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酶放大免疫测定技术法检测丙戊酸药物浓度的
动态飘逸校正系数

周清武
（四川省绵阳市中心医院药学部，四川绵阳６２１０００）

摘要：目的探讨酶放大免疫测定技术法检测丙戊酸药物浓度的动态飘逸校正系数。方法以５０ μｇ ／ ｍＬ丙戊酸标准水溶液为质控样
品，采用德国西门子全自动生化仪，分别在１个试剂盒的第４８，１０８次测试时做质控检测，进行质控检测浓度动态飘逸指数函数的推拟。
结果动态飘逸系数ｋ ＝（１ ＋ ０． ０００ ６６ × ｎ０． ５５５ ３５）ｎ，动态飘逸校正系数ｋ′ ＝ １ ／ 犤（１ ＋ ０． ０００ ６６ × ｎ０． ５５５ ３５）ｎ 犦，并以第１，２０，３１，９７，１２０，
１３５次质控样品检测浓度验证计算，相对误差在± ６％以内。结论推拟得到的动态飘逸校正系数可用于丙戊酸质控检测浓度的动态校
正，有利于丙戊酸血药浓度的准确检测，可减少丙戊酸检测系统不定期定标或质控产生的试剂浪费。
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丙戊酸为临床常用抗癫痫药物，具有阻止异常放电
的扩散作用，对所有类型的癫痫都有效，是小发作的首
选药，长期毒性低，不良反应少，主要用于单纯或复杂失
神发作、肌阵挛发作，大发作的单药或合并用药治疗，对
复杂部分性发作也有一定疗效犤 １ － ３ 犦，还可治疗情感障碍
及躁狂症等精神疾病犤 ４ － ６ 犦。由于丙戊酸血药浓度个体差
异大，安全范围窄，治疗指数低犤７ － ８ 犦，高浓度所致震颤、共
济失调、烦躁和木僵等中毒反应与无效症状相似犤 ９ － １１ 犦，
易导致治疗无效或中毒。通过治疗药物监测（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｄｒｕｇ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＴＤＭ），可以指导临床个体化合理用药。
酶放大免疫测定技术（ｅｎｚｙｍｅ ｍｕｌｔｉｐｌｉｅｄ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＥＭＩＴ）是目前ＴＤＭ监测的主要手段之一，仪
器自动化程度高，可多品种多样本连续检测，检测时间
短，样品处理简单犤 １２ 犦；试剂盘瓶中的试剂较多时，相邻
质控检测重复性很好牷缺点是试剂昂贵，试剂盘瓶中的试

剂较少与较多的标准质控检测比较，重复性较差犤 １３ － １４ 犦；
偏差的规律性很强，呈现动态飘逸现象，在批量检测较
少的试验中尤为突出，过去常用多次定标或质控来纠正
较大偏差，但试剂浪费较大。动态飘逸现象是指ＥＭＩＴ
法检测丙戊酸血浆样品时，随着试剂盘瓶中试剂检测次
数的增加，试剂挥发导致试剂浓缩，标准质控的实测浓
度会持续向上飘逸犤 １５ 犦，试剂越少，飘逸值越大。为获取
准确的丙戊酸血药浓度检测数据，本研究中推拟了
ＥＭＩＴ法检测人血浆丙戊酸药物浓度的动态飘逸校正系
数，可以动态校正丙戊酸实测浓度的飘逸值，减少试剂
浪费。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ｖｉｖａ － Ｅ型全自动生化仪（德国Ｓｉｅｍｅｎｓ公司）；
ＶＯＲＴＥＸ － ５型漩涡混合器（上海精宏实验设备有限公
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司）；ＴＤＬ － ６０Ｂ型普通台式离心机（上海安亭科学仪器
厂）；微量移液器（上海求精生化仪器厂）。
１． ２ 试药

丙戊酸检测试剂盒（ｓｉｅｍｅｎｓ ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ
公司，批号为４Ｇ０１９ＵＬ － Ｊ２），包括丙戊酸抗体试剂Ａ和
酶试剂Ｂ；丙戊酸定标液（ｓｉｅｍｅｎｓ ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ
公司，批号为４Ｇ１０９ＵＬ － Ｇ４）；丙戊酸钠标准品（中国食
品药品检定研究院，批号为１００９６３ － ２０１３０２）。
２ 方法与结果
２． １ 标准操作规程
２． １． １ 仪器系统

定期比色盘及针清洗，保持较低的盘空白标准偏差
牗 ＳＤ 牘，屏蔽空白值偏差较大的比色杯。系统液体管路不
漏气，系统用纯化水电导率小于１０ μｓ ／ ｃｍ，装满桶后立
即加盖密封，静置２４ ｈ以上，自然排尽水中空气，且尽
可能新鲜，以减少微生物污染和生长机会，保持试剂和
样品注射器内无气泡。
２． １． ２ 丙戊酸标准溶液

丙戊酸的化学结构简单，钠盐水溶性好，化学性质
稳定。５０ μｇ ／ ｍＬ的丙戊酸标准质控水溶液，可用丙戊酸
钠标准品适量，加灭菌注射用水溶解并稀释成５０μｇ ／ ｍＬ，
取１００ ｍＬ置２００ ｍＬ磨口玻璃试剂瓶，与丙戊酸定标液
一样，存于２ ～ ８ ℃冰箱中，能保持较长时期的浓度稳
定。试验表明，丙戊酸标准质控水溶液，在２ ～ ８ ℃冰箱
中，密封保存３年，质量浓度下降率低于３％。
２． １． ３ 丙戊酸检测试剂

将在２ ～ ８ ℃冰箱中冷藏的试剂，置２６ ℃水浴中
５ ｍｉｎ，可平衡至室温，检测结束时，立即封盖并放回２ ～
８ ℃冰箱中，尽量缩短室温放置时间，以保持试剂稳定。
２． ２ 动态飘逸现象及原因分析

现象：本研究在大量的ＥＭＩＴ法检测丙戊酸血药浓
度过程中发现，随着试剂检测次数的增加，检测试剂逐
渐减少，标准质控的实测质量浓度会逐渐升高，且初期
升高系数较小，后逐渐变大，呈现动态飘逸现象，具有非
常稳定的规律性，即“试剂瓶底效应”犤 １５ － １６ 犦。

原因分析：试剂瓶口内径１． ４ ｃｍ，单个样品检测需
时１４ ｍｉｎ，多个样品批量检测，每增加１个样品，需增加
０． ５ ｍｉｎ，本实验室多为单个样品检测。检测试剂瓶底吹
１６． ５ ℃冷风，溶剂挥发导致试剂浓缩，应是引起ＥＭＩＴ
法检测丙戊酸标准质控药物浓度产生上翘飘逸的根本
原因。
２． ３ 动态飘逸校正系数的方法推拟
２． ３． １ 相关的假定与公式推导

ＥＭＩＴ法检测丙戊酸的多次试验中发现，标准质控
的检测浓度存在动态飘逸现象，假定飘逸系数（ｋ），其

公式为：
ｋ × Ｃ标准＝ Ｃ测定 牗 １ 牘
因试剂挥发与检测时长有关，试验发现，单个样品

检测需时１４ ｍｉｎ，多个样品批量检测，每增加１个样品，
需增加０． ５ ｍｉｎ，认定每１４ ｍｉｎ的样本检测为１个检测
次数牗 ｎ 牘值时长单位，每增加到１４ ｍｉｎ时，ｎ值就加１，
并且ｎ值从新试剂盒被定标后或首次质控检测起开始
计算。

又假定第ｎ次检测前的每次检测浓度增加的平均
系数为ａ；那么第１次检测的飘逸系数就为（１ ＋ ａ），第
２次检测的飘逸系数为（１ ＋ ａ）×（１ ＋ ａ），第３次检测
的飘逸系数为（１ ＋ ａ）３，以此类推，第ｎ次检测的飘逸
系数为（１ ＋ ａ）ｎ，即得公式：

（１ ＋ ａ）ｎ ＝ ｋ 牗 ２ 牘
将牗 ２）式代入牗 １）式，可得：
Ｃ测定＝ 犤（１ ＋ ａ）ｎ 犦 × Ｃ标准 牗 ３ 牘
当ｎ值较大时做一个质控检测，在牗 ３）式中，已知

Ｃ测定，ｎ，Ｃ标准，容易计算出一个ｎ值对应的ａ值，标记
为ａ１。

后来发现，ａ值也同样存在动态飘逸现象，呈现先
小后大的上翘抛物线，试想，抛物线可用指数函数来描
述，假定指数函数的系数为ｂ，指数为ｃ，变量为ｎ，那
么就存在一个指数函数：

ａ ＝ ｂ × ｎｃ 牗 ４ 牘
如果用更大的ｎ值再做一个质控检测，按牗 ３）式计

算，同样可得一个ａ２值。在牗 ４）式中容易看出，２个不同
的ｎ值做了质控检测后，ａ值和对应的ｎ值已经知道，
只有ｂ，ｃ为未知数，得二元一次方程组：ａ１ ＝ ｂ × ｎ１ｃ，
ａ２ ＝ ｂ × ｎ２ｃ，得ｂ，ｃ值。
将牗 ４）式代入（３）式得：
Ｃ测定＝ 犤（１ ＋ ｂ × ｎｃ）ｎ 犦 × Ｃ标准 牗 ５）
显然，动态飘逸系数ｋ ＝（１ ＋ ｂ × ｎｃ）ｎ 牗 ６）
由牗 １）式知，Ｃ 标准＝（１ ／ ｋ）× Ｃ 测定，令１ ／ ｋ ＝ ｋ′，

ｋ′即为将实测浓度换算为真实浓度的动态飘逸校正系
数，即：

ｋ′ ＝ １ ／ 犤（１ ＋ ｂ × ｎｃ）ｎ 犦 牗 ７）
２． ３． ２ ａ，ｂ，ｃ值的计算

本研究中用自配的５０ μｇ ／ ｍＬ丙戊酸标准水溶液做
质控检测。因ｎ值较小时，实测浓度的飘逸值也较小，故
考虑在第５０，１００次检测前后各取１个点做标准质控检
测，计算出来的ａ，ｂ，ｃ值会更准确一些。第４８次检测浓
度为Ｃ４８ ＝ ６５． ５ μｇ ／ ｍＬ，Ｃ１０８ ＝ １２９． ５ μｇ ／ ｍＬ，由牗３）式可
解：ａ４８ ＝ ｅ犤 ｌｎ牗６５． ５ ／ ５０牘 ／ ４８犦 － １ ＝ ０． ００５ ６４；ａ１０８ ＝ ｅ犤 ｌｎ牗１２９． ５ ／ ５０牘 ／ １０８犦 －
１ ＝ ０． ００８ ８５。再由牗 ４）式得二元一次方程组：０． ００５ ６４ ＝
ｂ ×４８ ｃ，０． ００８８５ ＝ ｂ ×１０８ ｃ，得ｂ ＝０． ０００６６，ｃ ＝０． ５５５３５。
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２． ４ 推拟结果
２． ４． １ 推拟得到的动态飘逸系数

将ｂ，ｃ值代入牗 ６）式，即得丙戊酸标准质控检测的
动态飘逸系数：ｋ ＝（１ ＋ ０． ０００ ６６ × ｎ０． ５５５ ３５）ｎ，用飘逸系
数对检测次数可作图１推拟图。

２． ４． ２ 推拟得到的动态飘逸校正系数
由（７）式可知，丙戊酸标准质控检测的动态飘逸校

正系数为：ｋ′ ＝ １ ／ 犤（１ ＋ ０． ０００ ６６ × ｎ０． ５５５ ３５）ｎ 犦，即为本
研究的核心成果。
２． ５ 动态飘逸校正系数的试验验证与应用

以５０ μｇ ／ ｍＬ丙戊酸标准水溶液为质控样品，分别
在试剂盒的第１，２０，３１，９７，１２０，１３５次测试时做质控
试验，检测浓度用动态飘逸校正系数校正，相对误差
在± ６％以内，符合《中国药典》对生物样品检测的准确
度在± １５％以内的规定犤 １７ 犦。结果见表１。

２． ６ 不同批次丙戊酸检测试剂盒之间的 ｋ值比较
在近期使用的２个不同批次丙戊酸检测试剂盒之

间，相同方法得到２个不同的动态飘逸系数，当ｎ ＝ １４０
时，ｋ１ ＝ ４． １７８，ｋ２ ＝ ４． ４８５，测定浓度与飘逸系数的高低
值比较，偏差同为７． ３５％，符合《中国药典》规定。
２． ７ 室温变化对丙戊酸检测浓度的影响

ＥＭＩＴ法检测药物浓度的室温要求在１８ ～ ２５ ℃，室
温变化对质控检测结果会有较大影响，尽量保持室温与
定标或质控室温一致，如果温差低于２ ℃，可以减少温
度对检测结果的不良影响犤 １３ － １４ 犦。试验显示，室温每升高
（或降低）１ ℃，丙戊酸检测浓度平均增加（或减少）
２． ５％。室温２５，２４，２３，２２，２１ ℃时测定质量浓度分别为
１０４，１０２，１００，９７，９４ μｇ ／ ｍＬ。

３ 讨论
３． １ 试剂浓缩与检测时长

批量检测越多，检测时长越短，试剂浓缩越少，飘逸
系数越小。样品盘有５１个样本位，如果丙戊酸的１个试
剂盒检测１４０个样本，单个样品检测需要的最大时长为
１４ × １４０ ＝ １ ９６０ ｍｉｎ，批量样品检测需要的最小时长为
（１４ ＋ ０． ５ × ５０）× ２ ＋（１４ ＋ ０． ５ × ３７）＝ １１１ ｍｉｎ，约合８个
单位的检测时长，即如果１个试剂盒全部满盘进行丙戊
酸批量检测，ｎ为８，ｋ为１． ０１７，检测偏差会小于２％。
故尽可能批量检测，可以有效减小检测浓度的动态飘逸
系数。同时，为减少试剂挥发，检测结果出来后应尽快密
封试剂瓶。

由ａ ＝ ０． ０００ ６６ × ｎ０． ５５５ ３５ 可知，当ｎ ＝ １时，ａ ＝
０． ０６６％；当ｎ ＝ １４０时，ａ ＝ １． ０２７％，即ａ值的渐增区
间为０． ０６６％ ～ １． ０２７％。
３． ２ ｋ与 ｋ′值的实际应用

使用ｋ值，可预知丙戊酸实测浓度的飘逸倍数，由
ｋ ＝（１ ＋ ０． ０００ ６６ × ｎ０． ５５５ ３５）ｎ可知，当检测次数ｎ ＞ ３２
时，飘逸系数ｋ ＞ １． １５，检测偏差会超过《中国药典》对
生物样品的最大偏差限制（＜ １５％），应引起血药浓度监
测工作者的注意。当ｎ ＝ １４０时，ｋ为４． １７８，标准质控
的检测浓度会增加３． １７８倍。因丙戊酸检测的最大浓度
限为１５０ μｇ ／ ｍＬ，ｋ在２ ～ ４范围时，检测前先将全血样
品用注射用水稀释２ ～ ４倍，检测结果再放大２ ～ ４倍计
算，可以有效减少中高浓度全血样品引起的超限检测。
使用ｋ′值，可将丙戊酸实测浓度换算为真实浓度。
３． ３ 出现较大偏差的纠正方法

过去，本实验室首先考虑的是重新定标，那是当时
掌握的唯一方法，优点是重新获得定标曲线，短期内准
确度较高，缺点是会浪费大量的昂贵试剂，但不久后又
会再次出现较大偏差，不得不再次定标，在批量检测较
少的实验室必然会出现较大亏损。后来，以质控校正方
法为主，优点是短期准确度较好，有人主张尽量批量检
测，在１个样品盘的中间位置，放置１个标准质控样品，
可以解决１个批次的检测准确性问题犤 １８ － １９ 犦。缺点是不
适合以单个样品检测为主的实验室，否则会因经常质控
对而浪费较多试剂。目前，使用动态飘逸校正系数方法
的优点是校正后得到的丙戊酸血药浓度数据准确度
高，可以用到最后一滴可测试剂，试剂浪费少。ＥＭＩＴ法
检测丙戊酸药物浓度的动态飘逸系数在单个样品检测
过程中的变化较大，掌握这种变化现象的产生原因、规
律及解决办法，对丙戊酸药物浓度监测工作有非常大
的益处。
３． ４ 室温变化对检测结果的影响

如果温差较小，可用温度系数予以校正，即与定标

表１ 动态飘逸校正系数的试验验证
ｎ
１
２０
３１
９７
１２０
１３５

测定质量浓度牗μｇ ／ ｍＬ牘
５０． ６
５５． １
６０． ３
１０９． ４
１６０． ３
１８４． ２

校正质量浓度牗μｇ ／ ｍＬ牘
５０． ６
５１． ４
５２． ６
４８． ７
５２． ０
４７． ７

相对误差牗％ 牘
１． １
２． ８
５． １
－ ２． ６
４． ０
－ ４． ６

ｋ

４． ０

３． ０

２． ０

１． ０

０
１０ ３０ ５０ ７０ ９０ １１０ １３０

ｎ

图１ 丙戊酸质控检测动态飘逸系数与检测次数的曲线图
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或质控室温比较，每升高１ ℃，计算浓度就减少２． ５％；
反之，每降低１ ℃，计算浓度就增加２． ５％。
３． ５ 其他

在有限试剂盒得出的研究结果中发现，ＥＭＩＴ法检
测丙戊酸药物浓度的动态飘逸校正系数，在不同批次试
剂盒之间的波动较小，即可在不同试剂盒之间使用。另
外，不同试剂盒之间的质量浓度，有可能不完全一致，为
确保本研究成果的准确应用，在使用新的丙戊酸检测试
剂盒时，首次做标准质控检测是必要的，如果有偏差，可
计算一个试剂校正系数，将新旧试剂盒校正一致，这样
就可以代替新购丙戊酸试剂盒的常规定标，平时只需偶
尔抽验质控，就能防止意外情况的发生。
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