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胆碱酯酶德国参考方法基础性能研究

刘春龙，金仁玲，孙慧颖，胡　滨，陈宝荣△（北京航天总医院，北京　１０００７６）

　　【摘要】　目的　研究胆碱酯酶德国参考方法性能，并对其进行确认试验和基础性能研究。方法　采用混合人

血清为基质，制备具有良好稳定性和互通性的不同浓度血清标本，按德国参考方法配制试剂，并在日立全自动生化

分析仪７１７０Ａ上进行精密度试验和线性分析试验。结果　精密度试验低值血清标本变异系数（犆犞）为０．８３％，高

值血清标本犆犞为１．０７％，两种浓度标本所有测量结果均落在各自均值±３％范围内；线性分析试验直线回归函数

方程为犢＝２６５９犡＋４４３５，狉２＝０．９９８。结论　胆碱酯酶德国参考方法性能良好，可用于全自动生化分析仪胆碱酯

酶试剂盒的研制及作为对胆碱酯酶参考方法研究开发的基础。
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　　胆碱酯酶是临床检验重要的检测项目，临床测定的胆碱酯

酶主要是由肝细胞合成，当肝细胞受损时，胆碱酯酶合成减少，

血清中其活性降低程度与肝细胞受损程度相一致，肝病越严重

其下降幅度越大。胆碱酯酶是反映肝脏损伤灵敏、稳定的指

标，是肝脏病变后唯一下降的酶。为了使各医院和医学检验中

心的胆碱酯酶检测结果互认和统一，必须建立完善的参考体

系，使常规检验的结果溯源到参考体系［１２］。本试验对胆碱酯

酶参考方法的研究及胆碱酯酶试剂盒的开发研究具有重要的

价值。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　仪器　日立７１７０Ａ全自动生化分析仪；ＬＡ１２０Ｓ万分

位电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；艾科普纯水机；Ｃｙｂｅｒ

ｓｃａｎ１１００型ｐＨ计；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移液器。

１．１．２　试剂　Ｐｙｒｏｐｈｏｐｈａｔｅ，ｔｅｔｒａｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，ｄｅｃａｈｙｄｒａｔｅ（焦

磷酸盐），Ｎａ４Ｐ２Ｏ７·１０Ｈ２Ｏ，相对分子质量为４４６．０６（批号：

ＭＫＢＬ８０７６Ｖ）；Ｐｏｔａｓｓｉｕｍｈｅｘａｃｙａｎｏｆｅｒｒａｔｅ（Ⅲ）（六氰高铁酸

钾），Ｋ［Ｆｅ（ＣＮ）６］，相对分子质量为３２９．２６（批号：Ｄ０１Ｘ００９）；

Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ，ｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅ（柠檬酸），Ｃ６Ｈ８Ｏ７·Ｈ２Ｏ，相对分子

质量为２１０．１４（批号：ＳＬＢＤ２８００Ｖ）；ＳＢｕｔｙｒｙｌｔｈｉｏｃｈｏｌｉｎｅｉｏ

ｄｉｄｅ（丁酰硫代胆碱），Ｃ９Ｈ２ＯＮＯＳＩ，相对分子质量为３１７．２（批

号：３３４０８２９７）；Ｓｏｄｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＮａＣｌ，相对分子质量为５８．４５

（批号：Ｓ３０１４）。其中六氰高铁酸钾购自美国 Ａｌｆａ公司，其余

试剂均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．１．３　校准品　采用罗氏多项目校准品（ｃ．ｆ．ａ．ｓ）。

１．１．４　参考质控品　罗氏质控品。

１．１．５　主要原材料　北京航天总医院生化室不同浓度混合人

血清标本。

１．２　标本准备及试剂配制过程

１．２．１　通过北京航天总医院检验科ＬＩＳ系统查找信息，收集

生化室不同浓度血清标本，并保存于－８０℃低温冰箱。精密

度试验的标本，按低值和高值两个浓度水平留取，并尽可能将

这两个浓度水平接近于医学决定水平处。线性分析试验的标

本，收集１周内极高值标本。对于所收集的血清标本，进行酶

活性稳定性处理，冻存于－８０℃低温冰箱。

１．２．２　试剂配制

１．２．２．１　试剂１（色源物质／缓冲液）　六氰高铁酸钾（Ⅲ），

２．４４ｍｍｏｌ／Ｌ；焦磷酸，９１．５ｍｍｏｌ／Ｌ；ｐＨ＝７．６６（２０℃）／７．６
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（３７℃）；柠檬酸，２３．０ｍｍｏｌ／Ｌ。使用去离子水溶解１０．２ｇ焦

磷酸和２００．７ｍｇ六氰高铁酸钾（Ⅲ），使其总体积为２４５ｍＬ，

使用２ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸调节溶液ｐＨ＝７．６６（２０℃），将调节好

的溶液定容至２５０ｍＬ。

１．２．２．２　试剂２（基质）　丁酰硫代胆碱，９１．５ｍｍｏｌ／Ｌ。使

用去离子水溶解１．４５１ｇ丁酰硫代胆碱，添加去离子水于５０

ｍＬ容量瓶定容。

１．２．２．３　试剂３（稀释液）　使用去离子水溶解０．９ｇＮａＣｌ，

并于１００ｍＬ容量瓶定容。

１．３　评价方法　按德国参考方法参数设置日立全自动生化分

析仪７１７０Ａ参数，测量前校准７１７０Ａ全自动生化分析仪，每批

次检测前，对其重新定标。测量标本前、后均测量质控品。

１．３．１　精密度试验　精密度试验需进行５ｄ，每天上午、下午

各１个批次。将混合人血清标本充分混匀，分装于炮弹管中，

于－８０℃低温冰箱保存，每天测量前取出复融。每一批次对

各浓度标本分别重复测量３次。

１．３．２　线性分析试验　留取高浓度胆碱酯酶混合人血清标本

和低浓度标本，分别命名为标本５和标本１。然后按下列方式

制成５个浓度标本：标本１为低浓度患者标本；标本２为３份

标本１与１份标本５混匀；标本３为２份标本１与２份标本５

混匀；标本４为１份标本１与３份标本５混匀；标本５为高浓

度患者标本。每个标本各测量３次。

２　结　　果

２．１　胆碱酯酶德国参考方法精密度试验结果　见表１。

表１　胆碱酯酶德国参考方法精密度试验结果（Ｕ／Ｌ）

项目

第１天

第１批

低值 高值

第２批

低值 高值

第２天

第３批

低值 高值

第４批

低值 高值

第３天

第５批

低值 高值

第６批

低值 高值

第４天

第７批

低值 高值

第８批

低值 高值

第５天

第９批

低值 高值

第１０批

低值 高值

Ｘ１ ６９５４ １５５７２ ６８７０ １５４０５ ６７９７ １５３４８ ６９１９ １５３７３ ６７９１ １５１３８ ６７９３ １５０８６ ６８７８ １５２９３ ６８８１ １５５１８ ６７９５ １５０８８ ６７９３ １５２４６

Ｘ２ ６９６４ １５５０６ ６９２２ １５４６７ ６８５６ １５３６５ ６８３４ １５３０６ ６７９２ １５１５７ ６８３４ １５０４６ ６９１５ １５４３１ ６８８１ １５５１８ ６７９５ １５０８８ ６７９３ １５２４６

Ｘ３ ６９０２ １５５４３ ６７８４ １５３６９ ６８８７ １５３１５ ６８８４ １５４１２ ６７３９ １５２０８ ６８４１ １５０４５ ６８８６ １５５６２ ６８１７ １５５１１ ６８２４ １５２４９ ６７７７ １５１８２

狓 ６９４０ １５５４０ ６８５９ １５４１４ ６８４７ １５３４３ ６８７９ １５３６４ ６７７４ １５１６８ ６８２３ １５０５９ ６８９３ １５４２９ ６８３５ １５５１４ ６８１４ １５１８９ ６８０１ １５１９２

ＳＤ ３３．２９ ３３．０８ ６９．６９ ４９．５７ ４５．７２ ２５．４２ ４２．７２ ５３．６１ ３０．３２ ３６．２０ ２５．９３ ２３．３９ １９．４７１３４．５２ ４０．５０ ３．７９ １６．２０ ８７．７５ ２８．８４ ４９．３１

犆犞（％） ０．４８ ０．２１ １．０２ ０．３２ ０．６７ ０．１７ ０．６２ ０．３５ ０．４５ ０．２４ ０．３８ ０．１６ ０．２８ ０．８７ ０．５９ ０．０２ ０．２３ ０．５８ ０．４２ ０．３２

ＱＣ ６８６８ ６７４９ ６８２６ ６６６５ ６７９７ ６６７５ ６８２１ ６６４５ ６７４８ ６６１９ ６７２３ ６５６７ ６８５９ ６７２８ ６８４７ ６７３９ ６８３８ ６６５９ ６７４１ ６５８１

ＱＣｂｉａｓ（％） １．２４ １．６９ １．２８ １．８５ １．３６ １．６６ １．３６ １．１２ １．８８ １．７０

２．２　胆碱酯酶德国参考方法线性分析试验结果　见表２。质

控：试验前质控ＱＣ＝６８２６，试验后质控ＱＣ＝６７４１；质控偏倚

ＱＣｂｉａｓ＝１．２５％。对结果进行直线回归分析，见图１。

图１　胆碱酯本科德国参考方法线性分析试验结果

表２　胆碱酯酶德国参考方法线性分析试验结果（Ｕ／Ｌ）

项目 浓度１ 浓度２ 浓度３ 浓度４ 浓度５

Ｘ１ ６９９２ ９９０９ １２５１９ １５０７０ １７５６４

Ｘ２ ６７９９ ９８６９ １２５００ １５１５４ １７５１３

Ｘ３ ６９３３ ９８７２ １２５９７ １５３４７ １７５８２

狓 ６９０８．０ ９８８３．３ １２５３８．７ １５１９０．３ １７５３３．０

３　讨　　论

胆碱酯酶参考方法的研究是国际研究的一个热点内容［３］，

由于人体内存在两种胆碱酯酶，一种为真性胆碱酯酶，另一种

为假性胆碱酯酶，临床测定的主要为后者。血清胆碱酯酶活性

的下降程度与肝脏受损害的程度一致。肝硬化患者在治疗后，

如果出现胆碱酯酶持续下降，则表示预后不良。有机磷中毒、

营养不良、感染及贫血也能使胆碱酯酶降低［３４］。随着连续检

测法的发展，更多测量方法被提出，其中以德国临床化学协会

提出的丁酰胆碱六氰高铁酸钾（Ⅲ）连续监测法在临床实验室

应用较为广泛。现在卫生部临床检验中心一直强调检验结果

的互认与统一［５６］，一方面能够使患者不用重复检测，减少看病

的费用，另一方面也能使检验结果更为准确。作者对德国

１９９２年建立的胆碱酯酶参考方法进行确认试验，严格按照参

考实验室的标准进行试剂配制，严格控制“人、机、料、法、环”。

试验过程完全符合临床实验室对商品定量试剂盒分析性能的

验证的行业标准的要求，因此本试验对于胆碱酯酶商品定量试

剂盒的研制开发具有很大的价值。本次德国参考方法确认试

验，共分为两部分，分别为精密度试验和线性分析试验。精密

度试验结果显示，两种浓度标本所有测量结果均在各自均值±

３％范围内。线性分析试验结果，其直线回归方程为犢＝

２６５９犡＋４４３５，狉２＝０．９９８。精密度试验和线性分析试验结

果，德国参考方法性能良好，可用于全自动生化仪胆碱酯酶试

剂盒的研制及作为对胆碱酯酶参考方法研究开发的基础。血

清酶学测定的影响因素较多［７］，实现真正意义上的标准化测

量，对德国参考方法的确认试验和性能验证试验仍有待进一步

的完善，对此参考方法还需考察其稳健性、选择性、试剂线性范

围大小以及评估其测量不确定度的相关情况。

（下转第１１８８页）
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离脂肪酸可加重胰腺损害［７８］。因此，检测ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ能

够有效地判断急性胰腺炎的病情［９］。ＡＭＳ在急性胰腺炎发病

后３～１２ｈ后就开始升高，到２４～４８ｈ达到高峰，一般情况下

３～５ｄ就恢复正常，ＡＭＳ是常用的鉴别诊断急性胰腺炎的指

标，但特异性和敏感性均不高，因此临床检测诊断受到限制。

为此，在上述研究中，作者分析ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ、ＡＭＳ对

急性胰腺炎的诊断价值，旨在为临床寻找能准确诊断胰腺炎并

判断病情的指标。首先作者对比了发病后第１、３、５天时，胰

腺炎患者与健康者外周血中上述标志物的水平，由结果可知：

发病后，ＳＡＰ组和 ＭＡＰ组患者的ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ水平均呈现

第１天高于第３天及第５天；且在第１、３、５天时，ＣＲＰ、ＧＬＵ、

ＴＧ水平均为ＳＡＰ组大于 ＭＡＰ组及对照组。这一方面说明

ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ水平呈动态变化，随着炎症得到控制，其水平

逐步降低；另一方面还能说明ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ水平与疾病的病

变程度密切相关，严重程度越重、其水平越高［１０］。进一步分析

可以发现，ＡＭＳ虽然也表现出正相关，但相关性程度远低于

ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ。薛彦菊
［１１］认为淀粉酶的表达水平实际与急

性胰腺炎的预后及严重程度没有相关性。同时通过比较ＳＡＰ

组与 ＭＡＰ组患者的症状持续时间可知，ＳＡＰ组患者腹痛、恶

心、呕吐、发热持续时间均高于 ＭＡＰ组。

由此可以初步推断，ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ水平与病情的严重程

度密切相关，为了进一步明确ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ、ＡＭＳ水平与病

情的相关性，作者通过以 ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ、ＡＭＳ水平为自变

量，腹痛、呕吐、高热的持续时间为应变量进行单因素回归分析

可知，ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ、ＡＭＳ水平与腹痛、呕吐、高热的持续时

间呈正相关关系。这就说明ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ、ＡＭＳ水平与疾

病症状的持续时间密切相关［１２］，其水平越高、病情越重、症状

持续时间越久。

综上所述，ＣＲＰ、ＧＬＵ、ＴＧ的水平与急性胰腺炎的严重程

度及症状持续时间密切相关，其水平越高、症状持续时间越长，

可作为诊断疾病和判断病情的有效指标。
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