m-AST测定的方法学评价及初步临床观察
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血清AST测定作为心肌及肝脏疾病诊断的重要酶之一，已广泛地应用于临床，其同工酶的测定在某种意义说比总酶更具有临床价值。而其测定的方法[1]过去人们一致延用电泳法（琼脂糖电泳或醋酸纤维簿膜电泳），其方法的敏感性差，重复性不好，而且很难定量及作为常规测定，就更难进入自动化了，因此该法已不能适用现代检验医学方法学的要求，势必将被更新的方法所取代。免疫抑制法测定血清是新近推出的一种适合于全自动生化分析仪的方法，该法试剂由上海北加生化试剂有限公司自行研制生产，现已投入试用过程，这也预示着AST同工酶测定的方法学史上一大进步。现就本科对上海北加生化试剂有限公司所提供的m-AST诊断试剂在试用过程中的方法学做一评价，并对其在心肌疾病诊断过程中的改变作了初步探讨，以供同道们参考，并请指导。

1  方法的原理

血清（血浆）中的同工酶包括两类：一类是可溶性的AST（s-AST），另一类是线粒体的AST（m-AST）；利用AST的s-AST抗体与标本中的s-AST进行结合，而使s-AST这一部分失去活性，然后用AST酶试剂测定出未被抑制的部分（即m-AST）的活性。

2  材料与方法

2.1  试剂  由上海北加生化试剂有限公司提供的免疫抑制法试剂盒，液体型[试用型，抗体浓度（效价）：1:64]。

2.2  仪器  COBAS FARA-Ⅱ全自动离心式生化分析仪或COBAS MARA分立式生化分析仪，均由瑞士ROCHE公司生产，使用前进行仪器性能状况的调整，使仪器处于较佳的工作状态。

2.3  方法  分两步：第一步，采用免疫抑制法在一定的反应时间内使抗s-AST与s-AST几乎完全结合后而失去活性；每二步，用AST酶试剂对未被抑制m-AST部分进行测定，这一步过程与测AST原理相同。试验过程中所使用的主要相关参数如下：

测定模式：吸光度法

波长为：340nm；温度：37℃

校准方式：因子法；计算因子（F值）：2646

样本15ul，加H20：20ul

试剂1（R1）180ul

免疫抑制反应时间300s

加入试剂2（R2）45ul（测AST的酶试剂），加H20：10ul

计算模式：连续监测法

酶反应延迟时间为70s

读数时间为140s，点间间隔时间：10s

测定结果由仪器自动打印，同时可对数据进行统计学处理，并利用其自身功能对测定过程中的原始吸光度进行分析。

3  结果

3.1  试剂的稳定性  本试剂为液体试剂，其稳定性取决两个方面，一是指抗体缓冲液部分，另外是指酶试剂部分（其情况同AST总酶测定），本试验旨在测试抗体液在
2℃-8℃、25℃以及在37℃情况下的稳定性能；由此观察试剂在冰箱放置及在仪器上旋转时间后对测定的影响。（由于时间较短的原因，未有做完）

3.2  准确性试验  回收试验：分别取混合血清一式二份，用本法测值后，参照文献[1]的要求，分别加入定值血清或本室测得的高值血清于已测值的混合血清中，进行测定，然后计算回收值，结果为98.2-116%，平均为107.2%；详细结果见表1。

表1  回收试验数据表（均于200ul原值中加入20ul加入物）

加入值84（U/L）  加入值84（U/L）  加入值239（U/L）  加入值239（U/L）

原值      13.6               47.1              122                176 

理论值    20                50.45             132.6              181.7

测得值    21.0               50.6              133.6             181.6

回收率   116.5%            104.4%            109.7%            98.2%

3.3  试剂的精密度测试

3.3.1  批内重复性测试：取正常人混合血清及m-AST活性较高的患者血清各十份，分别用本法平等测定2次，各20次，并对结果进行统计学处理，结果按X±S，CV%表示为：低值7.7±0.77，10.1% ；中值47.8±2.7，5.6%；高值288.9±6.8，2.35%。

3.3.2  批间重复性试验：用上述标本作批间重复性试验，每天各测2次，共测十天，结果按X±S，CV%表示为：低值7.7±1.2，15.6% ；中值45.8±4.6，10.0%；高值287.3±17.0，5.9%。可见批间重复性特别是低值时，其不精密度增高，当然这其中还与测AST总酶时的不精密度有关。

3.4  m-AST抗体试验的线性范围：本试剂的线性范围包括两个方面，（1）抗体效价的线性，（2）酶试剂的反应线性。这里酶试剂的反应的线性已经阐明，着重探讨前者。原理是：在保持抗原不变的情况下，逐步减少抗体的量，使抗体缓冲液s-AST抗体对s-AST的抑制能力下降，从而引起测定结果明显的升高时，说明抗体的反应能力已经下降，或者说抗原抗体的比例不适，这种情况下就达到了反应的极限，即抗体反应的线性点。试验设计：将上海北加生化试剂有限公司提供的抗体缓冲液按原倍1:2、1:3、1:5用生理盐水稀释后，分别对同一份标本（本室采用一份高值标本，m-AST值为163U/L）进行测定，并对结果进行统计处理，由本室测定结果可见，按原倍和1:2两份抗体缓冲液进行测定时，两结果非常接近，但在用1:3和1:5两个梯度时，测定结果与原倍抗体缓冲液所测的结果相差甚远，说明这时抗体已经不足，遇到这样的临床标本时，必须稀释标本重新测定，否则将得出假阴性的结果，可见本试剂的线性约在300U/L左右。

3.5  方法学比较：由于本室暂未开展琼脂糖法或纤维膜法的AST同工酶的测定，所以无法进行方法学间的比较。

3.6  正常参考范围的测试：选取正常体检者35例，男28例，女7例，年龄21-46岁，均无心脏、肝脏方面的疾病及疾病史；按本法测定后并将数据进行统计学处理，结果为：8.7±2.8U/L，范围为3.1-14.3U/L，基本呈正态分布。由于例数较少，未能对男女性别差异进行统计分析，有待进一步探讨。

3.7  临床应用：

参照以往参考资料的报道[1]，AST主要存在于心肌、肝、骨骼肌中，其中心肌最高，而AST同工酶测定有助于了解组织的损伤程度。本文对11例病毒性心肌炎、6例心肌梗塞患者、8例心肌病、7例心脏直视手术体外循环患者的术后进行连续观察，结果见表2。

表2  心脏及肝脏疾病患者血清m-AST的变化（X±S）

n               m-AST                AST

心 肌 炎               11               11±5                28±18

心 肌 病               18               46±18              117±39

心肌换瓣术              7               97±29              213±67

心肌梗塞                6              124±31              256±74

注：与正常对照及健康人组比较：P均<0.001

上述数据由于例数有限，可能在结果方面有些出入，但它们都有一个共同点就是：凡m-AST升高者，其AST均明显增高，这说明细胞在受到损伤的同时，细胞膜的通透性增大时，s-AST容易透入血液，而在血清中易查到m-AST。特别在心肌梗塞患者血清中m-AST活力明显增高，升高程度与心肌损伤程度成比例，因此m-AST活力测定应列为心肌梗塞的最有价值的酶学指标之一，也是诊断心肌损伤较敏感的指标。在我们所观察的病例中，还有各类肝病患者（包括肝硬化、肝癌、肝炎等），这些患者在发病的不同时期，m-AST均有不同程度的改变，说明此酶同样也是肝病患者的酶学指标。可见在心肌梗塞、肝炎和肝硬化（失代偿）时m-AST明显升高，可反映疾病时细胞坏死的程度。但令作者感兴趣的是：在一些心脏或肝脏疾病中或者上述疾病的早期，在其总酶正常的情况下，其m-AST是否发生变化，还有待于作者进一步支探讨。

由于本法打破了m-AST测定的传统方法，提高了m-AST检验的灵敏度及阳性率，使该酶的测定由定性（半定量）走向准确的定量，无疑也使该酶的测定走向常规化和规范化。从本文的检测结果可见该法操作简便、快速、准确、方法特异、临床应用价值高，加之试剂稳定性较好（目前本室还未有明确的结论），特别适合现代检验医学自动化发展的需要，因此本实验是一项很有发展前途的实验项目之一，它将指导临床在对肝脏、心脏疾病的诊断、鉴别诊断及预后判断上具有重要的临床意义。
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