制ｐＨ值、温度、波长等因素。如ＡＳＴ、ＡＬＴ和ＣＫ参考方法，

温度影响尤为突出。而ＬＤＨ 和 ＡＭＹ参考方法，ｐＨ 值的影

响更明显。对于ＧＧＴ参考方法，波长的影响又是所有因素中

最突出的。因此，在建立和运行酶学参考方法时，可根据各参

考方法的特点加以控制，从而确保参考方法运行的可靠性，保

证测试结果的有效性。

３　讨　　论

本文基于本实验室的测定程序及仪器情况，结合实验设计

方法及ＧＵＭ 和 ＱＵＡＭ 评定不确定度的方法，建立了６个酶

学参考方法不确定度的评定模型。该模型可操作性强，通过此

模型评定参考方法的不确定度可进一步明确各参考方法的关

键因素，为参考方法的建立和运行提供了指导意义。
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