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血清尿素测定参考方法

1 范围

玺蜃强露锦 为与血清尿素检验有关的仪
器和

部门应用。

2 规范性引用文件

文件

L凡
是不注日期的訾

骨章:ξ莓薹摹l垂备套营曩:《晕嚣髻

是

垂营ζζ吾量Γ

的版本适用于本

3 术语和缩略语

3.1 术语

下列术语和定义适用于本文件
。

3.1.1

叠雾苌
苎个系统中取瑟

L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

翌裂 鱼情况下 ,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

罨蓍露雪笙验室或实验室豁
h用于测定的原始样本或原始样本的分

样本 。

3.1.3

:篓唰豸鞲黢誓嬲
盹

3.1.4

蹒 量i言i∶;;∶丨芎丨:培I蚤鲒
璧榄 出侧 黯 钸 鼢 獬 威衫

y析滋引液

再上机测定。

3.1.5

禹雾享豢分溶雀馑窖 甜
!芳荐或固体中雨制各的溶液

,溶解过程中可以有反应发
生或无反应发生。

3.1.6

(某-物质系统的)基质 matrix(oF a materia1system)

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

参考方法 refereⅡce 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 system

简称灵敏度 (sensitivity)

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

分析特异性  ana1yticaⅡ speciⅡ city

测定方法只测定可测定的量的能力 。

3.1.10

分析干扰  anaIyticaⅡ 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

影响Ⅱ  hflueⅡce quantity

被测定以外的可影响测定结果的量。

3.1.12

被测Ⅱ 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 Ⅱm∴t,Ⅱmit of detectioⅡ

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 荐口和卩的默认值为 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 caIibmtor

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 。

GLDH:L-谷 氨酸脱氢酶 (glutamate dehydrogenase)

NADH:还 原型 阡烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (β-ni∞tinamide~ade“ ne-dinucleotide,reduced form)
IFCC:国 际 临 床 化 学 与 检 验 医 学 联 合 会 (international federaton of chnical chemistry and

laboratory medicine)

2
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SOP:标准操作方法(Standard operation Procedure)。

4 测定原理

尿素在脲酶催化下 ,水解生成氨和 Co2,氨在 Ⅱ酮戊二酸和还原性辅酶 I存在下 ,经谷氨酸脱氢酶

催化生成谷氨酸 ,同时 ,还原性辅酶 I被氧化成氧化型辅酶 I,反应式如下 :

尿素+H20璺里 (NH^)2c。 3

(NH4)2Co≠望
=2NH3+c02

NH3+Ⅱ酮戊二酸+NADH+Hˉ 型￡廴谷氨酸+NADˉ +H20
在还原性辅酶 I转化成氧化型辅酶 I同 时伴有 340nm处 吸光度的下降 ,吸光度下降的程度与样

本中尿素含量成正比,测定反应 30min后 ,339nm处吸光度变化即可测定样本中尿素含量。

5 测定样品

标准物质、校准品、质控品、血清。

6 测定试剂

6.1 扌示与安全注意事项

6.1.1 氢氧化钡 :高毒类物质 ,吸人及接触可引起中毒 ,表现为恶心、呕吐、腹痛、腹泻、脉缓、进行性肌

麻痹、心律紊乱、血钾明显降低等。接触高温度溶液可造成皮肤灼伤毒。称量及配制试剂时应进行有效

防护 ,带防护眼镜、橡胶手套 ,穿隔离服。

6.1.2 硫酸锌 :对眼睛有中度刺激性 ,对皮肤无刺激性 ,误服可引起急性胃肠炎 ,严重可引起休克至死

亡 ,称量及配制试剂时应进行有效防护 ,带防护眼镜、橡胶手套 ,穿隔离服。

6.2 试剂原料

本方法使用下列试剂。

6.2.1 3,⒊双 (4-羟基苯基)-1(3H)-异苯并呋喃酮 (酚酞 ,C2° H〗 404),相 对分子质量=318.33。

6.2.2 硫酸锌 (ZnsO4· 7H20),相对分子质量=287.56。

6.2.3 氢氧化钡EBa(oH)2· 8H20],相对分子质量=315.46。

6.2.4 L谷氨酸脱氢酶(glutamate dehydrogenase,GLDH),来源于牛肝脏 ,要求高纯度。
6.2.5 z-氨 基-2-羟基△,⒊丙二醇(To⒌HCl× NH2C(CH20H)3· HCl),相对分子质量 =157.60。

6.2.6 三羟甲基氨基甲烷(Tos-Base)ENH2C(CH20H)3],相 对分子质量=121.14。

6.2.7 脲酶(Urease),来 源于刀豆 ,要求高纯度。

6.2.8 Ⅱ酮戊二酸(NaOoCCH2CH2COCoONa· 2H20),相 对分子质量 ,相对分子质量 =226。 09。

6.2.9 还原型 阡烟酰胺腺嘌呤二核苷酸二钠盐(NADH× C21H夕 N7N饧 O14P2· =H20),相 对分子质

量 =709。 ω。

6.2.10 乙二胺四乙酸二钠盐(EDTA× Cl° H!4N2Naz0:· 2H20),相 对分子质量=372.24。

6.2。 ll 5’二磷酸腺嘌呤单钾盐(ADP)(ClO H14KN501° P2· 2H2O),相 对分子质量=501.32。

6.3 试剂性能要求

6.3.1 宜使用最高纯度的试剂。
3
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6.3.2 GLDH:试剂纯度≥70%9每亳
克蛋白酶含量≥zO单位。

6,3.3 Urease:试剂含璧每
,克

固体酶含量为
(15000~50000)单 位。

6.3.4 牛血清白蛋白,五级 ,相对分
子质量=68000。

6.4 试剂制备

6.4,1 试剂原料含n

试剂的原料纯庋应为100%9如果
试剂原料含璧小于100%E例如,~.攵%)],按

公式(l)计箅实际

含量 :

w实斥=田眚丘
⋯̈ ⋯¨⋯ ¨̈ ⋯⋯⋯⋯¨(1)

式中:                                  Ⅱ

W实咻̂ ^实际称量 ;

了
:∶

≡ 蕙菟l套嚣况度 ,%毛
庋(尼 =2)(包括物质纯皮的不确

定庋)应≤1.5%9称且时显示的值与靶
值的差异

不应超过 0.5%o

6.4.2 试剂制备用水

6.4,2.1 纯水

宜使用高纯庋的水
(导电性<2us· cmˉ ,pH6~7,硅酸盐

(0.1mg· Lˉ l)制备试剂。

6,4.2.2 无 Co2水

试剂水在敞口的容器中煮沸
15min,密 闭冷却至使用前。

6.4.2.3 无氮水

试剂水在敝口的容器中煮沸
15min,密 闭冷却至使用前。

6.4.3 血洧尿条试剂

6,4.3.1 0· 5%Ta硪指示剂

准确称取 0.125g酚酞 ,放人烧
杯内,用 zO mL95%乙醇溶解后转

移至 25mL容量瓶内,用 95%乙

醇补足至刻庋线。密闭玻璃
瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 1个月。

6.4.3.2 22ε
·△"的 znso,溶液

准确称取 22g znsO4·
7H209放人烧杯内,用

gOO mL热的无 Co2水 (水温大于 50℃ )溶解后转移

至 1000mL容童瓶内,用无
C02水补足至刻庋线。密闭玟璃瓶室温保

存。稳定 1个月。

6.4.3.3 饱和 Ba(oH)2溶液

准确称取 80g Ba(oH)2·
8H20,放人烧杯内,用 sOO mL热的无

Co2水 (水温大于 50℃ )溶解后

转移至 1000mL容量瓶内,用无
C02水补足至刻度线。需至少 2在

h后使用。采用带有碱石灰帽的玻

璃瓶密闭室温保存 ,碱石灰
帽中的碱石灰每两天更换

1次。穗定 1个月。

6.4.3.4 0.11md· Lˉ
1Ba(oH)2溶液

6.4,3.4.1 用无 Coz水稀释独5mL饱和巳
(0H)2溶液→1000mL。 密闭玻璃瓶室温保存

,稳定 1d。

4
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6.4.3.4.2 0.11mol· L lBa(oH)2溶液的检查方法 :

——用中和滴定法检查该溶液的摩尔浓度 ;

——在清洁干燥的烧杯中准确加入 10mL的 Znso4溶液 ;

——在烧杯中加人 2滴 0.5%的 酚酞溶液作为指示剂 ;
——准确吸取 lO mL o.11mol· Lˉ

lBa(oH)2溶
液进行滴定 ,至淡粉色为终点 ;

——结果判断 :如果消耗 0.11md· L lBa(OH)2溶 液在 10mL± 0.1mL范围内 ,说明配制的溶液符

合要求 ;如果消耗 0.11mol· L1Ba(oH)2溶 液)10.1mL或 <9.9mL,说明 0.11mol· Ll
Ba(oH)2溶液当量浓度过高或过低 ,应按公式(2)计算补偿量 :

嘟 =喈
 

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ······【⒛

式中 :

c——浓度 ,单位为摩尔每升 (mol· Ll);

V——体积 ,单位为毫升(mL)。

6.4.3.5 105mmoⅡ ·Lˉ 1的 Tris-HCl

准确称取 1.6548g Tris-HCl,放 人烧杯内 ,用 80mL无氨水溶解后转移至 100mL容量瓶内 ,用无

氨水补足至刻度线。使用电子天平、清洁干燥的烧杯、容量瓶及称量杯配制。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保
存。稳定 2周 。

6.4.3.6 105mmo1· Lˉ 1Tris-Base

准确称取 1.2720g Tris-Base,放 人烧杯内 ,用 80mL试剂水溶解后转移至 100mL容量瓶内 .田甘

剂水补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃ 保存。稳定 2周

6.4.3.7 溶液 2(pH7.8,105mmOI· Lˉ
1Tris-IItl缓

冲液 )

100mL的 105mmol· Lˉ l Tri⒌ HCl倒人烧杯内 ,用 105mmol· L l Tris~Base调 节 pH值至7.8。

密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6.4.3.8 210mmo【 ·Lˉ I的 Tris-HCⅡ

准确称取 3.3096g Tris-HCl,放 人烧杯内 ,用 gO mL无氨水溶解后转移至 100mL容量瓶内 ,用无

氨水补是至刻度线。密闭试剂瓶 28℃保存。稳定 2周 。

6.4.3。 θ 210mⅡlol· Lˉ l Tris-Base

准确称取 3.3096g Tris-Base,放 入烧杯内 ,用 80mL无氨水溶解后转移至 100mL容量瓶内 ,用无

氨水补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6.4.3.10 pH7.8,210mmoI· Lˉ 1Tris-HC1缓 冲液

100mL的 105mmol· Lˉ 1Tri⒌HCl倒人烧杯内 ,用 105mmol· Lˉ 1Tris圮 ase调 节 pH值至7.8。

密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6.4.3。 ll 溶液 1

准确称取 1。 OG82gⅡ酮戊二酸和 1.1725g EDTA,放人烧杯内 ,用 zOO mL溶液 2(105mmol· L1

ˉ s-HCl缓冲液)溶解后转移至 250mL容量瓶内,用 t抵-HCl缓 冲液补足至刻度线。密闭试剂瓶2℃ ~

8℃保存。稳定 2周 。

b
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6.4.3.12 溶液 3

准确称取 0.7896g ADP,放 人烧杯内 ,用 200mL105mmol· L〗 Tris-Hα 缓冲液溶解后转移至
250mL容 量瓶内 ,用 Tris~HCl缓 冲液补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6.4.3.13 溶液 4

准确称取 0.1788g NADH,放 人烧杯内 ,用 zO0mL105mmol· Lˉ l Tris HCl缓 冲液溶解后转移

至 250mL容量瓶内 ,用 TⅡ⒌HCl缓冲液补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6.4.3.14 0.2%牛 血清白蛋白溶液

准确称取 0.5g牛 血清白蛋白,放人烧杯内 ,用 200mL无氨水溶解后转移至 250mL容量瓶内 ,用

无氨水补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6.4.3.15 7ss O0OU· Lˉ 1GLDH溶液

采用称量法依据 L谷氨酸脱氢酶测定的含量获得总活性为 37800UL-谷 氨酸脱氢酶 ,放人烧杯

内 ,用 40mL O。 2%午血清白蛋白溶液溶解后转移至 50mL容量瓶内 ,用 0.2%牛 血清白蛋白溶液补足
至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 1周 。

6.4.3.16 100800U· Lˉ 1Urease溶液

采用称量法依据脲酶测定的含量获得总活性为 37800U脲酶 ,放人烧杯内 ,用 40mLO。 2%牛血清

白蛋白溶液溶解后转移至 50mL容 量瓶内 ,用 0.2%牛血清白蛋白溶液补足至刻度线。密闭试剂瓶
2℃ ~8℃保存。稳定 1周 。

6.4.3.17 空白试剂

按以下步骤配制 :

——准确移取等量的 756000U· L lGLDH溶液及 pH7.8,210mmol· L1Tris~HCl缓冲液 ,进

行混合备用 ;

——准确移取 10mL溶 液110mL溶 液25mL溶 液42.5mL混合后的 GLDH溶 液及 2.5mL
pH7.8,105mmol· Lˉ l Tr⒍HCl缓冲液 ,并进行混合制备为空白试剂。

6.4.3.18 反应试剂

按以下步骤配制 :

——准确移取等量的 756000U· L1GLDH溶 液及 pH7.8,210mmol· L1Tris-HCl缓冲液 ,进

行混合备用 ;
——准确移取等量的 100800U· L1Urease溶 液及 pH7.8,210mmol· L l Tris~HCl缓 冲液 ,进

行混合备用 ;

——准确移取 10mL溶液110mL溶液25mL溶 液4吃。5mL混合后的 GLDH溶液及 2.5mL混

合后的 Urease溶液 ,并进行混合制备为反应试剂。

6.5 标准液的制备

6.5.1 尿素标准原液(100mmoI· Lˉ
1)的
配制

准确称取 0.6006g SRM912a标 准物质 ,放入清洁干燥经过灭菌处理的烧杯内 ,加入 80mL无氨
6
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水进行溶解 ,溶解后转移至 100mL A级容量瓶中 ,用无氨水多次冲洗烧杯 ,将烧杯内的尿素溶液全部
转移至容量瓶 ,用无氨水补足 ,密闭颠倒混匀至少 10次 ,每一次颠倒后旋转倒置容量瓶 10s。 配制完成

后进行分装 ,每 15mL一 份 ,放人带有螺旋盖的硼硅酸盐的瓶中 ,盖紧并标记 ,注明日期 ,保存在 4℃或
—⒛ ℃。如无污染 ,标准原液可以长期稳定。建议每 6个月重新配制。

注 1:SRM912a的称量误差应控制在±0.0002g以 内。

注 2:尿素标准原液(100mmol· Lˉ !)的配制也可采用其他国际或国家标准物质。

6.5.2 工作标准液的配制

将尿素标准原液和无氨水在室温平衡 30min,按表 1配制工作标准液。

表 1 工作标准液配制方法

配制好的工作标准液应贮存于聚乙烯螺旋帽瓶中,4℃ 稳定期不超过 1个月。

注:工作标准液贮存瓶必须清洁干燥且经过无菌化处理

7 测定条件

7.1 仪器

7.1.1 紫外可见分光光度计

7.1.1.1 环境条件

温度 :5℃ ~35℃ ,湿度 :45%~85%,避 光 ,不能直接放在风口,防震 ,外围禁放热源 ,放置场所周围

不能有大容量变压器等强磁场 ,周 围环境宜清洁无尘 ,电压稳定 ,避免共用电源设备的频繁开关。应有

接地线 ,接地电阻大于 100Ω ,仪器两侧各应有大于 zO cm空间。

7.1.1.2 数据测定范围

ABs— 3。 000~3.000或 0。 0%T~200.0%T。

7.1.1.3 测定模式

ABS;T(%);Conc。

原液

mL
无氨水

mL
用无氨水稀释的最终体积

mL
最终尿素浓度

mm° l· Lˉ !

0 10.00 o

0.50 9,50

lO,00

8.75 12.50

8,50 15.00

8.25 17.50

8.00 20.00

7.00 30.00



Ws/T345-2011

7.1.1.4 技术指标

应符合下列要求 :

——波长 :190nm~1100nm;
——波长准确度 :± 0.2nm;
——波长重现性 :± 0.1nm;
——吸光度准确性 :± (0。 002~0。 004);

——吸光度重现性 :± (0。 001~0。 002);

——噪声 :≤ 0。 0002Abs;
——基线稳定性 :≤ 0。 0003Abs/h;
——基线平稳度 :± 0。 001A;
——光谱带宽 :≤ 1.5nm;
——光学棺度 :± 0。 005A;
——杂散光 :≤ 0。 05%T。

7.1.1.5 校准诂况

每年至少进行一次校准 ;大型实验前应进行校准。

7.1∶ 2 点式温度计

7.1.2.1 环境条件

温度 0℃ ~10o℃ ,湿度<gO%。

7.1.2.2 数据洒定范围

o℃ ~100℃ 。

7.1.2.3 曰定模式

摄氏庋 (℃ )。

7.1.2.4 技术指标

应符合下列要求 :

——分辨率 :0。 001℃ ;

——准确度 :士 0。 01℃ ;
——重复性 :± 0∶ 005℃ ;

——解析度 :± 0。 0001℃ 。

7.1.2.5 校准估况

每年至少进行-次校准 ;大型实验前应进行校准。

7.1.3pH计

7J。 3.1 环境条件

温度 5℃ ~45℃ ,湿度 5%~85%。
8
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7.1.3.2 基本性能特征

应符合下列要求 :
——pH范围 :— 1.000~14.000;
——pH分辨率 :0.002/0。 01;
——准确度 :± 0.002;
——斜率 :80%~120%;
——温度范围 :— 5℃ ~105℃ ;

——温度分辨率 :± 0.3℃ 。

7.1.3.3 校准情况

7.1.3.3.1 pH标 准缓冲液的选择与使用

应符合以下要求 :

——应使用至少两种标准缓冲液进行校准 ,标准缓冲液应包含 pH6~pH8的 范围 ,即应包含需调

整的测定试剂的 pH值 ;

——pH标准缓冲液的不确定度应≤ 0。 01pH;
——所用标准缓冲液应能溯源至国际或国家参考物质。

7.1.3.3.2 pH计 校准

按标准物质证书制备 pH标准缓冲液 :将 pH标准溶液温度调整至 25℃ ,按 pH计使用说明书进行

校准。

7.1.4 电子分析天平

7.1.4.1 环境条件

温度 5℃ ~35℃ ,湿度 45%~85%。

7.1.4.2 技术指标

应符合下列要求 :

——准确度级别 :特种准确度级 ;

——最大允许误差 :± 0.0005g。

7.1.4.3 校准情况

每年一次进行校准 ;必要时可增加校准。

7.1.5 电子天平

7.1.5.1 环境条件

温度 5℃ ~35℃ ,湿度 45%~85%。

7.1.5.2 技术指标

应符合下列要求 :

——准确度级别 :高准确度级 ;

9
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——最大允许误差 :± 0。 05g。

7.1.5.3 校准情况

每年至少进行一次校准 ;大型实验前应进行校准。

7.1.6 加样器

7.1.6.1 技术指标

应符合下列要求 :

——容量允许误差 :JJG646— zO06计量性能标准 ;
——测定重复性 :JJG646— zO06计量性能标准。

7.1.6,2 校准情况

每三个月进行一次校准 ;实验前应进行校准。

7.1.7 容Ⅱ瓶

7.1.7.1 技术指标

应符合下列要求 :

——材质、外观、结构、密合性 :JJG196—⒛06通用技术标准 ;
——容量允许误差 :JJG196-2006计 量性能标准。

7.1.7.2 校准情况

实验前进行校准。

7.2 最终反应混合液的浓度

7.2.1 血清尿素最终完全反应混合液 (空 白液)的浓度

见表 2。

表 2 血清尿素最终完全反应混合液 (空 白液)的浓度

参   数 指   标

Tos 100mmol· Lˉ l

pH(30℃ ) 7.8=L0.05a

GLDH 30000U· Lˉ l(500ukat· Lˉ l〉

Ⅱ酮戊二酸 6mmol· Lˉ l

EDTA 4mm° l· Lˉ〗

ADP 2mmol· Lˉ l

NADH o。 2mmol· Lˉ I

样品与反应混合物体积比 o.05(1 : 20)

a扩展不确定度 (汔 =2)
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7.2.2 血清尿素最终完全反应混合液 (反应液)的浓度

见表 3。

表 3 血清尿素最终完全反应混合液 (反应液)的浓度

7.3 血清尿素测定条件

见表 4。

表 4 血清尿素测定条件

7.4 校准的扩展不确定度

如果校准的扩展不确定度等于或小于原参考测定程序中规定的该参数允许范围 ,且校准的不确定

度范围重叠于规定的允许区间 ,则温度、pH、光径和波长的参数遵从规定允许范围。

8 测定

8.1 无蛋白滤液的制备

按表 5所列顺序和量 ,将试剂和工作标准液/样品加人离心管中。

11

参  数 指   标

Tris 100mmoI· Lˉ l

pH(30℃ ) 7.8± 0.05a

GLDH 30000U· Lˉ !(500ukat· Lˉ l)

cx酮戊二酸 6mmol· Lˉ 1

EDTA 4mmo1· Lˉ l

ADP 2mm° l· L1

NADH o.2mmol· Lˉ I

Urease 4000U· Lˉ 1(66ukat· Lˉ l〉

样品与反应混合物体积比 o.05(1 : 20)

a扩
展不确定度 (乃 =2)

参  数 指   标

温度 30,0℃ ±1℃ a

波长 339nm± 1nma

带宽 ≤2nm

光径 10.00mm± 0.01mma

孵育时间 30min

测定时间 孵育后立即测定

a扩
展不确定度 (汔 =2)。
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表 5 无蛋白滤液的制备步骤

8.2 试剂准备

测定前 ,将足量的空白试剂、反应试剂和样本 (无蛋白滤液)在 30℃下平衡 20min。 其余空白试剂

和反应试剂应贮存于 2℃ ~8℃ 。

8.3 标准曲线制作

8.3.1 工作标准液滤液吸光度的测定

按表 6所列顺序和量 ,将工作标准液无蛋白滤液和试剂进行混合孵育后加人比色杯。

表 6 工作标准液吸光度测定步骤

8.3.2 制备标准曲线

工作标准液的吸光度值经过空白校正后 ,得到实际吸光度值。将实际吸光度值按最小二乘法计算 ,

制作标准曲线。比较每个浓度标准的实际测定浓度与它的理论浓度差值 ,按下列标准进行判断 :

——工作标准液浓度在O mmol· L1~17.5mmol· L"范围内,则 |实际测定浓度—理论浓度|应
≤ 0.5mmol· Ll;
——工作标准液浓度>17.5mmol· L",贝刂|实际测定浓度一理论浓度|应≤1。 O mmol· L1;
——8个浓度 16个工作标准液实际浓度与理论浓度之差最多有 3个不在范围内。

如果超出以上要求 ,则标准曲线无效 ,需重新制备。

8.4 测定方法

按表 7所列顺序和量 ,将试剂和样品进行混合孵育后加人比色杯。

Ba(oH)2(0.11mol· LⅡ ) 5.0mL

工作标准液/样品 0.5mL

充分混匀 5s~10s,立 即加人 znso^

ZnSo^ 5.O mL

剧烈振荡 10s,充分混匀 ,立 即按 1000g· minⅡ 离心 10min,离 心后上清液即为工作标准液/样品的无蛋白滤液。

试剂/样品 反 应 管 空 白 管

空白试剂 5.0mL o mL

反应试剂 0mL 5.O mL

工作标准液无蛋白滤液 o。 25mL o.25mL

轻轻颠倒混匀 ,孵育 30min。 孵育结束后轻轻颠倒混匀 ,将各管液体依次倒人比色杯内约 3mL,340nm处测定

吸光度。



试剂/样品 反 应 管 空 白 管

空白试剂 5.0mL 0mL

反应试剂 o mL 5.O mL

样品无蛋自滤液 0.25mL o。 25mL

轻轻颠倒混匀 ,孵育 30min。 孵育结束后轻轻颠倒混匀 ,将各管液体依次倒人比色杯内约 3mL,340nm处 测定
吸光度。

注 : 应使用符合测定性能的分光光度计和高准确度容量设备 ,分光光度测定的不确定度和样品体积的不确定度

宜用已知标准不确定度的测定程序确定 ;分光光度测定的吸光度扩展不确定度 (庀 =2)不应超过 1%;样 品体
积部分的扩展不确定度 (尼 =2)应该≤ 1%。

Ws/T345-2011

表 7 血清尿素测定步骤

8.5 测定范围

血清尿素测定参考方法的线性为 O mmol· Ll~30mmol· Lˉ l。

8.6 误差的来源

8.6.1 测定过程中器材和去离子水等如果受到氨离子的污染 ,干扰血清尿素的测定 ,引 起结果假性

偏高。

8.6.2 高浓度氟化物会抑制尿素酶 ,引起血清尿素测定结果假性偏低。

8.6.3 溶血 (血红蛋白含量 10g· Ll)、 黄疸 (胆红素含量 1mmol· L1)干 扰本法测定 ,结果影响
大于 2%。

8.7 测定样品要求

8.7.1 校准品、质控品、标准物质应严格按照运输条件和贮存条件运输和保存。

8.7.2 静脉采血应空腹 10h~14h,采 血 3mL,室温 2h内离心分离血清 ,离心速度 3000r· min【 ,离

心时间 10min。

9 结果计箅

9.1 计算实际吸光度值

每份样本的测定包括样本吸光度值和空白吸光度值 ,经过空白校正的吸光度值为实际吸光度值 ,按

实际吸光度值=测定吸光度值—空白吸光度值。

9.2 标准曲线的制作

用最小二乘法获得标准曲线斜率 乙和截距曰,每个单独的吸光度作为非独立变异因素给出 ,浓度作

为独立因素使用 ,16个吸光度值和 16个浓度用于 8组数据分析。

设定倍增系数(F)=1/a;校正因数(O=夕 /犭
16个标准液的每一个实际测定浓度按公式(3)计算 :

c标 浪液 =A标 准液 × F_c     
⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ (3)

13



Ws/T345-2011

式中 :

咭浪汶
——标准液实际测定浓度 ,单位为毫克每分升(mg· dLˉ

I);

A标溢
——标准液实际吸光度值 ;

F  ——倍增系数 ,等于 V犭 ;
C  ——校正因数 ,等于色/3。

θ。3 样品曰定结果的计箅

标准曲线符合通过标准后 ,按公式 (4)计箅样品浓度 :

c洋品〓A样品×Fˉ c      ⋯⋯⋯⋯⋯¨⋯⋯⋯⋯(4)
式中 :

c+吕 ~~样品洳定结果 ,单位为毫摩尔(mmol· Lˉ【);
A棚厂—样品实际吸光度值 ;
F ——倍增系数 ,等于 V;;
C ——校正因数 ,等于〃0。

9.4 单位换奔

以mg· dLˉ I单位表示的血清尿素浓度可通过乘以系数(r=0.167)转化成 mmol· Lˉ :。
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附 录 A
(规范性附录 )

L-谷氨酸脱氢酶催化活性浓度测定

A.1 测定试剂

A。 1.1 补充试剂原料

氯化铵(NH4Cl),相 对分子质量 =53。 49。

A,1,2 试剂制备

A.1.2.1 125mmol· Lˉ 1的 Tris-HC1

准确称取 1.970g Tri⒌ HCl,放人烧杯内 ,用 80mL无氨水溶解后转移至 100mL容量瓶内 ,用无氨

水补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

A.1.2.2 125mⅡlo【 ·Lˉ l Tris-Base

准确称取 1.5143gT⒒ s-Base,放 人烧杯内 ,用 80mL试剂水溶解后转移至 100mL容量瓶内 ,用试

剂水补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

A。 1.2.3 pH7.8,125mmol· Lˉ 1Tri⒊HCI缓冲液

100mL的 125mmol· Lˉ】Tri⒌ HCl倒人烧杯内 ,用 125mmol· Lˉ l Tri⒌Base调节 pH值至 7.8。

密闭试剂瓶 2℃ ~8℃ 保存。稳定 2周 。

A.1.2.4 溶液 A

准确称取 0。 0848gⅡ酮戊二酸、0.0089g NADH、 0。 0931g EDTA、 0。 0627g ADP分 别用 5mL
pH7.8、 125mmo卜 L1Tri⒌ HCl缓冲液溶解后转移至 50mL容量瓶中 ,用 Tri⒌ HCl缓冲液充分冲洗

烧杯 ,使溶解成分全部转移至容量瓶中 ,用 Tris~HCl缓 冲液补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃ 保

存 ,稳定 2d。

A。 1.2.5 反应试剂

准确称取 0.3343gNH4Cl,用 溶液 A充分溶解后转移至 25mL容量瓶中 ,用溶液 A充分冲洗烧

杯 ,使溶解成分全部转移至容量瓶中 ,用溶液 A补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存 ,稳定 2d。

A。 1.2.6 31500U· Lˉ1GLDH溶液

采用称量法依据 L-谷氨酸脱氢酶厂家声明的含量获得总活性为 63UL谷氨酸脱氢酶 ,放入烧杯
内 ,用 2mLO。 2%牛血清白蛋白溶液完全溶解。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 1d。

A。 1.2.7 L-谷 氨酸脱氢酶的稀释 (使用前进行 )示例

A。 1.2.7.1 在 2.8mLO。 2%牛血清白蛋白溶液中加人 0.1mLL-谷 氨酸脱氢酶原液 ,充分混匀。第一

步的稀释比例是 1:28。

A。 1.2.7.2 将步骤 A。 1.2.7.1中 的 0.1mL最终溶液加入到 2.8mL125mmol· L10.2%牛血清白
15
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丁 蛋白溶液中 ,充分混匀。第二步的稀释比例是 1:28。 第一步和第二步总稀释比例是 1:841。

\Ⅱ  ∶冫 A.2 测定条件

A。 2.1 最终反应混合液的浓度

见表 A。 1。

表 A。 1 L-谷氨酸脱氢酶催化活性浓度测定最终反应混合液的浓度

参  数 指   标

ToS 100mmol· Lˉ I

pH(30℃ ) 7.8=LO.05a

【x酮戊二酸 6mm° l· Lˉ l

EDTA 4mm° l· Lˉ I

ADP 2mm° l· Lˉ I

NADH o.2mmoI· Lˉ !

NH‘ Cl 200mmol· Lˉ l

样品与反应混合物体积比 o。 20(1 : 5)

a扩展不确定度 (尼 =2)。

A.2.2 ⒈谷氨酸脱氢酶催化活性浓度测定条件

见表 A。 2。

表 A.2 L-谷 氨酸脱氢酶催化活性浓度测定条件

A。 3 测定

A。 3.1 试剂准备

将 5mL反应试剂、0.6mL L-谷 氨酸脱氢酶稀释液和 0.6mL生理盐水放在 30℃ ±0.2℃ 的水浴
箱中大约 10min,使液体达到预定温度。

16

参  数 指  标

温度 30.0℃ 1=0.1 ℃ a

波 长 339nm± 1

带 宽 ≤2nm

光径 10,00mm± 0,01mma

孵育时间

测定时间 连续监测孵育后 120s

a扩展不确定度 (尼 =2)。
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A。 3.2 测定方法

按表 A。 3的顺序和量 ,将试剂和样品加人比色杯。

表 A.3 L-谷 氨酸脱氢酶稀释液催化活性浓度测定步骤

A。 3.3 试剂空白

采用 9g· L〗 (154mmol· L1)氯化钠溶液代替 ⒈谷氨酸脱氢酶溶液测定试剂空白,按上述步骤
进行操作。

A。 4 结果计算

通过回归分析 (最小二乘法 )计算吸光度随时间的改变 Es1(min1)彐 。减去试剂空白率后 ,即

GLDH储存液稀释液的吸光度变化率。按公式 (A。 D计算储存酶溶液中 GLDH催化活性浓度 :
α DH哽∞k=F× Fdlluton× (AA/Δ莎)GLDH⋯ ¨̈ ¨̈ ⋯̈⋯¨̈ ⋯̈⋯⋯(A。 1)

注:此公式仅适用于按上述方法稀释与测定 L谷氨酸脱氢酶催化活性浓度。

式中 :

GLDH歇。ck ——酶原液中 L谷氨酸脱氢酶催化活性浓度 ,单位为微凯塔尔每升 (ukat· L1)或单
位每升 (U· L1);

注:单位 ukat· Lˉ
l除以1000可得 mkaⅡ Lˉ l,单位 U· Lˉ l除以1000可得 kU· Ll。

F    ——系数 ,等于 794(在 339nm波长测定 ,ε339(NADH)=630m2· mo11,为 IFCC与
IRMM推荐 );

F和 uu。n   ——GLDH储存液的稀释因子 ,A。 1.2.7中为 841;
(AA/加 )GLDH——测定样品的实际吸光度变化率 ,单位为每秒(s l)或每分(mifl)。

17

反应液 2.000mL

平衡到 30℃

步骤 A,1.2.7,2L谷 氨酸脱氢酶溶液 o.500mL

充分混匀 ,孵育 90s。 再连续监测 120s的吸光度。
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附 录 B
(规范性附录 )

脲酶催化活性浓度测定

B。 1 测定试剂

B。 1.1 试剂制备

B.1.1.1 125mmoⅡ ·Lˉ 1的 Tris-HCl

准确称取 1.970g Tri⒌ HCl,放人烧杯内,用 80mL无氨水溶解后转移至 100mL容量瓶内 ,用无氨
水补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃ 保存。稳定 2周 。

B。 1.1.2 125rnmol· Lˉ l TrEs-Base

准确称取 1.5143g TⅡ s-Base,放 人烧杯内 ,用 80mL试剂水溶解后转移至 100mL容量瓶内 ,用试
剂水补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃ 保存。稳定 2周 。

B。 1.1.3 pH7.8,125mmo1· Lˉ l Tris-HC【 缓冲液

lOO mL的 125mmol· Lˉ 1Tri⒌ HCl倒人烧杯内 ,用 125mmol· L1Tris~Base调 节 pH值至 7.8。

密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周。

B.1.1.4 溶液 B

准确称取 0。 0848gⅡ酮戊二酸、0。 0089g NADH、 0.0931g EDTA、 0.0627g ADP、 0.3753g

Urea分别用 5mL pH7.8、 125mmol· Lˉ I Tis~HCl缓冲液溶解后转移至 50mL容量瓶中 ,用 Tris~
HCl缓冲液充分冲洗烧杯 ,使溶解成分全部转移至容量瓶中 ,用 Tris~HCl缓 冲液补足至刻度线。密闭

试剂瓶 2℃ ~8℃保存 ,稳定 2d。

B。 l。 1.5 反应试剂

采用称量法依据 L-谷 氨酸脱氢酶厂家测定的含量获得总活性为 937UL谷氨酸脱氢酶 ,用溶液 B

充分溶解后转移至 25mL容量瓶中 ,用溶液 B充分冲洗烧杯 ,使溶解成分全部转移至容量瓶中 ,用溶液
B补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存 ,稳定 2d。

B。 1.1.6 4200U· L"脲酶溶液

采用称量法依据脲酶厂家声明的含量获得总活性为 8.4U脲酶 ,放人烧杯内 ,用 2mLO。 2%牛 血

清白蛋白溶液完全溶解。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 1d。

B。 1.1.7 脲酶原液的稀释 (使用前进行)示例

B。 1.1.7.1 在 1.3mL0.2%牛血清白蛋白溶液中加人 0。 lmL脲酶原液 ,充分混匀。第一步的稀释比

例是 1:14。

B。 1.1.7.2 将步骤 B。 1.1.7.1中 的 0.1mL最终溶液加人到 1.3mLO.2%牛血清白蛋白溶液中 ,充分
混匀。第二步的稀释比例是 1:14。 第一步和第二步总稀释比例是 1:196。
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B.2 测定条件

B.2.1 最终反应混合液的浓度见表 B.1。

表 B。 1 脲酶催化活性浓度测定最终反应混合液的浓度

B.2.2 脲酶催化活性浓度测定条件见表 B。 2。

表 B.2 脲酶催化活性浓度测定条件

B.3 测定

B.3.1 试剂准备

将 5mL反应试剂、0.6mL脲酶稀释液和 0.6mL生理盐水放在 30℃ ±0.2℃ 的水浴箱中大约
10min,使液体达到预定温度。

B.3.2 测定方法

按表 B。 3的顺序和量 ,将试剂和样品加人比色杯。

参   数 指   标

TⅡ s 100mm° l· Ll

pH(30℃ ) 7.8=LO.05a

tk酮戊二酸 6mm° l· Lˉ l

EDTA 4mm° l· Lˉ 1

ADP 2mm° l· Lˉ I

NADH o.2mmol· Ll

GLDH 300001J· Lˉ l

Urea 100mm° l· Lˉ l

样品与反应混合物体积比 o.20(1 : 5)

a扩展不确定度 (乃 =2)

参   数 指   标

温度 30.0℃ ±o.1℃ a

波 长 339nm± 1nn1a

带 宽 ≤2nm

光 径 10.00mm± 0.01mma

孵育时间 90s

测定时间 连续监测孵育后 120s

a扩
展不确定度 (尼 =2)。
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表 B。 3 脲酶稀释液催化活性浓度测定步骤

B。 3.3 试剂空白

采用 9g· Lˉ
I(154mmol· L1)氯化钠溶液代替脲酶溶液测定试剂空白,按上述步骤进行操作。

B。 4 结果计算

通过回归分析 (最小二乘法)计算吸光度随时间的改变 Es1(min1)]。 减去试剂空白率后 ,即

GLDH储存液稀释液的吸光度变化率。按公式 (B。 D计算储存酶溶液中脲酶催化活性浓度 :
Ust。ck=F× Fdllut⒗n× (AA/ΔJ)v  ⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯(B。 1)

注:此公式仅适用于按上述方法稀释与测定脲酶催化活性浓度。

式中 :

Usωck  ——酶原液中脲酶催化活性浓度 ,单位为微凯塔尔每升(ukat· Lˉ〗)或单位每升(U· L");
注:单位 ukaⅡ Lˉ

!除以 1000可得 mkaⅡ Lˉ !,单位 U· Lˉ l除以 1000可得 kU· Lˉ l。

F   ——系数 ,等于 794(在 339nm波长测定 ,ε339(NADH)=630m2· molˉ l,为 IFCC与
IRMM推荐);

F诅uu。n  ——脲酶储存液的稀释因子 ,B。 1.1.7.2中为 196;
(AA/加 )u——测定样品的实际吸光度变化率 ,单位为每秒(s1)或每分(mhˉ

l)。

反应液 2.000mL

平衡到 30℃

步骤 B,1.1.7.2脲 酶溶液 0.500mL

充分混匀 ,孵育 90s。 再连续监测 120s的吸光度。


