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血清葡萄糖测定参考方法

1 范围

本标准规定了在临床医学应用中 ,测定血清葡萄糖浓度的参考方法。

本标准主要适用于参考实验室 ,作为血清葡萄糖测定的溯源 ,也可作为与血清葡萄糖检验有关的仪

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 。

IS015193:⒛ 09 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  primary sampⅡ e

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  laboratory 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  analytical 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

哆卜溺厅砉阝‘分  analytical 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

分祠亍漯鼻Π攴  anaⅡ yticaⅡ solution

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。
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3.1,6

(某一物质系统的)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。

3.1.7

参考方法 reference measurement procedure

是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 ,它适用于评定 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 敬nsitMty

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 anaⅡ ytiCal spec二 Ⅱcity

测定方法只测定可测定的量的能力。

3.1.10

分析干扰  analytical 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

影日向垩  inⅡ ueⅡce qua11tity

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∝ 300:2001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 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。

2
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NAD:氧化型 u烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (β ni∞tinamide adenine dinucleotide,oxid讫 e form)

HK:己糖激酶 (hex° bnase)
ATP:还原型 阡烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (β ni∞ tinamide adenine dinucleotide,reduced form)

G6PDH:葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 (glu∞ se6phosphate dehydrogenase)

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 (stan曲 rd operation procedure)

4 测定原理

在己糖激酶催化下 ,葡萄糖和 ATP发生磷酸化反应 ,生成葡萄糖-6-磷 酸与 ADP。 葡萄糖-6-磷酸
在葡萄糖-6-磷酸脱氢酶催化下脱氢 ,生成 6-磷酸葡萄糖酸 ,同 时使 NAD(P)还原成 NAD(P)H。 反应

式如下 :

D-葡萄糖+ATP· Mg卫夂6~磷酸-葡萄糖+(ADP· Mg)ˉ +Hˉ

6-磷酸-葡萄糖+NAD(P)¨2旦翌弱 磷酸-葡萄糖内酯+NAD(P)H+H+
在 NAD(P)转化成 NAD(P)H的 同时 ,伴有 340nm处 摩尔消光系数的上升 ,摩尔消光系数变化与

葡萄糖含量成正比,通过检测 339nm处摩尔消光系数即可测定血清中葡萄糖含量。

5 测定样品

标准物质、校准品、质控品、血清。

6 测定试剂

6.1 警示与安全注意事项

6.1.1 氢氧化钡 :高毒类物质 ,吸入及接触可引起中毒 ,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。接触高温本品溶液可造成皮肤灼伤同时吸收中毒。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。

6.1.3 乙酸镁 :吸人、摄入或经皮肤吸收后对身体有害。对眼睛、皮肤和黏膜有刺激作用。吸入可致咳

嗽、咯痰。误服可引起胃痛、呕吐、呼吸困难、紫绀、肾脏受累等 ,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。

6.1.4 安息香酸 :对皮肤有轻度刺激性 ,蒸汽对呼吸道、眼和皮肤产生剌激 ,但一般情况下接触无明显

危害性 ,称量及配制试剂时应进行有效防护 ,带橡胶手套。

6.2 试剂原料

本方法使用下列试剂。

6.2.1 3,3-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· 8H2O],相对分子质量=315,46。

6.2.4 安息香酸(C6H5CoOH),相 对分子质量=122.12。
3
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6.2.5 2-氨基-2-羟基-1,⒊丙二醇(Tris-HCl× NH2C(CH20H)3· HCl),相对分子质量=157.60。
6.2.6 三羟甲基氨基甲烷 (TⅡs-Base)[NH2C(CH20H)3],相对分子质量=121.14。
6.2.7 醋酸镁E(CH3CoO)2Mg· 4H20],相对分子质量=214.45。
6.2.8 牛血清白蛋白 ,五级 ,相对分子质量 =68000。

6.2.9 5’ 三磷酸腺嘌呤(ATP)EC1° H14N5Na2OI3P3· 3H2O],相对分子质量=551.14。

6.2.10 氧化型 阡烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (β-NADt× C21H27N?014P2),相对分子质量=663,43。
6.2.11 己糖激酶 (hex° kinase,HK),来 源于酵母 ,要求高纯度。

6.2.12 “磷酸葡萄糖脱氢酶 (glucose6-phosphate deh州rogenase,G6PDH),应来源于肠膜明串珠菌 ,

可以悬浮于硫酸铵溶液或为冻干粉 ,要求高纯度。

6.3 试剂性能要求

6.3.1 宜使用最高纯度的试剂。

6.3.2 阡NAD+:阡NAD+原 液浓度应 >0。 005mmol· Lˉ 1,若 <0。 005mm° l· L1,贝刂该来源的
p-NAD+不能用于测定血清葡萄糖。

6.3.3 ATP:ATP原液浓度应)0。 005mmol· Lˉ 1,若 (0.005mmol· Lˉ 1,贝刂该来源的 ATP不能用
于测定血清葡萄糖。

6.3.4 250mL己 糖激酶原液酶总活性至少为 1250U。

6.3.5 250mL6-磷 酸葡萄糖脱氢酶原液总活性至少为 1250U。

6.4 试剂制备

6.4.1 称量量的计箅

配制试剂的试剂原料的纯度应为 100%,如 果试剂原料含量小于 100%E例如 ,y(%)],按公式(1)计

算实际含量 :

∞实际=⒁
理论             。̈ 。̈̈·⋯·⋯·⋯⋯⋯⋯·⋯·⋯·(1)
丿

式中 :

te’实际
~~实 际称量 ;

tt’理论
~~理 论称量 ;

丿 ——试剂原料纯度 ,%。
注:每次称量过程中的扩展不确定度(虍 =2)(包括物质纯度的不确定度)应≤1.5%,称量时显示的值与靶值的差异

不应超过 0.5%。

6.4.2 试剂制备用水

6.4.2.1 纯水

宜使用高纯度的水 (导电性<2uS· cm1,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。

6.4.3 血清葡萄糖试剂

6.4.3.1 0.5%酚 酞指示剂

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

砝
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醇补足至刻度线。密闭玻璃瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 1个月。

6.4.3.2 22g· L"的 znso4溶液

准确称取 22g ZnSo4· 7H20,放人烧杯内 ,用 800mL热 的无 Co2水 (水温大于 50℃ )溶解后转
移至 1000mL容 量瓶内 ,用无 Co2水补足至刻度线。密闭玻璃瓶室温保存。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 800mL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 24h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。稳定 1个月。

6.4.3.4 0.11moⅡ ·L1Ba(oH)2溶 液

6.4.3.4.1 用无 C02水稀释 245mL饱和 Ba(OH)2溶液→ 1000mL。 密闭玻璃瓶室温保存 ,稳定
1d。

6.4.3.4.2 0.11m° l· L1Ba(oH)2溶液的检查方法 :

——用中和滴定法检查该溶液的浓度 ;
——在清洁干燥的烧杯中准确加人 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 10mLo.11mol· L lBa(OH)2溶液进行滴定 ,至淡粉色为终点 ;
——结果判断 :如果消耗 0.11mol· Lˉ l Ba(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· L l Ba(oH)2溶 液 >10.1mL或 <9.9mL,说 明
o.11mo卜 Lˉ 1Ba(OH)2溶 液浓度过高或过低 ,应按式(2)计算补偿量 :

嘟 =皆
  

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ······【⒛

式中 :

Czns°亻
~~ZnS04溶

液浓度 ,单位为摩尔每升 (mol· Ll);
Vz萜。4—

—Zns04溶液体积 ,单位为毫升(mL);

V盹(。D2 Ba(OH)2溶液体积 ,单位为毫升(mL)。

6.4.4 1g· Lˉ 1安息香酸稀释液

准确称取 2。 Og安息香酸 ,放人烧杯内,用 1800mL热的试剂水溶解后转移至 2000mL容量瓶
内 ,用试剂水补足至刻度线。密闭试剂瓶室温保存。稳定 3个月。

6.4,5 1.5%Trisˉ HC1原液

准确称取 31.52g Tris-HCl,放人烧杯内,用 1800mL试 剂水溶解后转移至 2000mL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 。

6.4.6 1.2%Tris-Base原 液

准确称取 6。 06g Tris-Base,放入烧杯内,用 400mL试剂水溶解后转移至 500mL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 。

6.4.7 pH7.5的 Tr0Mg缓冲液

移取 gOO mL TⅡ ⒌Hcl原液和⒛O mL Tris-Base原 液至烧杯内充分混匀。准确称量 1.1g醋酸镁
b
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溶解于混合好的 Tris溶液中 ,在 25℃测定混合液 pH值 。
配酶试剂时要新鲜配制 ,贮存前用 0.45um滤菌膜过滤溶液 ,贮存在无菌带螺旋帽的硼硅酸盐玻

璃瓶中 ,贮存于 2℃ ~8℃ 冰箱。稳定 2周 。

6.4.8 0.2%Tris-白 蛋白原液

准确称取 0,5g牛血清白蛋白,放人烧杯内 ,用 ⒛0mL To⒌ Mg缓 冲液溶解后转移至 250mL容
量瓶内,用 Tris~Mg缓冲液补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6.4.9 ATP原 液

准确称取 0,8268g ATP二钠盐 ,放人烧杯内 ,用 ⒛O mL Tris~Mg缓 冲液溶解后转移至 250mL
容量瓶内 ,用 Th⒌Mg缓冲液补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6,4.10 9-NAD+原 液

准确称取 0.9952g阡 NAD· ,放人烧杯内 ,用 200mL Tris-Mg缓 冲液溶解后转移至 250mL容量
瓶内 ,用 TⅡ⒌Mg缓冲液补足至刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6.4.ll 己糖激酶原液

采 25℃ 称量法依据 己糖激酶测定 的含量获得总活性为 1250U己 糖激酶,放 人烧杯 内 ,用
200mL T“s-Mg缓冲液溶解后转移至 250mL容量瓶内 ,用 T⒒⒌Mg缓冲液补足至刻度线。密闭试剂
瓶2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6,4.12 s-磷 酸葡萄糖脱氢酶原液

采用 25℃称量法依据 6-磷酸葡萄糖脱氢酶测定的含量获得总活性为 1250U6磷 酸葡萄糖脱氢
酶 ,放入烧杯内 ,用 200mL Tris~Mg缓 冲液溶解后转移至 250mL容量瓶内 ,用 Tris~Mg缓冲液补足至
刻度线。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃ 保存。稳定 2周 。

6.4,13 酶试剂

试剂验证合格后 ,用 Tris~Mg缓冲液稀释 ⒛0mL ATP原 液、200mL阡 NAD十 原液、总活性 800U

的己糖激酶原液和总活性 800U的 6磷酸葡萄糖脱氢酶原液-1000mL,轻轻颠倒混匀 ,不要用力振
荡。密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 2周 。

6.4.14 60%葡萄糖液

用 1g/L安息香酸稀释 60mL葡萄糖原液→ 100mL。 密闭试剂瓶 2℃ ~8℃保存。稳定 1周 。

6.5 标准液的制备

6,5.1 葡萄糖标准原液(10g· L1)的 配制

准确称取 5.000g SRM917b,放入清洁干燥经过灭菌处理的烧杯内 ,加入 300mL安息香酸稀释液

进行溶解 ,溶解后倒人 500mL A级 容量瓶中 ,用安息香酸稀释液多次冲洗烧杯 ,将烧杯内的葡萄糖溶

液全部转移至容量瓶 ,加安息香酸溶液至 500mL标记线下 1cm处 ,密 闭 ,把容量瓶放 zO℃ ±1℃水槽

中 ,水浸至瓶颈处 ,平衡溶液 30min。 用安息香酸稀释液补足 ,密闭颠倒混匀至少 10次 ,每一次颠倒、

旋转倒置容量瓶 10s。 配制完成后进行分装 ,每 125mL一份 ,放入带有螺旋盖的硼硅酸盐的瓶中 ,密

闭并标记 ,注 明日期 ,保存在 4℃ 或 -20℃ 。如无污染 ,标准原液可以长期稳定。建议每 6个月重新

6
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配制 。

在一个新批号标准物质使用前 ,应使用新标准原液配制 1个系列新工作标准液 ,与 旧的系列工作标
准液在同一批测试 ,每一浓度测定双份 ,比较它们的变异。

注 1:sRM917b的称量误差应控制在±0.002g以 内。分装后的每一瓶标准原液只能用于制备 1套系列标准液。
注 2:葡萄糖标准原液(10酽 L)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

将葡萄糖标准原液和安息香酸稀释液在 20℃ ±1℃ 的水浴箱 中平衡 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>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~⒛0.0%T。

7.1.1.3 测定模式

ABS;%T;Conc。

7,1.1.4 技术指标

应符合下列要求 :

7

原  液
mL

用安息香酸稀释液

稀释的最终体积

mL

最终葡萄糖浓度

mg。 dLˉ l mm° 1· Lˉ l

o 0

2.78

10.00 5.55

20,00 11.10

30.00 300 16.65

40.00 22.20
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——波长 :190nm~11o0nm;
——波长准确度 :± 0.2nm;
——波长重现性 :± 0.1nm;
——摩尔消光系数准确性 :± (0。 002~0。 0o4);
——摩尔消光系数重现性 :± (0。 001~0。 002);

=一噪声 :≤ 0。 0002Abs;
——基线稳定性 :≤ 0。 0003Abs/h;
——基线平稳度 :士 0。 001A;
——光谱带宽 :≤ 1.5nm;
——光学精度 :± 0。 005A;
——
杂散光 :≤ 0。 05%T。

7.1.1.5 校准估况

每年至少进行一次校淮 ;大型实验前应进行校准。

7.1.2 点式温皮计

7.1.3 环境条件

温度 0℃ ~10o℃ ,湿度<90%。

7.1.3.1 数据曰定范囤

o℃ ~1oo℃ 。

7.1.3.2 测定模式

℃。

7.1.3.3 技术指标

应符合下列要求 :
——分辨率 :0。 001℃ ;
——准确度 :± 0。 01℃ ;

——重复性 :士 0.005℃ ;

——解析度 :± 0。 0001℃ 。

7,1.3.4 校准佰况

每年至少进行一次校准 ;大型实验前应进行校准。

7.1,4 pH计

7.1,4.1 环垸条件

温度 5℃ ~45℃ ,湿度 5%~85%。

7.1.4.2 甚本性能特征

应符合下列要求 :

——pH范围 :-1,000~14。 000;
8
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——pH分辨率 :0.002/0。 01;
——准确度 :± 0.002;

——斜率 :80%~120%;
——温度范围:-5℃ ~1o5℃ ;

——温度分辨率 :± 0.3℃ 。

7.1.4.3 校准情况

7.1.4.3.1 pH标 准缓冲液的选择与使用

应符合下列要求 :

——应使用至少两种标准缓冲液进行校准 ,标准缓冲液应包含 pH6~8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。

7.1.4.3.2 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。

7.1.5 电子分析天平

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 :特种准确度级 ;
——最大允许误差 :± 0。 0005g。

7.1.5.3 校准情况

每年进行一次校准 ;必要时可增加校准。

7.1.6 电子天平

7.1.6.1 环境条件

温度 5℃ ~35℃ ,湿度 45%~85%。

7.1.6.2 技术指标

应符合下列要求 :

——准确度级别 :高准确度级 ;

——最大允许误差 :± 0。 05g。

7.1.6.3 校准情况

每年至少进行一次校准 ;大型实验前应进行校准。
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7.1.7 加样器

7.1.7.1 技术指标

应符合下列要求 :

——容量允许误差 :JJG646— ⒛06计量性能标准 ;

——测定重复性 :JJG646一⒛06计量性能标准。

7.1.7,2 校准情况

每三个月进行一次校准 ;实验前应进行校准。

7.1.8 容圣瓶

7.1.8.1 技术指标

应符合下列要求 :

——材质、外观、结构、密合性 :JJG196一 ⒛06通用技术标准 ;
——容量允许误差 :JJG196— zO06计量性能标准。

7.1.8.2 校准情况

实验前进行校准。

7.2 最终反应混合液的浓度

见表 2。

表 2 血清葡萄糖最终完全反应混合液的浓度

7.3 血清葡萄糖测定条件

见表 3。

参   数 指   标

醋酸镁ET“⒌Mg] 4.17mm° l· Lˉ l

pH(25℃ ) 7.5=L0.05a

ATP 1mmol Lˉ l

NAD 1mmol· Lˉ I

己糖激酶 (25℃ ) 667U· Lˉ I(11ukat· Lˉ 1)

⒍磷酸葡萄糖脱氢酶 (25℃ ) 667U。 Lˉ l(11ukat· Lˉ 1)

酷酸镁[T。⒌Mg] 4.17Ⅱ1mol· Lˉ l

扩展不确定度 (花 =2)。



参   数 指   标

温度 25.o℃ ±1℃ a

波 长 339nm± 1 nn】 a

带宽 ≤2nm

光 径 10.00mm± 0。 01mma

孵育时间 10min

测定时间 孵育后 30min内

扩展不确定度 (乃 =2)。

Ⅵ厂s/T350—2011

表 3 血清葡萄糖测定条件

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 4所列顺序和量 ,将试剂和工作标准液/样品加人离心管中。

表 4 无蛋白滤液的制备步骤

8.2 试剂准备

测定前 ,将足量的酶试剂和样本 (无蛋白滤液)在 25℃下平衡 20min。 其余酶试剂溶液应贮存于

2℃ ~8℃ 。

8.3 标准曲线制作

8.3.1 工作标准液滤液摩尔消光系数的测定

按表 5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。

Ba(oH)2(0.11moL· Lˉ l) 5.O mL

工作标准液/样品 o.5mL

充分混匀 5$~10s,立 即加人 znso^

znso^ 5.O mL

剧烈振荡 10s,充 分混匀 ,立 即按 1000× g· minˉ 离心 10min,离心后上清液即为无蛋白滤液。



试剂 /样品 反应管 空白管

酶试剂 2.5mL o

工作标准液无蛋白滤液 o.5mL 0

试剂水 0 3.0mL

轻轻颠倒混匀 ,孵育 10min。 孵育结束后轻轻颠倒混匀 ,将各管液体依次倒人比色杯内 ,在 30min内 测定摩尔消

光系数。

Ws/T 350-2011

表 5 工作标准液摩尔消光系数测定步骤

8.3.2 制备标准曲线

工作标准液的摩尔消光系数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 :

一 工作标准液浓度在 0mg/dL~⒛ O mg/dL范 围:则 |实 际测定浓度 —理论浓度 |应
≤2。 O mg/dL;

——工作标准液浓度)⒛0mg/dL时 :则 |实际测定浓度—理论浓度 |≤ 2.5mg/dL;
——要求 12个标准的测定结果最多有 2个不在允许范围内。

如果超出以上要求 ,则标准曲线无效 ,需重新制各。

8.4 测定方法

按表 6所列顺序和量 ,将试剂和样品进行混合孵育后加人比色杯。

表 6 血清葡萄糖测定步骤

8.5 测定范围

血清葡萄糖测定参考方法的线性为 O mg· dL1~1000mg· dL l(考虑浓度>1000mg· dL I

无临床实际意义 ,不进行浓度>1000mg· dL1的样品线性分析 )。

8.6 误差的来源

8.6.1 组织细胞和微生物会引起糖酵解 ,干扰血清葡萄糖的测定。

8.6.2 高浓度专用抗凝剂氟化钠会干扰血清葡萄糖的测定。

8.6.3 红细胞内释放出的有机酸磷脂和一些酶可干扰血清葡萄糖的测定。

12

试剂/样品 反应管 空白管

酶试剂 2,5mL 0

样本无蛋白滤液 0.5mL 0

试剂水 0 3.0mL

轻轻颠倒混匀 ,孵育 10min。 孵育结束后轻轻颠倒混匀 ,将各管液体依次倒人比色杯内,在 30min内 测定摩尔

消光系数。

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 ;分光光度测定的摩尔消光系数扩展不确定度
(泛 =2)不 应超过 1%;

样品体积部分的扩展不确定 (尼 =2)应该≤1%。
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8.7 测定样品要求

8.7.1 校准晶、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 l,

离心时间 10mh。

9 结果计算

9.1 标准曲线的制作

用最小二乘法获得标准曲线斜率 3和截距 色,每个单独的摩尔消光系数作为非独立变异因素给出 ,

浓度作为独立因素使用 ,12个摩尔消光系数值和 12个浓度用于 6组数据分析。

设定
“
倍增系数 (F)” =1/乙 ;“校正因数 (C)” =色 /3。

12个标准液的每一个实际测定浓度按公式(3)计算 :

c标准液 =A标 准液 × F~c      
·̈ ⋯ ⋯ ¨ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯⋯ ⋯ ⋯ ⋯ (3)

式中 :

%准液 ~~标 准液实际测定浓度 ,单位为毫克每分升(mg· dL l);
A标准液
~~标 准液摩尔消光系数值 ;

F  ——倍增系数 ,等于 1/a;
C  ——校正因数 ,等于 @/乙。

9.2 样品测定结果的计算

标准曲线符合通过标准后 ,按公式(4)计算样品浓度 :

c样品=A样品×F~c       ⋯¨̈ ¨̈ ⋯⋯⋯⋯⋯⋯(4)

式中 :

饵品
~~样 品浓度 ,单位为毫克每分升(mg· dL1);

A样品
~~样 品摩尔消光系数值 ;
F ——倍增系数 ,等于 1/D;
C ——校正因数 ,等于 色/乙。

g。 3 单位换算

以 mg· dL!单位表示的血清葡萄糖浓度可通过乘以系数 (r=0.o56)转 化成 mmol· L1。



Ws/T350-ˉ2011

附 录 A
(规范性附录 )

ATP原液浓度测定

A。 l 测定试剂

A。 1.1 试剂准备

Tris Mg缓冲液、β-NAD+原液、己糖激酶原液、6-磷酸葡萄糖脱氢酶原液、葡萄糖液放在 25℃ ±

0.2℃ 的水浴箱中⒛ min,使试剂达到预定温度。

A。 1.2 试剂制备

A.1.2.1 ATP实验试剂

等量混合 Tris~Mg缓冲液、阡NAD+原 液、己糖激酶原液、⒍磷酸葡萄糖脱氢酶原液、葡萄糖液 ,混

合后的量应满足最初和重复三次分析的量。使用前新鲜配制。

A。 1.2.2 ATP稀 释液

移取 5mL ATP原液至 100mL容量瓶内 ,用 Tris Mg缓 冲液稀释 ,补足至刻度线。2℃ ~8℃ 稳

定性 1d。

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 ATP原 液浓度验证最终反应混合液的浓度

o.83 mm° l· Lˉ l

醋酸镁ETris-Mg]

7.5=LO.05apH(25℃ )

0.2mmol· Lˉ l

133U· Lˉ l(13ukat· Lˉ
l)

己糖激酶 (25℃ )

133U· Lˉ l(13ukat· Lˉ l)⒍磷酸葡萄糖脱氢酶〈25℃ )

6.67m:nol· LˉΙ

o。 167 (1 : 6)
样品与反应混合物体积比

a扩展不确定度 (芘 =2)。

A。 2.2 ATP原 液浓度测定条件

见表 A。 2。
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参   数 指   标

温度 25.0℃ ±0.2℃ a

参数 指示

波长 339nm± 1

带 宽 ≤ 2

光径 10.00mm±0.01mma

孵育时间

测定时间 孵育后马上测定

扩展不确定度 (虑 =2)。

Ws/T350-2011

表 A.2 ATP原 液浓度测定条件

A。 3 测定

A。 3.1 试剂准备

将 ATP实 验试 剂、5mL ATP稀 释液 和含 有 5mL Tris-Mg缓 冲液 的密 闭 的试 管放 在
25℃ ±0.2℃ 的水浴箱中大约 10min,使 液体达到预定温度。

A.3.2 测定方法

按表 A.3的顺序和量 ,将试剂和样品进行混合孵育后加入比色杯。

表 A。 3 ATP原液浓度测定步骤

A。 4 结果计算

按公式(A。 1)计算 ATP原液的浓度 :

c=EAtest(10min)/(E× 3)彐 ×(Vr/Vs)¨ ¨̈ ·̈⋯¨̈ ¨̈ ·̈
·⋯ ·̈(A.1)

式中 :

c     ——浓度 ,单位为毫摩尔每毫升(mmol· mLˉ
l);

A弪哎(10min)——10min的摩尔消光系数 ;

E     ——摩尔消光系数(对于本试验 :值是 6.53× 103L· molˉ
1· cm l);

3     ——光径 ,单位为厘米(cm);

Vr     ——总反应体积 ,单位为毫升(mL),本例为 6mL;

Vs     ——在总反应体积中 NAD+原液体积 ,单位为毫升(mL),本例为 0。 05mL。
15

试剂/样品 反应管 空自管

ATP实验试剂 5.O mL 5.0mL

ATP稀释液 1,0mL 0

Tris-Mg缓 冲液 o 1.O mL

轻轻颠倒混匀 ,孵育 10min。 孵育结束后轻轻颠倒混匀 ,将各管液体依次倒人比色杯内,立即测定摩尔消光

系数。
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附 录 B
(规范性附录 )

9ˉNAD+原液浓度测定

B,1 测定试剂

B.1.1 试剂准备

TⅡs-Mg缓 冲液、ATP原 液、已糖 激 酶 原 液、6-磷 酸 葡 萄 糖 脱 氢 酶 原 液、葡 萄 糖 液 放 在
25℃ ±0.2℃ 的水浴箱中 zO min,使试剂达到预定温度。

B。 1.2 试剂制备

B.1.2.1 卜NAD+实验试剂

等量混合 Tris~Mg缓冲液、ATP原液、己糖激酶原液、⒍磷酸葡萄糖脱氢酶原液、萄萄糖液 ,混合后

的量应满足最初和重复三次分析的量。使用前新鲜配制。

B。 1.2.2 DˉNAD+稀释液

移取 5mL阡 NAD+原液至 100mL容量瓶内 ,用 Tris~Mg缓冲液稀释 ,补足至刻度线。2℃ ~8℃

稳定性 1d。

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 卜NAD+原 液浓度验证最终反应混合液的浓度

B。 2.2 9-NAD+原液浓度测定条件

见表 B。 2。
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参   数 指   标

醋酸镁[Th⒌Mg] o,83 mmol· Lˉ I

pH(25℃ ) 7.5=LO.05a

ATP 0.2mmol· Lˉ l

已糖激酶 (25℃ ) 133U· Lˉ l(13ukat· Lˉ !)

⒍磷酸葡萄糖脱氢酶 (25℃ ) 133U· Lˉ l(13ukat· Lˉ l)

葡萄糖 6.67mmol· Lˉ l

样品与反应混合物体积比 0. (1

扩展不确定度 (花 =2)。



参   数 指   标

温 度 25.o℃ ±o.2℃ ε

波 长 339nm± 1

带 宽 ≤ 2nm

光径 10.00mm士 0.01m ma

孵育时间

测定时间 孵育后马上测定

扩展不确定度 (芘 =2)

Ws/T350— 2011

表 B。 2 9-NAD+原 液浓度测定条件

B.3 测定

B。 3.1 试剂准备

将 阡NAD+实 验试剂、5mL阡 NAD+稀 释液和含有 5mL Tris-Mg缓 冲液的密闭的试管放在

25℃ 士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 ,将试剂和样品进行混合孵育后加人比色杯。

表 B。 3 卜NAD+原液浓度测定步骤

B。 4 结果计算

按公式 (B.1)计算 NAD+原液的浓度 :

c=EA饺st(10min)/(E× a)]× (Vr/Vs)¨
¨̈ ·̈¨̈ ···̈¨̈ ¨̈ ¨̈ (B.1)

式中 :

c      ——浓度 ,单位为毫摩尔每毫升(mmol· mL l);
A侄“(10min)——10min的摩尔消光系数 ;

E     ——摩尔消光系数(对于本试验 :值是 6.53× 103L· mor1· cm1);

乙     ——光径 ,单位为厘米(cm);

Vr     ——总反应体积 ,单位为毫升(mL),本例为 6mL;

Vs     ——在总反应体积中 NAD+原液体积 ,单位为毫升(mL)本例为 0.05mL。
17

试剂/样品 反应管 空白管

⒐NAD+实验试剂 5.O mL 5.O mL

卜NAD+稀释液 1.O mL o

T“s-Mg缓 冲液 ⒈ 0mL

轻轻颠倒混匀 ,孵育 10min。 孵育结束后轻轻颠倒混匀 ,将各管液体依次倒人比色杯内,立 即测定摩尔消光

系数。
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附 录 C
(规范性附录 )

己糖激酶原液催化活性测定

C,1 测定试剂

C。 1.1 试剂准备

T⒒ s-白蛋白、ATP原液、阡NAD+原液、6-磷酸葡萄糖脱氢酶原液、葡萄糖液放在 25℃ ±0.2℃ 的
水浴箱中 20min,使试剂达到预定温度。

C。 1,2 试剂制备

C。 1.2.1 己糖激酶实验试剂

等量混合 Tris~白 蛋白、ATP原液、阡NAD+原液、⒍磷酸葡萄糖脱氢酶原液、葡萄糖液 ,混合后的量
应满足最初和重复三次分析的量。使用前新鲜配制。

C。 1.2.2 己糖激酶稀释液

移取 1mL己糖激酶原液至 100mL容量瓶内 ,用 Tris~白 蛋白稀释 ,补足至刻度线。2℃ ~8℃ 稳
定性 1d。

C。 2 测定条件

C。 2.1 最终反应混合液的浓度

见表 C。 1。

表 C。 1 己糖激酶原液催化活性测定最终反应混合液的浓度

参  数 指   标

白蛋白ETo⒌白蛋自] 0。 001 mm° l· Lˉ l

pH(25℃ ) 7.5=LO.05:

ATP o.2mmoI· Lˉ l

NAD 0.2mmol· Lˉ 1

⒍磷酸葡萄糖脱氢酶 (25℃ ) 133U· Lˉ l(13ukat· Lˉ I)

葡萄糖 6,67mmol· Lˉ l

样品与反应混合物体积比 o,167 (1 : 6)

扩展不确定度 (乃 =2)。
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C。 2.2 己糖激酶原液浓度测定条件

见表 C,2。

表 C.2 己糖激酶原液催化活性测定条件

C,3 测定

C.3.1 试剂准备

将己糖激酶实验试剂、5mL己糖激酶稀释液和含有 5mL Tris-白 蛋白的密闭的试管放在 25℃ ±
0.2℃ 的水浴箱中大约 10min,使液体达到预定温度。

C。 3.2 测定方法

按表 C.3的顺序和量 ,将试剂和样品加人比色杯。

表 C,3 己糖激酶原液催化活性测定步骤

C。 4 结果计算

按公式 (C.1)计算 25℃ HK原液的浓度 :

HK原液活性量(U/L)=匚(dA/dr)/(E× 乃)]× (Vr/Vs)⋯ ⋯⋯⋯⋯⋯·(C.1)

式中 :

dA——摩尔消光系数变化值 (本次分析用 3mln和 2min读数的变化 );

dr——测定时间变化 ,单位为分(min);

E— —摩尔消光系数 (本次分析条件下 ,值为 6.53× 103L· mor1· cm l);
b ——光径 ,单位为厘米(cm);
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参   数 指   标

温 度 25,0℃ ±o.2℃ d

波长 339 nm± 1 nma

带宽 ≤2nm

光径 10,00mm± 0,01mm°

孵育时间 10

测定时间 孵育后连续测定 5min

扩展不确定度 (庀 =2)。

试剂/样品 反应管 空白管

己糖激酶实验试剂 50mL 50mL

己糖激酶稀释液 1.0mL 0

Th艹 r丨 生 l'丨 0 1.0mL

轻轻颠倒混匀 ,倒人比色杯内,立 即连续测定 5min摩 尔消光系数。
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Vr——总反应体积 ,单 位为毫升 (mL),(上 面给出的程序 ,体 积为 6mL:5mL HK试 验试
剂+1mL稀 释 HK);

Vs——总反应量中的酶原液量 ,单位为毫升(m△)E上 面给出的程序 :1mL被稀释 HK加 到反应
混合液中(包含 0。 01mL酶原液),因此 V5是 0。 01mL。 彐。

注:在 5min内任忐 1min的庠尔消光系效分析偏片变化应(0.005A· min^】 ,片眯尔消光系效变化)0.005A·
min^l,应考虑分折偏差以外的原因。

C。 4.1 己柑澈莳原液活性测定示例

示仞:如己糖漱酶厂家提供的活性浓度为 1395U· mLˉ1,按 C.3测定方法进行测定,3min时摩尔消光系数是
o.2oa,2min时摩尔消光系数是 0.166,计箅 HK原液活性量。

HK稀释液活性 =(Atm,(3min)-AtⅡt(2min)〉 ×(0.963umol· m°Lˉ l)× (l/Vf)

=(0.203-0.16ω ·min^l× 0.963阝 mol· mLⅡ ×1/0.o1

=3,56U· mLˉ !(在 25℃ )

HK原液活性 =3.56× 250=890.8U· mLˉ l

陔己栅激淹乡1皮为 BgO u.mLˉ :,丨扌厂家提供的活〃1浓皮不符 ,PL制时应按照实测活性况 ;Ⅲ 。
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附 录 D
(规范性附录 )

G-磷酸葡萄糖脱氢酶原液催化活性测定

D。 1 测定试剂

D。 1,1 试剂准备

TⅡ s-白蛋白、ATP原液、β-NAD肀 原液、已糖激酶原液、葡萄糖液放在 25℃ ±0.2℃ 的水浴箱中
⒛ min,使试剂达到预定温度。

D。 1.2 试剂制备

D。 1.2.1 G-磷 酸葡萄糖脱氢酶实验试剂

等量混合 Tris~白 蛋白、ATP原液、阡NAD+原液、己糖激酶原液、葡萄糖液 ,混合后的量应满足最初
和重复三次分析的量。使用前新鲜配制。

D。 1.2.2 s-磷 酸葡萄糖脱氢酶稀释液

移取 1mL6-磷 酸葡萄糖脱氢酶原液至 100mL容量瓶内 ,用 Tris~白 蛋白稀释 ,补足至刻度线。
2℃ ~8℃稳定性 1d。

D。 2 测定条件

D。 2.1 最终反应混合液的浓度

见表 D。 1。

表 D。 1 G-磷酸葡萄糖脱氢酶原液催化活性测定最终反应混合液的浓度

D.2.2 s-磷 酸葡萄糖脱氢酶原液催化活性测定条件

见表 D。 2。

参   数 指   标

白蛋白ETris-白蛋白] 0.001 mmol· Lˉ I

pH(25 ℃ ) 7.5=LO.05a

ATP 0.2mmol· Lˉ 1

NAD o.2mmol· Lˉ〗

己糖激酶 (25℃ ) 133U· Lˉ l(13ukat· Lˉ〗)

葡萄糖 6.67 mmol· Lˉ l

样品与反应混合物体积比 0.167 (1 : 6)

扩展不确定度 (尼 =2〉 。



参  数 指   标

温庋

波 K

带宽

光径

孵命时闷

250℃ ±o2℃

339nm± 1nm^

≤2nm

l()OO mm± O Oj

10min

测定∏寸l刂 孵育后迮续测定 5min

扩丿J刂不确定皮 (虑 =2)
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表 D.2 6ˉ磷酸葡萄糖脱氢酶原液催化活性测定条件

D。 3 测定

D.3.1 试剂准备

将 6-磷酸葡萄糖脱氢酶实验试剂、5mI'⒍磷酸葡萄糖脱氢酶稀释液和含有 5mI'Tris白 蛋白的密
闭的试管放在 25℃ ±0.2℃ 的水浴箱中大约 10min,使液体达到预定温度。

D.3,2 测定方法

按表 D.3的顺丿r和 圩t,将试剂和样 I%加人比色杯。

表 D.3 6ˉ磷酸葡萄糖脱氢酶原液催化活性测定步骤

D.4 结果计算

按公式(D.D计 算 25℃ G6PDH原液的浓皮 :

G6PDH原液活性量(U/I')=E(dA/dr)/(E× 乃)]× (Vr/V卜 )  ⋯⋯⋯⋯(D,1)
式中 :

dA——摩尔消光系数变化值 (本次分析用 3min和 2min读数的变化 );
dr——测定时间变化 ,单位为分(min);

E— —摩尔消光系数 (本次分析条件下 ,值为 6.53× 103L· morl· cm-I);
a ——光径 ,单位为厘米(cm);
Vr——总反应体积 ,单 位为毫升 (mL)(上 面给出的程序 ,体 积为 6mL:5mL HK试 验试剂 +
1m△ 稀释 HK);

Vs——总反应量中的酶原液量,单位为毫升(mL)E上 面给出的程序:l mL被稀释 HK加到反应
22

试剂 样品 反应笱 帘 rI锌

6磷酸饷萄柑脱氢酶实验试剂 50mL ;0rnI'

6-磷 睃/J饷 钳脱气旃稀释液 lθ m1.

T⒒艹门蛋 r∵ l
(〉 1~O mL

轻轻颇倒混匀 ,倒人比色杯内,讧 即连续测定 5min摩 尔消光系数。
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混合液中(包含 0。 01mL酶原液),因此 Vs是 0。 01mL。彐。
注 :在 5min内 任意 1min的 摩尔消光系效分析偏差变化应(0。 005A· min^1,若庳尔消光系数变化>0。 005A·

min^I,应考虑分析倜差以外的原因。

D。 4.1 s-磷酸有有钳脱纽酶原液活性蹋定示例

示爿 :如 6-磷酸苟萄榜脱氢莳厂家提供的活性浓度为 1395U· mLˉ ,按 D。 3测定方法进行测定,3min时摩尔消

光系数是 0.⒛3,2min时库尔消光系数是 0.166,计箅 G6PDH原液活性量。

G6PDH稀释液活性〓〈A¤t(3miω —At。。t(2miω )× (0.963um° l· moLˉ
l)× (1/Vs)

=(0.203-0.166)· min^l× 0.963umol· mLˉ
I×
1/0。 01

〓3.56U· mLˉ !(在 25℃ )

G6PDH原液活性 =3.56× 250=BgO。 8U· mLˉ I

该 s-碎酸佰萄褚脱氢茁纯庋为 BgO u.mLˉ
1,与
厂家提供的活性浓度不符 ,配制时应按照实测活性配制。


