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建立葡萄糖磷酸异构酶"

]ZS

#的酶显色定量测定方法$方法
!

P6

果糖
6"6

磷酸二钠在
]ZS

作用下生成葡萄糖
6"6

磷酸!葡萄糖
6"6

磷酸与烟酰胺腺嘌呤二核苷酸在葡萄糖
6"6

磷酸脱氢酶"

]"ZPT

#作用下

生成还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸"

-5PT

#!

-5PT

与水溶性四氮唑盐"

Y&:6%

#反应!反应产物在
88$D)

处

有最大吸光度值!吸光度值与
]ZS

水平呈正比$利用此原理对
%7

例类风湿关节炎患者&

8!

例其他自身免疫性

疾病和
%!

例健康对照者血清中
]ZS

进行检测$同时评价该方法的线性&精密度&准确度&稳定性!并与
]ZS

酶

联免疫吸附试验"

XMS&5

#试剂盒进行一致性分析$结果
!

该方法线性良好"

<

!

b$477!%

#&精密度批内和批间

变异系数均小于
.$̂

&准确度
D

检验显示各水平测试结果偏倚均可接受$试剂稳定性大于
.!

个月!测试结果

相对偏差在
_!$̂

以内均满足试验要求!且与
]ZSXMS&5

试剂盒相关性良好!测定结果偏差无统计学意义
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的酶显色定量测定方法的各项指标均符合临床要求!可用于临床
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水平检测$
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类风湿关节炎$

35

%是一种病因尚未完全阐明+

以侵犯四肢小关节为主的自身免疫性疾病#

35

早期

即可产生不可逆的骨侵蚀和关节破坏#如果未得到及

时治疗#

35

患者在
!

!

%

年的致残率为
"$̂

!

1$̂

#

'

19"%
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检验医学与临床
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年
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月第
.8
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MEHN*2O=CD
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!
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因此#

35

的早期诊断及规范化治疗极为重要)

.6!

*

(近

年研究发现#葡萄糖磷酸异构酶$

]ZS

%可作为自身抗

原#与自身免疫病尤其是
35

密切相关)

%

*

#且与活动

期患者的疼痛及肿胀关节数呈正相关)

#

*

(有研究表

明#

]ZS

可能通过与抗体复合物激活补体替代途径#

诱发关节炎)

8

*

(本文建立一种定量检测血清
]ZS

的

酶显色法#并对其进行性能评估#探讨此方法是否满

足临床检测的需求#为
35

的临床早期筛查和诊断治

疗提供技术支撑(

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

选取
!$.8

年
.!

月至
!$."

年
7

月山

东大学齐鲁医院风湿科门诊和住院患者
%7

例作为

35

组#其中男
.%

例#女
!"

例#年龄
!$

!

9%

岁#平均

$

"$_.8

%岁#所有患者均符合美国风湿病学会联合欧

洲抗风湿病联盟
!$$7

年修订的
35

诊断标准(另选

取同期在山东大学齐鲁医院门诊就诊和住院的患者

8!

例作为非
35

组#其中男
.9

例#女
%#

例#年龄
.7

!

9%

岁#平均$

8#_.1

%岁#均符合国内或国际相应的诊

断标准#其中系统性红斑狼疮
!%

例#混合型结缔组织

病
!

例#强直性脊柱炎
"

例#干燥综合征
.$

例#未分

化结缔组织病
%

例#多发性肌炎"皮肌炎
8

例#脊柱关

节病
!

例#肠病性关节炎
.

例(选取在山东大学齐鲁

医院体检健康者
%!

例作为健康对照组#其中男
.$

例#女
!!

例#年龄
!"

!

9.

岁#平均$

8%_."

%岁(排除

]ZS

缺乏症患者#所有受试者均空腹采集静脉血
%

)M

#分离血清#

/9$0

冰箱保存备用(所有标本一次

冻融后测定(

$4/

!

仪器与试剂
!

SDACDC?*N!$$Z>;

多功能酶标仪

购自瑞士
:*BED

公司#

ZT&6%X

型
<

T

计购自雷磁公

司#

:>C(

购自美国
&C

F

)E

公司#乙二胺四乙酸二钠

$

XP:56-E

!

%+氯化钾$

VO=

%+硫酸镁$

N

F

O=

!

%购自西

陇化工股份有限公司#

P6

果糖
6"6

磷酸二钠+烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸+葡萄糖
6"6

磷酸脱氢酶+

]ZS

标准品购

自瑞士
3;B@*

公司#水溶性四氮唑盐购自南京旋光科

技有限公司#柠檬酸+吩嗪硫酸甲酯$

ZN&

%购自阿拉

丁公司#乙基苯基聚乙二醇$

-Z6#$

%购自安耐吉公司&

]ZSXMS&5

试剂盒购自上海北加生化试剂有限公司(

$4'

!

方法

$4'4$

!

原理及操作步骤
!

$

.

%原理!根据
P6

果糖
6"6

磷酸二钠在
]ZS

作用下生成葡萄糖
6"6

磷酸#葡萄糖
6

"6

磷酸再与烟酰胺腺嘌呤二核苷酸在葡萄糖
6"6

磷酸

脱氢酶的作用下生成还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸#

还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸与水溶性四氮唑盐发

生颜色反应#在
88$D)

处有最大吸光度#吸光度值与

]ZS

水平呈正比($

!

%操作步骤!试验前
.$)CD

先将

3.

与
3!

以
.c.

混匀#每孔吸取
.$$

%

M

#再加
.$

%

M

标本
%10

反应
.$)CD

#采用
SDACDC?*N!$$Z>;

测定

其在
88$D)

处的吸光度#根据
]ZS

标准品制订的标

准曲线计算出标本中
]ZS

水平(

$4'4/

!

试剂制备
!

配制稀释液
5

!其中三羟甲基氨

基甲烷
.!.$)

F

"

M

#

XP:56-E

!

%1!4!#)

F

"

M

#

VO=

%1!8)

F

"

M

#

N

F

O=

!

.$."48)

F

"

M

#用
.));=

"

M

的柠

檬酸调节
<

T

至
94$8

(试剂
3.

!果糖
6"6

磷酸
.!$$

)

F

"

M

#烟酰胺腺嘌呤二核苷酸
#$$)

F

"

M

#葡萄糖
6"6

磷酸脱氢酶
8)

F

"

M

#用配制稀释液
5

来溶解(试剂

3!

!水溶性四氮唑蓝
!$)

F

"

M

#

ZN&!)

F

"

M

#

-Z6#$

.$$$)

F

"

M

(试剂制备好均置于
!

!

90

保存备用(

$4'4'

!

性能评价
!

$

.

%精密度$

FV

%与偏倚!抽取
!

个

批次的检测试剂#分别对水平
$4$8

+

$4%$

+

$4"$)

F

"

M

的
]ZS

质控品进行测定#每个水平重复
!$

次#计算批

内和批间各水平测试结果的
FV

#并统计各水平测试

结果的偏倚情况($

!

%干扰试验!分别检测标本添加

!$$)

F

"

M

胆红素+

8

F

"

M

血红蛋白+

.8

F

"

M

三酰甘油

前后的检测结果#结果相对偏差在
_.$̂

以内认为干

扰物不影响标本测试($

%

%稳定性试验!试剂置于
!

!

90

保存#

.#

个月$试剂有效期
.!

个月
h

延长
!

个

月%内每个月分别测试水平为
$4$8

+

$4%$

+

$4"$)

F

"

M

的
]ZS

质控品#每个水平重复
.$

次#测试结果相对偏

差在
_!$̂

以内认为试剂稳定性良好($

#

%临床验

证!用本试验方法检测
.!%

份临床血清标本#与
]ZS

XMS&5

试剂盒检测结果比较#计算两种方法检测结果

的相关性和偏差(

$41

!

统计学处理
!

采用
&Z&&.74$

软件拟合标准曲

线方程#

<

(

$477

表示线性良好(计量资料以
O_L

表

示#试剂准确度偏倚分析采用
D

检验(两种方法临床

定量检测结果的相关性采用
&Z&&

一元直线回归分

析#

<

(

$479

表示相关性良好#偏差分析采用配对秩和

检验(以
2

$

$4$8

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/4$

!

]ZS

酶显色法定量测定的标准曲线
!

见图
.

(

分析结果显示#线性范围内各水平与测试值呈平滑递

增曲线#标准曲线为
.b$4$#!7!h$4.$9%

#

<

!

b

$477!%

(

图
.

!!

]ZS

酶显色法测定的标准曲线

/4/

!

]ZS

酶显色定量测定方法的精密度与偏倚分

析
!

见表
.

(采用
!

批次配液同时测定#每个质控重

复测定
!$

次#批内与批间各检测水平
FV

$

.$̂

#且
D

检验显示各水平测试结果偏倚可接受$

2

%

$4$8

%(

'

99"%

'

检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!

Q;=4.8

!
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表
.

!!

两批试剂精密度与偏倚分析结果比较

批次
]ZS

质控品

水平$

)

F

"

M

%

检测次数

$

&

%

]ZS

测定结果

$

O_L

#

)

F

"

M

%

FV

$

^

%

2

第
.

批
$4$8 !$ $4$#%_$4$$% "479 $48%#

$4%$ !$ $4!9$_$4$!% 94!. $4"1%

$4"$ !$ $487$_$4$8% 9479 $411.

第
!

批
$4$8 !$ $4$#"_$4$$% "48! $4#""

$4%$ !$ $4!7$_$4$!! 1489 $47%"

$4"$ !$ $489$_$4$#" 147% $49""

批间
$4$8 !$ $4$#1_$4$$% "4%9 $4%%#

$4%$ !$ $4!7$_$4$!# 94!1 $41".

$4"$ !$ $489$_$4$#. 14$1 $4".%

/4'

!

各干扰物加入前后测定结果比较
!

见表
!

(临

床上对于血清测定的干扰因素主要有脂浊+黄疸和溶

血(试验采用添加干扰物的方式进行#分别在高+中+

低值血清中添加不同水平的干扰物质#该试剂在胆红

素水平
'

!$$)

F

"

M

+血红蛋白水平
'

8

F

"

M

+三酰甘油

水平
'

.8

F

"

M

的情况下#各水平范围的平均偏差均在

8̂

内#根据临床标准试验要求偏差应在
_.$̂

以内#

完全在临床上使用的可接受范围内(

/41

!

稳定性试验结果比较
!

见表
%

(

.#

个月内检测

水平为
$4$8

+

$4%$

+

$4"$)

F

"

M

的
]ZS

质控品#各水

平相对偏差在
_!$̂

以内#试剂有效期
%

.!

个月(

/42

!

回收率测定
!

分析样品
.

$

]ZS

水平
$4%$

)

F

"

M

%和样品
!

$

]ZS

水平
$4"$)

F

"

M

%重复测定
8

次#平均回收水平分别为
$4%.)

F

"

M

和
$487)

F

"

M

#

回收率分别为
.$%4%̂

和
794%̂

#平均回收率为

.$$49̂

(

表
!

!!

各干扰物加入前#后测定结果比较

标本
未加干扰物

测定值$

)

F

"

M

%

加入胆红素
!$$)

F

"

M

测定值$

)

F

"

M

%

加入血红蛋白
8

F

"

M

测定值$

)

F

"

M

%

加入三酰甘油
.8

F

"

M

测定值$

)

F

"

M

%

加胆红素

前后差异$

^

%

加血红蛋白

前后差异$

^

%

加三酰甘油

前后差异$

^

%

. $4!. $4!! $4!. $4!! .$#41 .$$4$ .$#41

! $48" $481 $488 $48" .$.49 794! .$$4$

% $419 $419 $417 $49$ .$$4$ .$.4% .$!4"

# $479 $47" $471 $477 7147 7947 .$.4$

8 .4!" .4!8 .4!" .4!" 774! .$$4$ .$$4$

表
%

!!

]ZS

的酶显色法定量测定稳定性试验结果比较

检测时间

$月%

检测

次数$

&

%

]ZS

质控品$

O_L

#

)

F

"

M

%

$4$8 $4%$ $4"$

. .$ $4$#7_$4$$" $4!7$_$4$"$ $487$_$4$7$

! .$ $4$#9_$4$$8 $4!7$_$4$1$ $489$_$4.$$

% .$ $4$#"_$4$$" $4!9$_$4$9$ $487$_$4$9$

# .$ $4$#9_$4$$1 $4!7$_$4$7$ $487$_$4$1$

8 .$ $4$#1_$4$$7 $4!9$_$4$7$ $489$_$4..$

" .$ $4$#"_$4$$# $4%$$_$4$"$ $487$_$4$"$

1 .$ $4$#8_$4$$8 $4!7$_$4$%$ $489$_$4$7$

9 .$ $4$#"_$4$$" $4!9$_$4$7$ $481$_$4.!$

7 .$ $4$#8_$4$$# $4!7$_$4$#$ $487$_$4$7$

.$ .$ $4$#"_$4$$8 $4!9$_$4$8$ $489$_$4..$

.. .$ $4$#1_$4$$9 $4!7$_$4$%$ $487$_$4.$$

.! .$ $4$#"_$4$$8 $4!9$_$4$1$ $487$_$4$7$

.% .$ $4$#9_$4$$8 $4!7$_$4$8$ $489$_$4.%$

.# .$ $4$#8_$4$$" $4!9$_$4$7$ $481$_$4.!$

!!

注!

$4$8

+

$4%$

+

$4"$)

F

"

M

的
]ZS

质控品
_!$̂

分别为
$4$#

!

$4$"

+

$4!#

!

$4%"

+

$4#9

!

$41!)

F

"

M

/4)

!

两种方法检测
%

组临床标本结果比较
!

见表
#

(

分别采用酶显色法和
XMS&5

试剂盒检测
.!%

份血清

标本#均得到
.!%

份有效数据(两种方法在
35

组

$

&b%7

%+非
35

组$

&b8!

%和健康对照组$

&b%!

%间

临床 标 本 检 测 数 据 比 较 差 异 均 无 统 计 学 意 义

$

*b/.4%9

#

2

%

$4$8

%(

表
#

!!

]ZS

酶显色法与
XMS&5

试剂盒检测
%

组临床

!!!

标本
]ZS

结果比较&

O_L

$

)

F

%

M

'

方法
35

组

$

&b%7

%

非
35

组

$

&b8!

%

健康对照组

$

&b%!

%

酶显色法
.4..$$_$4!#$$ $4.9$$_$4$%$$ $4$$91_$4$$$7

XMS&5 .4$7$$_$4!"$$ $4!$$$_$4$.!$ $4$$98_$4$$$9

'

!

讨
!!

论

!!

35

是一种免疫功能紊乱引起的自身免疫性疾

病#患者体内存在多种自身抗原和自身抗体#其具体

病因和发病机制目前尚不完全明确#探讨其发病机制

对于
35

的诊治和预防至关重要(

]ZS

是一种广泛

表达并且具有多种功能的蛋白质#它是能量循环和糖

分解过程中必不可少的胞浆酶#同时它又是细胞外信

号的传导分子)

"

*

(

]ZS

分泌运动因子和神经细胞因

子#可能在肿瘤和自身免疫方面起一定作用)

169

*

(

]ZS

可诱导
O81RM

"

.$

小鼠产生关节炎#疾病的发生与
(

型主要组织相容性复合体相关)

7

*

(

]ZS

水平在
35

'

79"%

'

检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!

Q;=4.8

!

-;4!#



活动组和非活动组差异有统计学意义$

2

$

$4$8

%#与

35

患者的关节肿胀+疼痛呈正相关(

]ZS

对于
35

疾病的早期诊断#了解病情的发生和发展+治疗及判

断预后均有重要价值)

9

*

(关于
]ZS

及其抗体在
35

中的诊断价值#大多数研究结果表明#

]ZS

抗原诊断

35

的敏感度
%

"8̂

#特异度
(

7$̂

#有较高的诊断价

值)

76.$

*

&而抗
]ZS

抗体在
35

诊断中的研究结果差异

较大#特异度为
"#4%̂

!

7847̂

)

..6.!

*

(因此#临床实

验室可选择合适的标志物联合检测来提高特异度和

敏感度#更好地对
35

进行诊断及疗效观察(所以迫

切需要一种能快速准确且敏感度和精密度高的检测

]ZS

的方法来满足
35

的临床诊断(

本研究建立了一种新的快速检测血清
]ZS

的方

法#检测线性范围为
$4$$$9!

!

!48$$$$)

F

"

M

#在线

性范围内有较好的精密度和准确度(稳定性试验结

果显示#

.!

个月内检测水平为
$4$8

+

$4%$

+

$4"$)

F

"

M

的
]ZS

质控品#各水平相对偏差可控制在允许范围

内#认为试剂有效期
%

.!

个月(干扰物胆红素

$

!$$)

F

"

M

%+血红蛋白$

8

F

"

M

%+三酰甘油$

.8

F

"

M

%不

影响试剂检测(

]ZS

酶显色法检测结果与
XMS&5

试

剂盒的测定结果有良好的相关性#且两种方法测定结

果差异无统计学意义$

2

%

$4$8

%(

随着
]ZS

检测项目在临床应用的快速开展#对于

检测技术的快速准确和高效提出了新的要求(本研

究建立的
]ZS

酶显色法定量检测试剂敏感度+精密度

和特异度较高#可重复性和稳定性较好#与
]ZS

XMS&5

试剂盒的测定结果比较有较好的一致性(与

现有同类产品相比#本研究的创新点在于!$

.

%可采用

酶显色法对
]ZS

进行定量检测&$

!

%操作简单快速#相

比现有定量检测产品检测时间短&$

%

%无需配备大型

仪器设备#使用成本相对低廉#适合于地方基层医院

应用(本研究不足之处是标本量较少#仍需要收集更

多的病例来验证该试验结果#还应同时开展深入大量

的临床研究来确定不同地区+不同人种+不同实验室

建立相应的诊断标准(
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