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"摘要#
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目的
!

通过研究影响果糖胺试剂盒检测性能的因素来提高产品质量$方法
!

首先使用
->BAL;@@+\H?+
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试验设计对可能影响果糖胺试剂盒分析性能的因素进行筛选!然后通过爬坡试验探索出关键因素的响应区域!

最后通过响应面试验完成试剂盒配方的优化$结果
!

试剂优化的配方为(

=
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!氯化硝基四氮唑蓝"
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!叠氮化钠
.0##

5

%

6

!碳酸盐
.0$8:>
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!氯化钠
.0$
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!表面活性剂
$0$86

%

6

$使用该配方的果糖

胺试剂盒与某进口试剂盒检测结果差异无统计学意义$结论
!

S\&

和表面活性剂对试剂的质量有明显影响!说明

该研究方法能够有效地提高果糖胺试剂盒质量$
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糖化血清蛋白$
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Q̀-

%测定又

称果糖胺测定*

$

+

#自
$1%4

年
Z:)C*:C

等*

!

+建立还原法测定果

糖胺之后#现在临床多用此法测定血清果糖胺的含量来监测

Q̀-

的含量,关于
Q̀-

测定的临床意义目前已有较多报

道*

4+#

+

#但少有使用响应面设计方法优化试剂盒检验性能的研

究,试验设计具有计算简便)试验次数少)可靠性高)适用面广

等特点#因此成为现代获取信息的通用工具#是目前优化和应

用数学领域中最活跃)应用成果最显著的分支之一*

/

+

,近年来

各种试验软件的推出#使试验设计更加高效和方便#目前常用

的试验设计软件包括
Q9Q

)

Q-QQ

)

8ECE@BJ

和
';*E
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C;<

=

;?@

等,

本文使用
';*E

5

C;<
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;?@

软件完成试验的设计和结果分析,
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%试验是筛选影响因子的试验设计#主要

针对因子数较多#且未确定众因子相对于响应变量的显著性时

采用的试验设计方法,响应面设计$

?;*

=

:C*;*H?FBA;8;@):D+

:>:

5I

#

,Q(

%是数学和统计学的完美结合#是模型化和数据分

析有用的工具*

3

+

,爬坡试验主要是根据试验的一次回归结果#

确定响应值增加的最陡方向$切线方向%#一步一步沿着这个方

向做验证试验#确定出后面的二次回归的中心点$只有当回归

设计的中心点在响应面附近时#二次回归方程拟合的效果才更

好%,从这个意义上看#爬坡试验其实相当于响应面试验的预

试验#为响应面试验探索影响因子的水平范围,本文首先通过

使用
-\

试验设计完成析因分析#然后通过爬坡试验确定
,Q(

试验的水平范围#最后通过
,Q(

确定果糖胺试剂盒的配方,

$

!

材料与方法

$0$

!

材料与仪器
!

氯化硝基四氮唑蓝$

S\&

%)胆酸钠)尿酸酶

等,岛津
RV!7#.

分光光度计(日立
3$3.

生化分析仪,

$0/

!

测量方法
!

取冷藏混合样本进行梯度稀释#使样本中

Q̀-

相对浓度为
$0.

)

.0#

)

.0!#

)

.0$!#

,将
486

试剂加入比

色皿后#再将比色皿放到岛津
RV!7#.

分光光度计检测槽中

43N

温浴
$.8EC

#然后取
$..

!

6

样本加入到上述比色皿中#

再用移液枪抽吸
$.

次混匀#然后立即在
##.C8

波长下进行动

力学分析,取
#8EC

结束时的吸光度值与开始时的吸光度值

的差值作为相应样品的检测结果#然后以吸光度值和相对浓度

进行线性相关分析#以相关系数$

G

%作为响应值,体外诊断试

剂最重要的一个指标是准确度#对于定标曲线呈线性的果糖胺

试剂而言#线性相关是准确度高的保证条件#因此本文使用线

性相关系数作为优化的靶值,

$0'

!

-\

试验
!

目前影响果糖胺试剂质量的关键因素是缓冲

液特性)

S\&

)表面活性剂及抗菌剂加量等,本文先根据文献

确定了
S\&

加量为
.0!#88:>

"

6

*

%

+

#再试验不同缓冲液对试

剂检测线性的影响#试剂保质期可以用
43N

加速试验进行估

计#将
3D

后的线性
G

作为筛选标准,

/

!

结
!!

果

/0$

!

不同缓冲液对
Q̀-

测定线性的影响
!

见表
$

,由表
$

可

知#碳酸盐缓冲液和
&?E*

缓冲液线性接近#磷酸盐线性较差,

本文选择碳酸盐作为缓冲液主成分#

表
$

!

不同缓冲液对
Q̀-

测定线性的影响

缓冲液
!..c $..c #.c !#c $!0#c

G

!

磷酸盐缓冲液
.0.4!! .0.!.% .0.$!3 .0..#4 .0..74 .013!%

碳酸盐缓冲液
.0.#$$ .0.4!$ .0.$%! .0..%% .0../7 .01%7!

&?E*

缓冲液
.0.7.7 .0.!#4 .0.$#! .0..3$ .0..#! .01%!#

-
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/0/

!

析因分析
!

确定了缓冲液主成分后#缓冲液其他组成都

可能对试剂的质量产生影响#因此需要通过
-\

试验确定显著

因素#即做析因分析#

-\

试验设计因素水平见表
!

)

4

,

表
!

!

-\

试验设计因素水平表

因素列" 因素名称 水平
$

水平
!

9

缓冲液$

=

X

%

$.0. $.0#

\ S\&

$

88:>

"

6

%

.0$# .0!/

"

叠氮化钠$

5

"

6

%

.0# $0.

O

胆酸盐$

5

"

6

%

.0. $#0.

T

尿酸酶$

R

%

.0. $...0.

`

表面活性剂$

8>

"

6

%

$0. !0.

P

氯化钠$

5

"

6

%

.0$ $0.

!!

注!

"表示
'

)

XZU

列为虚拟项,

表
4

!

-\

试验设计表

?HC 9 \ " ' O T ` X P Z U

响应值"

$ $ M$ $ $ $ M$ M$ M$ $ M$ $ .0%!#

! . . . . . . . . . . . .0%!#

4 M$ $ $ $ M$ M$ M$ $M$ $ $ .0%/$

7 $ M$M$ M$ $ M$ $ $M$ $ $ .0%!#

# M$ M$ $ M$ $ $ M$ $ $ $M$ .0%31

/ $ M$ $ $ M$ $ $ $M$ M$M$ .0/!7

3 M$ M$M$ M$ M$ M$ M$ M$M$ M$M$ .01#$

% . . . . . . . . . . . .0%47

1 . . . . . . . . . . . .0%!#

$. . . . . . . . . . . . .0%7!

$$ M$ M$M$ $ M$ $ $ M$ $ $ $ .0/$%

$! M$ $ $ M$ $ $ $ M$M$ M$ $ .0%.$

$4 $ $M$ $ $ $ M$ M$M$ $M$ .01$7

$7 $ $M$ M$ M$ $ M$ $ $ M$ $ .01%$

$# $ $ $ M$ M$ M$ $ M$ $ $M$ .033/

$/ M$ $M$ $ $ M$ $ $ $ M$M$ .01%.

!!

注!

"表示以
G

的
$.

次方作为响应值,

?HC

表示试验序号,

9

)

\

)

"

)

'

)

O

)

T

)

`

为因素名称代码(

'

)

X

)

Z

)

U

为虚拟项$见表
!

%,

!!

按照因素水平表配制试剂#然后计算出线性系数#再使用

';*E

5

C;<

=

;?@

软件计算出
4

个因素之间的关系模型$见公式

$

%,

-_.S%4/4e.S.71YUM.S.7!Y/M.S./#Y&

$公式
$

%,

根据方差分析可知
S\&

和表面活性剂是显著因素,另

外#分析结果表明模型显著$

!_.0..11

%#但是失拟$

>BAL:FFE@

!_.0..$!

%也显著#说明
-\

试验线性模型拟合不足#可能因

为目前线性模型并不能完全表征数据间的关系#需要进行非线

性拟合*

/

+

,

叠氮化钠$

SBS

4

%对结果影响不显著#但是比另外几项因

素影响略显著#在
-\

设计精确度不高的情况下#在模型中考

虑这一因素可以避免漏取显著项,

/0'

!

爬坡设计
!

在进行响应面试验之前不仅需要确定显著因

素#而且也需要将这些因素缩小到一个合适的搜索区域$响应

区域%#本文通过爬坡试验来确定这
4

个因素的响应区域

$表
7

%,

表
7

!

爬坡试验因素水平表

因素浓度
试验序号

$ ! 4 7 # /

S\&

$

88:>

"

6

%

.0!#. .0!/. .0!3. .0!%. .0!1. .04..

SBS

4

$

5

"

6

%

.03.. .0##. .07.. .0!#. .0$.. .0...

表面活性剂$

8>

"

6

%

$0!.. $0$.. $0... .01.. .0%.. .03..

G

!

.0114 .011/ .011$ .013$ .01#4 .01!!

通过本次试验确定了响应面试验中的因素和水平#

S\&

为
!#

"

!388:>

"

6

(

SBS

4

为
.07

"

.03

5

"

6

(表面活性剂为

$0.

"

$0!86

"

6

,

/01

!

响应面试验设计
!

通过
,Q(

对配方中
S\&

)

SBS

4

和表

面活性剂水平作进一步研究#其他条件保持不变!

=

X_$.04

#

碳酸盐
.0$8:>

"

6

#氯化钠
.0$

5

"

6

,根据响应面调序及响应

值设计$表
#

%完成试验,

-_/0#.#e.0$/Be.07.$JM.0/#3A

M.01%!B

!

_$07.3J

!

M404$1A

!

$公式
!

%,

表
#

!

响应面设计及响应值

?HC 9 \ "

响应值
^

"

$ $ $ M$ !0/

! M$ M$ M$ !0$

4 $ M$ $ $0/

7 . . M$0/%! M!0/

# M$ $ $ $0#

/ . . . #0#

3 . M$0/%! . .0#

% $0/%! . . $0/

1 $ M$ M$ !0%

$. . . $0/%! M#0#

$$ . . . 30$

$! M$ M$ $ .0.

$4 $ $ $ 40#

$7 . . . /0%

$# . . . #0$

$/ M$ $ M$ 40!

$3 . . . %0/

$% M$0/%! . . !0#

$1 . $0/%! . $0!

!!

注!

?HC

表示试验序号,

"响应值
-_

$

G

!

M.011

%

Y$...

,

G

! 是线

性相关系数,

9

)

\

)

"

表示因素名称代码$表
!

%,

图
$

!

与进口试剂比对结果

!!

方差分析显示模型显著#失拟不显著#通过模型计算#得到

的最高值与
#

个中心点的线性平方和的平均值一致#因此中心

点基本是最优点,

/02

!

与国外试剂比对分析
!

按照
=

X_$.04

#

S\&.0!/

!

8:>

"

6

#

SBS

4

.0##

5

"

6

#碳酸盐
.0$8:>

"

6

#氯化钠
.0$

5

"

6

#

表面活性剂
$0$86

"

6

配制试剂#然后在日立
3$3.

生化分析

仪上与某国外同类试剂进行比对分析!样本量
7

!

6

#结果见图

$

,

'

!

讨
!!

论

'0$

!

-\

试验设计

'0$0$

!

缓冲液
=

X

在
$.0.

"

$.0#

水平以下#对试剂的线性和

-

31$!

-

检验医学与临床
!.$$

年
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月第
%

卷第
$%

期
!
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热稳定性没有显著影响,

'0$0/

!

S\&

和表面活性剂对线性和热稳定性有显著影响#

SBS

4

对结果影响不显著#但是比另外几项因素影响略显著,

本次
-\

试验模型显著#但是失拟现象也比较严重#因此需要

进一步拟合#在这种精确度不高的情况下#应该在
-\

及以后

的试验中考虑
SBS

4

的影响,

'0/

!

响应面试验结果表明
!

$

$

%在当前考查水平内#

4

个因素

之间没有显著的交互作用#模型为二次非线性模型,$

!

%

SBS

4

主要的作用是抗菌剂#可防止试剂中有微生物繁殖#优化后的

加量为
.0##

5

"

6

#本实验通过无菌培养#没有发现试剂中有微

生物#因此这个加量是可行的,$

4

%不同配方检测结果的线性

G

很接近#为了使响应变化更明显#本实验在
-\

设计和响应面

设计时对响应值进行了不同的处理,

-\

设计时#响应值取线

性
G

的
$.

次幂#在响应面设计时#响应值
-_

$

G

!

M.011

%

Y

$...

,$

7

%在实验过程中发现是否添加胆酸盐和尿酸酶效果

不显著#因此本实验在响应面试验过程中没有添加这两个因

子#但这两个因子或许对试剂的其他方面有影响#这将在以后

的试验中进行分析和验证,$

#

%从反应原理看#关键反应物是

S\&

#其添加量达到完全反应的加量后#不应该对试剂的线性

产生影响#但是本试验却证明#当其添加量超过某一数值时#平

方项的影响将越来越明显#使试剂的线性下降#导致这一现象

的原因可能是多方面的#如底物抑制等,

'0'

!

比对分析
!

通过与国外某试剂进行比对分析#结果表明#

经过配方调整的试剂检测结果与进口试剂有很高的相关性

$

G_.011%

%#证明用优化的配方配制的试剂在某些检测性能上

达到了同类产品的要求,

综上所述#本产品属于体外诊断试剂#要保证其分析方法

和分析过程的高特异性)高准确性)可重复性及长期稳定性#仍

需要进行长期和大量的实验研究,本次实验使果糖胺试剂盒

的检测线性明显提高#说明利用
-\

)爬坡和
,Q(

等试验设计

可以提高工作效率和保证试验结果的可靠性,
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!

行为学测试
!

"R(Q

模型小鼠主要表现为快感缺失#但

研究表明#

"R(Q

模型小鼠在其他方面也有抑郁行为#如探索

性行为减少)睡眠障碍*

%

+以及行动迟缓等*

1

+

,因此#造模后的

小鼠#在开场测试)强迫游泳实验和悬尾实验中的行为与正常

未造模小鼠有明显差异,

根据对穴位注射
QS9-

有效性的探究实验#在造模后)治

疗前#三组造模小鼠之间差异无统计学意义,在此前提下分别

对三组造模小鼠进行
#

周
QS9-

治疗)麻醉)生理盐水注射#

结果三者在开场测试)强迫游泳实验)悬尾实验中差异均无统

计学意义,因此#可以得出结论#在百会#双侧肾俞)心俞)后三

里)内关)三阴交
$$

个穴位进行
#

周注射相应剂量$三阴交)内

关注射
QS9-

实验#

4

!

6

#其余穴位注射
#

!

6

%的
QS9-

对

"R(Q

抑郁模型小鼠无治疗效果#即该实验证明穴位处产生

Sa

不是针刺治疗抑郁症的机制,

"此实验全部在上海交通大学生命科学技术学院李胜天副

教授的实验室完成!指导老师是李胜天和王婷$其中关于穴位

治疗的部分因为需要较深的专业知识和技能!所以是由王婷老

师完成$在此表示感谢+#
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