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　　摘要:目的　研究酶法和碱性苦味酸法测定尿肌酐值的差异及相关性 , 探讨酶法测定肌酐值用于职业接触汞的

生物限值的报告。方法　将 123名受检者尿液分为两组 , 分别用 0.9%的生理盐水作 1∶10及 1∶20稀释 , 用肌氨酸氧

化酶法和碱性苦味酸速率法测定两组尿肌酐值 , 分析两法测定尿肌酐值的差异及相关性。 结果　1∶10稀释组尿液肌

酐均值苦味酸法低于酶法 (P<0.01), 相关系数 r=0.9955, 回归方程 Y苦味酸法 =0.5726X酶法 +392;1∶20稀释组尿液

肌酐均值苦味酸法低于酶法 (P<0.01), 相关系数 r=0.9977, 回归方程 Y苦味酸法 =0.5723X酶法 +602。结论　两种方法

测定的尿液肌酐值差异有统计学意义但具有良好的相关性 , 可以酶法测定的尿肌酐值计算成苦味酸法测定的尿肌酐值

用于职业接触汞的生物限值的报告。
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Studyondiscrepancyandcorrelationofurinarycreatininelevelsbetween

enzymemethodandJaffekineticcreatinineassay
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Abstract:Objective　TocomparetheenzymicmethodandJaffekineticcreatinineassayforthedeterminationofcreatinine

inurineanddiscusswhetherusingthelevelsofcreatininebyenzymicmethodtoreportonbiologicallimitsforoccupationalexpo-

suretomercury.Methods　Atotalof123 conscriptpersonswereselectedasstudysubjects, theywerefurtherdividedintotwo

groups, theirurineweredilutedinto1∶10 and1∶20 respectivelyby0.9% physiologicalsaline.Thelevelsofurinecreatinine

weredeterminedbyenzymicmethodandJaffekineticcreatinineassay, theirdiffereceandcorrelationwereanalyzedstatistically.

Results　ThecreatinineconcentrationsinurinedeterminedbytheJaffekineticcreatinineassayweresignificantlylowerthan

thosebyenzymicmethodin 1∶10 group(P < 0.01) andcorrelationcoefficientr= 0.9955, regression equation

YJaffekineticcreatinineassay=0.5726Xenzymaticmethod+392;ThecreatinineconcentrationsinurinedeterminedbytheJaffekineticcreati-

nineassayweresignificantlylowerthanthosebyenzymicmethodin1∶20 group(P<0.01)andcorrelationcoefficientr=

0.9977, regressionequationYJaffekineticcreatinineassay=0.5723Xenzymaticmethod+602.Conclusion　Therewassignificantdifferencein

creatinineconcentrationsinurinebetweentwomethodsbuttherewasgoodcorrelation.Thecreatinineconcentrationsinurinede-

terminedbyenzymaticmethodcanbeconvertedtothosebytheJaffekineticcreatinineassayusedtoreportonbiologicallimitsfor

occupationalexposuretomercury.
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　　肌氨酸氧化酶法 (简称酶法)与碱性苦味酸速

率法 (简称苦味酸法)测定血清肌酐值差异情况的

文献报道较多 , 相关研究也比较深入 , 但这两种方法

测定尿肌酐结果比较的研究较少见 , 为了配合 《中

华人民共和国卫生部卫生行业标准 (WS/T265—

2006)》 的实施 , 本文对酶法与碱性苦味酸法测定尿

肌酐值的差异情况及相关性进行了研究 , 探讨以酶法

测定肌酐值用于职业接触汞的生物限值的报告 。

1　材料与方法

1.1　标本来源及处理

选取本所健康体检人员 123人 , 男 67人 、女 56人 ,

年龄 18 ～ 67岁 , 一次性试管留取尿样 , 尿常规检测结果

正常。将 123份尿液样本分成 2组 , 第一组 63份 , 用

0.9%的生理盐水作 1∶10稀释;第二组 60份 , 用 0.9%的

生理盐水作 1∶20稀释 , 测定肌酐含量 , 2h内检测完毕。

1.2　仪器与方法

HIACH7020全自动生化分析仪用于苦味酸法测

定尿肌酐含量 , 当测定值大于方法的线性上限 (880

μmol/L)时 , 加大稀释倍数重新测定。 HIACH7080

全自动生化分析仪用于酶法测定尿肌酐含量。测定过

程及参数设置均按试剂盒说明书及仪器说明书进行 。

1.3　试剂与校准品

苦味酸法试剂盒由中生北控生物科技股份有限公

司提供 , 线性范围为 44 ～ 880 μmol/L, 肌酐校准液

溯源于 ROCHE公司的 Calibratorforautomatedsystems
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中的肌酐校准液 。酶法试剂盒由日本和光纯药工业株

式会社提供 , 线性范围为 7 ～ 8 800 μmol/L, 肌酐校

准液由和光公司提供 , 溯源至 SRM914aNationalIn-

stituteofStandardsandTechnology。

1.4　质量控制

对样本采集及检测前 、检测中 、 检测后的质量控

制均按照 《医院检验科建设管理规范 》 相关要求进

行 , 选用英国 LANDOX公司冻干粉定值质控品 , 检

测前 1 h加蒸馏水复溶成质控液 , 低值批号 559 un,

高值批号 396 ue, 检测每批调查样本时均同时对质控

液进行检测 , 误差均在 x±s之内。

1.5　统计学分析

在质控良好的状态下 , 分别用两种方法检测 123

份稀释后的尿液标本 , 剔除 2份没有结果的标本 , 对

两种方法检测的 121组数据做显著性检验 , 同时作散

点图 , 并做相关回归分析 , 计算回归方程 。

2　结果

2.1　苦味酸法检测结果

第一组中的 27、 28号两份样本没有结果 , 得 61

个检测数据 , 其中 21份样本的检测结果大于方法的

线性上限 (880μmol/L), 实际从第一组 1∶10稀释的

尿液样本中获得 40个有效检测数据 。从 123份原始

样本中找出第一组中超出线性上限的 21份样本 , 用

0.9%的生理盐水作 1∶20稀释 , 重新测定肌酐含量 ,

检测结果全部在该方法的线性范围内。第二组 60份

样本中有 2份样本检测结果大于方法的线性上限

(880μmol/L), 从 123份原始样本中找出第二组超出

线性上限的 2份标本 , 用 0.9%的生理盐水作 1∶40稀

释 , 重新测定肌酐含量 , 检测结果全部在该方法的线

性范围内。实际获得1∶20稀释样本 79个有效检测数据

(第一组 21个 、第二组 58个), 实际获得 1∶40稀释样

本 2个有效检测数据。结果见表 1、 表 2。

2.2　酶法检测结果

将苦味酸法检测过的两组尿稀释液样本再用酶法

测定其肌酐含量 , 第一组中的 27、 28号 2份样本仍

没有结果 , 余下的 61个样本及第二组样本的所有检

测结果均在方法的线性范围内 , 实际获得 1∶10稀释

样本 61个有效检测数据及 1∶20稀释样本 60个有效

检测数据。结果见表 1、 表 2。
表 1　两种检测方法实际检测值线性范围比较

稀释度 样本数
苦味酸法超出

880μmol/L样本数

酶法超出

8 800μmol/L样本数

1∶10 61 21 0

1∶20 60 2 0

表 2　两种检测方法测定结果按稀释比例

计算后的肌酐值比较

稀释度
苦味酸法 酶法

例数 最低值 平均值 最高值 例数 最低值 平均值 最高值

1∶10 40 1 890 5 022 8 240 61 2 810 8 087 14 940

1∶20 79 2 240 9 303 17 240 60 3 440 15 472 31 100

1∶40 2 — — —

注:1∶10及 1∶20稀释尿液酶法与苦味酸法肌酐均值相比, P<0.01。

2.3　制作酶法 、苦味酸法测定值散点图

以酶法测定肌酐值为横坐标 , 以苦味酸法测定肌

酐值为纵坐标 , 以设定稀释度的实际测定值作散点

图 , 分析方法的线性范围 , 见图 1、 图 2。以两个稀

释度在检测方法线性范围内的实际测定值及两种方法

测定结果按稀释比例计算还原后的肌酐值作散点图 ,

为分析两种方法尿液肌酐值的相关系数及回归方程做

准备 , 见图 3 ～图 5。

2.4　两种方法测定尿液肌酐值的显著性检验及相关

回归分析
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将苦味酸法 、酶法测定的 121组有效数据按稀释

比例计算出 121例检测对象尿液肌酐的实际含量 , 苦

味酸法约为酶法的 0.63倍 (各实验室因试剂 、 仪器

及检测环境的差异 , 这个数值可能会有微小变化 , 仅

供参考)。表 2显示 , 1∶10稀释的 40组尿液肌酐含

量苦味酸法低于酶法 , 经显著性检验 , P<0.01, 差

异有统计学意义 , 相关系数 r=0.9955, 存在线性相

关关系 , 回归方程 Y苦味酸法 =0.5726X酶法 +392, 1∶20

稀释的 79组尿液肌酐含量苦味酸法低于酶法 , 经显

著性检验 , P<0.01 , 差异有统计学意义 , 相关系数

r=0.9977, 存在线性相关关系 , 回归方程 Y苦味酸法 =

0.5723X酶法 +602。

3　讨论

碱性苦味酸法测定肌酐的原理是根据肌酐与苦味

酸在碱性环境中反应时生成的红色物质来定量分析

的 , 而一些肌酐的同系物或衍生物如胍基乙酸内酰

胺 、 5-甲基胍基乙酸内酰胺以及乙酰乙酸 、 丙酮酸 、

胆红素 、乙内酰脲等物质均能和苦味酸发生反应 , 这

些物质称为 “假肌酐 ”, 可导致肌酐测定结果偏高。

高静等研究也证实血清肌酐值在中低水平时 , 苦味酸

法高于酶法 , 血清肌酐值在高水平时 , 酶法高于苦味

酸法
[ 1]
, 原因是血清肌酐值在中低水平时受 “假肌

酐 ” 的影响而增高 , 在高水平时由于其方法的线性

范围窄而使高值检测不出来 (低 、 中 、 高水平的具

体数值由于试剂的生产厂家及实验设计的差异 , 诸多

文献报道略有不同)。酶法测定的原理是利用肌酐在

肌酐氨基水解酶 、 肌酸脒基水解酶 、肌氨酸氧化酶 、

过氧化物酶等酶及显色剂和氧的共同作用下生成醌亚

胺 (红色)来定量分析的 , 其主要干扰物质为样品

中的肌酸 , 可采用双试剂除去肌酸的干扰 。尿液肌酐

的检测方法与血清肌酐检测方法相同 , 所不同的只是

对尿液标本进行了适当的稀释而已 。本文研究显示 ,

尿液肌酐含量无论在中低水平 , 还是在高水平 , 苦味

酸法均低于酶法 , 经相关回归分析 , 两法的测定值存

在直线相关关系 , 可能是因为所选尿液样本皆是尿常

规检查阴性 (干扰物质少)且经稀释后干扰物质浓

度又大大降低 , 不象血清标本那样产生明显的干扰反

应而使测定值假性增高。但值得注意的是 , 由于大量

的 “假性肌酐 ” 存在于红细胞中 , 所以 , 不论是红

细胞血尿 , 还是隐性血尿 , 都会影响苦味酸法测量尿

液肌酐含量的准确度 , 而对酶法则没有明显影响。

关于尿液肌酐检测中尿液稀释度的选择 , 不同文

献建议的值差异较大
[ 2 ～ 4]

, WS/T97中尿液的稀释度

采用 1∶10比例。朱广忠等也认为尿液 1∶10的稀释比

例时测定结果的变异系数和相对偏差都较小
[ 5]
。但

本文表 1显示 , 苦味酸法线性范围较窄 (44 ～ 880

μmol/L), 第一组 1∶10稀释的 61个检测结果中就有

21个超出 880μmol/L, 图 1也显示这 21个检测结果

不同程度上偏离了直线分布 , 需要重新稀释 、 重新检

测的标本达第一组标本总数的 1/3 , 大大增加了实际

工作的困难 。表 1还显示 , 第二组 1∶20稀释的 60个

检测结果及第一组重新按 1∶20稀释的 21个检测结果

中仅 2个超出方法的线性范围 , 图 2也显示 , 1∶20

稀释的 81个检测结果中 79个在方法线性范围内 , 且

其线性分布较好 , 只有 2个检测结果超出方法线性上

限而偏离线性分布。表 1还显示 , 酶法的线性范围宽

(7 ～ 8 800 μmol/L), 第一组 1∶10稀释的 61个检测

结果和第二组 1∶20稀释的 60个检测结果全部在方法

的线性范围内。因此建议 , 如果用苦味酸法检测尿液

肌酐 , 尿液稀释度宜选择 1∶20的比例 , 如果用酶法

检测尿液肌酐 , 则尿液稀释度选择 1∶10或 1∶20皆可。

本次研究中苦味酸法检测的个别尿液样本的肌酐

值小于2 652 μmol/L, 实际工作中这样的样本不适宜

做重金属检测 , 应查明肌酐值偏低的原因 , 是否受检

者蛋白摄入太少 , 还是另有原因 , 可考虑采用其他校

正方法 (如比重法)。
(下转第 291页)
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透过胎盘进入子代体内并蓄积 , 致乙酰胆碱水平降低 , 从而

抑制神经肌肉接点处的兴奋传导 , 影响神经细胞生长 、 分化

和脑的正常功能 , 最终导致子代神经系统发育延缓 , 学习记

忆水平下降 , 部分揭示了 NP的神经毒作用机制。另外 , 联合

染毒高低剂量组血清睾酮降低 、 雌激素水平升高 , 孕 9 ～ 15 d

正是胎鼠神经系统发育关键期 , 体内内分泌系统脆弱 , 在该

期暴露 NP和 E2 , 其与下丘脑和垂体前叶的雌激素受体结合 ,

可干扰下丘脑—垂体—性腺轴的调节功能 , 改变下丘脑 GnRH

和垂体 LH、 FSH的释放 , 影响外周性腺的功能 , 改变仔鼠体

内的性激素代谢的平衡 , 使雄激素合成下降 、 雌激素水平升

高 , 激素水平的改变与学习记忆水平下降之间是否有因果关

系有待进一步深入研究。

与以往研究相比 , 本研究为 NP与 E2联合暴露 , 时间缩

短至胎鼠神经系统器官形成关键期孕 9 ～ 15 d, 采用一组行为

毒理学的测试方法 , 观察到联合暴露对仔鼠的神经系统毒作

用。本研究还发现 , 除了联合染毒组与对照组及单独染毒组

之间的毒作用差异之外 , 染毒组之间也存在差异 , 同种物质

染毒 , 高剂量毒性强于低剂量 , 两种毒物混合染毒的毒性强

于一种毒物单独染毒。 这说明壬基酚和雌二醇的联合毒性表

现为相加作用。本研究结果可为探讨母体 E
2
和 NP联合暴露

对子代神经毒性和孕期干预提供实验依据。

随着工业化的发展 , 环境雌激素的污染已对人类健康构

成较大的威胁 , 关系着人类的生存繁衍。因此对该类物质可

能造成的危害进行全面彻底的研究已成为当务之急。本研究

对 NP和 OP致小鼠睾丸细胞 DNA损伤联合作用的评价仅是初

步的 , 如何全面正确评价烷基酚类其他物质的联合作用 , 并

进一步阐明烷基酚类物质的整体危害效应 , 是毒理学者下一

步应该认真研究的课题。目前 , 环境雌激素的毒性实验多集

中于动物模型 , 缺乏对人类直接影响的流行病学资料 , 因此 ,

今后需要进一步进行这方面的深入研究。
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酶法和苦味酸法测定血清肌酐含量相关性的研究

报道很多 , 相关系数大多在 0.99以上
[ 6 ～ 8]

, 本文图

3、 图 4显示 , 在方法的线性范围内 , 苦味酸法与酶

法检测的 1∶10及 1∶20稀释尿液的肌酐值相关系数分

别为 0.9955和 0.9977, 与血清肌酐测定研究的结果

相近 , 均成直线相关关系 。在实际工作中 , 检验科医

师在用酶法检测出尿液肌酐含量后 , 可根据相应的回

归方程计算成苦味酸法肌酐含量 , 再按照 WS/

T265— 2006标准报告职业接触汞的生物限值 , 既可

提高工作效率 , 又能保证报告的可比性和可靠性。

GBZ289— 2007 《职业性汞中毒诊断标准 》 规定

用苦味酸法测定尿液肌酐含量 , 根据本实验室的研究

结果 , 将酶法尿液肌酐值乘以 0.63 (本研究样本量

不大 , 此值仅供参考)即为苦味酸法尿液肌酐值。

为了方便临床医师应用酶法测定的尿液肌酐含量的汞

报告代替苦味酸法测定的尿液肌酐含量的汞报告 , 也

可以 GBZ289— 2007为依据 , 经过换算近似认为酶法

尿液肌酐的尿汞正常参考值为 1.42 μmol/mol肌酐或

2.5μg/g肌酐 , 当酶法尿液肌酐的尿汞高于其生物接

触限值 13μmol/mol肌酐或 22 μg/g肌酐 , 可认为长期从

事汞作业劳动者尿汞增高 , 尿汞正常者经驱汞试验 ,

用 5%二巯丙磺钠 5ml一次肌内注射 , 酶法尿液肌酐

的尿汞 >0.141μmol/d, 提示有过量汞吸收存在 , 对

诊断有参考意义 。
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