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速率法检测血清 α-L- 岩藻糖苷酶（AFU）改良试剂中 
添加烷基糖苷的实验性能评价

崔　倩，耿志欣，吴　娟，王梦林，裴　兵

（南京医科大学附属宿迁市第一人民医院医学检验科，江苏宿迁  223800）

摘　要：目的　探讨添加烷基糖苷（alkyl glycosides, APG）改良试剂速率法检测血清 α-L- 岩藻糖苷酶 (α-L-fucosidase, 
AFU) 的实验性能评价。方法　通过优化反应体系，对速率法检测 AFU 改良试剂的精密度、线性范围、干扰性、结果比

对及稳定性进行实验。结果　改良试剂精密度为批内 CV 低中高值分别为 2.10%，1.19% 和 0.67%；批间 CV 低中高分

别为 2.62%，1.90% 和 1.20%，且两组试剂结果表明差异均有统计学意义（均 P<0.01）。线性实验显示方程为 Y=1.004 
5X-0.548 5，相关系数 r2=0.999 7，线性范围 0 ～ 300U/L。干扰实验表明样本中抗坏血酸≤ 12g/L，胆红素≤ 550μmol/L，

脂血指数≤ 0.5mg/L，血红蛋白≤ 3g/L，对改良试剂无干扰。同时与进口试剂比对实验回归方程为 Y=0.9978 X+0.085 3，
相关性良好（r2=0.999 8）。稳定性实验结果显示改良试剂在 2 ～ 8℃存放 12 个月测定结果稳定，CV 低值 =1.04%，CV 高值

=1.18%。结论　改良试剂的精密度、线性范围、干扰性、稳定性更加符合国家质量标准，适合全自动生化分析仪使用。
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Experimental Performance Evaluation of Alkyl Glycosides Added to 
Improved Reagent for Detection of Serum α-L-fucosidase (AFU)  

by Rate Method
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Abstract: Objective　To evaluate the experimental performance of the rate method for the detection of serum α-L-
fucosidase (AFU) by adding alkyl polyglucoside (APG). Methods　By optimizing the reaction system, the precision, linear 
range, interference, result comparison and stability of the improved reagent for AFU detection by rate method were tested. 
Results　The precision of the improved reagent was 2.10%, 1.19% and 0.67%, for the low, medium and high values of CV 
in the batch respectively. The low, middle and high CV between batches were 2.62%, 1.90% and 1.20%, respectively, and 
the difference between the two groups of reagents showed statistical significance (all P<0.01). The linear experiment shows 
that the equation was Y=1.004 5X-0.548 5, the correlation coefficient r2=0.999 7, and the linear range was 0 ~ 300U/L. The 
interference  experiment showed that ascorbic acid ≤ 12g/L, bilirubin ≤ 550μmol/L, hyperlipidemia index ≤ 0.5mg/L and 
hemoglobin ≤ 3g/L in the sample had no interference with the improved reagent. At the same time, compared with imported 
reagents, the regression equation was Y=0.997 8X+0.085 3, and the correlation was good (r2=0.999 8). The stability test results 
show that the improved reagent was stable after being stored at 2 ～ 8℃ for 12 months, with CVlow =1.04% and CVhigh=1.18%. 
Conclusion　The precision, linear range, interference and stability of the improved reagent are more in line with the national 
quality standards, so it is suitable for automatic biochemical analyzer.
Keywords：α-L-fucosidase（AFU）；alkyl glycosides (APG)；performance verification；fully automatic biochemistry 
instrument

α-L 岩藻糖苷酶（α-L-fucosidase，AFU）是

催化 α-L 岩藻糖苷键水解的酶，在人体各组织细

胞和体液中可以检测出，是近年来确立的诊断肝癌
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的敏感指标 [1]。检测结果降低见于遗传性 α-L- 岩

藻糖苷酶缺乏引起的岩藻糖积蓄病。检测结果升高

见于原发性肝癌、转移性肝癌、肝硬化和急性肝炎
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等疾病 [2]。AFU 的测定方法有荧光法、比色法、速

率法等，前两者难以自动化，目前很少使用。其中

速率法检测时标本中内源性干扰物胆红素、血红蛋

白、乳度等对测定结果有一定的影响 [3]，主要原因

是稳定剂的结合机制导致。我们使用进口原装 AFU
试剂比国内同种试剂性能稳定的原因是采用一种类

似表面活性物质 [4]。据文献报道 [5]，烷基糖苷（alkyl 
polyglucoside，APG）配伍性能好，能与各种离子型、

非离子型表面活性剂复配。APG 与非离子表面活性

剂相比，具有临界胶束浓度高、可用透析法除去、

蛋白质不易变性、紫外线穿透性能高等优点，因而

APG 在膜蛋白的增溶、再构成的生物化学领域作用

效果好 [6]，本文选取 APG 作为改良试剂的表面活

性剂，起到增加该试剂的性能稳定性。

1　材料与方法

1.1　研究对象　选取 2022 年 9 ～ 10 月在南京医

科大学附属宿迁市第一人民医院就诊患者的 AFU
血 清 低、 中、 高 值 分 别 为 18±0.2，62±0.5 和

210±0.8U/L， 血 清 样 本 200 份 进 行 双 检 测 值 验

证。其中男性 100 例，女性 100 例，年龄 18 ～ 75
（43.53±3.27）岁，患者年龄、性别等一般资料比较，

差异无统计学意义（t=0.845, 0.914, 均 P>0.05）。

1.2　仪器与试剂　仪器：可调式移液器、磁力搅

拌器、酸度计、分析天平（上海精学科学仪器有限

公司）；贝克曼全自动生化仪 AU5800（海尔施生

物医药股份有限公司）。试剂：α-L- 岩藻糖苷酶

测定试剂盒（CNPF 底物法）[ 批号：20220106S，

骏实生物科技（上海）有限公司 ]；进口 AFU 试

剂 [ 批号：20220109M，贝克曼库尔特（苏州）有

限公司 ]；质控品 ( 高值批号 20220503，中值批号

20220502，低值批号 20220701，上海昆涞生物科技

有限公司）；抗坏血酸 12g/L，胆红素 550μmol/L，

脂血指数 0.5mg/L，血红蛋白 3g/L（武汉生之源生

物科技有限公司）。

1.3　方法 
1.3.1　改良试剂：使用分析天平称取 APG，用可调

式移液器调整 APG 浓度在 2mmol/L，测定酸碱度，

磁力搅拌器混合后加入 R1 试剂 [ 枸椽酸盐缓冲液

（100mmol/L），烷基糖苷（2mmol/L)] 和 R2 试剂 [ 枸

椽酸盐缓冲液（100mmol/L），2- 氯 -4- 硝基苯 -α-L-
岩藻糖苷（5mmol/L）], 进行分装备用。

1.3.2　精密度验证：依据 NCCLS（EP5-A2）在全

自动贝克曼全自动生化仪 AU5800 进行两种 AFU 试

剂的精密度验证。选用患者 AFU 低、中、高值血

清样本浓度分别为 18±0.2，62±0.5 和 210±0.8U/
L，每份样本同日内重复检测 20 次以验证批内不精

密度，连续测定 20 天，每天上、下午各测定 2 次，

用于评估批间及日间不精密度。计算各参数的变异

系数。

1.3.3　线性实验：依据 NCCLS(EP6-A) 的方法，分

别取购买自 Sigma 公司的 α-L- 岩藻糖苷酶高值质

控品和接近线性下限的低值质控品，混合成 6 个稀

释浓度。用改良试剂分别测试以上样本，每个稀释

浓度测试 3 次，分别求出每个稀释浓度检测结果的

均值。以稀释浓度为自变量，以检测结果均值为因

变量求出线性回归方程。

1.3.4　干扰性实验：取新鲜混合血清样本，分成

2 等份，然后将每等份再分成 4 等份，加入不同

的干扰物质，添加试剂前后测定血清中 AFU 的活

性，对照组测定结果与加入不同干扰物质后各组

的测定结果。相对偏差 (%)=( 干扰样本的测定均

值－对照样本的测定均值 )/ 对照样本的测定均值

×100%。

1.3.5　比对性实验：参照 CLSI EP9-A2 的方法，用

AFU 浓度范围（0 ～ 170U/L）的 50 个不同浓度的

病人新鲜血清样本，用改良试剂与进口试剂同时进

行测试。

1.3.6　稳定性实验：将新配制的改良试剂，均匀

分装各 12 组，每组的试剂量为 R1：20ml，R2：

5ml。放置到 2 ～ 8℃冰箱中，每月的同一天取出

两组试剂检测低高 AFU 质控品。

1.4　统计学分析　数据均采用 SPSS 19.0 统计进

行分析，符合正态分布的计量数据以均数 ± 标准

差（x±s）表示，两组正态计量资料比较，应用方

差分析，两组相互比较采用两独立样本 t 检验。以

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　精密度验证　见表 1，表 2。改良试剂与国产

试剂同时用贝克曼 AU5800 生化仪测定，配置 AFU
试剂检测低值为 CV 批内 =2.10%, CV 批间 =2.62%；中

值为 CV 批内 =1.19%, CV 批间 =1.90%；高值为 CV 批内 = 
0.67%, CV 批 间 =1.20%； 国 产 AFU 试 剂 检 测 低 值

为 CV 批 内 =2.78%, CV 批 间 =3.14%； 中 值 为 CV 批 内 = 
3.09%, CV 批间 =3.30%；高值为 CV 批内 =1.91%, CV 批间 = 
2.40%。改良试剂批内及批间总变异系数 1.32%，

2.59%，国产试剂批内及批间总变异系数为 1.91%，

2.95%，均符合批内及批间 CV ≤ 5% 要求，差异均

有统计学意义（均 P<0.01）。

2.2　线性范围　 见 图 1。 线 性 方 程 Y=1.004 5X-

0.548 5， 相 关 系 数 r2=0.999 7， 测 量 值 之 间 的 相

关 性 极 好， 通 过 实 验 证 明 改 良 试 剂 线 性 范 围 为

0 ～ 300U/L，完全能满足临床检验诊断的需求。
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表 1　改良试剂和国产 AFU 试剂批内精密度比较（n=20）

标本
改良试剂 国产试剂

t p
x s CV(% x s CV(%)

低值 17.7 0.37 2.10 17.63 0.49 2.78 3.64 0.0008

中值 61.3 0.73 1.19 61.75 1.91 3.09 5.35 0.000

高值 210.3 1.41 0.67 212 4.05 1.91 2.81 0.007

表 2　改良试剂和国产 AFU 试剂批间精密度比较（n=20）

标本
改良试剂 国产试剂

t P
x s CV(%) x s CV(%)

低值 17.9 0.47 2.62 17.53 0.55 3.14 3.83 0.0004

中值 62.17 1.18 1.90 61.55 2.03 3.30 4.15 0.0001

高值 210.8 2.52 1.20 213.7 5.12 2.40 3.76 0.0005

图 1　改良试剂线性范围

2.3　干扰性实验　 见 表 3。 改 良 试 剂 在 抗 坏 血

酸 ≤ 12g/L， 胆 红 素 ≤ 550μmol/L， 脂 血 指 数

≤ 0.5mg/L，血红蛋白≤ 3g/L 对测试结果均无显著

干扰（P ＜ 0.05)。而对照组国内某 AFU 试剂在上

述浓度干扰物质存在时，受到明显干扰，相对偏差

较大。
表 3        　     两种试剂干扰实验结果

干扰物种类
干扰物 
浓  度

改良试剂 国产试剂

AFU 均值
（U/L）

相对 
偏差（%）

AFU 均值
（U/L）

相对 
偏差（%）

无干扰物（对照组） 0 55 0.00 56 0.00

血红蛋白（g/L) 3 56 1.82 65 16.07

胆红素（μmol/L) 550 57 3.64 64 14.29

抗坏血酸（g/L) 12 53 -3.64 49 -12.50

脂血指数（mg/L） 0.5 59 2.54 62 6.59

2.4　比对实验　见图 2。改良试剂与某进口试剂分

别按标准操作程序对 50 例临床新鲜血清标本进行

测定，其相关系数 r2=0.999 8，说明二者相关性良好。

图 2　改良试剂与进口试剂临床样本比对结果

2.5　稳定性实验　取出放在 2 ～ 8℃冰箱中的改良

试剂每天检测结果，连续检测一年，质控品 -1 靶值：

28.94U/L；s：0.34；CV：1.18%；AFU 质控品 -2 靶值：

12.15U/L；s：0.13；CV：1.04%，见图 3。本试剂

在 2 ～ 8℃储存条件下非常稳定。

图 3　改良试剂稳定性测试结果

3　讨论

AFU 采用 CNP-AFU 底物法检测活性是目前

较为理想的方法，也是目前最先进的方法 [7]。该方

法是在酸性条件下，样本中的 AFU 将含呈色基团

的底物 CNP-AFU 的 1,4 位糖苷键水解，使反应在

405nm 处产生最大吸光度，通过测定吸光度的变化，

即可计算出样本中 AFU 的活性。AFU 试剂中使用

的防腐剂主要是叠氮钠（NaN3），使用防腐剂不能

与试剂盒中的任何成分发生反应，不能影响试剂盒

的检测效果。叠氮酸（HN3）是体外诊断试剂中最

常用的防腐剂之一，可抑制细菌生长，溶于水、液氨，

不溶于乙醚，微溶于乙醇，用量一般为 0.1% ～ 0.5%。

多数情况下行之有效，但由于 NaN3 含有氨基，会

干扰辣根过氧化物酶（HRP）、超氧化物歧化酶、

触酶等多种酶，所以一般含有 HRP 的试剂都不建

议使用，从而影响酶检测结果，所以添加另一种新

的防腐剂来稳定检测结果是临床试验血清酶检测所

需要解决的问题。

本文 [8] 通过添加烷基糖苷的 AFU 试剂使用新

型生物缓冲液 -MES 缓冲液（Goods 缓冲液的一种）
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对样品无副作用，并且在 MES 缓冲液中产物 CNP
的摩尔吸光系数较高，配伍性能好，能与各种离子

型、非离子型表面活性剂作用，溶解性好，耐强碱

和电解质，有良好的增稠能力，还有防腐作用，使

试剂性能稳定性更好，可大大提高测试结果精密度。

参照 NCCLS 方法 [9]，对改良试剂与国内试剂

的精密度实验从低中高样品检测结果的变异系数

观察，改良试剂批内及批间总变异系数为 1.32%，

2.59%；国产试剂批内及批间总变异系数为 1.91%，

2.95%，改良试剂明显低于国产试剂，精密度优于

国产试剂。由于酶本身的抗干扰性差，血清溶血、

脂血等因素对测定结果有影响，表 3 中 [10] 改良试

剂相对偏差（RSD）明显低于某国产试剂，当 RSD
值越小时精密度越高，重复性越好，改良试剂的抗

干扰能力越强。同时与进口试剂实验比对，二者相

关系数好，有良好的可比性。试剂的稳定性显示

CV 良好的开瓶稳定性也好（至少 12 个月），在使

用一年内无显著变化，完全适合临床使用，能满足

商品试剂盒的国家质量指标参数要求 [11]。

综上所述 [12]，改良试剂为液体试剂，有表面活

性、防腐及稳定作用。优点主要是检验结果重复性

好，稳定性好，抗干扰性好，配置简单。缺点主要

是缺乏临床应用，需要大量的检测数据进一步论证。

总之为临床试剂的研究及转化应用打好基础。
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