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前   言

本标准按照 GB/T1.1—zO09给出的规则起草。

本标准修改采用由国际检验医学溯源联合委员会(JCTLM)批准的《IFCC37℃ 酶催化活性浓度测

定原级参考方法 第 8部分 :Ⅱ淀粉酶催化浓度测定参考方法》,将原参考方法试剂中磷酸吡哆醛去掉 ,

重新建立依据本标准的参考区间,并参考 IS015193:2009《 体外诊断器具 生物源样品中量的测定

参考测定程序的表述》适当增加内容。

本标准的附录 A、 附录 B、附录 C为规范性附录 ,附录 D、附录 E为资料性附录。

本标准由卫生部临床检验标准专业委员会提出。

本标准起草单位 :上海市临床检验中心。

本标准主要起草人 :居漪、胡晓波、张锦锋。
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卜淀粉酶催化活性浓度测定参考方法

1 范 围

本标准规定 了在临床医学应用 中 ,测 定 贮淀粉酶 (AMY)催化活性浓度的参考方法 。

本标准主要适用于参考实验室 ,作 为 旷淀粉酶催化 活性浓度测定 的溯源 ,也 可作 为与酶催化 活性

浓度检验有关 的仪器和试剂生产企业 的溯源 ,可 供有关认可单位及质量管理部 门应用 。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件 的应用是必不可少的。凡是注 日期 的引用文件 ,仅 所注 日期 的版本适用 于本

文件 。凡是不注 日期 的引用文件 ,其最新版本 (包括所有 的修改单 )适用于本文件 。

IS015193:2009 体外诊断器具 生物源样本 中量 的测定 参考测定程序的表述

3 术语和缩略语

3.1 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件 。

3.1.1

原始样本  prima叩 sample

最初从一个 系统 中取 出的一个或几个部分 的集合物 ,旨在提供该 系统 的信息或作 为对该 系统做 出

决定的基础 。

注:在某些情况下,所提供的信息可以适用于一个较大的系统或一组系统 ,此 时取样系统是这些系统的组成部分。

3.1.2

实验室样本  1aboratory sample

准备送到实验室或实验室接收的用于测定 的原始样本或原始样本的分样本 。

3.1,3

分析样本 anaⅡ ytical sampIe

自实验室样本制备 的、可从 中取 出分析部分 的样本 。

注:在取出分析部分之前 ,分析样本可经过各种处理。

3.1.4

多卜和亍音阝‘卜  anaIyticaI portion

从分析样本 中取出的用于实际测定和观察 的物质部分 。

注:如果不需预处理 ,分析部分直接从原始样本或实验室样本中取出。某些情况下 ,需将分析部分溶解成分析溶液

再上机测定。

3.1.5

‘卜祠亍漯辜

"攴

  anaIytical soIution

将分析部分溶解在气体 、液体或 固体 中而制备的溶液 ,溶解过程中可 以有反应发生或无反应发生 。

3.1.6

(某 一物质 系统的 )基质 matrix(of a material system)

一个物质系统 中除被分析物之外 的所有成分 。

1
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3,1.7

磁奏爿皆丿宁法  reference procedure

在校准或表征标准物质时为提供测定结果所采用的测定方法 ,适 用于评定由同类量的其他测定方

法获得的被测定量值的测定正确度。

3.1.8

测定系统的灵敏度 sensitiVity of a measuring wstem

简称灵敏度 (sensitivky)

测定系统的示值变化除以相应的被测定值变化所得的商。

注 1:测 定系统的灵敏度可能与被测定的量值有关 。

注 2:所考虑的被测定值的变化必须大于测定系统的分辨力 。

3.1.9

彐卜祠干牛宁乒帚屮圭  anaIytical speCificity

测定方法只测定可测定的量的能力。

3.1,10

分柝干扰 a1RaIyticaI interference

由一个影响量引起的系统测定误差 ,该影响量 自身在测定系统中不产生信号 ,但它会引起示值的增

高或降低 。

3.1.11

影Ⅱ向I  infⅡuence quantity

被测定 以外 的可影响测定结果的量 。

3.1.12

被测工  measurand

拟测定 的量 。

注 1:对 被测定的说明要求了解量的种类 ,以及含有该量的现象、物体或物质状态的描述,包括有关成分及所涉及的

化学实体。

注 2:在 VIM第二版和 IEC6005∝ 300:zO01中 ,被测定定义为受到测定的量。

注 3:测定包括测定系统和实施测定的条件 ,它可能会改变研究中的现象、物体或物质 ,使被测定的量可能不同于定

义的被测定。在这种情况下,适当的修正是必要的。

3.1.13

检 出限 detection Ⅱmit,Ⅱmit oF detection

由给定测定方法获得 的测得值 ,其声称的物质成分不存在 的误判概率为

`,声

称物质成分存在 的误

判概率为 α。

注 1:国 际理论和应用化学联合会(IUPAC〉 推荐 α和

`的
默认值为 0.05。

注 2:有 时使用缩写词 LOD。

注 3:不要用术语
“
灵敏度

”
表示

“
检出限

”
。

3,1.14

校 准 品  caIibrator

用于校准的测定标准。

3.2 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

AMY:←淀粉酶 (α-amylase)

EPS:4,6-亚 乙基 (GD-4-硝 基苯 (G7)-α -(1-)4)-冫 麦芽七糖 (4,6-ethylidene(G1)△ -nitrophenyl

(G7)-α-(1-∶)4)D maltoheptaoside)

2
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G:Ⅱ (⒈)4)-冫吡喃葡萄糖苷 (α-(⒈)4)-冫glucopyranosyD

4-NP:41诮 壅彡笨酚 (4-nitrophenoxide)

G⒎⒋NP:⒋硝基苯-α-(⒈)4)-冫麦芽七糖(4-nitrophenyL叶 (1->4)-冫maltoheptaoside)

IRMM:参考物质与参考测定研究院(hsutute f。r reference materials and measurement)

IFCC:国 际 临 床 化 学 与 检 验 医 学 联 合 会 (international federation of dinical chemistry and

laboratory medicine)

SOP:标准操作方法 (standard operation procedure)

4 参考方法描述

4.1 测定原理和方法

EPS+H2Oα 淀̄粉酶~4,6~亚 乙基 GX+⒋硝基苯-G(7-X)

仁硝基苯-G(7-X)+(7-X)H2OA^葡萄糖苷酶̀ (7~x)葡萄糖+⒋硝基苯酚

本标准采用 4,6-亚乙基(G1)-4-硝基苯 (G7)-α (̄⒈>4)-冫麦芽七糖 (EPS)作 为 Ⅱ淀粉酶测定底物 ,

在 Ⅱ淀粉酶催化下 ,水解为 仁硝基苯糖苷 ,再经 【x葡萄糖苷酶催化 ,水 解为 ⒋硝基苯酚 (4-NP)和 葡萄

糖。⒋硝基苯酚的生成量与 【x淀粉酶催化活性浓度成正比,在 37℃ ,405nm波长下测定 ⒋硝基苯酚摩

尔消光系数 ,计算 Ⅱ淀粉酶催化活性浓度。

4.2 检查列表

4.2.1 试剂列表

将所用试剂按表 1列出。

表 1 试剂列表

分  类 系 统 名 称 通用名称 ,缩 咯语

试 剂

№ ⒉羟乙基哌嗪-N’ -乙 基磺酸 HEPEs

4,⒍亚乙基 (GD叫 -硝基苯 (G7)-【x(1->4)-⒐ 麦芽七糖 EPs

Ⅱ葡萄糖苷酶(EC3.2.1.⒛ ) 无

氖化钠 无

氯化钙 ,二水合物 无

氢氧化钠 无

牛血清 白蛋 白 ,Fracuon V 牛白蛋 白

氯化钠溶液 (0.154mol· Lˉ
l) 无

溶 剂
质量与双蒸水类似的高纯度水

(电导率(2us· cm-l,pH6~7,硅 酸盐(0.1mg· Lˉ
1)

无

参考物质 JCTLM(或 )国 家批准的参考物质 无

质控物质 常规系统校准品 无

指示剂 无 无
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4.2.2 分光光度计和辅助仪器列表

参考实验室应在表 2登记主要测定仪器 (分光光度计)和 主要辅助仪器 (点式温度计、天平、pH计 、

恒温水浴箱、稀释配液仪、移液器等 )。

表 2 分光光度计和辅助仪器

4.3 试剂

4.3.1 试剂原料信息

按表 3填写试剂原料详细信息。

表 3 试剂原料详细信息

试剂系统名 通用名

Ⅱ淀粉酶测定所用每个试剂原料详细信息见附录 D。 如怀疑一种化学药品含有不纯的物质影响了

分析物的催化活性浓庋 ,应进行进一步的研究 ,例如 ,比较不同厂家和不同批号的产品。宜使用在对比

试验中已经鉴定或认可的试剂。以下两种试剂需要注意安全 :

a) 氢氧化钠 :有强烈刺激和腐蚀性。粉尘或烟雾会刺激眼和呼吸道 ,腐蚀鼻中隔 ;皮 肤和眼与

NaOH直接接触会引起灼伤 ;误 服可造成消化道灼伤 ,黏膜糜烂、出血和休克。本品不会燃

烧 ,遇水和水蒸气大量放热 ,形成腐蚀性溶液。与酸发生中和反应并放热。具有强腐蚀性。燃

烧(分解)产物 :可能产生有害的毒性烟雾。呼吸系统防护 :必要时佩带防毒口罩。眼睛防护 :

4

仪 器 名 称 生 产 厂 家 型   号

分光光度计

点式温度计

天平

pH计

恒温水浴箱

稀释配液仪

移液器

信 息 指 标 内  容

CAs,CARN注 册 号

生产厂家

货号/批号

分子式

相对分子质量

纯 度

特定合格要求 (如有 )

危险度

贮存要求

失效期
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戴化学安全防护眼镜。防护服 :穿工作服 (防腐材料制作 )。 手防护 :戴橡皮手套 。

b) 氯化钙 ,二水合物 :属 中等毒性类 。对鼻、口、喉和皮肤有刺激作用。侵人途径 :粉 尘吸人 ,食

人。健康危害 :粉 尘会灼烧、刺激鼻腔、口、喉 ,还 可引起鼻出血和破坏鼻组织 ;干 粉会刺激皮

肤 ,溶液会严重刺激甚至灼伤皮肤。禁忌物 :三 氟化溴、碳酸与石灰的混合物。防护措施 :戴

防护镜或面具 ;穿 戴全身工作服及橡胶手套。急救措施 :眼 睛接触 :用 大量清水 冲洗至少

15min,就 医 ;皮 肤接触 :用 清水冲洗 5m1n,必要时就医 ;吸人 :将 患者移至新鲜空气处 ,若感

不适 ,就 医 ;食人 :若患者清醒 ,可 给饮水或牛奶 ,立 即就医 ;其他 :消 防选用适合周围火源的灭

火剂。储藏和运输 :存于密闭容器中 ,置于阴凉、干燥处 ,远 离禁忌物 ;运输无特殊要求。安全

和处理 :使 用本品要加强通风。发生泄漏时 ,需 穿防护用具进人现场 ;用 最安全 、简便的方法

收集泄漏粉末至密封容器内。

4.3.2 试剂溶液

4.3,2.1 一般要求

制备溶液时各成分给出的质量是指 100%含量。如果化学物质的含量低于 100%E例如 γ(%)],则

应用因子 :凡。n弪nt=100/γ ,计算出与给出质量相当的某化学物质的质量。

溶液的制备应使用质量 与双蒸水类 似 的高纯度水 (电 导率 <2uS· cm1,pH6~7,硅 酸盐

(0.1mg· Lˉ
l)。

每次称重的扩展 (乃 =2)不确定度 (包括物质纯度的不确定度×正态分布 ),应≤1.5%。 称量时显示

的值与靶值的差异不应超过±0.5%。

4.3.2,2 溶液 1

称量 6.14g氯 化钙 (二水合物),将上述物质按以下步骤处理 :

——溶在约 80mL水 中 ;

——转移至 100mL容量瓶中 ;

——将容量瓶和水平衡至 zO℃ ;

——加水 (20℃ )至容量瓶的刻度线。

最终配制的溶液中氯化钙浓度为 狃7.5mmol· L】 。该溶液 ⒛ ℃稳定性为 3个月。

4.3.2.3 溶液 2

称量 3,10gN-2-羟基乙基哌嗪-N’ 乙基磺酸、1.26g氯化钠 ,将上述物质按以下步骤处理 :

——溶在约 200mL水 中 ;

——加入 0.75mL溶 液 1;

——用 0.2mol· Ll的 NaOH溶液调节 pH至 7。 00(37℃ );

——转移至 250mL容量瓶 ;

——将容量瓶和水平衡至 20℃ ;

——加水 (20℃ )至容量瓶刻度线。

最终配制 的溶液中 N-2-羟基 乙基哌嗪-N’ -乙 基磺酸浓度为 52,10mmol· L1、 氯化钠浓度为

86.13mmol· Ll。 该溶液 2℃ ~8℃稳定性为 5周 。

4.3.2.4 酶试剂稀释液

称量 1,⒛ g牛 血清白蛋白、0.90g Naα ,将上述物质按以下步骤处理 :

——溶于约 80mL水中 ;

b
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——转移至 100mL容量瓶 ;

——将容量瓶和水平衡至 20℃ ;

——加水 (20℃ )至容量瓶刻度线。

最终配制的溶液中 Nac1浓度为 154mmol· Ll。 该溶液 2℃ ~8℃稳定性至少 1个月。

4.3.2.5 溶液 3

按以下步骤配制 :

——用 4.3.2.4中 的酶试剂稀释液稀释 Ⅱ葡萄糖苷酶储存液 ,使 旷葡萄糖苷酶催化活性浓度在

37℃ 时为 16.9mkat· LI(101⒋ kU· L1),按公式 (1)计算稀释 cx葡萄糖苷酶储存液所需

酶试剂稀释液体积 :

‰ n=      ⋯ ⋯ ⋯ ······【D

式中 :

V由hu。n  —~稀释 Ⅱ葡萄糖苷酶储存液所需酶试剂稀释液体积 ,单位为毫升(mL);

vc葡萄稀苷酶欲∝k~~犷葡萄糖苷酶储存液体积 ,单位为毫升(mo;

c蛹萄撩苷薛sωck~~贮葡萄糖苷酶储存液中 卜葡萄糖苷酶催化活性浓度 ,单位为毫凯塔尔每

升(mkat· L1)或干单位每升(kU· L")。

示例:见附录 B。

——将上述酶溶液以 0.25mL分装 ,置于—25℃ 冰冻保存 。该溶液-25℃ 稳定至少 6个月。

4.3.2.6 反应溶液

分别移取 25mL溶液 2、 0.25mL溶液 3,充分混匀。该溶液 2℃ ~8℃稳定性为 2周 。

4.3.2.7 起始试剂溶液

称量 1。 01g4,6-亚 乙基 (G1)△-硝基苯 (G7)-α -(⒈)4)-冫麦芽七糖、0.310gN-2-羟 基乙基哌嗪-

N’-乙 基磺酸 ,将 上述物质按以下步骤处理 :

——溶在约 ⒛ mL水中 ;

——用 0.2mol· L1的 NaOH溶液调节 pH至 7。 00(37℃ );

——转移至 25mL容量瓶 ;

——将容量瓶和水平衡至 ⒛ ℃ ;

——加水 (20℃ )至刻度线。

最终配制的溶液中 4,⒍亚乙基(G1)叫-硝基苯(G㈥ -盱(1->4)-D麦 芽七糖浓度为31。 00mmol· Lˉ
l、

N-2-羟基乙基哌嗪-N’ -乙 基磺酸浓度为 52.10mmol· L1。 该溶液 2℃ ~8℃稳定性为 2周 。

4.3.3 温度对缓冲溶液 pH的影晌

4.3.3.1 pH计的校准

指示剂摩尔消光系数明显依赖于 pH值 。因此 ,应 准确地校准 pH计和调整溶液 2和起始试剂的

pH值。使用至少两种标准缓冲液进行校准 ,标准缓冲液的定值应包括 pH6至 pH8的范围和试剂溶液

需调整的 pH值。pH标准缓冲液的不确定度应≤ 0。 01pH。

注 1:推 荐使用磷酸二氢钾(无水)和磷酸氢二钠(无水〉制备 pH标准缓冲液。商品化的可溯源至国家或国际标准

物质的有证标准缓冲液已有出售。

注2:指示剂摩尔消光系数明显依赖于(4-硝基苯)pH值 ,pH值降低 0.01会 引起约 1%动 力学的改变,因 此,pH值

必需调得很准确。

6
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4.3.3.2 pH值的调节

当温度偏离 37℃ 时 ,调 节 pH值的方法 :将 温度计与 pH电极同时浸入混合液中。然后将溶液边

搅拌边滴定至表中列举在当前测定温度下的 pH值。在校准、控制和调节 pH的过程中 ,搅拌速度要一

致。pH电极应位于被搅拌溶液的中心。

应考虑到在调节 pH的滴定过程中 ,温度是可能改变的因素。为此 ,接 近靶值时应重新控制温度 ,

如果需要 ,根据附录 A调整 pH靶值 。同样的方法也适用于 pH计的温度补偿调节 。

配制溶液 2、 起始试剂溶液时 ,需根据不同温度调整 pH值。参阅附录 A来调节溶液的 pH值。

4.4 仪器

分光光度计及辅助仪器主要性能的要求 ,见表 4。

表 4 分光光度计 、辅助仪器主要性能的要求

4,5 采样和样本

4.5.1 通则

参考实验室主要接受外检样本 ,不 自行采血 ,一 般不需考虑分析前因素对样本特性的影响。

4.5.2 对收检样本的要求

宜以表格形式记录样本的详细信息 ,见表 5。 对不符合样本收检要求的样本应及时与委托方联系。

表 5 g-淀 粉酶收检样本要求

仪 器 名 称 性 能 指 标 IFCC参考方法要求

分光光度计 、配件

波长准确度/nm 405=± 1(泛 ==2)

带宽/nm ≤ 2

光径/mm 10.00=± 0.01(龙 ==2)

pH计 pH值 7.00=L0.03(花 ==2)

点式温度计 温度/℃ 37.0± 0.1(汔 =2)

要 求 指 标 内  容

可接受样本种类 □血清 □血浆 □其他

可接受样本类型

基质类型说明

□冻干粉

□人血清

□液体

□午血清

□冰冻  □其他

□水   □其他

样本最低数量 支

每支样本最低体积 每 支 mL

允许添加物

运输条件 □干冰 □常温 □冰袋  □其他

贮存条件 □常温 □4℃ □—⒛ ℃ □-70℃  □其他

稳定性

危险性

注意事项

7
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4.6 测定系统和分析部分的准备

4.6.1 测定系统的准备

4.6.1.1 分光光度计准备

测定工作前 ,按 已制定的 SoP文件对分光光度计进行检查 ,填写表 6。

表 6 分光光度计准备

各实验室可根据具体情况制定本实验室分光光度计准备流程图。

4.6.1.2 点式温度计准备

测定工作前 ,按 已制定的 SOP文件对点式温度计进行检查 ,填写表 7。

表 7 点式温度计准备

准 备 事 项 具 体 内 容

开机前检查
□电源

□温度

□接地 □电脑

□湿度 □机身清洁

□打印机   □是否 24h开机

□比色仓清洁 □比色窗清洁

组合

恒温装置 :

测温装置 :

搅拌装置 :

比色杯 :

□与分光光度计连接完整 □提前开机

□电量  □测温探头勿挤压、碰撞坚硬物体

□清洁  □转速

□完整  □清洁度

开机注意事项
光源灯 : □提前预热

比色杯 : □光径 □比色杯间匹配

仪器性能检查

核实是否在国家计量机构检定合格有效期 内

每 日开机性能检查 : □波长准确度 □波长重复性 □基线平直度扫描

□带宽测试  □噪音测试

大型实验前性能检查 : □氧化钬玻璃检查波长准确度

□国家标准溶液检查摩尔消光系数准确度

预防性维护

分光光度计 : □无明显振动   □及时待机

□无线电干扰   □UPS

辅助仪器:  □更换进、出水管  □定期清洁

□使用后清洁点温计探头、搅拌装置

准 备 事 项 具 体  内 容

开机前检查 □电源  □机身清洁 □点式温度计温度探头是否正常

组 合 □主机与点式温度计温度探头连接完整

开机注意事项
电量 : □查看剩余电量

校准提示 : □查看校准有效期是否到期

仪器性能检查
核实是否在国家计量机构检定合格有效期内

大型实验前性能检查 : □用计量合格的标准温度计检查温度的准确性

预防性维护

主机 : □机身清洁

温度探头 : □使用后及时清洁

□保证直形、不弯曲
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各实验室可根据具体情况制定本实验室点式温度计准备流程图。

4.6.1.3 恒温水浴箱准备

测定工作前 ,按 已制定的 SoP文件对恒温水浴箱进行检查 ,填写表 8。

表 8 恒温水浴箱测定系统的准备

各实验室可根据具体情况制定本实验室恒温水浴箱准备流程图。

4,6.1.4 稀释配液仪准备 (实验室若有 )

测定工作前 ,按 已制定的 SOP文件对稀释配液仪进行检查 ,填写表 9。

表 9 稀释配液仪测定系统的准备

各实验室可根据具体情况制定本实验室稀释配液仪准备流程图。

4.6.1.5 移液器准备

测定工作前 ,按 已制定的 SoP文件对移液器进行检查 ,填写表 10。

表 10 移液器测定系统的准备

各实验室可根据具体情况制定本实验室移液器准备流程图。

4.6.1.6 天平准备

测定工作前 ,按 已制定的 SOP文件对天平进行检查 ,填写表 11。

准 备 事 项 具 体  内 容

开机前检查 □电源  □温度 □湿度 □机身清洁

组合 □与分光光度计连接

开机注意事项 □水量  □进 口水管  □出口水管

仪器性能检查 □温度校正 □温度稳定性

预防性维护
□定期更换进 口水管

□清洗滤网

□定期更换出口水管

□水箱内部消毒

准 备 事 项 具 体 内 容

开机前检查 □电源 □温度 □湿度 □机身清洁

开机注意事项 □注射器  □移液口 □管路冲洗

仪器性能检查 □加样量正确性 □加样量精密度

预防性维护 □定期更换注射器 □定期更换移液管

准 备 事 项 具 体 内 容

应用前检查 □温度 □湿度 □机身清洁 □机械移动

仪器性能检查 □加样量正确性 □加样量精密度

预防性维护 □定期进行保养 □定期校准
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表 11 天平准备

准 备 事 项 具 体 内 容

开机前检查 □电源 □打印机 □水平珠位置

开机 白检 □电量 □零位显示

校 准

核实是否在国家计量机构检定合格有效期 内

大型实验前 :标准砝码校准

每次应用前 :仪器 自带校准

开机注意事项 □使用前清洁天平 □电源充足

各实验室可根据具体情况制定本实验室天平准备流程图。

4.6.1.7 pH计准备

测定工作前 ,按 已制定的 SoP文件对 pH计进行检查 ,填写表 12。

表 12 pH计准备

各实验室可根据具体情况制定本实验室 pH计准备流程图。

4.6.2 分析部分的准备

4.6.2.1 分析样本的类型

【x-淀粉酶参考方法测定样本主要有 :

——参考物质(RM);
——质控品 ;

——室间比对样本 ;

——检测实验室送检样本 ;

10

准 备 事 项 具 体 内 容

开机前检查
□电源  □接地

□温度  □湿度

□电脑  □打印机

□机身清洁

组合

温度探头 :□与 pH计连接完整

电极 :□与 pH计连接完整  □内液的量  □外液的量

磁力搅拌器 : □电源  □接地  □转速

磁力搅拌子 : □完整  □清洁度 □磁力

pH标准溶液 :□剩余量 □有效期

仪器性能保证

每次应用前性能保证 :

更换电极内液和电极外液进行电极激活

采用 pH标准溶液进行校准

预防性维护

应用前 : □更换电极 内液和电极外液 :电 极激活

应用后 : □更换电极 内液和电极外液 :电 极保养

□清洁温度探头 、电极
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——其他样本。

4.6.2.2 分析系列的结构

分析样本按下列顺序排列 :

——参考物质(RM);

——质控品 ;

——空白样本 ,如 :生理盐水 ;

——被分析的
“
未知

”
物质。

上述样本重复测定可减小测定结果不确定度。从一个样本到下一个样本 的携带 污染应小 于

o,5%。

4.6.2.3 分祈部分

Ⅱ淀粉酶参考方法测定的样本多为冻干粉或深低温的冰冻样本 ,测 定前需处理为均匀的液状状态 ,

分析部分应取 自该液体样本。实验室需对待测的各种样本经过一定方法处理后 ,取 出分析部分进行

测定。

对每一类型实验室样本应制定详尽的样本处理 SOP文件 ,并有记录证实操作达到预期要求。实验

室样本若为冻干粉或干粉 ,应使用质量与双蒸水类似的高纯度水 (电导率(2uS· cm1,pH6~7,硅 酸

盐(0.1mg· L1)溶解 ;若为冷冻液体如冰冻血清等 ,应按 SoP文件在严格控制的条件下溶解。

应有处理参考物质的方法和记录。

测定过的样本有贮存待复查、销毁的文件和记录。

4.7 酶催化活性浓度测定

4.7.1 测定条件

见表 13。

表 13 g-淀粉酶催化活性浓度测定条件

4.7.2 测定步骤

4.7.2.1 监测比色杯内温度 ,达到要求时开始准备试剂和分析溶液

4.7.2.2 将一份适当体积 (约 0.6mL)起 始试剂溶液在 37℃下平衡 ,剩余的起始试剂应保存在 2℃ ~
11

参  数 指   标

温 度 37,o℃ ±0.l℃ a

波 长 405nm± 1nma

带宽 ≤2nm

光 径 10.00mm± 0.01mma

孵育时间

延迟 时间

测定时间 180s

读数 (测 定点 ) ≥ 6

扩展不确定度 (乃 =2)。
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8℃ 。

4.7.2.3将 4.3.2

表

中所列试剂体积按表 14的顺序加人到反应杯中。

14 总体转换率测定的分析系统(g-淀 粉酶催化反应速率和空白率)

体   积 测 定 步 骤

2.000mL 反应液

平衡至 37℃

0.080mL 样本

充分混合并孵育 60s。 在孵育结束时 ,反 应杯 中的溶液

温度应达到 37℃

0.400mL 起始试剂溶液

充分混合 ,等候 180s,监测另外 180s的 时间和吸光度

注 :此动态光度测定的扩展 (乃 =2)合成不确定度(正态分布)不应超过 1%。 (此不确定度不包括波长调整的不确

定度)。 样本体积分数的扩展 (乃 =2)合成不确定度(正态分布〉应≤1%。

监测比色杯内温度

殍育反应液试剂

在比色杯内加入2.000mL反 应液

加入分析溶液0.OBO mL,充 分混匀

加入启动试剂0.400mL,充分混匀

记录摩尔消光系数值

图 1 Ⅱ淀粉酶参考方法测定流程图

4.7.3 最终完全反应混合物的浓度

见表 15。

12
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表 15 Ⅱ淀粉酶催化活性浓度测定最终完全反应混合物的浓度

4.7.4 试剂空白率测定

采用 9g· Ll(154mmol· Ll)氯 化钠溶液代替样本作为试剂空 白。按上述步骤进行操作 。起始

摩尔消光系数不能超过 0.35,试 剂空 白摩尔消光系数变化应小于 3.3× 105s1(0。 002min Ⅱ)。 否则 ,

应该确认和排除唾液淀粉酶污染的来源或重新评价试剂纯度 。

4,7.5 样本空白率测定

测定样本空 白率 ,用 9g· L1(154mmol· L1)NaCl溶液代替起始试剂溶液 ,测 定方法同 4.7.2。

注 1:测定样本空白率并作记录,但在计算质控血清和校准品中【x淀粉酶催化活性浓度时不予考虑。如果样本空白

率超过总 贮淀粉酶的 1%时 ,应发出警告该物质不适合作校准用。

注 2:样本空自率的试剂空白可用 9g。 L I NaCl溶 液代替起始试剂溶液和样本进行测定。

注 3:去 除起始试剂意味着去除了构成指示剂的底物。因此 ,不能反映样本基质效应对指示剂的干扰。

4,7.6 结果确认

在进行重要测定前 (如 给参考物质 (校准品)赋值 、测定室间 比对样本等 ),应先测定 JCTLM和 (或 )

国家批准的参考物质 ,测 定结果应在
“
靶值 ±不确定度

”
范围内 ,否 则应确认建立方法 的正确性 。

实验室应有 SOP文件 和记录证实此活动 。

4.8 测定结果处理

4.8.1 测定结果计算及数据处理

4.8.1.1 计算

通过回归分析(最小二乘法)计算摩尔消光系数随时间的改变Es l(min I)]。 减去试剂空白率后 ,

即校正后的样本摩尔消光系数变化率。按公式(2)计算 贮淀粉酶催化活性浓度 :

乙α淀粉睨 =F× (AA/△ 彦)α 淀粉酪     
⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ¨ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ (2)

式中 :

3r淀扮菡   ~~← 淀粉酶催化活性浓度 ,单位为微凯塔尔每升 (ukat· Ll)或单位每升(U· Ll);

13

参   数 指   标

N2一羟基乙基哌嗪-N’ 乙基磺酸 50 mmol I'_l

pH(37 ηC) 7.001± 0.03

1,⒍ 亚乙基 (GD△ -硝 基苯 (G7)α (⒈)4)-冫麦芽七糖 5mm° l· Ll

氯化钠 70mmoI· Lˉ

氯化钙 l mm° l· Ll

贮葡萄糖苷酶 (37℃ ) 135ukat· Lˉ
l(8100U·

Lˉ
l)

样本体积 比 0。 0323(1 : 31)

注 : 如果以 9g· Ll(154mmol· L· )氯化钠作 为样本 ,则 可测出最终反应混合液 中 ∝葡萄糖苷酶活性浓度。

(没有被样本基质所抑制 );除 表 15所 列物质 ,最终反应混合液含有 0.1g· L→ 白蛋 白 ,是溶液 3原先的成

分。在反应溶液和最终反应混合液中存在的自蛋 白稳定了 Ⅱ葡萄糖苷酶 。

耒抑制的活性浓度 。
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F     ——系数 ,等 于 3063(在 405nm波 长测定时 ,ε爻°5(仁NP)=1012m2· mol l);

ω沮/Ar)￠淀槲^经 过试剂空白率校正后的样本摩尔消光系数变化率 ,单位为每秒 (s l)或每分

(minˉ 1)。

4.8.1.2 数据处理

4.8.1.2.1 数据剔除 :必要时 ,每个实验室应建立适当的数据剔除规则。

4,8.1.2.2 计算每批次测定值的均值、标准差 ,必要时应检查数据分布类型 ,计算均值的标准偏差 (标

准误 )。

4.8.1.2.3 根据 GUM和 QUAM原 则计算测定结果不确定度 。

4.8.2 酶活性单位及换算关系

酶催化活性常用单位为 kat· Ll,使用时常出现多位小数 ,目 前常以 ukat· Ll或 n kat· L1表

示 ,但 临床医学中仍习惯于使用 U· L1。 换算关系如下 :

以 U· L!单位表示的催化活性浓度可通过乘以系数 (r=0.o1667)转 化成 ukaⅡ L1。

4.9 分析可靠性

4.9.1 概念、价值及其应用

应依据不确定度、精密度 、线性范围、检出限等来评估 Ⅱ淀粉酶参考方法的分析可靠性。相关文献

及参考方法的实验室测定数据表明本参考方法的分析性能优于临床酶活性浓度常规方法。适合于临床

常规方法的溯源。

4.9.2 测定不确定度

应根据 GUM和 QUAM原 则计算测定不确定度。本参考方法测定结果的相对合成标准不确定度

在浓度 3.33ukaⅡ L l(200U· L1)时宜小于 1。 0%。

4.9.3 精密度

应根据本实验室测定条件评估建立 的参考方法 的重 复性、复现性 精密度。本参考方法测 定

3.33ukat· Lˉ
l(200U· L1)样 本 的重复性精密度宜小 于 0.5%,实 验室 内复现性精密度宜小 于

1.0%。

4.9.4 检出限

与分光光度 计 的最 小 分 析 信 号 有 关。本 参 考 方 法 测 定 的最 低 检 出 限为 0.04ukat· Ll

(2.6U· Ll)。

4.9.5 线性范围

线性范围<21.02ukat· Ll(1261.1U· L1)。

4.9.6 误差的来源

反应液中 cx葡 萄糖苷酶的催化活性浓度能被所测样本中的一些特殊基质抑制 (见附录 C),因 此 ,确

定每个待测样本中 Ⅱ葡萄糖苷酶活性基质抑制物是必需的(见附录 C)。 钙结合剂会抑制基本组分的有

效浓度 ,使测定值降低。唾液淀粉酶的污染 (如 用手接触溶液或盛溶液容器的内部)会使 旷淀粉酶活性

假性增加或者使试剂空白率增加。

14
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4.10 通过实验室间比对进行确认

犷淀粉酶催化活性浓度参考方法由检验医学国际权威学术组织 IFCC提 出 ,经 多个参考实验室认

真评估后经 JCTLM批准。早在 20世纪 70年代 ,IFCC经 过实验和讨论 ,公布了 30℃测定本酶的参考

方法 ,并应用于临床 ,鉴 于临床生化分析仪广泛应用 37℃ ,IFCC在 2002年颁布了取代 30℃ 的 37℃ 的

【x淀粉酶原级参考方法。⒛02年得到 JCTLM批准成为正式国际参考方法。

JCTLM在 ⒛03年 的国际参考实验室能力比对计划〔RELA〕 中将本酶列为比对项 目之一。从历年

比对结果看 ,大多数参加实验室测定结果都在均值±5.25%内 ,可确认此参考方法适合预期临床使用。

经过广泛确认可达到临床医学特定应用的需要。

中国从 ⒛06年开始有 6个实验室参加此酶的 RELA比对计划 ,2009年 增至 14个实验室。测定结

果和国际一致。证实此参考方法可用于我国临床常规方法测定结果的溯源。

4.ll 参考区间

两个不同的参考实验室通过测定两个参考人群 (146个男性与 89个女性 )的 血清样本中的 旷淀粉

酶得到了初步的参考区间。参考人群的血清样本来 自于进行一年一次健康体检的员工 (第 一群)与献血

志愿者 (第二群),而参考人群血清样本中如果有下列项 目(CK,GLU,ALT,AST,GGT(和 /或 ALP),

Lipase(仅限于第二人群 ))中 的至少一项超出了参考区间的上限 ,则 此血清样本弃去不用。在两个参考

人群或男性与女性之间参考区间未见显著差异 (r检验 ,夕 (0.05)。

IFCC调 查了男性与女性 (≥ 17岁 )的初步参考区间 :

下限(第 2.5百 分位的 90%可信区间为):0.52ukat· L→ (0.42ukat· Ll~0.60ukat· L1)

31U· L〗 (25U· LⅡ ~36U· L1)

上限 (第 97.5百 分位的 90%可信区间为 ):l。 78ukat· L1(1,71ukat· LI~2。 00ukat· L1)

107U· Ll(103U· LI~120U· Ll)

注 1:上下限分别为参考人群的97.5与 2.5百分位,括号内的范围为 97.5百分位与 2.5百分位的90%可信区间。

注2:中 国贮淀粉酶催化活性浓度参考区间尚在调查中。

4.12 报告

应设计适宜的测定结果报告格式 ,包括但不限于以下内容 :

——血清、血浆或其他 ;

——取样 日期和测定 日期 ;

——测定所使用的参考方法 :IFCC在 37℃下测定 AMY催 化活性浓度的原级参考方法 ;

——被测定的名称 、测定结果数字值和测定单位 :

被测定的名称 :cx淀 粉酶 ;

测定单位 :ukat· L1或 U· L1;
——评定测定结果的不确定度 :一般取 尼=2时 ;

——样本异常特性记录 :如溶血、黄疸、乳糜等 ;

——测定方法的异常情况或改变测定方法记录。

4.13 质量保证

4,13,1 室内质旦控制

每个工作 日开始正式测定样本前均测定质控品 ,当质控符合要求后才进人正式测定。应建立包括

质控规则、操作步骤的室内质控 SOP文件及记录。

15
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4,13.2 室间质量控制评价

定期参加 IFCC和 国内参考实验室能力比对 ,结果应符合要求 。当出现不符合情况时 ,应认真查找

原因 ,建立失控及失控跟踪记录。

4,13.3 质量 日志

每个工作 日完成工作 日志及环境控制的质量记录。
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A.1 不同温度下溶液 2的 pH值

见表 A。 1。

附 录 A
(规范性附录 )

不同温度下溶液的 pH值

表 A.1 不同温度下溶液 2的 pH值

温度

℃
pH

温度

℃
pH

温度

℃
pH

15.00 7.254 7.180 27.75 7.105

15.25 7.251 21.50 7.177 28.00 7,

15.50 7.248 7. 7.099

15.75 7. 22.00 28.50 7.096

16.00 7.242 7,168 28.75 7.093

16.25 7.239 22.50 7. 29.00 7,090

16.50 7.236 22.75 29.25 7.087

16.75 7.233 23.00 7.159 29.50 7.085

17.00 7.230 23.50 29.75 7.082

7.227 23.75 7. 30.00 7.079

17,50 7. 24,00 7. 30.25 7.076

17.75 7.221 24.25 7.l45 30.50 7,073

18.00 7. 24.50 7. 30,75 7,070

18.25 7.215 7.139 31.00 7.068

18.50 7.212 25.00 7.136 31.25 7.065

7.209 25.25 31.50 7.062

19.00 7.206 25.50 7.130 32.00 7.056

19.25 7.203 7.128 32.25 7.053

19.50 7.200 26.00 7. 125 32.50 7.051

7.197 26,25 7.122 32.75 7.048

20.00 7. 26.50 7.119 33.00 7.045

20.25 7.192 26.75 7.116 33.25 7.042

20,50 7.189 27.00 7.113 33,50 7.039

20.75 7. 27.25 7. 33.75 7.036

21.00 7.183 27.50 7. 34.00 7.03座
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表 A。 1(续 )

温度

℃
pH

温度

℃
pH

温度

℃
pH

34.25 7.031 36.25 7.008 6.986

34.50 7.028 36.50 ?,006 38.50 6.983

7.025 36.75 7.003 38,75 6.

35.00 7.022 37.00 7.000 39.00 6.978

35.25 7.020 37.25 6.997 39.25 6.975

35.50 7,017 37.50 6.994 39.50 6.972

7. 37.75 6.992 39,75 6.969

36.00 7.011 38.00 6.989 40.00 6.967

A。 2 不同温度下起始试剂溶液的 pH值

见表 A.2。

表 A.2 不同温度下起始试剂溶液的 pH值

温度

℃
pH

温度

℃
pH

温度

℃
pH

15.00 7.270 19.25 7,218 23.75 7.162

7.267 19.50 7, 24.00 7.

15.50 7.264 19,75 7. 24,25 7.

7.261 20,00 7.209 24.50

16.00 7.258 20.25 7.206 7.149

7.255 20.50 7.203 25.00 7.

16.50 7.252 20,75 7. 25.25

16.75 7.249 21.00 7.196 25.50

17.00 7.246 21,25
7,136

17. 7.243 21,50 7.190 26.00 7.

17.50 7.240 21.75 7. 26.25 7.130

7.237 22.00 7.184 26.50 127

18.00 7.234 22.25 7.181 26.75 7.124

18.25 7.231 22.50 7.177 27,00 7.120

18.50 7.227 22.75 7. 27,25

7,22‘ 23.00 7.171 27,50 7.114

19.00 7.221 23.50 7.165 7.
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表 A。 2(续 )

温度

℃
pH

温度

℃
pH

温度

℃
pH

28.00 7.108 32.25 7.055 36.25 7.008

28.25 7.105 32.50 7.052 36.50 7.006

28.50 7.102 32.75 7.049 36.75 7.003

28.75 7.099 33.00 7. 37.00 7.000

29.00 7.095 33.25 7.043 6.997

29.25 7.092 33,50 7.040 37.50 6.994

29.50 7.089 7.037 37,75 6.992

29.75 7.086 34.00 7.034 38.00 6.989

30.00 7.083 34.25 7.032 38.25 6.986

30.25 7.080 34,50 7.029 38,50 6.984

30.50 7.077 7.026 38,75 6.981

30.75 7.074 35.00 7,023 39.00 6.978

31.00 7.071 35.25 7.020 6.976

7.068 35.50 7. 39.50 6.973

31.50 7.064 35.75 7,O14 39.75 6.970

32.00 7.058 36.00 7.011 40.00 6.968
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附 录 B
(规范性附录 )

测定 tr~葡 萄糖苷酶催化活性浓度

B.1 测定试剂

B.1.1 辅助试剂

⒋硝基苯-α-冫吡喃葡萄糖苷 (C∶ 2H15NO:),⒕ =301.26

B.1.2 试剂制备

B.1.2.1 溶液 A

称量 1.24gN-2-羟基乙基哌嗪-N’ -乙 基磺酸、0.狃 9g氯化钠 ,将上述物质按以下步骤处理 :

——溶在约 80mL水 中 ;

——加人 0.25mL用于 cx淀粉酶测定的溶液 1(氯化钙贮存液 );

——用 0.2mol· L lNaOH调节 pH至 7.00(37℃ );

——转移至 100mL容量瓶中 ;

——将容量瓶和水平衡至 zO℃ ;

——加水至容量瓶的校准刻度线 (20℃ )。

最终配制的溶液中 N-2-羟基乙基哌嗪-N’ -乙 基磺酸的浓度为 52.08mmol· L1、氯化钠的浓度为

71.63mmo卜 Ll。 该溶液 2℃ ~8℃稳定性为 5周 。

B.1.2.2 溶液 B

称量 0.900g氯 化钠 ,将上述物质按以下步骤处理 :

——溶在约 80mL水 中 ;

——转移至 100mL容量瓶中 ;

——将容量瓶和水平衡至 zO℃ ;

——加水至容量瓶的校准刻度线 (20℃ );

最终配制的溶液中氯化钠的浓度为 154。 O mmol· L1。

B。 1.2.3 测定 Ⅱ葡萄糖苷酶催化活性浓度的反应液

称量 0。 0392g仁硝基苯 -α △̄吡喃葡萄糖苷 ,将上述物质按以下步骤处理 :

——转移至 25mL容量瓶中 ,用 zO mL溶液 A溶解 ;

——将容量瓶和溶液 A平衡至 20℃ ;

——加溶液 A至容量瓶的校准刻度线 (20℃ );

最终配制的溶液中氯化钠的浓度为 5。 ⒛8mmol· L1。 该溶液 2℃ ~8℃稳定性为 5d。

B。 1.2.4 J-葡 萄糖苷酶的制备

B.1.2.4.1 称取约 10mg冻干 Ⅱ葡萄糖苷酶 (记 录称量的质量 :m葡萄糖苷酶),用 1000uL酶试剂稀

释液按照 Ⅱ淀粉酶测定程序溶解。

B。 1.2.4.2 稀释步骤 1:用 1000uL酶试剂稀释液稀释 50uL复溶的酶试剂。第一步的稀释 比例是

20
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1: 21。

B.1.2.4.3 稀释步骤 2:用 1000uL酶试剂稀释液稀释 50uL第一步 的酶试剂 。将此溶液 当作样本 ,

测定 盱葡萄糖苷酶活性 。第一步和第二步总稀释 比例是 1:狃 1。

注:步骤 1和步骤 2的稀释方法适用于含量为 0.40ukat· mg l~1.65ukat· mg1(25ukat· mg l~100U· mg l)

的冻干Ⅱ葡萄糖苷酶。冻干【x葡萄糖苷酶的准备可能需要其他的稀释倍数,稀释因子根据稀释倍数作相应改变 .

B。 2 测定条件

B.2.1 最终完全反应混合物的浓度

见表 B.1。

表 B。 1 J-葡萄糖苷酶催化活性浓度测定终完全反应混合物的浓度

B。 2.2 J-葡萄糖苷酶催化活性浓度测定条件

见表 B。 2。

表 B。 2 g-葡萄糖苷酶催化活性浓度测定条件

B.3 测定步骤

Ⅱ葡萄糖苷酶催化活性浓度测定的反应条仵非常接近于 Ⅱ淀粉酶催化活性浓度测定方法。反应是

21

参  数 指   标

M2-羟基乙基哌嗪-N’ 乙基磺酸 mm° l· Lˉ
l

pH(37℃ ) 7.00-卜 0。 03

⒋硝基苯-α-⒐吡喃葡萄糖苷 5mm° l· Lˉ
1

氯化钠 70mol· Lˉ
l

氯化钙 l mm° l· L㈠

样本体积比 o.032 0(1 : 31.25〉

参  数 指   标

温 度 37.0℃ ±0.1℃ a

波 长 405nn】 ± 1nma

带 宽 ≤2nm

光 径 10,00mm± 0.01mma

孵育时间 60s

延迟时间 180 s

测定时间 180 s

读数(测定点 ) ≥ 6

扩展不确定度 (花 =2)。
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用被稀释的 Ⅱ葡萄糖苷酶溶液开始的。按表 B.3的顺序和量 ,将试剂和样本加人比色杯。

表 B.3 g-葡萄糖苷酶催化活性浓度测定步骤

体   积 测 定 步 骤

2. mL 葡萄糖苷酶反应液

平衡到 37℃

0.080mL 溶液 B

充分混匀 ,孵育 60s。 孵育结束时 ,比 色杯中溶液温度应达到 37℃

0.020mL 用酶试剂稀释液稀释的 【×葡萄糖苷酶溶液

充分混匀 ,等待 180s后 ,再 连续监测 180s的摩尔消光系数

注 :此反应中溶液 B代替 了 【x淀 粉酶测定方法中的样本 。

B。 3.l 试剂空白率

用酶试剂稀释液代替稀释的 叶葡萄糖苷酶溶液来测定试剂空白 ,按上述步骤进行操作。

B。 4 结果计算

作回归分析 (最 小二乘法)计算摩尔消光系数变化率 (摩 尔消光系数是时间倒数的函数 )。 扣除试剂

空白速率 (s l)后 ,校正摩尔消光系数变化率 (s1)用 于计算催化物质的浓度。汗葡萄糖苷酶冻干粉的

催化物质浓度按公式 (B。 1)计算 :

喻 =  ⋯ ⋯ ⋯ “ ¨ )

o00〉《
`m

注 :此公式仅适用用于复溶酶稀释液的体积为 1000uL(见 步骤 1⒋葡萄糖苷酶准备 )。

式中 :

3冻 千 ~~冻 干物中 ¨葡萄糖苷酶的活性质量浓度 ,单位为微凯塔尔每毫克 (ukat· mg1);

F稀释 ~~稀 释倍数 (上述例子中为 狃 1);

12350——计算因子 (在 405nm测 定 ,ε众°5(⒋硝基苯酚)=1012m2· mo11);

蓄  
——扣除试剂空白后摩尔消光系数变化率 ,单位为每秒 (s l);

1000—— 本例中复溶酶稀释液的体积为 1000uL(见步骤 1Ⅱ葡萄糖苷酶准备);

狃  ——需复溶的 cx葡萄糖苷酶的质量 ,单位为毫克 (mg)。

乘以系数 r=60可 以将酶活性质量浓度的单位从 ukat· mg1换算成 U· mg1。

同样的步骤也可用来测定一些 叶淀粉酶样本基质引起的对 Ⅱ葡萄糖苷酶的相对抑制 ,有如下两种测

定 :一种是使用溶液 B,另 一种是测定时用 Ⅱ淀粉酶样本替代溶液 B。 在这两种测定中 ,将 Ⅱ葡萄糖苷酶溶

液用酶试剂稀释液稀释至活性浓度为 8ukat· L1~33ukat· Ll(500U· L1~2000U· Ll)作为反应

开始试剂。

B.5 样本基质对 Cr-葡 萄糖苷酶抑制的计算

在最终反应混合液中由样本基质引起的 旷葡萄糖苷酶活性浓度的相对抑制 (%)可 通过有被测样

本和无被测样本获得的转换速率计算得到 ,按公式 (B。 2)计算 :

22
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·⋯⋯⋯⋯(B,2)

(讠莒÷)溶液Bj

C堂 )样品
^在 被测样本替代溶液 B方法 中摩尔消光系数 的变化率 ,单位 为每秒 σ 、

C堂 )溶秕
~~使 用溶液 B的摩尔消光系数的变化率 ,单位为每秒 (f· );

I砒   —— 最终反应混合液中由样本基质引起 的 Ⅱ葡萄糖苷酶活性浓度的相对抑制 (%)。

注:如果由测定样本引起的Ⅱ葡萄糖苷酶活性浓度的相对抑制超过 45%,则 引起的滞后在延滞时间内不能完成。

这种物质是不能做校准品或质控品的。
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附 录 C
(规范性附录)

EPs中 G7-⒋NP质Ⅰ比的控制

C。 1 Ⅱ淀粉酶参考方法中的溶液 3用酶试剂稀释液稀释(1:4),所得稀释液与起始试剂溶液以1:100

比例混合 ,另一部分起始试剂溶液用酶试剂稀释液以相同比例混合。两种混合液于室温避光孵育 1h。

C。 2 测定 37℃条件下含有 Ⅱ葡萄糖苷酶的起始试剂溶液在 幻5nm处的摩尔消光系数 ,不 含 Ⅱ葡萄

糖苷酶的起始试剂溶液作为参照。

如果摩尔消光系数值≤ 0。 Ⅱ ,则说明 EPs中所含有 G7叫-NP的污染≤0.1%。

注:摩尔消光系数值 0。 3z是基于 100%EPs含 虽,如果某批 EPs含量(100%,则 应做校正。



Ws/T 349-ˉ 2011

附 录 D
(资 料性附录 )

试剂原料详细信息

D,1 试剂原料详细信息

见表 D。 1~表 D。 7。

表 D.1 试剂详细内容表

试剂系统名 M⒉ 羟乙基哌嗪-N’ -乙 基磺酸 通用名 HEPES

表 D。 2 试剂详细内容表

试剂系统名 4,⒍亚乙基(GD△ -硝基苯(￡7)-⒋ (1->4)-,麦 芽七糖 通用名 EPs

信 息 指 标 内 谷

CAS,CARN注 册 号 7365-45-9

生产厂家

货号/批号

分子式 C:H1:N20^S

相对分子质量 238,31

纯 度

特定合格要求 (如有 )

危险度 s24/25

贮存要求

失效期

信 息 指 标 内 容

CAs,CARN注 册号

生产厂家

货号/批号

分子式 C∞ H″ NoⅡ

相对分子质量 1 300.1

纯 度

特定合格要求 (如 有 ) 如果被 ⒋硝基苯-￠△麦芽七糖 (G7-⒋ NP)污 染可能使延滞期延长 ,

从而干扰 Kk淀粉酶活性浓度的测定 ,EPs中 G74-NP的 质量 比应限制

在 0.001以 下 ,如 果不知其质量 比,G7⒋ NP的质量浓度应该被确定

(见附录 0

危险度

贮存要求

失效期



Ws/T349-2011

表 D,3 试剂详细内容表

表 D。 4 试剂详细内容表

表 D.5 试剂详细内容表

试剂系统名 ct葡萄糖苷酶

信 息 指 标 内  容

CAs,CARN注册号 9001-42-7

生产厂家

货号/批号

分子式

相对分子质量

纯 度

特定合格要求 (如有 )

只有裂解 【x淀粉酶全部葡萄糖苷键的 ⒋葡萄糖苷酶制剂才能使用

(例如 ,嗜热芽胞杆菌)

危险度

贮存要求

失效期

试剂系统名  氯化钠

信 息 指 标 内  容

CAs,CARN注册号 7647-1座 -5

生产厂家

货号/批号

分子式 NaCl

相对分子质量 58.44

纯度

特定合格要求 (如有 )

危险度 R36,R22,S24/25

贮存要求 7647-14-5

失效期

试剂系统名 氯化钙 ,二水合物

信 息 指 标 内  容

CAS,CARN注 册号 10035-04-8

生产厂家

货号/批号

分子式 CaC12· 2H20

相对分子质量 147.02

纯 度

特定合格要求(如有 ) Xi,R36,s22/24

危险度

贮存要求

失效期
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表 D.6 试剂详细内容表

表 D。 7 试剂详细内容表

试剂系统名 氢氧化钠

信 息 指 标 内  容

CAs,CARN注 册 号 1310-73-2

生产厂家

货号/批号

分子式 NaoH

相对分子质量 40.00

纯 度

特定合格要求 (如有 )

危险度 C,R35,s24/25,S37/39,s45

贮存要求

失效期

试剂系统名 牛血清白蛋 自

信 息 指 标 内  容

CAs,CARN注 册 号 9048-46-8

生产厂家

货号/批号

分子式

相对分子质量

纯度

特定合格要求(如有)

V级 ,牛 血清 白蛋 白在厂商 的说 明书中应有特别说 明是不含蛋 白

酶的。

危险度 s2座 /25

贮存要求 9048-46-8

失效期
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附 录 E
(资 料性附录)

⒏淀粉酶 IFCC37℃ 参考方法与 30℃ 参考方法的比较

E。 1 目前的 SOP源 自 IFCC参考方法 ,该参考方法为 ALT的催化活性浓度的测定提供了最佳条件。

由 37℃取代 30℃作为测定温度 ,只需对某些测定参数进行微小的改变即可保留最适的测定条仵。

E.2 附录中列出了修改并对其进行解释。另外 ,如 果与 30℃ 参考方法比较时 ,为 提高测定的高标准

化而需要更准确的说明是必要的。参见表 E。 1。

表 E.1 37℃ 和 30℃ 参考方法的比较

37℃参考方法 30℃参考方法 注   解

测定样本

校准品 ,质控品和人血清 人血清
参考程序主要用于质控品和校准品

的测定

最终反应混合液的 pH

最适 pH值为 7.00 最适 pH值为 7.10 最适 pH值依赖于测定温度

溶液 2的 pH值

与反应混合液的 pH值没有差异
与反应混合液 的 pH值有 0。 02个 单

位的差异

30℃ 测定时在最终反应混合液中

加人 EPs会降低 pH值

pH值调节允许的误差

pH± 0.03 无特殊要求

温度调节的允许误差

不确定度≤0.1℃ (汔 =2)
偏倚 :小于±0.05℃

不精密度 :小于士0.1℃

带有温度调节和控制装置的高质量

的分光光度计可使温度测定 (尼 =2)的

不确定度≤0.1℃

孵育时间

60s 至 少 300 s

如果缓冲液与样本在 37℃ 预温则

不需要长达 300s的 孵育时间。样本

与缓冲液 之 间 的接触不需要 这 么长

时间

测定时间

180 s 至少 300s
37℃下 ,较高的信号可 以缩短测定

时间而不增加测定结果的不精密度

Ⅱ葡萄糖苷酶活性浓度

8100U· Ll 4800U· Lˉ
l

30℃ 和 37℃ 下 ,使用相 同量 的 ct

葡萄糖苷酶 ,温度越高 ,酶 的活性浓度

越高
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表 E.1(续 )

37℃ 参考方法 30℃ 参考方法 注   解

起始试剂溶液的准备

起始试剂溶液是 目 H△)ES进
行

缓 冲的 .pH值必需调到 7,09.溶 液

2的 pH值 也应调到 70G

起始试 剂溶液是焉溶 液 2~pH了 ,l:丿

迸行溶解 的 .由 于 EPS的 酸性 ,最 终 反

应混台液的 pH值 为 710

EPs的 酸性可能会因批号不同而不

同 ,因 此 ,溶 液 2与 起始试 剂溶液 的

pH值 必需分开调节

样本基质对 ⒋葡萄糖苷酶抑制的确定

确定样本基质引起 ⒋葡萄糖苷酶

活性浓度相对降低 的见文 中所述 ·

所允许的最大允许抑制也如文中所

定义

不需要处理样本基质对

进行抑制的问题

Ⅱ葡萄糖苷酶

∝葡萄糖 苷 酶 活性浓 度相 对降低

o~60%是可 以观察到的 (通 过 schu~

mann与 Klauke的 17个 质控 品校准

品及11个 人血清调查所得〉

EPs中 G⒎4-NP质 量比的控制

G7-4-NP污 染 限 制 在 0.1%以

下 .测 定程序与文 中所述参考程序

一致

不需要处理底物的 G74-NP污染问题

EPs如 果 被 G74-NP污染 会引起

滞后时间延长使延滞时间增加而影响

∝淀粉酶活性浓度增加而影响 tx淀 粉

酶活性浓度测定·EPs中 G7-4NP的

污染应限制在 0.1%以 下

酶活性浓度单位

uU· Lˉ 和 ukat· L∶ ukat· Lˉ
U· LⅡ 在 临床化学 中为一常用单

位 .阝kat· L∷ 则是基于 ⒊ 系统

酶试剂稀释液及反应液的准备

牛血清白蛋白和氨化钠水溶液用

来制备 ⒋葡萄糖苷酶贮存液 .贮 存

在 -25℃ ,直 到 使 用 ,吸 取

0.25mLα-葡 萄糖苷酶贮存液加入

25mL溶 液 2配成反应液

用冻干 贮葡萄糖苷酶制备反应液 .制

备 100mL反 应液需在微量 天平上称取

质量相 当于约 600U的 冻 干 Ⅱ葡萄糖

苷酶

37℃ 的程序相对简单些 .制 备低于

100mL的反应液是不会损失酶 含量

的精密度的 ^Ⅱ葡萄糖苷酶溶液可 以

长期稳定(-25℃ 稳定 6个月 )

样本空 白率

在常规方法中·常常不减去样本空

白率 .因 此 .如 果校准品和质控品的定

值中含有样本空 白率 .贝刂该校准品和

质控品只能用于常规测定

不考虑 减 去

便 用前起始试剂溶液的温度

〓
艹

使用前起始试剂溶液的温度应达

37℃
没有关于温度的资料

使用置于室温的起始试剂溶液会降

低反应杯内的温度

数据采集

读数次数≥ 6 没有关于测定点数的资料
读数点≥6可 以确保测定结果是够

精密度
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表 E1(续 )

s7℃ 参 各方法 sO℃ 参 垮方法      | 氵i∶   解

斜率确定〈峰尔消光系数 Ⅱ寸l刂 )

鼓小二乘法的叫归分析 尤资料              | |宀 :要 一个”J确 的统汁学方法以确仂1

|斜率 l丨 sl的 T复‖

参圩0κ∶n刂

女性 lJ丿
J`H∶ :

052ukat· Lˉ
∶~1~78`Ι ka1· Lˉ

(sl U· Ll~l(〉 7U· Ll)

娜 :∵
廾 J∴ }⒊ !⒈

=|加

锕 硎 娜 叫 性 参 钮

,;/Ⅱ :012阝kat· △ 1~11V ukat·
Lˉ

l !闷
灶分卅统汁的

(252U· Ll~660U· Ll) i
|

反应馄含液巾硝 Jt苯 酚的噤尔消光系数

啐尔消光系数 的测 定 :

e,Ⅱ (1NP)=lθ 12m∶ ·m(〉 ll

ε:不 依赖于样本 屮的筮 r丨 质 含 廿

30℃ 时 反 应 液 中 ,e Ⅱi(1NP)=
1 056 8rn? · n】 olˉ

l

如垠含总蛋 白浓皮 为 65g· Iˇ
ˉ ~

77g· Ll的 样本加人至反h`混 合浓 屮

则 e1Ⅱ (⒈NP)=975m?· molˉ

守致此旌拜的邮分解释足 30℃ Ij

37℃ 测定时反应猊含液 r勺 pH付i不

Ⅱ刂。仃t:0℃ 的蛋 丨'丨 质彤响的原 lRl却

尢法解释。

IRMM IFCC排 柠使川 ε∶∫(1-NP)=

1 012 n1∶  · rnolˉ l
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