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血清胆固醇参考测量程序

分光光度法

1 范围

本标准规定了血清胆固醇参考测量程序 (分光光度法)及其质量保证的基本原则。

本标准适用于从事血脂研究的实验室或血脂参考实验室测定胆固醇。

2 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

2.1

参考物质 refereⅡce materia【

一种或多种特性值足够均匀且已被确定的材料或物质 ,用于分析测定系统校准 、测定方法评价或为

其他材料或物质赋值 。

2.2

有证参考物质 certiⅡed refere⒒ ce material,CRM

附有证书的参考物质 ,其一种或多种特性值 由已被检定 ,检定程序可溯源至准确复现的表示这些特

性值的测定单位 ,检定的每一种特性值都附有给定置信水平的不确定度。

2.3

参考测二程序 reference measurement procedⅡ re

经过充分研究的测定程序 ,其测定值的不确定度适合其预期用途 ,尤其在评价测定相同量的其他测

定方法的正确性和鉴定参考物质 /方面的用途。

2.4

参考实验室  reference measurement Iaboratory

运行参考测量程序并提供有一定不确定度的测定结果的实验室。

2.5

测定不确定度  uncertainty of measurement

表征合理地赋予被测定之值的分散性 ,与测定结果相联系的参数。

注 1:此参数可以是标准差或其倍数 ,或具有规定置信水平的区间的半宽度。

注 2:测定不确定度由多个分量组成。其中一些分量可以用系列测定结果的统计分布估计 ,并用实验标准差表征。

另一些分量则可用基于经验或其他信息的假定概率分布估算 ,也可用标准差表征。

注 3:测定结果应理解为被测定之值的最佳估计,而所有的不确定度分量均对分散性有贡献,包括由系统效应引起

的(如 ,与修正值和参考测定标准有关的)分量。

3 方法原理

以氢氧化钾水解胆固醇酯 ,正己烷提取胆固醇、挥发溶剂 ,加人以醋酸酐、浓硫酸、冰醋酸按一定的

比例混合而成的显色剂 ,分光光度计 比色。根据胆固醇标准溶液的浓度和吸光度值计算样本的胆 固醇

浓度。
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4 试剂和材料

4.1 试剂要求

使用 AK法作为参考测量程序测定胆固醇时 ,适用的试剂种类和要求为 :纯胆固醇的有证参考物质
(99.8%± 0.1%)、氢氧化钾 (优级纯 )、浓硫酸 (优级纯 )、 无水乙醇 (分析纯 )、 正己烷 (色谱纯 )、冰乙酸
(分析纯 )、乙酸酐 (分析纯)及试剂级纯水。

4.2 警告和安全注意事项

方法中需使用酸、碱和有毒化学试剂。这些试剂应按有关规定分类存放管理。应在通风柜中使用
并远离热源 ,使用时注意防护并尽可能采取措施减少外溢。如不慎被上述试剂累及应立即冲洗 ,需要时
请及时就医。

4.3 试剂配制

4.3.1 氢氧化钾水溶液,5.9mo【/L(0.33kg/L)

氢氧化钾 (固体 )常含水 lO%~15%,根 据瓶上标签所指明的数字 ,计算出相当于 165g无水氢氧化
钾的量 ,迅速称量 ,溶于 400mL水 中 ,冷却后稀释至 500mL,混合均匀 ,贮存在抗化学腐蚀的聚四氟乙
烯或聚乙烯瓶中 ,螺旋盖也用同样材料制作。每月新鲜配制。瓶底会有碳酸钾沉淀 ,吸取时勿搅动。

4.3.2 氢氧化钾乙醇溶液 ,约 0.35moⅡ/L

此试剂易变色 ,应在临用前配制。以每只测定管、标准管及空白管各 2.5mL计 ,计算出需要量。
如配制 100mL则用 10mL刻度吸管吸取 5.9m° l/L氢氧化钾水溶液 6。 O mL± 0.1mL,放 人 100mL
量筒中 ,以无水乙醇稀释至刻度 ,混匀 ,倒人具塞锥形瓶中备用。

4.3.3 显色剂

醋酸酐 (V1)、 浓硫酸 (V2)、 冰醋酸 (V3)按 y1+v2十 V3=⒛ +1+10的 比例混合。应在冷水浴或冰
浴中仔细缓慢混合至均匀。用前放人 25℃水浴中平衡。
注 1:该显色剂稳定性差 ,在应用的当天根据需要量配制。要有足够量作冲洗加液器用。应在通风橱内隔着防护
板、戴橡胶手套操作。

注 2:配好的显色剂应无色 ,以水调
“
0”时显色剂的吸光度应不超过 0.003。 如有色则须重配或更换三种试剂并增加

冷却时间。

4,4 纯胆 固醇参考物质配制标准溶液

4,4.1 标准溶液配置前准备工作如下 :

——胆固醇干燥 :胆固醇纯度标准物质放人玻璃小烧杯或平皿中,烤箱 40℃ ~5o℃ 减压干燥
8h~10h;

——玻璃器具准备 :

· 容量瓶 :100mL至少 10个 ,50mL1个 ;

· 移液管 (奥氏吸管):20mL4支、10mL7支 、5mL2支 ;

——无水乙醇提前 1d放置实验台保持室温 ;
——控制室温在 25℃左右。

4.4.2 标准溶液配制按如下操作 :

2
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一 称量、溶解和定容 :在万分之一天平上精确称取约 1.∞00g干 燥的胆固醇参考物质 ,小 心并
完全转移到放置在 100mL容量瓶上的一小玻璃漏斗中 ,用室温无水乙醇仔细冲洗、溶解玻璃
小漏斗上的胆固醇至容量瓶中 ,轻轻摇动容量瓶至胆固醇完全溶解 ,定 容到 100mL,充 分混
合。若称取的胆固醇为 1,000og,则 此胆固醇溶液的浓度为 25,86mmol/L(1000.0mg/
dL);

— 一̄配制不同浓度胆固醇标准溶液 :见表 1。 用奥氏吸管准确吸取相应浓度的胆固醇溶液至不同
容量瓶 ,加无水乙醇至刻度 ,充分混匀 ;

表 1 胆固醇标准溶液配制

——储存和使用 :分装各标准溶液至 1mL安瓿 ,封 口、贴标识 ,4℃保存 2年 。使用时从冰箱冷藏
室中取出、平衡温度至少 1h,其间混合均匀 ,每次打开用完后弃之 ;

——新旧标准溶液的替换 :新配制的标准溶液在使用前应与以前使用的标准溶液进行 3次~5次
对比,即用本方法同时测定两种标准溶液和不同浓度的质控血清 ,以两种标准溶液分别作标准

曲线、计算质控血清胆固醇浓度 ,两者偏差应小于 0.5%。 达到此要求即可再完成新旧标准溶

液的替换。

4.5 质控血清

制备胆固醇水平高、低不同的个体或混合新鲜血清,1mL/支 分装、密封、一⒛ ℃以下冷冻保存。
每一批样本测定时均包括这两种血清。每批质控血清要有足够量 ,-20℃ 以下冷冻保存可至少使用
16年 。不可反复冻融。

5 仪器设备

5.1 通用分光光度计

在波长 620nm处满足以下要求 :波段宽度≤10nm。 波长设置的准确度±2nm。 吸光度读数(A)

的精密度 (同一溶液吸光度读数的重复性 )在 1.0时为±0.001。 以不同浓度的硫酸钴铵溶液作线性试
验时 ,光度线性应为通过

“
0”点的直线 ,以每一读数计算出的斜率必须在平均斜率的 1%以 内(以不同浓

度的硫酸钴铵溶液作线性试验 )。 光度测定的准确度±3%(吸 光度读数与参考的校准标准吸光度读数

原胆固醇溶液浓度

mmol/L(mg/dL)
用奥氏吸管吸取量

mL
容量瓶

mL
稀释后胆固醇溶液终浓度

mmd/L(mg/dL)

25.86(1 000) 10 34(400)

25.86(1 ooo) 7.76(300)

25.86(1 00o) 5.17(200)

25.86(1 000) 2.59(100)

25.86(1 ooo) b
l。 29(50)

2.59(100) 0.65(25)

10.34(400) 1.03(40)

5.17(200) 0.52(20)

2.59(100) 0.26(10)

1.29(50) 0.13(5)
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的一致性 )。 杂散光≤0.5%。 要求有固定位置的流动比色杯 ,比色杯及其附属部件不会被显色剂腐蚀。

5.2 采样及移液系统

样本及标准液的吸取与转移的精密度应不超过 0.3%。 对于容积精度要求不高的试剂 (如 5mL
水、5mL氢氧化钾乙醇液)可用移液管、滴定管、加液器等。对于用量应准确的试剂 (如正己烷、显色
剂)须用 A级移液吸管或移液器 ,要求精密度≤0.3%。 有条件时可用装备不锈钢泵的自动移液-稀释
器转移样本及试剂 ,所用自动的或手工的加样器须专用。例如用稀释器 :

a) 吸取样本或标准液和加氢氧化钾乙醇液 (要求稀释器接触试剂的部分可耐受化学腐蚀);稀
释器 ;

b) 加正己烷 ;稀释器 ;

c) 吸取上层正己烷提取液 ;稀释器 ;

d) 加显色剂 (稀释器接触试剂的部分可耐受化学腐蚀 )。

5.3 试管及试管架

用于水解和抽提胆固醇的 15mL~2o mL的 具塞 (聚 四氟乙烯)试管、适当体积的用于蒸干正己烷
上层液并加 LB显色液的试管及可摆放 40个 ~60个试管的试管架。试管和试管架皆可耐受化学腐蚀。

5.4 振荡与混合设备

5.4.1 旋涡式混合器

用于水解步骤和加显色剂的混合。样本数少时也可用混合正己烷抽提液 ,旋涡混合 3次 ,每次 5s。

5.4.2 机械振荡器

用于正己牡提皂化样本中的胆固醇。负荷≥3.0kg、 振幅 3。 s cm、速度 250次/min的 往复式振荡
器 ,可剧烈、彻底振荡整个试管架上的大批样本。如果正己烷能最大限度地抽提出皂化液中的胆固醇 ,

同一样本在不同批次提取时测定的胆固醇浓度之差应<0.5%。

5.4.3 样本混合器

可以温和地混合冰冻血清样本、质控血清和标准液。

5.5 蒸发设备

可加温并接有真空泵的干燥箱 ,用于干燥胆固醇结晶(原始标准)及正己烷抽提液 ,后者也可以放在

35℃ ~40℃ 水浴上用氮气流吹干。

5.6 水浴

水解用 50℃ ±2℃ 、可以放两个试管架的恒温水浴。另一个用于显色的水浴是 25℃ ±1℃ 。

5.7 冰箱

有 4℃ ~8℃ 的冷藏室及—20℃ 以下温度冷冻室的冰箱 ,用 于贮存分析样本和标准溶液。

5.8 天平

万分之一天平 (0.0001g)。

4
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5.9 温度计

用于监控实验室、水浴、真空干燥箱的温度。

5.10 定时器

用于时间记录和控制。

5.1l 安全贮存柜

用于存放有机溶剂和其他化学试剂。

5.12 通风装置

实验台应接有通风管道 ,以排出挥发的有机溶剂和酸性显色液。

5.13 环境温度控制

实验室配备中央空调满足环境温度要求。一旦室温超出 15℃ ~3o℃ 范围应停止测定工作。

5.l0 紧急冲淋系统

实验室备有紧急冲淋系统便于在上述化学试剂累及时可立即冲洗。

5.15 玻璃容器和吸管

用于配制、转移和存放标准溶液及试剂 ,包括 A级容量瓶、A级移液管、玻璃试管、量筒、烧杯、试剂
瓶、刻度吸管、玻璃安瓿等。

注 1:天平、温度计应定期由计量部门校准并出具校准报告。

注2:仪器日常维护、维修及使用应有文字记录备案。

6 样本

6.1 受试者准备

在血脂分析前受试者应做如下准备 :处于稳定代谢状态 ,近期内无急性病、外伤、手术等异常情况 ,

至少 2周内保持一般饮食习惯和稳定体重 ;取血前 24h不饮酒、不进行剧烈体育运动 ;除卧床患者外 ,
抽血前受试者至少应坐位休息 5min;禁食或非禁食、血清或血浆样本均适用于胆固醇和高、低密度脂
蛋白胆固醇测定。

注:制备用于胆固醇测定的血浆可以乙二胺四乙酸二钠作抗凝剂 ,血液中抗凝剂浓度为 1g/L时血浆胆固醇浓度
比血清低约 3%。

6.2 裔告

所有血样本应考虑其潜在生物传染性 ,请注意防护并尽可能减少污染。如不慎沾染应立即冲洗和

消毒。与血样本有关的所有废物应放人黄色
“
焚烧垃圾袋

”
统一作无害化处理。

6.3 取血方法

取前臂静脉血。静脉穿刺过程中止血带使用不应超过 1min,避免溶血。
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6.4 血液样品的处理、贮存和测定前准备

6.4.1 血清的制备、分离和贮存

血液样品采取后室温下静置 30min~45min使 血液凝固 ,避免溶血。1500r/min~3000r/min
(离心力 1100g~13oog)离 心 10min后即时吸出血清 ,置试管中密闭贮存 。
用于 AK法测定胆固醇的血清样本应不少于 2.0mI冫 (可平均分成两管 ),分装于密封小管中立即测

定或快速冷冻保存 (-70℃ 或更低)直到完成所有的分析。
注 1:血清保存管不能有破损、渗漏、挥发 ,不能填装过满。

注 2:运输过程中使用干冰以使血清样本保持足够的低温冰冻状态。

6,4.2 分析前样本准备

分析前将血清样本取出、平衡温度至室温、充分混合 。可用慢速混合器或手工混合 ,不能使用旋涡
混合器。每支样本只用一次 ,与血样本有关的废弃物需作无害化处理。

7 测定步骤 (见 附录 B)

7.1 测定系统和样本的准备

7.1,1 仪器设备的准备

准备好各项用具 ,打开分光光度计、波长调到 620nm,准备好 25℃ 水浴 、计时器 ,将空试管架放人 ,

显色剂预温至 25℃ 。

7.1.2 样本准备

取胆固醇标准溶液浓度为 1.29mm。VL、 2.59mmol/L、 5.17mmol/L、 7.76mmol/L、 1o.34mmoVL
(50mg/dL、 lO0mg/dL、 zOO mg/dL、 300mg/dL、 仞0mg/dL)各 1支 ~2支 ;中 和低值质控血清各 1支 ~
2支 ;待分析样本 1支 ~2支 (每支不少于 0.5mL)。 在室温平衡温度 1h以 上并充分混合。

7.1.3 样本制备

取样 、胆固醇酯水解和胆固醇抽提过程如下 :

——
分别取样本 、质控 、标准及空白各 0,25mL加人清洁有盖 (聚 四氟乙烯 )试管 中 ,可取样 2个 ~
3个 。可顺序吸取也可将标准和质控管穿插在样本管之间。各管加人 2.5mL新鲜配制 的氢
氧化钾乙醇液 ,尽量使血清或血浆分散 ,用 自动取样稀释器时两步可以合并 ;

——放人 50℃ ±2℃水浴 ,1h,使胆固醇酯及其他可皂化物水解。水解后加人 2.5mL去 离子水 ,
在 25℃ 水浴中放置约 15min;

——从水浴中取出 ,准确加入 5.0mL正 己烷 (已 平衡至室温 ),加盖颠倒之 ,如有漏水者弃去。旋
涡混合器混合 5s,重复 3次 ,在每次混合之间至少放置 1min,或用机械震荡至少 15mh;

——准确吸取上层己烷液 2mL至 另一组洁净干试管中 ;

——
将正己烷液挥发至干 ,可 以在 35℃ ~4o℃ 水浴上吹氮气流使干 ,或在 55℃ 真空烘箱 中约
45min~60min。 颜色反应即在此管内进行 。如果不在当天完成显色 ,可存放在装有硅胶干
燥剂的密闭容器内贮存一周。

注 1:AK法取样量由原来的0.5mL减小为 0,25mL,目 的是为了适用于小样本量高密度脂蛋白胆固醇和低密度
脂蛋白胆固醇参考测量程序中的胆固醇测定。

注 2:抽提效果因仪器而异。当试用—种混合器时先要经过试验以确定能达到完全抽提的时间。
6
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7,1,4 显色及比色测定

显色及比色测定按如下操作 :

一 空白 :先将分光光度计用水调“0”点 ,吸 干比色杯 ,将废液瓶倒空 ,用显色剂冲洗比色杯数次 ,然
后读显色剂吸光度 ,应不超过 0.O03,然后以显色剂调整

“
0”点 ;

——测定顺序 :按 一定时间次序加试剂及比色 ,程序是先计时 ,加 1.6mL显 色剂至第一管中 ,加试
管盖 ,旋涡式混合器混合数秒钟溶解残渣 ,放人 25℃ 水浴内试管架第一位置上 ,⒛ s(或 其他
方便的时间)后加 1.6mL显 色剂于第二管 ,同 第一管操作 ,依次进行。每一管在水浴中的时
间是 30min整 。各管依次在保温 30min后 比色读取吸光度 ,间 隔时间 ⒛ s(或其他规定 )。
测定完成后将比色杯吸干 ,用水冲洗比色杯至少 10次 。

7,1.5 数据处理

在分析范围内 1.29mmol/L~12.93mmol/L(5o mg/dL~500m酽 dL)各标准溶液管吸光度与胆
固醇浓度成正比 ,以标准溶液的浓度与吸光度值作标准曲线 ,计算血清样本胆固醇浓度。可将重复取样
管的测定结果的均值作为最终结果。

7,1.6 浓度表示及换算

以 mm。l/L或 mg/dL表示 ,浓度 m酽dL乘 以 0.02586即 换算为 mm。l/L浓度。以 mmol/L为单
位时 ,结果保留小数点后 2位有效数字。

8 测定不确定度的评估

分析全过程为称取胆固醇参考物质 ,置适当体积的容量瓶中溶解 ,制 备标准溶液母液 ,稀释母液制
备工作标准溶液 ,准确吸取等体积标准溶液和血清样品 ,经皂化、抽提、显色后 ,分光光度计比色。胆固

醇的含量与吸光度成正比 ,根据胆固醇标准溶液的浓度和吸光度值计算样本的胆固醇浓度。

胆固醇测定的不确定度主要包括来源于测定结果重复性的 A类不确定度和 B类不确定度。B类
不确定度主要来源于重量法配制标准溶液的过程和参考物质的纯度等。B类不确定度主要来源于容量
法配制标准溶液、参考物质的纯度的不确定度、标准曲线的不确定度、取样的不确定度、样品制备过程的

不确定度、分光光度计比色的不确定度以及与决定性方法的偏差带来的不确定度。

根据以上分析 ,计算各不确定度分量 ,合成测定不确定度。

9 质量保证

为持续保持参考测定结果的准确性 ,应结合室内和室外质量控制计划对参考测定过程及结果进行

监控、验证。质控方法包括 :每次实验都使用实验室内部质控样本、参加国内外参考实验室间比对、定期

使用有证参考物质进行验证、对不同时间测得的样本结果进行比较等。所有上述质量控制活动均应仔

细、准确地予以记载 ,必要时应记录实验时的相关背景资料。

10 结果报告

应以报告或证书的方式签发参考测定结果。报告或证书应至少包括下列内容 :文件题 目、签发机构

的名称和地址 (适用时 ,认可机构 )、接收物质的类型和来源、物质的唯一性标识和序列号、测定的样品数

7
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目、客户的姓名和地址、订单号、报告或证书的页数、报告或签证 日期、使用的测定程序、各单次测量结
果、报告的参考测定值、报告值或定值的溯源性说明、测量不确定度、报告或证书的有效地理区域 (国 家
的、地区的)说明。此文件应只能由参考测量实验室授权人员和负责人或其代理人签署。
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附 录 A
(资料性附录 )

AK法测定胆固醇的适用性和可靠性说明

A.1 分析方法的特异性和适用性

AK法包括碱水解胆固醇酯、石油醚提取及醋酸-醋酸酐-硫酸显色等步骤 ,其法特异性高的关键在
于操作中有皂化、正己烷抽提及溶剂挥发等步骤 ,起到充分提纯与浓缩胆固醇的作用。方法中使用的显
色剂正确制备时血清中胆固醇测定范围可达 5酽 L。 本法具有较高的特异性 ,但受血清中其他甾醇的
干扰 ,测定结果比同位素稀释/气相色谱/质谱法 (ID/MS法 )结果高约 1.6%。
AK法可分析的样本包括冰冻或新鲜的血清或血浆样本 (人或动物来源 )、 冰冻或冻干的质控血清

(人或动物血清制备 )、其他体液中的总胆固醇及各部分脂蛋白的胆固醇 (如高密度脂蛋白胆固醇和低密
度脂蛋白胆固醇 )。

A.2 分析过程的合理性

A.2,1 加样

血清样本与胆固醇乙醇溶液均须准确加样 0.25mL,两者基质 (matⅡ x)不 同 ,加样要不受溶液性质
的影响。自动采样稀释器可达到所需的精密度 ,并且快速 ,可适应较大的样本量。

A.2.2 去蛋白

乙醇用于双重目的 ,既作为迅速皂化的溶剂 ,也作为蛋白变性剂使脂蛋白中胆固醇释出。如果不用
乙醇或类似的变性剂 ,非极性有机溶剂 (女叫旨肪族碳、氢化合物 )只能提取部分胆固醇及其他与蛋白结合
的类固醇。

A。 2.3 皂化

皂化可在室温下迅速进行 ,但胆固醇酯水解比大多数脂肪酸酯慢 ,而需要增加碱性、温度或时间。

胆固醇酯的完全水解是至关重要的 ,胆固醇酯与游离胆固醇以等分子数与显色剂起反应 ,但两著颜色生

成及褪色速度不同。在本实验条件下保温 1h后 ,无胆固醇酯可以测出。

A.2.4 己烷抽提

乙醇水溶液与己烷之间的分溶分配可以使非极性类固醇 (steroids)、 固醇 (stcrols)与 极性较高的类

固醇激素及生物液体中的有机和无机组成分离开来 ,水相中的乙醇浓度为 40%~7o%,正己烷可以从
碱性乙醇液中定量地抽提 99,7%的胆固醇。稀释碱性水解液所用水的体积 (2.5mL)不 需要十分准确 ,
但加人的 5.0mL正 己烷必须准确。通过充分的震荡抽提使两液相之间达到物理的完全平衡。

A。 2,5 吸取抽提液

吸取正己烷抽提液相当于第二次取样。如果抽提过程中己烷没有损失与挥发 ,则每一管中都可回

收得到 5,0mL正 己烷 ,而不会损失在水相中。转移 2mL抽提液必须高度准确 ,否则会使最后结果有
较大的误差。第二次取样后的挥发必须完全而无意外丢失 ,切不可因加温过高而溅失。
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A。 2.6 颜色反应

胆固醇与显色剂的反应机制已有解释 (见 1974;Clin chem⒛ :794),本 标准所用显色剂在无水条件
下对固醇类及一些类固醇的作用比较特异 ,呈色的吸收峰宽 ,初期产物的最大吸收波长为 620nm,提高
温度可以明显加速反应 ,硫酸浓度及少量水分也影响反应速度 ,故试剂中硫酸用量要准确 ,反应系统需

无水。本法 25℃ 时的最高吸收坪在 28min~30min,故 比色应按顺序进行 ,准确掌握规定的时间间隔。

A.2.7 标化

胆固醇标准溶液采用与样本相同的制备和测定过程 ,目 的是为了校正取样、抽提与试剂的偏差。仪

器与呈色反应的不稳定可以引起
“
0”点漂移以及标准曲线斜率的变动。在本法分析范围内 ,需要严格控

制操作的准确性和重复性。

A。 3 准确度目标

本法与美国 CDC参考测量程序 (分光光度法)测定结果比较偏差不超过 1%。

A.4 可靠性 (短期与长期精密度 )

胆固醇浓度为 100mg/dL时 ,标 准差 <0.05mmol/L(2mg/dL),CV≤ 2%;胆 固醇浓度
≥5.17mm°l/L(200mg/dL)时 ,CVx【 1%)。 这一 目标在用机械的移液装置时可达到 ,需努力维持这
种状态。

A.5 检测限

显色剂制备恰当,血清中胆固醇测定范围可达 12.93mmol/L(500m酽 dL)。 减少抽提液用量可以
扩大测定范围。显色剂用量减半可使灵敏度提高一倍 ,在用于测低浓度胆固醇 (如高密度脂蛋白胆固

醇)时不会牺牲可靠性或线性。

A。 6 实际使用情况

分析精密度与准确度要求及仪器设备的效能是以 CDC脂类实验室人员的经验、美国临床化学会标
准化委员会胆固醇研究组的建议等为根据的 ,这些要求待将来有更多的数据时再修订。

A。 7 实验室间研究验证

本法的
“
可转移性

”
研究已由 CDC组织 14个合作单位进行 ,结果在 1986年发表。应用胆固醇含量

为 3.44mmol/L~9.28mmol/L(133mg/dL~359mg/dL)的 混合血清时 ,所得室内 CV<1.5%,室间
CV(3.0%。



附 录 B
(资料性附录 )

AK法测定胆固醇的流程图
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打开水浴升温(预设sO·C`从冰箱内取出标本平衡温度至室温并混合 (约需0.5h~1h)

样品02mL+KoH乙 醇液2mL至带盖10mL试管

旋涡振荡混合 ,sO℃水浴1h

试管室温放冷后加去离子水2mL。旋涡振荡混合,25℃ 水浴(或室温)15mln

加正己烷4mL

水平振荡15min以 上(也可使用旋涡振荡器5min~10min)

吸上层1mL冲入安瓿内,2mL冲洗至废液缸

⒛ ℃减压干燥箱抽干(约需1h,干后放气 ,之后再抽干⒛ m“ ),冷却

开25℃ 水浴 ,开比色计 (波长妮O nm),酡制显色掖

⒛ s加显色液1mL/管 、旋涡混匀器混合、放入水浴

准确计时30m“后每隔zO s比色1管

以胆固醇参考物质标准溶液的浓度和吸光度做标准曲线 ,计算样本胆固醇含量

图 B.1
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