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改良酶法肌酐测定试剂的研制
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　　摘　要：目的　探讨建立一种改良酶法肌酐（Ｃｒ）测定试剂，并考察其与进口Ｃｒ测定试剂（日本东洋纺公司酶法Ｃｒ试剂）对血

清测定的可比性及偏倚。方法　采用酶法测定Ｃｒ反应前后吸光度的变化，探讨试剂各成分和浓度对检测性能的影响，并在同一

台全自动生化分析仪上同时测定两种试剂的空白吸光度（Ａ值）、分析灵敏度，对自主研发试剂的精密度、线性范围及方法学指标

进行评价。结果　自主研发试剂的空白Ａ值为０．００９，分析灵敏度的Ａ值变化率为０．１３，优于进口试剂。自主研发试剂高、低值

血清测定变异系数分别为１．５％和１．１％；线性范围为０～２８５０μｍｏｌ／Ｌ；方法学比对回归方程为犢＝０．９８犡＋１．１５，狉＝０．９９９；估

计偏倚低于允许误差。以相对偏差不小于１０％作为有明显干扰的评判指标，结果显示３５ｍｍｏｌ／Ｌ肌酸、３．４２ｍｍｏｌ／Ｌ胆红素、

０．０３ｇ／Ｌ维生素Ｃ、５ｇ／Ｌ血红蛋白、１４５０浊度乳糜对高、低值浓度标本检测结果均无干扰。结论　自主研发的Ｃｒ测定试剂性

能良好，与进口试剂之间具有良好的相关性，符合临床应用基本要求。

关键词：肌酐；　酶法；　方法学比对

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１５．０４．０３０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１５）０４０５０３０３

犇犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳犻犿狆狉狅狏犲犱犲狀狕狔犿犪狋犻犮犮狉犲犪狋犻狀犻狀犲狉犲犪犵犲狀狋狊

犎狌犪狀犵犙犻狀犵狆犻狀犵
１，犠犗犢犪狀犫狅２，犣犺犪狀犵犌狌犻犮犺狌狀

２，犆犪犻犡犻犪狅狕犺狅狀犵
２

（犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犜犻犫犲狋犪狀犃狌狋狅狀狅犿狅狌狊犘狉犲犳犲犮狋狌狉犲，犙犻狀犵犺犪犻８１３０００，犆犺犻狀犪；犖犻狀犵犫狅犕犲犱犻犮犪犾狊狔狊狋犲犿

犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔犆狅．，犔狋犱，犣犺犲犼犻犪狀犵３１５１００，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｄｅｖｅｌｏｐｉｍｐｒｏｖｅｄｅｎｚｙｍａｔｉｃｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ（Ｃｒ）ａｓｓａｙｒｅａｇｅｎｔｓ（ｓｅｌｆＲ＆Ｄ），ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｉｒａｐｐｌｉ

ｃａｔｉｏｎｏｎｓｅｒｕｍｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂｙｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈｉｍｐｏｒｔｅｄｃｏｍｍｅｒｃｉａｌＣｒｒｅａｇｅｎｔｓ（ｅｎｚｙｍａｔｉｃＣｒｒｅａｇｅｎｔｓｆｒｏｍＴｏｙｏｂｏ）犕犲狋犺狅犱狊　Ｅｎ

ｚｙｍａｔｉｃｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｖｅｒｙｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｒｅａｇｅｎｔｓｏｎＣｒａｓｓａｙｂｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇ

ｔｈｅａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆＣｒｂｅｆｏｒｅｏｒａｆｔｅｒｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｂｌａｎｋａｂｓｏｒｂａｎｃｅａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｓｅｌｆＲ＆Ｄ

ａｎｄｉｍｐｏｒｔｅｄｒｅａｇｅｎｔｓ，ｔｈｅｔｅｃｈｎｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｌｉｎｅａｒｉｔｙ，ａｓｗｅｌｌａｓｍｅｔｈｏｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｌｆＲ＆Ｄｒｅａｇｅｎｔｓ，ｗｅｒｅｄｅ

ｔｅｃｔｅｄｏｎｔｈｅｓａｍｅａｕｔｏｍａｔｉｃｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｚｅｒ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｂｌａｎｋａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆｓｅｌｆＲ＆Ｄｒｅａｇｅｎｔｓｗａｓ０．００９，ａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｗａｓ０．１３，ｂｅｔｔｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｉｍｐｏｒｔｅｄＣｒｒｅａｇｅｎｔｓ．Ｔｈｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ（ＣＶ）ｏｆｈｉｇｈａｎｄｌｏｗｖａｌｕｅｓｏｆｓｅｒ

ｕｍｏｆｓｅｌｆＲ＆Ｄｒｅａｇｅｎｔｓｗｅｒｅ１．５％，ａｎｄ１．１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｗａｓ０－２８５０μｍｏｌ／Ｌａｎｄｔｈｅｍｅｔｈｏｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

ｒｅｓｕｌｔｗａｓ犢＝０．９８犡＋１．１５（狉＝０．９９９）．Ｔｈｅｅｘｐｅｃｔｅｄｂｉａｓｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎｔｈｅａｌｌｏｗａｂｌｅｅｒｒｏｒｒｅｇｉｏｎ．Ｕｓｉｎｇｒｅｌａｔｉｖｅｄｅｖｉａｔｉｏｎ≥

１０％ａｓａｎｉｎｄｅｘｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ｉｔｓｈｏｗｓｔｈａｔ３５ｍｍｏｌ／Ｌｏｆｃｒｅａｔｉｎｅ，３．４２ｍｍｏｌ／Ｌｏｆｂｉｌｉｒｕ

ｂｉｎ，０．０３ｇ／ＬｏｆｖｉｔａｍｉｎＣ，５ｇ／Ｌｏｆｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎａｎｄ１４５０ＦＴＵｃｈｙｌｅｉｎｂｏｔｈｌｏｗａｎｄｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｄｉｄｎｏｔ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｗｉｔｈｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆｓｅｌｆＲ＆Ｄｒｅａｇｅｎｔｓｗａｓｇｏｏｄ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓａｇｏｏｄｒｅｌａｔｉｖｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｓｅｌｆ

Ｒ＆ＤｒｅａｇｅｎｔｓａｎｄｉｍｐｏｒｔｅｄＣｒｒｅａｇｅｎｔｓｗｉｔｈｅｘｃｅｌｌｅｎｔｑｕａｌｉｔｙ．ＴｈｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｓｅｌｆＲ＆Ｄｒｅａｇｅｎｔｓｃｏｕｌｄｓａｔｉｓｆｙｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｏｆｔｈｅｃｌｉｎｉｃｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ；　ｅｎｚｙｍａｔｉｃｍｅｔｈｏｄ；　ｍｅｔｈｏｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

　　血清肌酐（Ｃｒ）浓度及其与尿酐浓度计算所得的Ｃｒ清除率

是既简单又可靠的肾小球滤过功能指标，深受临床重视［１］。目

前Ｃｒ的测定常用碱性苦味酸法（Ｊａｆｆｅ法）或酶法。Ｊａｆｆｅ法虽

然试剂便宜，但线性范围窄，易受血清中其他假性Ｃｒ物质的干

扰。酶法测定技术是利用Ｃｒ在肌酐酶、肌酸酶、肌氨酸氧化

酶、过氧化物酶等酶及显色剂和水、氧的共同作用下生成醌亚

胺（红色），通过检测反应终点的吸光度来推算样品中Ｃｒ浓度，

明显减少了反应的干扰，提高了特异性，但酶法测定过程中Ｃｒ

水解后产生的肌酸和内源性肌酸同时转化为醌亚胺，Ｃｒ测定

结果包括了Ｃｒ和肌酸之和
［２］。为解决内源性肌酸干扰，本研

究对现有酶法Ｃｒ检测试剂进行了改良，并观察了其与进口Ｃｒ

测定试剂对血清检测的可比性及偏倚评估。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

１．１．１　自主研发试剂　试剂１（Ｒ１）：１００ｍｍｏｌ／Ｌ３三羟甲基

甲胺２羟基丙磺酸（ＴＡＰＳＯ）缓冲液（ｐＨ 值８．１），肌酸酶３０

ｋＵ／Ｌ，肌氨酸氧化酶１５ｋＵ／Ｌ，维生素Ｃ氧化酶２ｋＵ／Ｌ，过氧

化氢酶３５０ｋＵ／Ｌ，３羟基２，４，６三碘苯甲酸（ＨＴＩＢ）６ｍｍｏｌ／

Ｌ，乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡＮａ２）１ｍｍｏｌ／Ｌ；（２）试剂２（Ｒ２）：

１００ｍｍｏｌ／ＬＴＡＰＳＯ（ｐＨ值８．０），肌苷酶４００ｋＵ／Ｌ，过氧化物

酶（ＰＯＤ）５０ｋＵ／Ｌ，亚铁氰化钾０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，４氨基安替比林

（４ＡＡＰ）２ｍｍｏｌ／Ｌ，蔗糖６０ｇ／Ｌ，叠氮钠０．８ｇ／Ｌ。

１．１．２　进口试剂　酶法Ｃｒ测定试剂，购自日本东洋纺公司

（批号１２０５１５）。

１．１．３　仪器　日立７１８０全自动生化分析仪。

１．２　测定原理　采用酶法测定。先利用Ｒ１中的过氧化氢酶

消除内源性肌酸产生的过氧化氢，再由Ｒ２中的抑制剂叠氮钠

抑制Ｒ１中的过氧化氢酶，进而采用酶法测定样本中Ｃｒ浓度。
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具体反应过程如下。

第１步反应：肌酸＋Ｈ２Ｏ＋Ｏ２
肌酸酶

肌氨酸＋尿素；肌

氨酸＋Ｈ２Ｏ＋Ｏ２
肌氨酸氧化酶

甘氨酸＋甲醛＋Ｈ２Ｏ２；

２Ｈ２Ｏ２
过氧化氢酶

２Ｈ２Ｏ＋Ｏ２。

第２步反应：叠氮钠抑制过氧化氢酶活性。Ｃｒ＋Ｈ２Ｏ

肌酸酶
肌酸；肌酸＋Ｈ２Ｏ＋Ｏ２

肌酸酶
肌氨酸＋尿素；肌氨酸

＋Ｈ２Ｏ＋Ｏ２
肌氨酸氧化酶

甘氨酸＋甲醛＋Ｈ２Ｏ２；Ｈ２Ｏ２＋４

ＡＡＰ＋ＨＴＩＢ
ＰＯＤ
醌亚胺＋２Ｈ２Ｏ＋ＨＣｌ。

１．３　方法　反应温度为３７℃，比色杯光径为１．０ｃｍ，检测主

波长５４６ｎｍ，副波长７００ｎｍ，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，记录吸光度（Ａ１）值，反

应５ｍｉｎ后，记录Ａ２值，计算△Ａ＝Ａ２－Ａ１。样品用量８μＬ，

Ｒ１用量２００μＬ，Ｒ２用量１００μＬ。

１．４　性能评价测定方案　有关试剂空白吸光度、分析灵敏度、

精密度、线性范围和方法学比对试验等指标评价参照美国临床

实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）相关ＥＰ系列文件及国内外惯

用方法进行［３５］。

１．４．１　空白吸光度　在波长５４６ｎｍ（光径１．０ｃｍ）处检测，以

蒸馏水为样本，重复测定２次。

１．４．２　分析灵敏度　采用自制试剂测定Ｃｒ浓度为３４７μｍｏｌ／

Ｌ的样品，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。

１．４．３　精密度　按 ＮＣＣＬＳＥＰ５Ａ２文件评价
［３］。在室内质

控在控的条件下，每天做２批实验，每批之间至少间隔２ｈ，每

批实验同一浓度的实验材料做双份测定，记录实验结果，连续

测定２０ｄ。

１．４．４　线性评价　按ＮＣＣＬＳＥＰ６Ａ文件评价
［４］。取Ｃｒ高、

低值血清标本各１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标本，并将这些标本随机排列进行测

定，与预期值做线性对比。

１．４．５　方法学比对试验　按 ＮＣＣＬＳＣＬＳＩＥＰ９Ａ２文件评

价［５６］。每天收集检测范围均匀分布的８份患者新鲜血清，连

续５ｄ，共４０份样本。每份样本都用２种试剂各自进行双份测

定，测定顺序依１→８测定第１次，再按反序８→１测定第２次，

以减少交叉污染及漂移对重复测定标本平均值的影响，顺序中

的浓度应尽可能随机排列。同一样品均在２ｈ内完成２种试

剂的测定。

１．４．６　干扰实验　按 ＮＣＣＬＳＥＰ７Ａ２文件评价
［７］。分别测

定加入肌酸、胆红素、维生素Ｃ、血红蛋白及乳糜干扰物的高、

低值混合血清。

１．５　统计学处理　实验数据采用Ｅｘｃｅｌ２００３软件进行统计学

分析。

２　结　　果

２．１　缓冲液种类及ｐＨ值选择　经试验测定选用１００ｍｍｏｌ／

ＬＴＡＰＳＯ缓冲液（ｐＨ值８．１）作为Ｒ１的缓冲液，１００ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴＡＰＳＯ缓冲液（ｐＨ值８．０）作为Ｒ２的缓冲液。

２．２　色原种类及浓度选择　经试验测定选用 ６ｍｍｏｌ／Ｌ

ＨＴＩＢ作为反应色原。

２．３　过氧化氢酶浓度选择　经试验测定３５０ｋＵ／Ｌ的过氧化

氢酶为最佳浓度。

２．４　叠氮钠浓度选择　经试验测定０．８ｇ／Ｌ叠氮钠能有效抑

制过氧化氢酶反应活性。

２．５　试剂性能评价

２．５．１　试剂空白Ａ值　自主研发试剂空白 Ａ值为０．００９，进

口试剂空白Ａ值为０．０８０。

２．５．２　分析灵敏度　采用自主研发试剂测定Ｃｒ浓度为３４７

μｍｏｌ／Ｌ的样本，其 Ａ值变化率为０．１３，高于东洋纺试剂的

０．０８。

２．５．３　精密度　自主研发试剂测定高、低值血清的批内标准

差分别为０．４７和１．７６，批间标准差分别为１．１６和２．６０，日间

标准差分别为０．１５和２．６１，总变异系数分别为１．５％和

１．１％，达到美国临床实验室改进修正法规（ＣＬＩＡ′８８）能力比

对检验的分析质量要求（１５％）。见表１。

表１　　精密度性能评价结果

浓度
平均值

（ｍｏｌ／Ｌ）
狊批内 狊批间 狊日间 狊总 犆犞总

低 ８５．１ ０．４７ １．１６ ０．１５ １．２６ １．５％

高 ３７３．４ １．７６ ２．６０ ２．６１ ４．０８ １．１％

２．５．４　线性范围测定　回归方程为犢＝０．９７７２犡＋２２．９８８，

狉２＝０．９９９３；浓度范围为０～２８５０μｍｏｌ／Ｌ。见图１。

图１　　自主研发试剂的线性范围结果

２．５．５　两种试剂的比对和偏倚评估　（１）检查离群点：通过计

算实验评估系统（自主研发试剂）及参比系统（东洋纺试剂）每

份标本２次测定结果间的差值的绝对值来检查参比系统的允

许范围和实验方法的范围，发现无方法内的离群点；通过计算

两种方法间测定结果的绝对差值及绝对值可知两方法间测定

结果无离群点；（２）散点图、偏倚图分析：以东洋纺试剂检测系

统的测定结果为Ｘ，自主研发试剂的检测结果为Ｙ，经组内、组

间离群值检验后，作散点图和偏倚图；从散点图中可以较为直

观地看出自主研发试剂与东洋纺试剂方法间的线性关系良好，

见图２；目测可见自主研发试剂与东洋纺试剂测定值呈直线关

系，说明方法间相关性较好；偏倚图分别检查的是两种方法重

复测定结果均值间的差异和两种方法测定值间的差异，反映２

种方法间是否存在系统误差，从图中结果来看，自主研发试剂

与东洋纺试剂测定同一份血清时差值较小，分布较为合理；（３）

Ｘ值合适范围的检验及线性回归分析：回归方程为犢＝０．９８犡

＋１．１５，狉＝０．９９９（＞０．９７５），截距犪为１．１５，斜率犫为０．９８，说

明测定范围足够宽，误差的影响可以忽略不计；（４）偏差估计：

根据ＣＬＳＩＥＰ９Ａ２文件提供的公式选择Ｃｒ的３个医学决定

水平（４０、１４１和５３０μｍｏｌ／Ｌ）
［６］，对预期偏倚及可信区间进行

计算，判断两种检测方法是否相当；以ＣＬＩＡ′８８的允许误差

１５％为限，按“１／２允许误差”的标准计算获得其允许偏倚分别

为３、１０．６和４０．０μｍｏｌ／Ｌ
［５］；３个医学决定水平的预期偏差
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９５％可信区间上限均低于各自的允许偏倚，见表２，说明自主

研发试剂与东洋纺试剂的偏倚可接受，两种试剂间的检测结果

具有良好的可比性。

图２　　Ｃｒ重复测定均值的散点图

表２　　预期偏倚及可信区间的比较

医学决定水平

（μｍｏｌ／Ｌ）

预期偏差９５％

可信区间（μｍｏｌ／Ｌ）

下限 上限

允许偏倚

（μｍｏｌ／Ｌ）
偏倚评估

４０ －２．０ ２．７ ３．０ 可接受

１４１ －３．７ ０．６ １０．６ 可接受

５３０ －１０．９ －７．３ ４０．０ 可接受

２．５．６　干扰实验　以相对偏差不小于１０％作为有明显干扰

的评判指标，结果显示３５ｍｍｏｌ／Ｌ肌酸、３．４２ｍｍｏｌ／Ｌ胆红

素、０．０３ｇ／Ｌ维生素Ｃ、５ｇ／Ｌ血红蛋白、１４５０浊度乳糜对高、

低值浓度标本检测结果均无干扰。

３　讨　　论

酶法Ｃｒ测定试剂不管是一步酶法或两步酶法，测定过程

中Ｃｒ水解后产生的肌酸和内源性肌酸同时转化为醌亚胺，其

测定结果包括了Ｃｒ和肌酸之和。正常男性血肌酸参考区间为

１５～４５μｍｏｌ／Ｌ，女性为３０～８０μｍｏｌ／Ｌ。当发生急性肌损伤、

饥饿、糖尿病、营养不良、甲亢、发热时肌酸显著升高，对Ｃｒ检

测结果造成的偏差更显著。为解决内源性肌酸干扰，有学者采

用仅以肌酐酶为第二试剂的两步酶测定方法，由于第１步反应

体系中有４ＡＡＰ和色原，肌酸酶、肌氨酸氧化酶、ＰＯＤ催化作

用产生醌亚胺，肌酸被转化而被耗尽，当加入肌酐酶后启动Ｃｒ

水解反应生成肌酸，再经肌酸酶、肌氨酸氧化酶、ＰＯＤ催化作

用产生醌亚胺，内源性肌酸和Ｃｒ水解产生的肌酸先后呈色，仪

器以第１步反应产生的醌亚胺为空白，仅以第２步产生的醌亚

胺计算出肌酸的浓度，以此去除内源性肌酸的影响［８］。由于正

常情况下内源性肌酸产生的吸收信号较低且不稳定，从而影响

测定结果。

本研究采用过氧化氢酶消除肌酸产生的过氧化氢，产生的

水和氧气不会造成本底升高，试剂中的过氧化氢酶在检测反应

时被抑制剂叠氮钠完全抑制，不会对反应造成影响，因此可规

避以ＰＯＤ氧化过氧化氢造成的本底升高的问题。此外，本研

究采用了新型色原 ＨＴＩＢ，提高了酶法检测试剂的分析灵敏

度，性能评价结果表明自主研发试剂空白吸光度为０．００９，分

析灵敏度为０．１３，均优于东洋纺试剂。本研究进一步参照相

关ＥＰ文件对自主研发试剂的相关性能的研究显示，高、低值

血清测定变异系数分别为１．５％和１．１％，线性范围为０～

２８５０μｍｏｌ／Ｌ，与东洋纺试剂的相关性较高，检测结果具有良

好的可比性，说明自主研发试剂（改良酶法）操作简便、灵敏，与

进口试剂间具有良好的相关性，符合临床应用基本要求。
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