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过氧化氢酶J&能力验证样品的制备及其
均一性和稳定性测定
魏!杰!王!洪!贾松华!岳秉飞

!中国食品药品检定研究院)北京!"###B#"

摘要%目的!制备 3-Z 两个型别的过氧化氢酶J& 能力验证样品)并对其均匀性和稳定性进行测定评价+ 方法!均

匀性测定均按照 (f比例随机抽样)冻融稳定性以 ( 次冻融为测定终点,时间J温度稳定性以 (-&#-)’ k这 ) 个温度

为观测纵坐标)"-&-)-’-"B-)# , 为观测横坐标)在每个坐标交点)3型-Z 型分别随机抽取 & 瓶)测定不同条件下各

型别样品的稳定性+ 结果!3型-Z 型样品在均匀性测定中)均表现为各型别的清晰条带,( 次冻融后仍能稳定存

在)且 )# , 内在 (-&# k和 )’ k三种条件下均能稳定存在+ 结论!过氧化氢酶J& 样品均匀性和稳定性良好)适于

能力验证样品的制备发放需求+

关键词%过氧化氢酶J&,样品,能力验证,均匀性,稳定性

中图分类号% _%B@)!!文献标识码% E!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#(J##)%J#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#(4#"#

!!随着实验室认可制度的发展和实验室质量意
识的不断提升)作为实验室评定重要部分的能力
验证也在迅速发展,而加速这一发展的)正是中国
合格评定国家认可委员会于 &##& 年启动的能力
验证提供者 !ULU"认可计划 . "J&/ + 能力验证提供
者计划的实施)不仅能增强参与实验室对提供者
的信任)也为计划的有效性-结果的承认与利用起
到了积极作用+

对于提供者的认可)需要考察管理-技术等多方
面因素来保证项目的顺利实施+ 而技术核心与出现
问题的集中要素都是试样的均匀性与稳定性 . &J)/ +

中国食品药品检定研究院 &#"B 年在北京率先
通过了实验动物检测项目的 ULU认可)并组织全国
范围的实验动物检测的能力验证活动+ 为满足能力
验证认可要求)保障能力验证计划的顺利进行)本文
即对 &#"$ 年项目’><PGAJULJ"’" 实验小鼠肾匀浆
中过氧化氢酶J& 的检测(样品制备中的均匀性和稳
定性进行研究)并对近几年样品制备工作进行回顾)
为样品的研制发放提供基础数据+

/K材料与方法

/N/K动物来源
3型 DEFD;5小鼠 &# 只)$ 周龄)来自中国食品

药品检定研究院,Z 型 A)H小鼠 &# 只)$ 周龄)来自
北京维通利华实验动物技术有限公司+ 生产许可证
号分 别 是 =\Va!京 " &#"’J##") 和 =AVa!京 "
&#"?J##""+
/N5K仪器

海尔 DAG冰箱)LHI[MY恒温箱) =3K96K1Q*酸
度计)MF(##& 电子天平)G\$%J" 匀浆机)H<LEAH<

低温离心机)FEDAY>EAY冻干机) D<YJ[EG电
泳仪+
/N3K试剂和耗材

’ 7F无菌离心管)灭菌手术器械!剪刀)镊子)
解剖板")冰袋) AY[><><W冻存管)稳定保护剂-乙
酸纤维素薄膜)三羟甲基氨基甲烷)柠檬酸-过氧化
氢酶J&染色试剂盒+
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/N2K标准样品的制备 ) 2*及均匀性测定程序
/N2N/!观察动物外观及编号,
/N2N5!二氧化碳安乐死处理)解剖小鼠取肾脏)剥
除脂肪等附着物+
/N2N3!按照品系)分别称取 DEFD;5-A)H小鼠肾
脏总质量+
/N2N2!按照 ‘!肾" rc!水"h"r&的比例)分别向装
有 DEFD;5-A)H肾脏的 & 支管中加入蒸馏水)用匀
浆机匀浆+
/N2NU!配平后置于离心机中离心匀浆液+ "B ###
K;712 离心 )# 712)分别分离上清入新管)得到 3型
和 Z 型肾匀浆各 " 份 !DEFD;5及 A)H分别为 3-
Z 型"+
/N2N4!分别向 & 新管中加入一定比例的稳定保护
剂混匀)分装至冻存管中)置于冻干机中冻干+ 共制
得 3型样品 ""& 瓶)Z 型样品 $( 瓶+ @&# k冻存待
检+ 各样品取出实验时均需加入 ’# %F水还原后
使用+
/NUK样品的均匀性测定
/NUN/!按照 (f的比例随机抽取 3-Z 型样品试样)
还原于微量加样器加样+ 醋纤膜点样电泳-染色)并
判读条带+ 具体实验条件及判定标准参见 WD;L
"(%&’C"*&##$ 过氧化氢酶J&项目 . (/ +
/NUN5!如所得 3型条带和 Z 型条带均清晰可读)且
与标准规定一致)即认为符合样品的均匀性要求+
如未通过均匀性检测)则需重新制样并检测)直到符
合标准规定+
/N4K样品的稳定性测定
/N4N/!冻融稳定性%3-Z 型样品试样各取 ) 管)首
次测定于@&# k冰箱中取出加水还原测定+ 实验条
件同 "CBC"+ 如所得条带清晰可读且与标准一致)

则认为 " 次冻融稳定性良好+ 初次冻融后)即将试
样放入@&# k冰箱冷冻)每隔 & 8 再次取出)融化点
样测定+ 结果判读依据与初次相同+ 如过程中发生
拖带-弥散等情况)终止冻融测定并记录测定次数+
如过程中一直稳定)也以 ( 次冻融为测定终点+
/N4N5!时间J温度稳定性
"C?C&C"!制作一个测试计划表)拟定放置的时间和
温度+ 分别将时间和温度设为观测的横-纵坐标)设
定 (-&#-)’ k这 ) 个温度观测点)"-&-)-’-"B-)# ,
为观测时间)在每个坐标交点)每个型别的样品分别
随机抽取 & 瓶进行编号+
"C?C&C&!编号规则+ 标记顺序为%时间J温度J型
别+ 如 ( k存放 3型 " , 样品标记为’"J(J3"(-’"J
(J3&()Z 型 )’ k存放 ( , 样品标记为 ’ (J)’JZ"(-
’(J)’JZ&()等+
"C?C&C)!在取出日期)进行稳定性的检测+ 如所得
条带清晰可读且与标准一致)则认为该温度时间坐
标点稳定性良好+ 如所得条带中任何 " 条发生条带
模糊不可读)则认为在该坐标点已经发生了样品的
稳定性变化)记录不稳定坐标点+ 且当不稳定点出
现后)其之后的时间温度观测点随之取消+ 但即使
一直稳定)本测定的观测周期也仅为 )# , 时长+
/N4N3!汇总各型别稳定性结果)填写时间温度稳定
性表格+ 稳定用’*(表示)不稳定用’i(表示+

5K结果

5N/K均匀性测定结果
本次抽样按照小样本 (f的比例抽取了过氧化

氢酶J& 标准样品 3型 ( 管-Z 型 ) 管 . (/ + 经过两次
重复电泳染色所得结果一致)表现为 "##f3型和
"##fZ 型)见图 "+

图 /K过氧化氢酶85 均匀性抽样结果图
注%"g% 分别为 3"-3&-3)-3(-标准 3-标准 Z-Z"-Z&-Z)

M#)R/K!%9P:#&) G-L+:FL(OS%F%:%L-85 +&#O(G9#F$
>69R% "g% *86-*3")3&)3))3()*932,3K, 3)*932,3K, Z)Z")Z&)Z) KR*:R591]RS+
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5N5K冻融稳定性结果
经检验)冻融 "g( 次的 3-Z 型过氧化氢酶J& 样

品均表现稳定)所制样品的冻融稳定性良好)见
图 &+

图 5K过氧化氢酶85 四次冻融稳定性结果图
注%P"gP( 分别代表 "g( 次冻融,每组的 "g) 均为 3型)( 为标准 3)B 为标准 Z)?g$ 为 Z 型+

M#)R5K28F#9-OG--c-F"%*#&) LF%J#:#F$ G-L+:FL(OS%F%:%L-85
>69R% P"gP( *86-98RT1K*996T6K98 TKRRdR983-12O9R*9KR*QS9*, 2Q7ZRK" 96) 3KR98R39+:R*37:SR*KR*QS9*) (

32, B 3KR*932,3K, 332, *932,3K, Z KR*QS9*KR*:R591]RS+) 32, ? 96$ 3KR98RZ 9+:R*37:SR*KR*QS9*4

5N3K时间8温度稳定性测定结果
3型及 Z 型标准样品在 ( k-&# k和 )’ k条件

下均可稳定存放至 )# ,)不同个体之间没有显著差
异)不同型别之间没有显著差异)见表 "+
!!当然)温度对酶的活性强度仍存在一定影响+
( k及室温条件下)样品表观颜色基本没有改变且电泳
后染料着色度高+ )’ k条件下)样品的表观颜色变深)
电泳后虽能分辨带型)但染料着色度降低+ 图 ) 给出
了 Z型样品 )’ k存放 "g)# , 的加样和染色结果+

表 /K过氧化氢酶85 样品不同温度时间稳定性结果
@%J:-/K?-L+:FL(OS%F%:%L-85 LF%J#:#F$ +&H-GH#OO-G-&FF#9-

%&HF-9P-G%F+G-S(&H#F#(&

温度;k
时间;,

" & ) ’ "B )#

( * * * * * *
&#

)’

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

!!注%’*(表示样品稳定

>69R% ’*(7R32**93ZSR

图 3K过氧化氢酶85 J型 3Te36 H稳定性结果图
注%"g"? 分别表示 "J)’JZ")"J)’JZ&)&J)’JZ")&J)’JZ&)标准 Z)标准 3))J)’JZ"))J)’JZ&)’J)’JZ")

’J)’JZ&)标准 3)标准 Z)"BJ)’JZ")"BJ)’JZ&))#J)’JZ"))#J)’JZ&

M#)R3K368H%$ LF%J#:#F$ G-L+:FL(OJF$P-S%F%:%L-85 %F3T e
>69R% "g"? *86-*"J)’JZ")"J)’JZ&)&J)’JZ")&J)’JZ&)*932,3K, Z) *932,3K, 3))J)’JZ"))J)’JZ&)’J)’JZ")

’J)’JZ&)*932,3K, 3)*932,3K, Z)"BJ)’JZ")"BJ)’JZ&))#J)’JZ"))#J)’JZ& KR*:R591]RS+

3K讨论

3N/K过氧化氢酶与动物选择
过氧化氢酶是一类存在于动植物及微生物体内

的末端氧化酶)其同工酶在物种和组织特异性鉴别-
药物毒物等损伤评价等方面有着广泛的应用 . BJ’/ +
不同来源的过氧化氢酶的特点存在差异)就小鼠而
言)过氧化氢酶在肝-肾组织中更为丰富)且 "g( 月

2"(2
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龄的小鼠过氧化氢酶活性与年龄无明显相关性)大
于 ( 月龄后随年龄增长酶活性降低 . $/ + 我们在选择
动物时使用了 & 月龄的小鼠)考虑了这一特点)同时
兼顾了饲养购买成本+
3N5K样品的型别设计方案

过氧化氢酶J& 是国标 WD;L"(%&’C"*&##$ 中
近交系小鼠检测常规项目之一)其常见带型为快带
3型和慢带 Z 型 . (/ + 在之前的样品制备中)我们曾
做过酯酶J)的杂合型样品)并通过了均匀性和稳定
性验证)对于实际检测也有杂合型的判读应用 . %/ +
然而)基于文献对于过氧化氢酶J& 杂合型容易误判
的研究)本研究仅设定了快带 3型-慢带 Z 型两个容
易判读型别 . "#/ + 通过应用标准品比对条带泳动速
度的快慢)进行定性判断+
3N3K样品稳定性方案设计

样品从制备到发放需经历存储-运输-实验等环
节)温度-时间等因素都会对其品质产生影响+ 在近
几年的样品制备中)我们曾研究过@&#-(-&# k和
)’ k温度坐标以及 " g%# , 时间坐标的存放稳定
性)而对于冻融稳定性研究较少 . %)""/ + 由于采用冷
链运输)温度在运输过程中基本可控+ 但就近两年
快递样品代签收的情况)使得部分样品存在冻融状
态+ 为此)在过氧化氢酶J& 样品的制备过程中)我
们加强了冻融稳定性研究)共测定了 ( 次冻融结果)
其稳定性较好+

生化标记电泳检测是国家标准规定的近交系
大-小鼠遗传质量监测方法)也是目前进行近交系小
鼠遗传质量检测的有效方法 . "&/ + 但目前所有生化
标记检测项目均为定性项目)只能依据电泳快慢进
行型别判读)以及通过条带有或无进行稳定性的判
断+ 通过相关研究)我们发现过氧化氢酶在常温下
稳定性较好)可以在 &B k条件下稳定存在 ) 个
月 . ")/ )而我们通常在 " 个月以内就会完成发放到结
果回收+ 因此时间长度设定在 )# , 以内)温度上也
贴合运输和实验中可能存在的温度范围)选择了 (-

&# k和 )’ k进行样品的测定+ 经测定)在已知的
小鼠生化标记样品中)过氧化氢酶J& 在 )’ k稳定
性最佳 !酯酶J) 和肽酶J" 在 )’ k仅能稳定存在
" ,. %)""/ " ))# , 的样品虽然表观有变色)仍可检测出
相应的带型+ 即能在 )’ k稳定存在 )# ,)更适于作
为样品满足能力验证项目的需求+

参 考 文 献

. " /!翟培军4A>EF对能力验证提供者的认可工作启动. /̂4现代

测量与实验室管理)&##&)2% ?4

. & /!贾汝静)赵炳南)张传宝)等4医学检验能力验证提供者认可

评审不符合项分析. /̂4检验医学)&#"?)3/!B" % (&)J(&B4

. ) /!<=Y;<IA WN<GI ()J"% "%%’) UK6T151R25+ 9R*912O Z+ 129RK

S3Z6K396K+567:3K1*62*. =/4

. ( /!WD"";L"(%&’C"J&##$4实验动物 近交系小鼠-大鼠生化标记

检测法. =/4

. B /!张坤生)田荟琳4过氧化氢酶的功能及研究 . /̂4食品科技)

&##’)!"" %$J""4

. ? /!谢寿安)吕淑杰)袁 锋)等4华山松大小蠹和红脂大小蠹过氧

化氢同工酶酶谱的比较 . /̂4西北林学院学报)&##))/1! &" %

?"J?&4

. ’ /!郭国军)弓飞龙)唐国盘)等4甲苯咪唑对黄河鲤过氧化氢酶

活性的影响. /̂4湖北农业科学)&#"’)U4!&(" %($)#J($)$4

. $ /!孔德胜)王晓然)李文君)等4小鼠组织中过氧化氢酶的活性

与年龄的关系. /̂4生物学杂志)&#"&)50!)" %""J"(4

. % /!魏杰)王洪)李芳芳)等4实验室能力验证用酯酶J) 标准样品

的均匀性和稳定性研究 . /̂4中国药事) &#"B) 50 ! ) " %

&’’J&$#4

."#/!王洪)刘双环)王淑菁)等4近交系小鼠过氧化氢酶J& 遗传生

化标记位点的研究 . /̂4中国比较医学杂志)&#"")5/ ! ?" %

"&J"B4

.""/!王洪)魏 杰)冯育芳)等4能力验证项目’实验小鼠肾匀浆中肽

酶J)的检测(样本稳定性分析 .E/4中国药学会第四届药物

检测质量管理学术研讨会资料汇编.A/4厦门)&#"’ 年4

."&/!王 洪)刘双环)王淑菁)等4近交系小鼠 $ 个遗传生化标记杂

合位点的研究. /̂4实验动物科学)&#"")51!&" %"#J"(4

.")/!冯卓林)李江华)刘龙)等4添加稳定剂提高过氧化氢酶的稳定

性. /̂4工业微生物)&#"))23!"" %("J(B4

2&(2



第 ( 期 魏!杰等%过氧化氢酶J& 能力验证样品的制备及其均一性和稳定性测定 !!!!!

!F+H$ (&[G-P%G%F#(&(OE%F%:%L-85 !%9P:-L‘L-HO(G[G(O#S#-&S$ @-LF#&) %&H
D-%L+G-9-&FO(GF"-!F%J#:#F$ %&H‘&#O(G9#F$

‘I<̂1R) ‘E>WH62O) <̂E=62O8Q3) \NID12OTR1
!J$’)6#$(!#*’)’,’&*"6%K669 $#9 G%,= C6#’%6() E&)F)#= "###B#) C<)#$"

<JLFG%SF% >J\-SF#Y-! L6:KR:3KR32, R]3SQ39R5393S3*RJ& *37:SR!39+:R) Z 9+:R" -198 O66, *93Z1S19+32,
Q21T6K719+4D-F"(H!I/9K35912O(f *37:SR*K32,67S+96T121*8 98RQ21T6K719+9R*94=37:SR*-RKR3S*6R/9K359R, 12
98RTKRRdR983-12O*93Z1S19+9R*9T6K3976*9( 917R*4E*T6K98R917RJ9R7:RK39QKRQ21T6K719+) -RQ*R, 917R!,3+" 32,
9R7:RK39QKR!k" 3*98R566K,1239R]3SQR% ") &) )) ’)"B) )# ,3+*-RKRQ*R, 3*917R566K,1239R) 32, () &#) )’k
3*9R7:RK39QKR566K,1239R, 32, & Z699SR*6TR358 9+:R*37:SR*-RKR6Z*RK]R, 39R]RK+T1/R, :61294?-L+:F!E9+:R
32, Z 9+:R5SR3KS+:RKT6K7R, 332, Z Z32, 62 98R1K6-24) 32, 3SS6T98R7-RKR3ZSR96ZR*93ZSR3T9RK(J917RTKRRdR
983-12O4E2, 3S*698R917RJ9R7:RK39QKR*93Z1S19+9R*9*86-R, 9839*932,3K, *37:SR*6T39+:R32, Z 9+:R56QS, ZR
:KR*R29*93ZSRT6K)# ,3+*39()&#k 32, )’k4E(&S:+L#(&A393S3*RJ& *37:SR*ZR83]R, -RSS12 98RQ21T6K719+32,
*93Z1S19+9R*9) -8158 -RKRQ: T6K98RKRqQ1KR7R29*6T:K6T151R25+9R*912O4
,-$ *(GHL%A393S3*RJ&, *37:SR, :K6T151R25+9R*912O, Q21T6K719+, *93Z1S19+

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((
!上接第 )$ 页"

=G--H#&) %&HZ-&(F$P-CH-&F#O#S%F#(&(O$%#&’Z-&-,&(SQ(+FD#S-

AHI>\3.Q2") =N> 1̂2O") <̂E>W\3bQ2") ‘E>WV12T32O") F<NV136+Q")
GE<F132:32&) FNVQ3258R2O") F<V136+32"

!".C<)#&*&C&#’&%"6%G)*&$*&C6#’%6($#9 -%&8&#’)6#) E&)F)#= "#&&#?)C<)#$"

!&.E&)F)#= !#*’)’,’&*6"4)"&:+)&#+&) C<)#&*&1+$9&D36":+)&#+&) E&)F)#= "##"#")C<)#$"

<JLFG%SF% >J\-SF#Y-!L6323S+dR98R1,R291T1539162 32, ZKRR,12O7R986, 6T)"#$%.265.6Q9715R) 32, :K6]1,R32
1,R3S32173S76,RST6K]1KQ*TQK98RK*9Q,+12O4D-F"(H!L8R129K6,Q5R, 8676d+O6Q*)"#$%OR2R.265.6Q9715R-RKR
ZKR, 32, KR:K6,Q5R, 12 62R53OR-198 62R73SR32, 9-6TR73SR715R96OR98RK4L8R6TT*:K12O715ROR26715G>E-3*
R/9K359R, TK67715R931S32, 37:S1T1R, Z+UA[) 32, UA[:K6,Q59*-RKR323S+dR, Z+3O3K6*RORSRSR59K6:86KR*1*T6K
OR269+:R1,R291T15391624?-L+:F!L8R8676d+O6Q*)"#$%.265.6Q9715R-RKRZKRR,12O*Q55R**TQSS+12 6QKT351S19+)32,
98ROR269+:R532 ZR1,R291T1R, Z+6QKR*93ZS1*8R, UA[7R986, 4
,-$ *(GHL%!"#$%, .265.6Q9, 76Q*R, ZKRR,12O, OR269+:R1,R291T1539162

2)(2


