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前  言 

本标准按照GB/T 1.1─2009给出的规则起草。 

本标准起草单位：中国医学科学院北京协和医院、南通大学附属医院、北京医院。 

本标准主要起草人：齐志宏、王惠民、赵芳、邸茜、宋耀虹、马嵘。 
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天门冬氨酸氨基转移酶催化活性浓度参考测量程序 

1 范围 

本标准规定了在临床医学应用中，测量天门冬氨酸氨基转移酶催化活性浓度的参考测量程序。 

本标准主要适用于参考实验室，作为天门冬氨酸氨基转移酶催化活性浓度测量的溯源，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，可供有关认可监督管理单位及质量管理部门应

用。此参考测量程序可用于我国临床常规方法测量结果的溯源。 

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。 

ISO 15193  体外诊断器具-生物源样本中量的测量-参考测量程序的表述 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1 

实验室样品 laboratory sample 

准备送到实验室或实验室接收的用于测定的原始样品或原始样品的分样品。 

3.2  

分析样品 analytical sample 

自实验室样本制备的、可从中取出分析部分的样品。 

注：在取出分析部分之前，分析样品可经过各种处理。 

3.3 

分析部分 analytical portion 

从分析样品中取出的用于实际测量和观察的物质部分。 

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

溶液再上机测定。 

3.4  
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分析溶液 analytical 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。 

3.5  

(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。 

3.6  

参考测量程序 reference measurement procedure 

参考程序 reference  procedure 

在校准或参考物质定值时，为提供测量结果所采用的测量程序，它用于评价由同类量的其他测量程

序获得的被测量的量值的测量正确度。 

3.7  

测量系统的灵敏度 sensitivity of a measuring system 

灵敏度 sensitivity 

测量系统的示值变化除以相应的被测定值变化所得的商。 

注1：测量系统的灵敏度可能与被测量的量值有关。 

注2：所考虑的被测量值的变化必须大于测量系统的分辨力。 

3.8  

分析特异性 analytical specificity 

测量程序只测量可测量的量的能力。 

3.9  

分析干扰 analytical interference 

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

高或降低。 

3.10  

影响量 influence quantity 

被测量以外的可影响测量结果的量。 

3.11  

检出限 detection limit；limit of detection 
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由给定测量程序获得的测得值，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。 

注 1：国际理论和应用化学联合会（IUPAC）推荐和的默认值为 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”。 

3.12  

校准品 calibrator 

用于校准的测量标准。 

4 缩略语 

下列缩略语适用于本文件。 

AST：天门冬氨酸氨基转移酶(Aspartate Aminotransferase） 

GUM：测量不确定度表达指南（Guide to the expression of Uncertainty in Measurement） 

 

IFCC：国际临床化学与检验医学联合会（International Federation of Clinical Chemistry and   

Laboratory Medicine） 

LD：乳酸脱氢酶(Lactate Dehydrogenase) 

MD：苹果酸脱氢酶(Malate Dehydrogenase） 

NAD：氧化型β-烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(β-Nicotinamide-Adenine-Dinucleotide, oxidized form） 

NADH：还原型β-烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(β-Nicotinamide-Adenine-Dinucleotide, reduced form） 

P-5-P：5′-磷酸吡哆醛（Pyridoxal-5-Phosphoric acid） 

QUAM：化学测量中不确定度的评定(Quantifying Uncertainty In Analytical Measurement) 

SOP：标准操作程序(Standard Operation Procedure) 

5 测量原理和方法 

本参考测量程序采用偶联反应，反应式如下： 

L-天门冬氨酸+α-酮戊二酸 AST
草酰乙酸+L-谷氨酸 

草酰乙酸+NADH+H
+ MD

L-苹果酸+ NAD
+
 

在339 nm下，监测NADH的氧化速率，吸光度的下降速率与AST催化活性浓度呈正比。 
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6 测量前试剂准备 

6.1 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,缩略语 

试剂 

三羟甲基氨基甲烷 Tris 

L-天门冬氨酸 无 

α-酮戊二酸，二钠盐，二水合物 无 

β-烟酰胺腺嘌呤二核苷酸，还原型，二钠盐 还原辅酶 I, NADH 

乳酸脱氢酶 LD 

苹果酸脱氢酶 MD 

叠氮钠 无 

盐酸 无 

氢氧化钠 无 

氯化钠 无 

牛血清白蛋白，Fraction V 无 

5′-磷酸吡哆醛，一水合物 P-5-P 

丙酮酸一钠盐 无 

草酰乙酸 无 

溶剂 
质量与双蒸水类似的高纯度水（电导率＜2 μS·cm

-1
，

pH 6～7，硅酸盐﹤0.1 mg·L
-1
） 

无 

参考物质 JCTLM和/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 

6.2  试剂原料信息 

按表2填写试剂原料详细信息。 

表 2 试剂原料详细信息 

试剂系统名 __    通用名____ 

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）  
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危险度  

贮存要求  

失效期  

AST测定所用每个试剂原料详细信息见附录A。宜使用最高纯度的试剂。试剂的质量应由供应商提供

分析证明。如果怀疑某一种化学物质中含有影响AST催化活性的不纯物，应进行进一步的检测，例如，

比较不同厂家和不同批号的产品。建议使用在对比试验中已经鉴定或认可的试剂。以下三种试剂需要注

意安全： 

盐酸、氢氧化钠和叠氮钠对人体有伤害作用，操作人员应经过专门培训，严格遵守操作规程，根据

需要可以佩戴自吸过滤式防毒面具（全面罩）或头罩型电动送风过滤式防尘呼吸器，戴化学安全防护眼

镜，穿橡胶耐酸碱材料制成的防护服以及戴橡胶耐酸碱手套等，做好安全防护工作。 

6.3 试剂溶液配制 

6.3.1 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％[例如y(%)]，则应用

因子：Fcontent＝100／y，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＜2 μS·cm
-1
，pH 6～7，硅酸盐＜0.1 mg·L

-1
)。 

每次称重的扩展不确定度（k＝2）(包括物质纯度的不确定度)（正态分布），应≤1.5％。 

6.3.2溶液 1 

称量1.17 g Tris、4.02 g天门冬氨酸（游离酸）、0.052 g叠氮钠，将上述物质按以下步骤处理： 

——溶在约 80 mL 水中； 

——加 4.2 mL～4.4 mL 5.00 mol·L
-1
的氢氧化钠溶液； 

——搅拌直到试剂完全溶解； 

——混合液的pH值应比pH靶值低（约0.3 pH～0.9 pH）； 

——在 37℃用 2 mol·L
-1
氢氧化钠溶液调节 pH到 7.65； 

——转移至 100 mL容量瓶中； 

——将容量瓶和水平衡至 20℃； 

——加水（20℃）至容量瓶的刻度线。 

最终配制的溶液中 Tris浓度为 96.92 mmol·L
-1
，天门冬氨酸浓度为 302.4 mmol·L

-1
，叠氮钠浓

度为 8.00 mmol·L
-1 
。该溶液 2℃～8℃稳定性为 3个月。 

注: 加水之后天门冬氨酸不溶解,必须先加氢氧化钠溶液,以5 mol·L
-1
代替2  mol·L

-1
氢氧化钠溶液可减少所需用

量,精确调整pH值时需用2 mol·L
-1
氢氧化钠溶液。 

6.3.3 溶液 2 

华东公共卫生 
www.ecphf.cn



WS/T 617—2018 

 

6 

称量1.17 g Tris、0.052 g叠氮钠，将上述物质按以下步骤处理： 

——将上述 2种试剂溶在约 80 mL水中； 

——在 37℃用 1 mol·L
-1
盐酸调 pH值到 7.65； 

——转移至 100 mL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 Tris浓度为 96.92 mmol·L
-1
，叠氮钠浓度为 8.00 mmol·L

-1 
。该溶液在 2℃～

8℃稳定性为 3个月。 

6.3.4 溶液 3 

称量16.7 mg P-5-P一水化合物，按以下步骤处理： 

——将 16.7 mg P-5-P一水化合物用 6mL溶液 2溶解； 

——转移至 10 mL 容量瓶； 

——容量瓶和溶液 2平衡至 20℃； 

——加溶液 2（20℃）到容量瓶刻度线； 

——避光保存（如棕色瓶）。 

最终配制的溶液中 P-5-P浓度为 6.30 mmol·L
-1
。此溶液在 2℃～8℃稳定性为 1周。 

6.3.5 溶液 4 

称量16.1 mg NADH二钠盐，按以下步骤处理： 

——溶于 2.00 mL 溶液 2中； 

——避光保存（如棕色瓶）。 

最终配制的溶液中NADH浓度为11.34 mmol·L
-1
。此溶液在2℃～8℃稳定性为1周。 

6.3.6 酶试剂的稀释液 

称量1.20 g牛血清白蛋白、0.90 g氯化钠，将上述物质按以下步骤处理： 

——将上述 2种试剂溶于约 80 mL水中； 

——转移至 100 mL容量瓶； 

——将容量瓶和水平衡至 20℃； 

——加水（20℃）至容量瓶刻度线。 

最终配制的溶液中氯化钠浓度为154 mmol·L
-1
。此溶液在2℃～8℃稳定性至少1个月。 
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6.3.7 溶液 5 

按以下步骤配制： 

——用6.3.6中的酶试剂稀释液稀释LD储存液,使LD催化活性浓度在37℃时为3.78 mkat·L
-1
（226.8 

kU·L
-1
）。按式(1)计算稀释LD储存液所需酶试剂稀释液体积。 

V diluent= V LDSTOCK×(LDSTOCK-226.8)/226.8„„„„„„„„„„„(1) 

式中： 

Vdiluent——稀释LD储存液所需酶试剂稀释液体积，单位为毫升(mL)； 

VLDSTOCK——LD储存液体积，单位为毫升(mL)； 

LDSTOCK——LD储存液中LD催化活性浓度,单位为毫凯塔尔每升(mkat·L
-1
)或千单位每升(kU·L

-1
 )。 

示例1：见附录B。 

——用6.3.6中的酶试剂稀释液稀释MD储存液，使MD催化浓度在37℃时为2.52 mkat·L
-1
 (151.2 kU·L

-1
)。

按式(2)计算稀释MD储存液所需酶试剂稀释液体积。 

Vdiluent= VMDSTOCK×(MDSTOCK-151.2)/151.2 „„„„„„„„„„„(2) 

式中：  

Vdiluent   ——稀释MD储存液所需酶试剂稀释液体积，单位为毫升(mL)； 

  VMDSTOCK   ——MD储存液体积，单位为毫升(mL)；  

   MDSTOCK ——MD储存液中MD催化活性浓度,单位为毫凯塔尔每升(mkat·L
-1
)或千单位每升(kU·L

-1
)。 

示例2：见附录C。 

——将两种稀释后的酶溶液等体积混合可得溶液5。 

最终配制的溶液中LD催化活性浓度在37℃时为1.89 mkat·L
-1
(113.4 kU·L

-1
)、MD催化活性浓度在

37℃时为1.26 mkat·L
-1
  (75.6 kU·L

-1
)。该溶液2℃～8℃稳定性为2 d。 

6.3.8 反应溶液 

分别移取10.000 mL溶液1、0.200 mL溶液3、0.200 mL溶液4、0.100 mL溶液5，将上述溶液充分混

匀，避光保存。此溶液在2℃～8℃稳定性为1 d。 

6.3.9 起始试剂溶液 

称量0.326 g α-酮戊二酸二钠二水化合物，按以下步骤处理： 

——溶于约 6 mL 水中； 

——转移至 10 mL 容量瓶； 

——将容量瓶和水平衡至 20℃； 

华东公共卫生 
www.ecphf.cn



WS/T 617—2018 

 

8 

——加水（20℃）至刻度线。 

最终配制的溶液中α-酮戊二酸二钠浓度为 144.0 mmol·L
-1
。此溶液在 2℃～8℃稳定性为 1周。 

6.4 温度对缓冲溶液 pH的影响 

当温度偏离 37
o
C 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电极必须位于被搅拌溶液的中心。 

配制溶液 1、溶液 2时，需根据不同温度调整 pH值，分别按照附录 D中 D.1和 D.2调节溶液 pH值。

为此，接近靶值时应重新控制温度，同样的方法也适用于 pH计的温度补偿调节。 

7 测量前仪器准备 

7.1 仪器列表 

实验室应在表3登记主要测量仪器(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 3 测量仪器和辅助仪器列表 

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   

 

7.2 仪器性能要求 

    分光光度计及辅助仪器主要性能的要求,见表4。 

表 4 分光光度计及辅助仪器主要性能的要求 

仪器名称 性能指标 IFCC参考程序要求 

分光光度计、配件 

波长准确度/nm 339±1(k=2） 

带宽/nm ≤2 

光径/mm 10.00±0.01(k=2） 

pH计 pH值 7.65±0.05(k=2） 

点式温度计 温度/℃ 37.0±0.1 (k=2） 

7.3分光光度计准备 

测量工作前，按已制定的SOP文件对分光光度计进行检查，填入表5。 
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表 5 分光光度计准备 

准备事项 具体内容 

开机前检查 
□电源 □接地 □电脑 □打印机 □是否24小时开机 

□温度 □湿度 □机身清洁 □比色仓清洁 □比色窗清洁 

组合 

恒温装置：□与分光光度计连接完整 □提前开机 

测温装置：□电量 □测温探头勿挤压、碰撞坚硬物体 

搅拌装置：□清洁 □转速 

比色杯：□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效期内 

每日开机性能检查：□波长正确度   □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 □国家标准溶液检查吸光度准确度 

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 

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。 

7.4 点式温度计准备 

测量工作前，按已制定的SOP文件对点式温度计进行检查，填入表6。 

表 6 点式温度计准备 

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 

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。 

7.5 恒温水浴箱准备 

测量工作前，按已制定的SOP文件对恒温水浴箱进行检查，填入表7。 
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表 7 恒温水浴箱的准备 

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 □清洗滤网 □水箱内部消毒 

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。 

7.6 稀释配液仪准备（实验室若有） 

测量工作前，按已制定的SOP文件对稀释配液仪进行检查，填入表8。 

表 8 稀释配液仪的准备 

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 □加样量正确度 □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 

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。 

7.7 移液器准备 

测量工作前，按已制定的SOP文件对移液器进行检查，填入表9。 

表 9 移液器的准备 

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 □加样量正确度 □加样量精密度 

预防性维护 □定期进行保养 □定期校准 

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。 

7.8天平准备 

测量工作前，按已制定的SOP文件对天平进行检查，填入表10。 

表 10 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 

开机自检 □电量 □零位显示 

校准 核实是否在国家计量机构检定合格效期内 
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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 

各实验室可根据具体情况制定本实验室天平准备流程图。 

7.9 pH计准备 

测量工作前，按已制定的SOP文件对pH计进行检查，填入表11。 

表 11 pH 计准备 

准备事项 具体内容 

开机前检查 □电源 □接地 □电脑 □打印机 □温度 □湿度 □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 

各实验室可根据具体情况制定本实验室pH计准备流程图。 

8 测量前采样和样品准备 

8.1 样品接受信息 

宜以表格形式记录样品接收的详细信息，见表12。对不符合样品接收要求的样品应及时与委托方联

系。 

表 12 AST样品接收要求 

要求指标 内容 

可接受样品种类 □血清 □血浆 □其他 

可接受样品类型 □冻干粉 □液体 □冰冻 □其他 

基质类型说明 □人血清 □牛血清 □水 □其他 

样品最低数量 支 

每支样品最低体积 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℃ □-20℃ □-70℃ □其他 

稳定性  
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危险性  

注意事项  

 

8.2 分析样品的类型 

AST参考测量程序测量的样品主要有： 

——参考物质(RM)；  

——质控物质； 

——室间比对样品； 

——检测实验室送检样品； 

——其他标本。 

8.3 分析样品的顺序 

分析样品按下列顺序排列： 

——参考物质（RM）；  

——质控物质； 

——空白分析样品，如：生理盐水； 

——被分析的“未知”物质。 

上述分析样品重复测量可减小测量结果不确定度。从一个分析样品到下一个分析样品的携带污染应

小于 0.5%。 

8.4 分析样品的处理过程 

分析样品的处理过程应包括以下内容： 

——AST参考程序测量的分析样品多为冻干粉或深低温的冰冻样品，测量前需处理为均匀的液体状

态，分析部分应取自该液体分析样品进行测量。 

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

验室样品若为冻干粉或干粉，应使用质量与双蒸水类似的高纯度水（电导率＜2 μS·cm
-1
，pH 6～7，

硅酸盐＜0.1 mg·L
-1
）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融解。 

——应有处理参考物质的SOP和记录。 

——测量过的样品有贮存待复查、销毁的文件和记录。 

9测量过程 

9.1 测量条件 

AST催化活性浓度测量条件见表 13。 
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表 13 AST催化活性浓度测量条件 

参数 指标 

温度 37.0℃±0.1℃
a
 

波长 339 nm±1 nm
a
 

带宽 ≤2 nm 

光径 10.00 mm±0.01 mm
a
 

孵育时间 300 s 

延迟时间 90 s 

测定时间 180 s 

读数（测量点） ≥6 

a
扩展不确定度（k=2）。 

9.2 测量步骤 

9.2.1 监测比色杯内温度，达到要求时开始准备试剂和分析溶液。 

9.2.2 将实验所需的反应溶液进行脱气处理。可采用的脱气的方法是：采用温度为35℃的真空炉或将溶

液加热至35℃，在真空干燥器中储存1h,同时进行磁力搅拌。如果脱气溶液当天不能用完，下次使用前

应再次脱气。 

9.2.3 将一份适当体积（约 0.400 mL）起始试剂溶液在 37℃下平衡，剩余的起始试剂应保存在 2℃～8℃。 

9.2.4 将 6.3中所列试剂体积按表 14的顺序加入到反应杯中。 

 

表 14 总体转换率测量的分析系统（AST催化反应速率和空白率） 

体积 测量步骤 

反应液 2.000 mL 
反应液 

平衡至 37℃ 

分析样品 0.200 mL 

样品 

与反应液充分混合并孵育 300 s。在孵育结束时，反应杯中

的溶液温度应达到 37℃ 

起始试剂 0.200 mL 

起始试剂溶液 

与反应杯中溶液充分混合，等候 90 s，监测另外 180 s 的

时间和吸光度 

注：此动态光度测量的扩展（k=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（k=2）合成不确定度（正态分布）应≤1%。 

 

9.2.5详细的测量流程见图1 

监测比色杯内温度 

↓达37℃ 

准备试剂和分析溶液 
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↓ 

孵育反应液试剂 

↓达37℃ 

在比色杯内加入2.000 mL反应液 

↓37℃ 

加入分析样品0.200 mL，充分混匀 

↓ 

孵育300 s 

↓37℃ 

加入启动试剂0.200 mL，充分混匀， 

↓等待90 s 

监测吸光度 

↓180 s 

记录吸光度值 

↓ 

处理数据 

↓ 

清洁比色杯 

 

图1  AST参考程序测量流程图 

 

9.3 最终完全反应混和物的浓度 

AST催化活性浓度测定最终完全反应混合物的浓度见表 15。 

 

表 15 AST催化活性浓度测定最终完全反应混合物的浓度 

参数 指标 

三羟甲基氨基甲烷（Tris） 80 mmol·L
-1
 

pH（37℃） 7.65±0.05
a
 

L-天门冬氨酸 240 mmol·L
-1
 

NADH 0.18 mmol·L
-1
 

P-5-P 0.1 mmol·L
-1
 

MD（37℃） 10 µkat·L
-1
 (600 U·L

-1
) 

LD（37℃） 15 µkat·L
-1
 (900 U·L

-1
) 

α-酮戊二酸 12 mmol·L
-1
 

样本体积比分 0.0833（1:12） 

a
 扩展不确定度（k=2）。 

9.4 试剂空白率测量 

为了测量试剂空白率，用9 g·L
-1
(154 mmol·L

-1
)NaCl溶液代替分析样品，测量方法同9.2。 

注1：试剂空白的反应呈非线性动力学，试剂空白吸光度的绝对变化值如大于0.002 min
-1
，相关试剂应丢弃。 

注2：由于动力学的非线性，试剂空白重复性较差。建议重复测量3次，采用3次测量的平均值参与计算。 

华东公共卫生 
www.ecphf.cn



WS/T 617—2018 

 

15 

9.5 分析样品空白率测量 

采用9 g•L
-1
（154 mmol•L

-1
）氯化钠溶液代替起始试剂溶液测量分析样品空白率。按上述步骤进行

操作。 

注：分析样品空白率可被测量和记录，但在计算质控血清和校准品中 AST 催化活性时不考虑。一旦分析样品空白率超过

AST 总催化活性的 1%，则警告有关物质不适宜作校准用。 

10 测量结果处理 

10.1 测量结果计算 

通过回归分析（最小二乘法）计算吸光度随时间改变的变化率。减去试剂空白率后，即校正后的分

析样品吸光度变化率。按式（3）计算 AST催化活性浓度： 

bAST＝F× (ΔA/Δt)AST„„„„„„„„„„„(3) 

式中： 

 bAST   ——AST的催化活性浓度,单位为微凯塔尔每升（μkat·L
-1
）或单位每升（U·L

-1
）； 

F  ——系数，等于 1905[在 339nm 波长测量时，ε339（NADH）=630 ㎡·mol
-1
,为 IFCC 与 IRMM 推

荐]；  

(ΔA/Δt)AST     ——经过试剂空白率校正后的分析样品吸光度变化率，单位为每秒（s
-1
）或每分

（min
-1
）。 

10.2 数据处理 

对于计算的 AST催化活性浓度,要进行数据处理: 

——数据剔除：必要时，每个实验室应建立适当的数据剔除规则； 

——计算每批次测量值的均值、标准差，必要时应检查数据分布类型，计算均值的标准差（标准误）； 

——根据 GUM和 QUAM原则计算测量结果的不确定度。 

10.3 酶活性单位及换算关系 

酶催化活性常用单位为kat·L
-1
，使用时常出现多位小数，目前常以μkat·L

-1
或 nkat·L

-1
表示，

但临床医学中仍习惯于使用U·L
-1
。换算关系如下： 

以U·L
-1
单位表示的催化浓度可通过乘以系数（f=0.01667）转化成μkat·L

-1
。 

10.4 测量不确定度的评定 

10.4.1 定义被测量 

应至少从下面几个方面定义被测量: 

——血清（或血浆）AST催化活性浓度； 

——催化活性单位：kat·L
-1
或U·L

-1
； 
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——AST催化活性测量主要用于临床心脏或肝脏疾病的判断； 

——应考虑到血清中可能存在线粒体型AST（mAST）和细胞浆型AST（sAST）； 

——溶血时sAST可显著升高； 

——不考虑分析前和分析后因素对测量不确定度的贡献。 

10.4.2 建立数学模型 

 

 

C为输出量，为AST测量的催化活性浓度。影响测量的直接因素有： ⊿A/⊿T为吸光度变化率；   为

摩尔吸光系数；L为比色杯光径；VR1为反应液体积；VR2为起始试剂体积；VS为样品体积。影响测量的间

接因素有：temp为温度；pH；wl为波长；trans为透光度；lot为试剂厂家与批号；conc为试剂浓度；line

为方法线性；aging为试剂老化。 

10.4.3 不确定度分量的定量 

应至少从下面几个方面对不确定度的分量进行定量: 

——测量结果的不精密度：一般将同一分析样品分4天测量，每天连续测量3次，计算均值、标准差

与变异系数。 

——摩尔消光系数的不确定度：根据文献摩尔消光系数的不确定度为1%，可考虑为三角形分布。 

——比色杯光径的不确定度：比色杯光径应经有资质的计量院所检定或校准，引用证书上的不确定

度，可考虑为正态分布。 

——体积的不确定度：在重大测量前应对加反应液（VR1）、起始试剂（VR2）、分析样品（VS）的加

样器或相应加样设备进行校准，校准过程中产生的不精密度即为加样的不确定度，分别为uVR1、uVR2、uVS，

计算体积项[（VR1+VR2+VS）/ VS]不确定度，先计算分子项不确定度，
22

2

2

1 VSVRVR uuuu 分子 ，其相

对值 )/(% 21 SRR VVVuu  分子分子 ，分母项相对不确定度 SS Vuu /% 分母 ，则体积项的相对不确

定度
22 %%% 分母分子 uuuvol  ；应注意计算分母项不确定度时，计算不确定度的绝对值，而不是相

对值。 

——⊿A/⊿t的不确定度：吸光度（A）与透光度和波长的不确定度有关，测量时间（t）的不确定

度一般不考虑，因仪器计时器的精度一般都能达到十万分之一，因此可忽略不计。 

——透光度的不确定度：根据检定证书上透光度的示值误差计算，一般考虑为矩形分布。 

——波长的不确定度：根据检定证书上波长的示值误差和重复性，计算波长的不确定度，一般考虑

为矩形分布。 



aginglineconclottranswlpHtemp
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SRR ffffffff
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V

VVV

L
C 







 621 10

1



华东公共卫生 
www.ecphf.cn



WS/T 617—2018 

 

17 

——pH的不确定度：根据pH计检定证书或校准证书上仪器的示值误差和重复性，计算pH计的不确定

度，一般考虑为矩形分布。与pH有关的不确定度还应包括pH校准液的不确定度。同时应考虑pH的灵敏系

数，可引用德国临床化学学会（DGKL）参考实验室数据（18%）。 

——温度的不确定度：根据数字温度计（点温度计）检定证书或校准证书上仪器的示值误差和重复

性，计算温度计的不确定度。由于在测量酶催化活性时，对温度的影响不仅来源于温度计，更主要的来

源于测量系统的温控，应以实验了解温控系统的变化，计算出温度影响的不确定度。同时应考虑温度影

响的灵敏系数，可引用德国临床化学学会（DGKL）参考实验室数据（5.30%/℃）。 

——试剂厂家与批号的不确定度：有关不同厂家与不同批号的试剂所引起的不确定度可自行进行实

验，也可引用DGKL的数据（1.5%），一般考虑为矩形分布。 

——试剂浓度的不确定度：试剂浓度或纯度导致的不确定度，可自行进行实验 ，也可引用DGKL的

数据（1.5%），其灵敏系数为17%，一般考虑为矩形分布。 

——方法线性的不确定度：方法线性引起的不确定度，可自行进行实验 ，也可引用DGKL的数据

（0.6%），一般考虑为矩形分布。 

——试剂老化的不确定度：试剂老化所导致的不确定度，可自行进行实验 ，也可引用DGKL的数据

（0.5%），一般考虑为矩形分布。 

10.4.4 建立不确定度预估表 

可将以上各不确定度分量总结绘制不确定度预估表，见表16。 

 

表16  不确定度分量预估表 

 

输入量 不确定度 来源 分布类型 评定类型 标准不确定度 灵敏系数 相对标准不确定度/% 

不精密度  实验 正态 A  1  

消光系数 1% 文献 三角 B  1 0.408 

光径  校准证书 正态 B  1  

体积  实验 正态 A  1  

透光度  校准证书 矩形 B    

时间  实验   忽略不计  0 

波长  校准证书 矩形 B  0.20%/nm  

pH  校准证书 矩形 B  0.25%/0.05pH  

温度  实验    5.30%/℃ 0.229 

试剂批号 1.5% DGKL 矩形 B 0.87% 1 0.87 

试剂浓度 1.5% DGKL 矩形 B 0.87% 0.17 0.147 

方法线性 0.60% DGKL 正态 B 0.30% 1 0.300 

试剂老化 0.5% DGKL 矩形 B 0.289% 1 0.289 

 

10.4.5 合成标准不确定度 

根据不确定度传播律，将上述12个不确定度分量进行合成，即为相对合成标准不确定度uc。 
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10.4.6  扩展不确定度 

扩展不确定度相对值： cukU      (k=2) 

扩展不确定度的相对值乘以测量结果的均值，可得到扩展不确定的绝对值。 

10.5  结果确认 

10.5.1 实验室内结果正确度评估 

在进行重要测量前（如给参考物质/校准品赋值、测量室间比对样品等），应先测定JCTLM或国家批

准的参考物质，测量结果应在“靶值±不确定度”范围内，否则应确认测量程序的正确度。 

10.5.2 实验室间比对进行结果确认 

AST催化活性浓度参考测量程序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。30℃参考测量程序和37℃参考测量程序的比较参见附录E。 

实验室应有 SOP文件和记录证实此活动。 

11 结果报告 

应设计适宜的测量结果报告格式，包括但不限于以下内容： 

——血清、血浆或其他； 

——取样日期和测量日期； 

——测量所使用的参考程序：IFCC在 37℃下测量 AST催化活性浓度的原级参考测量程序； 

——被测量的名称、测量结果的量值和测量单位； 

    被测量：血清（或血浆）AST催化活性浓度； 

测量单位：μkat·L
-1
或U·L

-1
； 

——评定测量结果的不确定度：一般取 k=2；  

——标本异常特性记录：如溶血、黄疸、乳糜等；   

——测量方法的异常情况或改变测量程序记录。 

12 分析可靠性 

12.1 概念、价值及其应用 

2222

22222222
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应依据不确定度、精密度、线性范围、检出限等来评估AST参考测量程序的分析可靠性。相关文献

及参考测量实验室的有关数据表明本参考测量程序的分析性能优于临床酶活性浓度测量的常规方法，适

合于临床常规测量程序的溯源。 

12.2 测量不确定度 

应根据GUM和QUAM原则计算测量不确定度。按照10.4不确定度计算方法，并结合比对实验室数据，

本参考程序的测量结果的相对合成标准不确定度在浓度4.07 μkat·L
-1
(244 U·L

-1
)时宜小于2.0%。 

12.3 测量精密度 

选择2个浓度水平的质控物质，每天测量2次（2次间隔不少于2 h），每次测量均做双份，连续测量

20 d，按CLSI EP5-A3文件进行评价。应根据本实验室测量条件评估本参考程序的重复性、期间精密度。

结合比对实验室结果，本参考程序重复性CV宜小于1.5%，期间精密度CV宜小于2.0%。 

12.4 检出限 

与分光光度计的最小分析信号有关。国际纯粹与应用化学联合会(IUPAC)对检出限的规定，按照AST

参考测量程序的操作步骤，测定试剂空白五次，用生理盐水为零值样本，测定20次，计算 x 与s,以 x +3s

为检测限。结合比对实验室数据，本参考程序测量的检出限为0.13 μkat·L
-1
(7.8 U·L

-1
)。 

12.5 线性范围 

参考CLSI EP6-A文件，设定实验室的重复性和线性的允许误差范围分别为1%和5%，选择覆盖IFCC

文件提供线性范围20%～30%的高(H)、低(L)浓度水平混合血清，按比例配制成9个系列浓度样本，每个

样本重复测量2次，将所得数据进行多项式回归统计，结合比对实验室数据，线性范围检测上限：＜4.13

μkat·L
-1
(247.7 U·L

-1
)。 

12.6 误差的来源 

误差主要包括以下几个来源： 

——AST测量的线性范围较窄。在孵育过程中，分析样品中高浓度丙酮酸将导致大量消耗 NADH，这

样会减少线性范围的上限，并显著降低测量结果。偏离了参考程序中规定的延迟时间和测量时间，导致

测量结果与原参考测量程序结果不一致。 

——当质控物质和校准品 pH值与参考程序中描述的 pH值差别较大时，可导致 AST测量不确定度增

加。 

——空气中的 CO2会改变反应液的 pH 值，因此反应液容器应密封。溶液 1 和溶液 2 应至少每周监

测一次 pH值。 

13  质量保证 

13.1 实验室环境 

结合比对实验室经验，控制室内温度20℃～30℃，湿度30%～70%。 

13.2 室内质量控制 

每个工作日开始正式测量分析样品前均测量定值的质控物质，质控结果在质控物质靶值±2倍标准
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差以内，若失控，查找原因直至在可控范围内方可进行实验。应建立包括质控规则、操作步骤的室内质

控SOP文件及记录。 

13.3 室间质量评价/能力验证 

JCTLM在2003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。定期参加IFCC

和国内权威机构组织的有关参考实验室的室间质量评价计划/能力验证活动，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。 

13.4  质量日志 

每个工作日完成工作日志及环境控制等质量记录。 
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附录A 

(资料性附录) 

试剂原料详细信息 

试剂原料详细信息见表A.1。 

表A.1  试剂原料详细信息 

试剂系统名 通用名 

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 

三羟甲基氨基甲烷 

 

Tris 

 

77-86-1   

 

C4H11NO3 

 

121.14   

 

Xi,R36/37/38,S26,S37/39   

L-天门冬氨酸 

 

天门冬氨酸 

 

56-84-8   

 

C4H7NO4 

 

133.10   

 

S22,S24/25   

二水α-酮戊二酸结

晶二钠盐 

 

α-酮戊二酸 

 

305-72-6   

 

C5H4O5Na2.2H2O 

 

226.09   

 

S24/25   

还原型β-烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸二钠

盐 

NADH 606-68-8 

  

C21H27N7O14P2Na2 709.4 

  

S24/25 

  

乳酸脱氢酶 

 

LD 

 

9001-60-9      

来源于猪的骨骼肌，保存

在甘油中，不得使用保存

于硫酸铵中的LD 
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表A.1  试剂原料详细信息（续） 

 

试剂系统名 通用名 

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 

苹果酸脱氢酶 

 

MD 

 

9001-64-3 

     来源于猪的心脏，保存在

甘油中，不得使用保存于

硫酸铵中的MD 

 

  

叠氮钠 无 26628-22-8   NaN3 65.01 
  T+,N,R28,R32,R50/53,S28A

,S45,S60,S61 
  

盐酸 无 7647-01-0   HCL 36.47   C,R34,R37,S26,S45   

氢氧化钠 无 1310-73-2   NaOH 40.00   C,R35,S24/25,S37/39,S45   

氯化钠 无 7647-14-5   NaCl 58.44   R36,R22,S24/25   

牛血清白蛋白 牛白蛋白 9048-46-8    68000  V级 S24/25   

一水5′-磷酸吡哆

醛 

P-5-P 41468-25-1   C8H10O6NP·H2O 265.16   S24/25 
  

草酰乙酸 无 328-42-7   C4H4O5 132.07   C,R34,S26,S36/37/39,S45   
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附录 B 

(资料性附录) 

测定酶储存溶液中 LD催化活性浓度 

 

B.1测量试剂 

B.1.1辅助试剂 

丙酮酸一钠盐（C3H3O3Na），分子量=110.0。 

B.1.2 试剂制备 

B.1.2.1测定LD催化活性浓度的反应液的组成： 

——10.000 mL溶液 1； 

——0.200 mL溶液 3； 

——0.200 mL溶液 4； 

——0.100 mL水； 

——充分混匀，避光保存。 

此溶液置 2℃～8℃稳定性为1 d。 

B.1.2.2 测量LD催化活性浓度的起始试剂溶液： 

——0.0990 g（36.00 mmol·L
-1
）丙酮酸一钠盐； 

——溶于约 6 mL 水中； 

——转移至 25 mL 容量瓶中； 

——将容量瓶和水平衡至 20℃； 

——加水至容量瓶的校准刻度线（20℃）。 

最终配制的溶液中丙酮酸浓度为 36.00 mmol·L
-1
。此溶液置 2℃～8℃稳定性为 1 d。                                              

B.1.2.3 LD储存溶液的稀释 (使用前进行)： 

——在10.000 mL酶试剂稀释液中加入0.050 mL LD原液，充分混匀；第一步的稀释比例

是1∶201； 

——将经以上稀释的0.050 mL溶液加入到10.000 mL酶试剂稀释液中，充分混匀；第二

步的稀释比例是1∶201；第一步和第二步总稀释比例是1∶40401。 

注：所用LD酶储存溶液的催化浓度不同于上述步骤时，稀释度不同，需要对稀释因子（F稀释）进行

各自调整。 

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。 
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表B.1  LD催化活性浓度测量终完全反应混合物的浓度 

参数 指标 

三羟甲基氨基甲烷（Tris) 80 mmol·L
-1
 

pH（37℃) 7.65±0.05 

L-天冬氨酸 240 mmol·L
-1
 

NADH 0.18 mmol·L
-1
 

P-5-P 0.1 mmol·L
-1
 

丙酮酸 3 mmol·L
-1
 

与反应混合液体积比分 0.0833 (1∶12) 

B.2.2 LD催化活性浓度测定条件，见表B.2。 

表 B.2  LD催化活性浓度测量条件 

参数 指标 

温度 37.0℃±0.1℃
a
 

波长 339 nm±1 nm
a
 

带宽 ≤2 nm 

光径 10.00 mm±0.01 mm
a
 

孵育时间 30 s 

延迟时间 30 s 

测定时间 90 s 

读数（测定点） ≥6 

a   
扩展不确定度（k=2）。 

B.3 测定步骤 

B.3.1 试剂准备 

将一份适当体积（约0.400 mL）的起始试剂在37℃下平衡，为测量做准备。剩余的起始

试剂保存在2℃～8℃。 

B.3.2 测量程序 

在比色杯中加入2.000 mL反应液，平衡到37℃。加入0.200 mL按照B.1.2.3制备的LD溶

液充分混匀，孵育30 s。孵育结束时，比色杯中溶液温度应达到37℃。再加入0.200 mL起始

试剂溶液，充分混匀，等待30 s后，再连续监测90 s的吸光度。 

B.3.3 试剂空白 

用9 g·L
-1
（154mmol·L

-1
）NaCl溶液代替LD溶液测定试剂空白，按上述方法进行操作。 

B.4 计算 

计算方法与AST催化浓度的计算方法相同，此结果是稀释后的最后溶液中的催化LD浓度。

按式（B.1）计算储存酶溶液中LD催化活性浓度： 
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LDstock=F×Fdilution×∆A/∆tLD              ···. ························（B.1） 

式中： 

LDstock——LD催化活性浓度，单位U·L
-1
除以1000可得kU·L

-1
； 

F  ——系数，等于 1905[在 339 nm波长测定时，ε339（NADH）=630㎡·mol
-1
]； 

Fdilution  ——LD储存液的稀释因子，本例中为40401； 

∆A/∆tLD  ——经过试剂空白率校正后的LD储存液稀释的的吸光度变化率。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

华东公共卫生 
www.ecphf.cn



WS/T 617—2018 

 

26 

附录C 

(资料性附录) 

测量酶储存溶液中MD催化活性浓度 

C.1 测量试剂 

C.1.1 辅助试剂 

草酰乙酸，游离酸（C4H4O5）,分子量=132.07。 

C.1.2 试剂制备 

C.1.2.1测定MD催化活性浓度的反应溶液： 

——10.000 mL溶液 1； 

——0.200 mL溶液 3； 

——0.200 mL溶液 4； 

——0.100 mL水； 

——充分混匀，避光保存。 

 此溶液置2℃～8℃稳定期为1 d。 

C.1.2.2 测定MD催化活性浓度的起始试剂溶液： 

——0.0317 g（4.8 mmol·L
-1
）草酰乙酸； 

——溶于约 40 mL水中； 

——转移至 50 mL容量瓶中； 

——将容量瓶和水平衡至 20℃； 

——加水至容量瓶的校准刻度线（20℃）； 

——将溶液在冰上冷却。 

最终配制的溶液中草酰乙酸浓度为 4.8 mmol.L
-1
。此溶液置 2℃～8℃稳定性为 30 min。 

C.1.2.3 MD储存溶液的稀释 (用前临时制备)： 

——取0.050 mL MD贮存溶液至10.000 mL酶试剂稀释液中，并充分混匀；第一步的稀释

比例是1∶201； 

——取经以上稀释的0.050 mL溶液加至10.000 mL酶试剂稀释液中，并充分混匀；第二

步的稀释比例是1∶201；第一步和第二步总稀释比例是1∶40401。 

注：所用MD酶储存溶液的催化浓度不同于上述步骤时，稀释度不同，需要对稀释因子（F稀释）进行

各自调整。 

C.2 测量条件 

C.2.1 最终完全反应混合物的浓度，见表C.1。 
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表 C.1 MD催化活性浓度测量最终完全反应混合物的浓度 

参数 指标 

三羟甲基氨基甲烷（Tris) 80 mmol·L
-1
 

pH（37℃) 7.65±0.05
a
 

L-天冬氨酸 240 mmol·L
-1
 

NADH 0.18 mmol·L
-1
 

P-5-P 0.1 mmol·L
-1
 

草酰乙酸 0.4 mmol·L
-1
 

与反应混合液体积比分 0.833 (1∶12) 

a  
扩展不确定度（k=2）。 

C.2.2 MD催化活性浓度测量条件，见表C.2。 

表 C.2 MD催化活性浓度测量条件 

参数 指标 

温度 37.0℃±0.1℃
a
 

波长 339 nm±1 nm
a
 

带宽 ≤2 nm 

光径 10.00 mm±0.01 mm
a
 

孵育时间 30 s 

延迟时间 30 s 

测定时间 90 s 

读数（测定点） ≥6 

a   
扩展不确定度（k=2）。 

C.3 测量步骤 

C.3.1 试剂准备 

将一份适当体积（约0.400 mL）的起始试剂在37℃下平衡，为测定做准备。剩余的起始

试剂必须保存在2℃～8℃。 

C.3.2 测量程序 

在比色杯中加入2.000 mL反应液，平衡到37℃。加入0.2000 mL按照C.1.2.3制备的MD

溶液充分混匀，孵育30 s。孵育结束时，比色杯中溶液温度应达到37℃。再加入0.2000 mL

起始试剂溶液，充分混匀，等待30 s后，再连续监测90 s的吸光度。 

C.3.3 试剂空白 

采用9 g·L
-1
（154 mmol·L

-1
）NaCl溶液代替被稀释的MD原液测定试剂空白，按上述方

法进行操作。 

C.4 计算 
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计算与AST催化浓度的计算相同，此结果是稀释后的最后溶液中的催化MD浓度。按式

（C.1）计算储存酶溶液中LD催化活性浓度： 

MDstock=F×Fdilution×∆A/∆tLD···················（C. 1） 

式中： 

MDstock ——MD催化活性浓度，单位U/L除以1000可得kU·L
-1
； 

F    ——系数，等于 1905[在 339 nm波长测定时，ε339（NADH）=630㎡·mol
-1
]； 

Fdilution   ——MD储存液的稀释因子，本例中为40401； 

∆A/∆tLD ——经过试剂空白率校正后的MD储存液稀释的的吸光度变化率。 
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附录D 

(资料性附录) 

不同温度下溶液的pH值 

D.1 不同温度下溶液 1的 pH值，见表 D.1。 

表 D.1 不同温度下溶液 1的 pH值 

温度/℃ pH 温度/℃ pH 温度/℃ pH 温度/℃ pH 

15.00 8.336 21.50 8.129 28.00 7.926 34.50 7.726 

15.25 8.328 21.75 8.121 28.25 7.918 34.75 7.718 

15.50 8.320 22.00 8.114 28.50 7.910 35.00 7.710 

15.75 8.312 22.25 8.106 28.75 7.903 35.25 7.703 

16.00 8.304 22.50 8.098 29.00 7.895 35.50 7.695 

16.25 8.296 22.75 8.090 29.25 7.887 35.75 7.688 

16.50 8.288 23.00 8.082 29.50 7.879 36.00 7.680 

16.75 8.280 23.25 8.074 29.75 7.872 36.25 7.672 

17.00 8.272 23.50 8.066 30.00 7.864 36.50 7.665 

17.25 8.264 23.75 8.059 30.25 7.856 36.75 7.657 

17.50 8.256 24.00 8.051 30.50 7.848 37.00 7.650 

17.75 8.248 24.25 8.043 30.75 7.841 37.25 7.642 

18.00 8.240 24.50 8.035 31.00 7.833 37.50 7.634 

18.25 8.232 24.75 8.027 31.25 7.825 37.75 7.627 

18.50 8.224 25.00 8.019 31.50 7.818 38.00 7.619 

18.75 8.216 25.25 8.012 31.75 7.810 38.25 7.612 

19.00 8.208 25.50 8.004 32.00 7.802 38.50 7.604 

19.25 8.201 25.75 7.996 32.25 7.795 38.75 7.597 

19.50 8.193 26.00 7.988 32.50 7.787 39.00 7.589 

19.75 8.185 26.25 7.980 32.75 7.779 39.25 7.581 

20.00 8.177 26.50 7.972 33.00 7.772 39.50 7.574 

20.25 8.169 26.75 7.965 33.25 7.764 39.75 7.566 

20.50 8.161 27.00 7.957 33.50 7.756 40.00 7.559 

20.75 8.153 27.25 7.949 33.75 7.749   

21.00 8.145 27.50 7.941 34.00 7.741   

21.25 8.137 27.75 7.934 34.25 7.733   
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D.2不同温度下溶液 2的 pH，见表 D.2。 

表 D.2  不同温度下溶液 2的 pH值 

温度/℃ pH 温度/℃ pH 温度/℃ pH 温度/℃ pH 

15.00 8.274 21.50 8.067 28.00 7.879 34.50 7.710 

15.25 8.266 21.75 8.060 28.25 7.872 34.75 7.704 

15.50 8.258 22.00 8.052 28.50 7.865 35.00 7.697 

15.75 8.249 22.25 8.044 28.75 7.858 35.25 7.691 

16.00 8.241 22.50 8.037 29.00 7.852 35.50 7.685 

16.25 8.233 22.75 8.029 29.25 7.845 35.75 7.679 

16.50 8.225 23.00 8.022 29.50 7.838 36.00 7.673 

16.75 8.217 23.25 8.015 29.75 7.832 36.25 7.667 

17.00 8.208 23.50 8.007 30.00 7.825 36.50 7.661 

17.25 8.200 23.75 8.000 30.25 7.818 36.75 7.655 

17.50 8.192 24.00 7.993 30.50 7.812 37.00 7.650 

17.75 8.184 24.25 7.985 30.75 7.805 37.25 7.644 

18.00 8.176 24.50 7.978 31.00 7.798 37.50 7.638 

18.25 8.168 24.75 7.971 31.25 7.792 37.75 7.632 

18.50 8.160 25.00 7.963 31.50 7.785 38.00 7.626 

18.75 8.152 25.25 7.956 31.75 7.779 38.25 7.621 

19.00 8.145 25.50 7.949 32.00 7.773 38.50 7.615 

19.25 8.137 25.75 7.942 32.25 7.766 38.75 7.609 

19.50 8.129 26.00 7.935 32.50 7.760 39.00 7.604 

19.75 8.121 26.25 7.928 32.75 7.753 39.25 7.598 

20.00 8.113 26.50 7.921 33.00 7.747 39.50 7.592 

20.25 8.105 26.75 7.914 33.25 7.741 39.75 7.587 

20.50 8.098 27.00 7.907 33.50 7.734 40.00 7.581 

20.75 8.090 27.25 7.900 33.75 7.728   

21.00 8.082 27.50 7.893 34.00 7.722   

21.25 8.075 27.75 7.886 34.25 7.716   
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附录 E 

(资料性附录) 

AST IFCC 37℃参考测量程序与 30℃参考测量程序的比较 

E.1 目前的SOP源自IFCC参考测量程序，该参考测量程序为AST的催化活性浓度的测量提供了

最佳条件。由37℃取代30℃作为测量温度，只需对某些测量参数进行微小改变即可保留最适

的测量条件。 

E.2 附录中列出了由37℃取代30℃作为测量温度时应对测量中的相关项做必要修改并必要

时对其相关项进行解释，见表E.1。 

表E.1  测量温度分别为37℃和30℃时的参考测量程序的比较 

 

37℃参考测量程序 30℃参考测量程序 解释 

测量样本 

校准品，质控品和人血清 人血清 参考测量程序主要用于质控品和校准品测量 

pH 

最适pH值为7.65 最适pH值为7.8 与温度有关的最适pH值的变化和缓冲液的pK值的变化恰

好一致；因此在30℃和37℃可以用同样的试剂溶液。 

pH值调节的不确定度 

pH±0.05 无特殊要求  

温度调节的不确定度 

不确定度≤0.1℃（k=2） 偏移：小于±0.05℃ 

不精密度：小于±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

度的不确定度≤0.1℃（k=2） 

孵育时间 

300 s 至少 600 s 37℃条件下 300 s 的间隔时间足够使 AST 被磷酸吡哆醛

饱和 

延迟时间 

90 s  无相关资料 底物转化速率的动力学研究显示延迟相时间达90 s  

测量时间 

180 s   300 s   由于在延迟时间期间NADH的消耗，测量时间下降以保证

有效的指示剂浓度；在37℃下的较高信号可以缩短测量

时间而不改变不精密度。 

MD和LD催化浓度 

LD 15 μKat.L
-1
（900 U. L

-1
） 

MD 10 μKat.L
-1
（600 U. L

-1
） 

LD 10 μKat.L
-1
（600 U. L

-1
） 

MD 7.0 μKat.L
-1
（420 U. L

-1
） 

在30℃和37℃时，MD和LD的量相同。温度越高，酶的催

化浓度亦越高。 

起始试剂溶液 

不需要调节pH值 需用5 mol.L
-1
盐酸进行pH调节 二钠盐水溶液在25℃的pH值约7.5，实际上没有缓冲能

力。没有必要用5 mol. L
-1
盐酸调节pH值，并会带来问题。 

酶催化催化活性单位 

U·L
-1
和μkat·L

-1
 mkat·L

-1
 U·L

-1
在临床化学中为常用单位，而μkat·L

-1
是基于国

际单位系统。 

酶试剂稀释液 

牛血清白蛋白和氯化钠水溶液 甘氨酸和水 MD和LD在甘油-水混悬液中是不稳定的。 
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表 E.1测量温度分别为 37℃和 30℃时的参考测量程序的比较(续) 

37℃参考测量程序 30℃参考测量程序 解释 

样本空白率 

不考虑   减去 在常规方法中通常不减去样本空白率。因此如果校准品

和质控品所给的值中含有样本空白率值，则该校准物和

质控品只能用于常规测定。 

试剂溶液体积 

10.500 mL反应液 105.000 mL反应液 不用准备大量的试剂溶液，因为每次测定需配制新鲜溶

液。 

使用前起始试剂溶液的温度 

使用前起始试剂溶液的温度应

达到37℃ 

没有关于温度的资料 应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 监测吸光度的增加 现代分光光度计采用数字式数据处理。读数点≥6 可以

保证测定结果的足够精确。连续监测的类似的记录仪已

不再使用。 

斜率确定（吸光度/时间） 

最小二乘法的回归分析 无资料 需要一个明确的统计学方法以确保斜率计算的重复性。 

测定范围上限 

0.13·min
-1
 0.15·min

-1
 在测量条件(样本体积分数，延迟时间和测定时间)改变

的情况下，再重新赋予测量范围的上限，以μkat·L
-1
(U·L

-1
)为单位的线性范围不变。 

参考区间 

女性≤0.53 μkat·L
-1
 (≤32 

U·L
-1
) 

男性≤0.58μ kat·L
-1
 (≤35 

U·L
-1
) 

健康成年人 

80 nkat.L
-1
 ～500 nkat·L

-1
 

和160 nkat·L
-1
 ～500 nkat·L

-1
 

37℃测量时的女性与男性参考区间是分开统计的。 
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