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　　摘　要：目的　建立血清肌酐（Ｃｒ）候选参考方法，并评价其性能，通过方法学比较来评价常规检测系统的正确性，实现常规系

统的溯源性。方法　建立肌氨酸氧化酶法作为血清肌酐（Ｃｒ）测定的候选参考方法，通过参加国际参考实验室室间质量评价活动

（ＩＦＣＣＲＥＬＡ）验证该方法的准确性和可靠性；采用候选参考方法和常规检测系统（以下简称常规方法）同时测量２０份不同浓度

的新鲜血清和校准品，按 ＥＰ文件评价常规方法的正确性和校准品的互通性。结果　肌酐标准曲线线性方程为：犢＝

０．０００８８４２Ｘ－０．０００３２５３（狉２＝０．９９９９），线性范围５０～２０００μｍｏｌ／Ｌ；测量血清样本的相对标准偏差小于１．０％；测量ＩＦＣＣ

ＲＥＬＡ样本，结果在等效范围内。常规检测系统与候选参考方法回归方程的斜率为１．００５６，且校准品落在候选参考方法和常规

方法回归方程的±９５％置信区间内。结论　成功建立了血清肌酐候选参考方法，可用于评价常规检测系统的正确性和校准品的

互通性，为血清肌酐常规检测系统向参考方法或参考物质溯源提供有效途径。
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　　血清肌酐（Ｃｒ）测定是临床中常用的检测项目，也是急诊肾

功能检测项目之一。血清肌酐值是评价肾小球滤过率及诊断

急性、慢性肾衰竭的有效指标。目前，国际医学检验溯源联合

委员会（ＪＣＴＬＭ）公布的血清肌酐参考方法主要是同位素稀

释质谱法（包括ＩＤＧＣＭＳ和ＩＤＬＣＭＳ），该方法属于决定性

方法，具有较高的准确性和灵敏度，但运行成本昂贵，一般实验

室难以完成。常规方法主要有碱性苦味酸法和酶法［１］，此类方

法操作简单，成本较低，已在临床实验室广泛应用。但这些方

法都存在或多或少的基体效应，造成不同常规方法间检测结果

差异较大，缺乏可比性。以往研究表明，校准品是否具有互通

性和赋值是否准确是影响常规方法检测结果正确性的重要因

素。因此，采用参考方法和常规方法进行方法学比较对校准品

赋值，是实现临床检验标准化的有效途径。

本研究建立肌氨酸氧化酶法作为血清肌酐（Ｃｒ）测定的候

选参考方法，通过参加国际参考实验室室间质量评价活动（ＩＦ

ＣＣＲＥＬＡ）验证该方法的准确性和可靠性；采用候选参考方法

和常规方法同时测量２０份不同浓度的新鲜血清和校准品，按

ＥＰ文件评价常规方法的正确性和校准品的互通性。以期实现

常规检测系统的溯源性。

１　材料与方法

１．１　仪器　参考方法：Ｃａｒｙ１００紫外可见分光光度计（Ａｇｉ

ｌｅｎｔ，美国），１５２４型点温计（ＦＬＵＫＥ，美国），ＸＳ２０５ＤＵ型分析

天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ，瑞士），移液器（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ，德国），容

量瓶（Ａｓｏｎｅ，日本）。所用仪器均通过相关部门鉴定或参照参

考实验室内部文件校准。常规方法：日立７１８０全自动生化分

析仪（Ｈｉｔａｃｈｉ，日本）。

１．２　试剂　参考方法：肌酐（ＳＲＭ９１４ａ）购自美国国家标准与

技术研究院（ＮＩＳＴ），磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４）、磷酸氢二钠

（Ｎａ２ＨＰＯ４）、ＴＯＰＳ（Ｃ１２Ｈ１８ＮＮａＯ３Ｓ）、４ＡＡＰ（Ｃ５Ｈ５Ｎ５）等均

购自Ｓｉｇｍａ公司，抗坏血酸氧化酶、肌酸脒基水解酶、肌氨酸氧

化酶、过氧化物酶、肌酐酰胺基水解酶、胆红素氧化酶等均购自

瑞士罗氏公司，国际参考实验室室间比对样本（两个浓度水平：

·３４０１·国际检验医学杂志２０１４年４月第３５卷第８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．８



ＲＥＬＡＡ和ＲＥＬＡＢ）由ＩＦＣＣ提供。实验室用水为超纯水。

常规方法：宁波美康生物科技股份有限公司肌酐试剂盒（酶法，

批号：１３０５２８）及配套校准品（批号：１２０７２１）。配套校准品定值

１７７μｍｏｌ／Ｌ

１．３　方法

１．３．１　试剂的配制　依据美康生物科技股份有限公司参考实

验室内部标准配制所需的试剂，包括磷酸缓冲液、反应试剂、空

白试剂、启动试剂等。

１．３．２　肌酐标准溶液的配制　准确称取４５．２５ｍｇ肌酐标准

物质溶于５ｍｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液中，待其完全溶解后转移至

２００ｍＬ容量瓶中。平衡容量瓶和 ５ ｍｍｏｌ／Ｌ 盐酸溶液至

２０℃，加５ｍｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液至刻度线。贮存于密闭的试剂瓶

中，溶液于２～８℃稳定１个月。工作标准液：采用梯度稀释法

配制成浓度为５０、１００、２００、５００、１０００、２０００μｍｏｌ／Ｌ的标准工

作液。

１．４　测定程序　样本测定步骤见表１（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。

１．５　结果计算　样本测试前按１．４程序测定肌酐工作标准

液，可得到肌酐浓度和校正吸光度犢（ＡｔｅｓｔＡｂｌａｎｋ）的工作曲

线犢＝ａ＋ｂ犡（ａ为截距，ｂ为标准曲线的斜率），将待测样本的

校正吸光度犃代入上述工作曲线中即可得到待测样本中肌酐

的浓度。

１．６　方法学比较　按ＥＰ９Ａ２和ＥＰ１４Ａ２文件，采用已通过

ＩＦＣＣＲＥＬＡ能力验证的候选参考方法和常规方法同时测定

２０份不同浓度的新鲜人血清样本和校准品，以候选参考方法

为横坐标，以常规方法为纵坐标作图。根据回归方程的斜率来

判断常规方法的准确性以及校准品在厂家配套常规分析系统

中与临床血清样本的互通性。

２　结　　果

２．１　血清肌酐候选参考方法的性能评价

２．１．１　线性　根据１．４方法测定工作标准液，以理论浓度为

横坐标，校正吸光度为纵坐标作图，见图１（见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”），标准曲线的线性方程犢＝０．０００

８８４１７犡－０．０００３２５３４（狉２＝０．９９９９）。表明该方法测定肌酐

样本浓度从５０～２０００μｍｏｌ／Ｌ都呈良好的线性关系。

２．１．２　精密度　取５份不同梯度的新鲜血清，平行测定９次，

结果表明５份血清的相对标准偏差均小于１．０％，说明该方法

测定血清样本具有良好的精密度。

２．１．３　准确度　采用上述方法测定２０１１年和２０１２年ＲＥＬＡ

样本，连续测定２ｄ，每天测定５次。结果见表２（见《国际检验

医学杂志》网站主页“论文附件”）。ＩＦＣＣＲＥＬＡ是由国际临床

化学联合会（ＩＦＣＣ）主办、德国临床化学和实验医学协会

（ＤＧＫＬ）承办的全球最具权威的参考实验室能力验证。本实

验室建立的参考方法测定 ＲＥＬＡ样本结果均在ＩＦＣＣＲＥＬＡ

规定的等效限内，表明该方法已通过ＩＦＣＣＲＥＬＡ能力验证，

且与决定性方法如同位素稀释／液相色谱／质谱联用（ＩＤ／ＬＣ／

ＭＳ）具有很好的相关性。见表２（见《国际检验医学杂志》网站

主页“论文附件”）。

２．２　候选参考方法与常规方法测量结果比较　采用已通过

ＩＦＣＣＲＥＬＡ能力验证的候选参考方法和和常规方法同时测定

２０份不同浓度的新鲜人血清样本，以候选参考方法为横坐标，

以常规方法为纵坐标作图。结果如图２所示（见《国际检验医

学杂志》网站主页“论文附件”），从图中可以看出，两者具有很

好的相关性（狉２＝０．９９９８），且线性方程的斜率为１．００５６，说

明常规方法与候选参考方法测量结果具有良好的一致性。

２．３　校准品的互通性评价　根据ＥＰ１４Ａ２文件，采用已通过

ＩＦＣＣＲＥＬＡ能力验证的候选参考方法和常规方法同时测定

２０份不同浓度的新鲜人血清样本和校准品（校准品作为样本

穿插于血清样本进行测定），以候选参考方法为横坐标，以常规

方法为纵坐标作图。结果如图３所示（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”），从图中可以看出，校准品落在候选参考

方法和常规方法的回归方程的±９５％置信区间内，表明校准品

具有良好的互通性。

３　讨　　论

本研究建立的血清肌酐候选参考方法基于肌酐酸氧化酶

法［２］，采用紫外可见分光光度计测定。其反应原理是：肌酐在

肌酐酶的催化下水解生成肌酸，肌酸酶催化肌酸水解产生尿素

和肌氨酸，肌氨酸在肌氨酸氧化酶的作用下氧化生成甘氨酸、

甲醛和 Ｈ２Ｏ２。最后在过氧化酶的作用下发生偶联Ｔｒｉｎｄｅｒ反

应生成红色的醌亚胺，５４６ｎｍ下显色，吸光度上升的程度与样

本中肌酐浓度成正比。反应方程式见图４（见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”）。

相关研究表明，肌氨酸氧化酶法中的Ｔｒｉｎｄｅｒ反应（ＥＱ．４）

易于受到基质中维生素Ｃ和胆红素的干扰
［３］。基于此，在本

研究中加入抗坏血酸氧化酶消除维生素Ｃ的干扰，加入胆红

素氧化酶消除胆红素的干扰。为了验证该方法的准确性，作者

进行了ＩＦＣＣＲＥＬＡ验证，检测结果令人满意并与决定性方法

具有很好的相关性。因此，该方法具有准确性好、线性范围宽、

抗干扰能力强等优点。

为了验证常规方法测量结果的正确性，按ＥＰ９Ａ２文件评

价其与候选参考方法测量结果的一致性。结果发现常规方法

与候选参考方法测量正确性一致，说明常规方法对校准品赋值

是正确的，具有溯源性。

量值溯源中的另一个重要问题是校准物的互通性［４］。校

准物（参考物质）必须对于两个有关测量程序具有互通性，即用

两程序测量此校准物所得结果的数字关系，与用这两个程序测

量实际样品所得结果的数字关系一致。其评价方法可以通过

ＥＰ１４Ａ２文件来评估，校准品落在候选参考方法和常规方法

回归方程的±９５％置信区间内，表明校准品具有良好的互

通性。

综上所述，本文基于肌氨酸氧化酶法建立的血清肌酐候选

参考方法，方法性能符合要求，测量结果通过ＩＦＣＣＲＥＬＡ能

力验证。该方法可用于评价常规检测系统的正确性和校准品

的互通性，为血清肌酐常规检测系统向参考方法或参考物质溯

源提供有效途径。
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