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血清尿酸测定中维生素Ｃ氧化酶抗干扰能力研究
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　　摘　要：目的　分析用尿酸酶法测定尿酸时维生素Ｃ与维生素Ｃ氧化酶之间的量效关系，为临床尿酸试剂盒的选购提供合

理化依据。方法　用试剂盒测定维生素Ｃ氧化酶的活性，配制含不同浓度维生素Ｃ氧化酶的尿酸检测试剂。并以维生素Ｃ为干

扰物，检测不同浓度维生素Ｃ氧化酶的抗干扰能力。结果　反应体系中维生素Ｃ氧化酶浓度为２００Ｕ／Ｌ时，对健康人群（维生素

Ｃ小于或等于０．０４ｍｍｏｌ／Ｌ）尿酸测定结果没有明显干扰（干扰值－４．２μｍｏｌ／Ｌ＜±１．９６犛犇）；当维生素Ｃ氧化酶浓度升高至４００

Ｕ／Ｌ时，对使用维生素Ｃ治疗后的人群（维生素Ｃ≤０．３７ｍｍｏｌ／Ｌ）尿酸检测值也不会受到显著影响（干扰值－３．０μｍｏｌ／Ｌ＜±

１．９６犛犇）。结论　在选购尿酸试剂时应选用维生素Ｃ氧化酶大于或等于４００Ｕ／Ｌ，可以有效防止使用维生素Ｃ治疗人群血液中

维生素Ｃ对检测结果的干扰，使检测值更接近人体血清中真实的尿酸水平。
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　　维生素Ｃ是人体内最主要的抗氧化物质
［１］。在用尿酸酶

法测定尿酸时通过还原过氧化氢和苯醌亚胺而干扰尿酸的测

定［２］，出现检测结果比真实值降低的情况。而维生素Ｃ氧化

酶可以与标本中存在的维生素Ｃ反应，降低抗坏血酸对检测

结果的干扰［３］。本文主要考察在用尿酸酶法测定尿酸时维生

素Ｃ氧化酶用量与维生素Ｃ的量效关系。

１　资料与方法

１．１　临床标本来源　收集经全生化分析仪测定的尿酸血清标

本（尿液维生素Ｃ试验阴性），总体积３５ｍＬ。尿酸浓度水平

２００μｍｏｌ／Ｌ左右，黄疸、溶血、脂血标本不得选用。

１．２　主要试剂　维生素Ｃ（重庆鼎国），维生素Ｃ氧化酶（ＳＩＧ

ＭＡ），尿酸酶（ＳＩＧＭＡ），过氧化物酶（重庆鼎国），Ｎ乙基Ｎ３

甲基苯胺（上海研拓），４氨基安替吡啉（天津博迪），维生素Ｃ

氧化酶活性测定试剂盒（苏州科铭），牛血清清蛋白（重庆鼎

国），其余试剂为国产分析纯。

１．３　仪器设备　紫外可见分光光度计 ＵＶ７５０４（上海欣茂），

３７℃恒温箱（上海博讯）。

１．４　方法

１．４．１　维生素Ｃ氧化酶活性测定　用维生素Ｃ氧化酶活性

测定试剂盒，按说明书操作步骤对所购维生素Ｃ氧化酶进行

活性检测。

１．４．２　尿酸双试剂各物质浓度　Ｒ１（ＰＢＳ７．８），ＨＲＰ：８．１Ｕ／

ｍＬ（５．４Ｕ／ｍＬ），Ｕｒｉｃａｓｅ：１．８Ｕ／ｍＬ（０．６Ｕ／ｍＬ），Ｒ２（ＰＢＳ

７．８），４ＡＡＰ：０．４５ｍｍｏｌ／Ｌ（０．３ｍｍｏｌ／Ｌ）；Ｔｏｏｓ：４．２ｍｍｏｌ／Ｌ

（１．４ｍｍｏｌ／Ｌ）；ＨＲＰ：过氧化物酶；ｕｒｉｃａｓｅ：尿酸酶；４ＡＡＰ：４

氨基吡啉；Ｔｏｏｓ：Ｎ乙基Ｎ３甲基苯胺。测定尿酸时Ｒ１试剂

６００μＬ与Ｒ２试剂３００μＬ混合，括号内为混合后最终浓度。

１．４．３　不同维生素Ｃ氧化酶浓度试剂配制　将已经测定出

活性的维生素Ｃ氧化酶按照不同比例加入到上述已制的尿酸

双试剂Ｒ１中，使混合后反应体系最终维生素Ｃ氧化酶浓度依

次为４００、２００、１００和０Ｕ／Ｌ。

１．４．４　不同干扰物浓度标本的配制　５％牛血清清蛋白生理

盐水溶液５０ｍＬ加入５６．４ｍｇ维生素Ｃ，混匀溶解，浓度为６．４

ｍｍｏｌ／Ｌ。之后用５％牛血清清蛋白生理盐水溶液倍比稀释，

浓度依次为６．４、３．２、１．６、０．８、０．４、０．２和０ｍｍｏｌ／Ｌ。再将临

床收集到的３５ｍＬ混合血清标本分成７份，每份４．５ｍＬ（余下

弃去），对应加入上述不同维生素Ｃ浓度的牛血清清蛋白生理

盐水溶液５００μＬ（１∶１０稀释，混匀），混合后所有标本中尿酸
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理论浓度均一致（２００μｍｏｌ／Ｌ），而维生素Ｃ浓度依次为０．６４、

０．３２、０．１６、０．０８、０．０４、０．０２和０ｍｍｏｌ／Ｌ。

１．４．５　测定方法　波长５４６ｎｍ，加入Ｒ１试剂６００μＬ和样本

１８μＬ混匀，以试剂空白加生理盐水调零，３７℃保温５ｍｉｎ后

读取吸光度，再加入Ｒ２试剂３００μＬ，３７℃保温２ｍｉｎ，再次读

取吸光度。两次吸光度差值即为Ａ。每份标本重复测定３次，

取均值（犆犞＜５％），选用中生北控的标准品和质控品（批号

１１０３５１、１０１５８１）。尿酸浓度计算公式：尿酸浓度（μｍｏｌ／Ｌ）＝Ａ

样品／Ａ校准×校准浓度（２９７μｍｏｌ／Ｌ）。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计学分

析，实验数据重复测定３次取均值，保留小数点后一位，计算出

狊。每组数据以未加维生素Ｃ组标本实测值为标本真实值，其

余标本所测值与标本真实值相减，即为干扰值。当干扰值小于

±１．９６狊则视为该干扰物浓度对检测结果没有明显干扰
［４］。

２　结　　果

２．１　不同浓度维生素Ｃ氧化酶抗干扰能力比较　尿酸试剂

含不同浓度维生素Ｃ氧化酶（０～４００Ｕ／Ｌ），对维生素Ｃ的干

扰能力见图１。从图中可以明显看出，维生素Ｃ氧化酶的加入

量与干扰维生素Ｃ的能力成正比。随着维生素Ｃ氧化酶浓度

的逐渐增大，维生素Ｃ对于尿酸测定值的影响不断减少。反

之，当反应体系中维生素Ｃ氧化酶浓度下降时，对临床尿酸测

定有明显的负干扰。

图１　　不同浓度维生素Ｃ氧化酶抗干扰能力比较图

２．２　不同浓度维生素Ｃ氧化酶对尿酸实测值的影响　维生

素Ｃ对尿酸测定的实际值影响值见表１。反应体系中维生素

Ｃ氧化酶含量为２００Ｕ／Ｌ，标本中维生素Ｃ浓度小于或等于

０．０４ｍｍｏｌ／Ｌ时，对尿酸检测结果没有明显干扰（干扰值－４．２

μｍｏｌ／Ｌ＜±１．９６狊）。在反应体系中维生素Ｃ氧化酶浓度增加

到４００Ｕ／Ｌ，即使标本中维生素Ｃ浓度升高至０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ，

对检测结果也没有显著干扰（干扰值－３．０μｍｏｌ／Ｌ＜±

１．９６狊）。但是维生素Ｃ氧化酶含量维持在１００Ｕ／Ｌ时，对标

本中存在的维生素Ｃ没有抗干扰能力，见表１。

表１　不同维生素Ｃ氧化酶浓度下对尿酸测定值的影响

抗坏血酸

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

维生素Ｃ氧化酶（Ｕ／Ｌ）

０

１．９６狊 干扰值

１００

１．９６狊 干扰值

２００

１．９６狊 干扰值

４００

１．９６狊 干扰值

０．０２ ３．０ －１６．３ ４．１ －８．２ ４．８ －１．０ ３．０ －０．５

０．０４ ５．２ －３１．３ ３．４ －１６．５ ５．２ －４．２ ３．０ －０．７

０．０８ ４．１ －５４．１ ４．０ －３３．２ ４．１ －９．５ ４．２ －１．２

０．１６ ５．０ －９４．８ ４．０ －５２．１ ５．０ －１７．３ ５．０ －１．５

续表１　不同维生素Ｃ氧化酶浓度下对尿酸测定值的影响

抗坏血酸

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

维生素Ｃ氧化酶（Ｕ／Ｌ）

０

１．９６狊 干扰值

１００

１．９６狊 干扰值

２００

１．９６狊 干扰值

４００

１．９６狊 干扰值

０．３２ ３．４ －１５３．０ ４．９ －８７．６ ３．４ －２７．６ ４．１ －２．８

０．６４ ４．０ －２０７．４ ３．４ －１３５．９ ５．３ －４６．０ ４．０ －３．０

　　：干扰值小于±１．９６狊。

３　讨　　论

维生素Ｃ是人体血浆中含量最高的水溶性维生素。因其

在增强机体抵抗力、降低血脂和胆固醇等方面有重要作用［４８］，

所以在临床上得到了广泛应用。但同时维生素Ｃ也是一种强

抗氧化物质，会干扰有Ｔｒｉｎｄｅｒ反应加入的临床生化项目测定

和尿酸、血糖、三酰甘油、总胆固醇等［９１０］。维生素Ｃ氧化酶能

与维生素Ｃ反应，显著降低其对测定结果的影响，所以众多体

外诊断试剂生产厂家在尿酸试剂中加入了维生素Ｃ氧化酶。

但加入维生素Ｃ氧化酶与维生素Ｃ之间的量效关系国内未见

相关报道。本文参考了市场其他尿酸试剂盒的组成成分并加

入不同浓度的维生素Ｃ氧化酶，以此分析两者之间的关系。

当反应体系中没有加入维生素Ｃ氧化酶时，对常见维生

素Ｃ浓度均没有抗干扰作用（所有干扰值大于±１．９６狊），引起

相应尿酸检测结果的严重负干扰，易造成临床高尿酸血症的漏

检。据国内相关文献报道健康人群体内血清中维生素Ｃ浓度

均值是０．０４ｍｍｏｌ／Ｌ
［１１］。实验结果证明：只有反应体系中维

生素Ｃ氧化酶达到２００Ｕ／Ｌ时，才不会对健康人群尿酸测定

结果有明显影响（干扰值－４．２μｍｏｌ／Ｌ＜±１．９６狊）。伴随着维

生素 Ｃ在临床上的普遍使用，治疗后最大浓度高达０．３７

ｍｍｏｌ／Ｌ。如果是肾功能障碍患者，不利于维生素Ｃ的排除，可

能血液中维生素Ｃ浓度更高。实验中维生素Ｃ氧化酶加至

４００Ｕ／Ｌ，对高达０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ的维生素Ｃ仍有较强抗干扰能

力（干扰值－３．０μｍｏｌ／Ｌ＜±１．９６狊）。

综上所述，因为维生素Ｃ的抗氧化作用，在尿酸酶法测定

尿酸时会产生严重负干扰，所以临床实验室需选用含有维生素

Ｃ氧化酶的尿酸双试剂。同时维生素Ｃ氧化酶含量应大于或

等于４００Ｕ／Ｌ，对使用维生素Ｃ治疗后的人群尿酸测定结果才

不会有显著干扰。维生素Ｃ氧化酶价格昂贵，稳定性差，很多

生产厂家在试剂出长时可以达到４００Ｕ／Ｌ。但随着试剂保存

时间的延长，可能在临床使用之前维生素Ｃ氧化酶已达不到

上述要求，必然会对检测结果产生影响。建议临床试剂使用前

对维生素Ｃ氧化酶活性行测定，才能有效防止维生素Ｃ对尿

酸检测结果的影响。
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２．４．２　个体生物学差异犆犞％　转移前后区间差异的百分率

小于犆犞％，转移区间所造成的差异小于个体生物学差异。

２．４．３　随机抽样验证　在随机抽取的４０例样本中，肌酐、淀

粉酶均有大于９５％的数据处于转移后的区间范围内。

３　讨　　论

肌酐是判断肾功能损坏的特异性指标，影响因素少，结果

稳定可靠，是反映肾功能指标之一［６］。目前国内实验室主要采

用苦味酸法和酶法测定血清肌酐。苦味酸法测定血清肌酐为

非特异性反应，易受假肌酐化合物干扰，批内重复实验与酶法

一致。由于该法不能全部消除非肌酐色素的干扰，测定高胆红

素标本时，结果与胆红素浓度呈负相关。酶法线性范围宽，抗

胆红素干扰能力强，批间重复性检测优于苦味酸法，对仪器无

腐蚀性，与苦味酸法相关性良好，但价格昂贵，不利于中小型医

院开展［７］。而酶法与苦味酸法各有明显恒定偏倚［８］，因此实验

室建立自己的参考值时，要考虑健康人性别、年龄、检测仪器、

方法和标本类型等。

淀粉酶测定是胰腺疾病最常用的实验室诊断方法，当患胰

腺疾病，或有胰腺外分泌功能障碍时都可引起其活性升高或降

低，有助于胰腺疾病的诊断［９］。但不同底物血清淀粉酶测定结

果存在明显差异，其临床参考区间应根据使用方法不同而分别

制定［１０］。

不同仪器、不同方法间肌酐、淀粉酶的结果差异有统计学

意义（犘＜０．０５），因此需要分别建立各自的参考区间。据文献

报道［１１１２］，肌酐、淀粉酶在成年人同性别之间随年龄增长逐渐

增高，但男性各年龄组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；不

同性别之间同年龄组差异有统计学意义（犘＜０．０１），与体形、

肌肉总量、内分泌等有关，女性６１岁以上高于其他成年女性

（犘＜０．０５），这可能与女性在绝经后体内激素调节紊乱和由于

肾血管的硬化和肾脏的萎缩，肾血流量下降，肾小球滤过功能

下降有关。故本文建立参考区间时按性别分组，而年龄因素不

予考虑。

不同的检测系统之间，其检测结果不尽相同，这就决定了

理论上使用统一的参考区间应该不可行，而建立每一个检测系

统的参考区间是一项庞大的工程，对于大多数临床实验室来说

是不现实的，因此本文考虑系统间的参考区间转移问题。相比

于测定大批量样本建立本实验参考区间，根据两种不同系统间

数据的可比性，进行参考区间的转移，再通过小样本随机抽样

验证所得区间的适用性，是十分有意义的。

检测系统的多样性必然导致检测结果的差异，实现不同检

测系统检测结果的可比性是成为临床检验标准化和规范化必

须解决的问题和最终质量目标。实验室认可的２个国际标准

ＩＳＯ／ＩＳＥ１７０２５和ＩＳＯ／１５１８９都对检验结果的可比性和溯源

性提出了明确要求，强调比对试验是实现患者标本检验结果可

比性和实现准确度溯源的重要途径。在所得数据中，肌酐罗氏

向奥林巴斯转移的回归方程中斜率犪不趋近于１，截距犫相比

于均值大，固定系统误差大，所得结果应总误差大，转移结果不

好，但实际结果差异不大，分析原因为检测对象均为健康人群，

所得数据均是在一个相对狭窄的范围内，数据拟合过程中可能

相互抵消，数值折中。肌酐罗氏向贝克曼转移的回归方程中斜

率ａ趋近于１，截距ｂ相比于均值小，狉２＞０．９７５，区间结果差异

不大。淀粉酶罗氏向奥林巴斯、贝克曼转移的回归方程中斜率

ａ不趋近于１，截距ｂ相比于均值小，狉２＞０．９７５，数据之间固定

误差小，数据之间高度成比例相关，结果差异不大。故不同检

测系统间肌酐、淀粉酶结果参考区间转移可行。
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