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MAO 诊断试剂盒在肝硬化患者诊断中的应用效能分析
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【摘 要】：目的：探讨自行研制的单胺氧化酶（MAO）速率法诊断试剂盒在肝硬化患者诊断中的应用效能。方法：采用酶促反

应动力学法建立MAO速率法检测体系并制备诊断试剂盒，评估试剂盒的稳定性、线性范围、精密度及正常参考区间。选取肝硬

化患者 90例为实验组，健康体检者 90例为对照组，检测两组血清MAO活性，通过受试者工作特征（ROC）曲线评估MAO 对

肝硬化的诊断效能。结果：研制的MAO速率法诊断试剂盒线性范围为 0～240 U/L，批内变异系数＜5%，批间变异系数＜10%，

2～8℃条件下可稳定保存 72 h，正常参考区间为 16～48 U/L。肝硬化组血清MAO活性为（175.6±7.50）U/L，显著高于正常对照

组的（43.9±3.40）U/L（P＜0.05），肝硬化组约为对照组的 4倍。ROC曲线分析显示 AUC为 0.971（95%CI：0.948～0.994），

以 48 U/L为诊断截断值时，灵敏度为 91.1%，特异度为 92.2%。结论：研制的MAO速率法诊断试剂盒性能稳定可靠，对肝硬化

具有良好的诊断效能，可作为肝硬化早期诊断的有效血清学指标。
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肝硬化是各类慢性肝病终末阶段的常见结局，全球年死亡

约 100万例，我国乙肝相关肝硬化约占 60%，酒精性与非酒精

性脂肪性肝病所致者占比逐年增加[1]。肝纤维化早期具有可逆

性，故早期诊断对改善预后至关重要。

目前临床常用手段各有不足：肝功能生化指标对早期纤维

化敏感性低，腹部超声在纤维化早期缺乏特征征象，瞬时弹性

成像设备昂贵且基层普及率低，肝穿刺活检有创且易取样误差

[2]。传统血清 MAO检测需手工操作，耗时长，难以适配自动

化批量检测[3]。

本研究基于酶促动力学原理建立MAO速率法检测体系并

研制试剂盒，评估其对肝硬化的诊断效能。

1 材料与方法

1.1研究对象

实验组：选取 2023 年 10月至 2024年 8 月在内蒙古民族

大学附属医院和通辽市医院确诊的肝硬化患者 90例，男性 46

例，女性 44例，年龄 36～61岁，平均年龄（50.5±4.5）岁。

纳入标准：符合《肝硬化诊治指南》诊断标准[4]，经肝功

能、腹部彩超、临床症状及体征综合确诊，不合并胆囊炎、胆

囊结石等其他肝胆疾病。

排除标准：合并恶性肿瘤、妊娠或哺乳期、临床资料不完

整者。

对照组：同期健康体检者 90例，男性 48例，女性 42例，

年龄 31～60岁，平均年龄（48.5±5.5）岁，肝功能、彩超、

血常规均正常，无肝脏疾病相关症状体征。

两组性别、年龄差异无统计学意义（P＞0.05），具有可比

性。

1.2标本采集与处理

所有研究对象于清晨空腹采集肘静脉血 2.5 ml，置于含肝

素抗凝剂的真空采血管中。采血后将采血管置于 37℃温水浴箱

中孵育，待血清充分析出后以 3000 r/min离心 10 min，分离上

层血清，分装于无菌 Eppendorf管中，置于-86℃超低温冰箱保

存待测。所有标本严格避免溶血，溶血标本不予纳入[5]。

1.3主要仪器与试剂

主要仪器：Aeroset 2000全自动生化分析仪（美国雅培公

司）、SPX-150-Z型生化培养箱（上海跃进）、B600-A型低速

离心机（白洋）、FORMAT-86℃超低温冰箱（Thermo）、EK-120

型电子天平（日立）、KHB ST-360型酶标仪（上海科华）、

TG12M型高速离心机（湖南凯达）。
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主要试剂：反应基质为单胺（对苄胺偶氮-β-萘酚），缓冲

溶液为 1 mol/L Tris-HCl（pH 7.4），稳定剂为甘油，防腐剂为

叠氮钠，除干扰制剂为羟胺。

1.4 MAO速率法检测体系的建立与试剂盒制备

检测原理：MAO催化单胺类底物氧化脱氨生成相应的醛、

H₂O₂和 NH₃，NH₃在α-酮戊二酸和 NADPH存在下经谷氨酸脱

氢酶催化生成谷氨酸和 NADP⁺，通过连续监测 340nm波长处

NADPH吸光度下降速率计算MAO活性。

计算公式：U/L= ΔA/min×10³×VT/（6.22×Vs）

经酶促反应动力学法系统优化，确定最佳反应条件：反应

温度 37℃，最适 pH5.6，测定波长 340nm，最适底物对苄胺偶

氮-β-萘酚（浓度 0.5mmol/L），测定时间 120s，延迟时间 60s，

反应方向为逆反应，血清样本量 30μl，试剂用量 150μl。

试剂配制：

（1）1mol/LTris-HCl（pH7.4）：称取 121.1gTris溶于 800ml

去离子水，浓盐酸调 pH至 7.4，定容至 1000ml，灭菌后室温

保存。

（2）0.5mmol/L对苄胺偶氮-β-萘酚基质液：称取 13.8mg

加入 20mlTris缓冲液水浴加热溶解，定容至 100ml，弃不溶物，

4℃保存。

（3）10%过氯酸：取60%过氯酸8ml加蒸馏水稀释至50ml。

（4）对苄胺偶氮-β-萘酚标准液（100nmol/ml）：精密称

取 2.77mg，无水乙醇溶解并稀释至 100ml，4℃保存。

1.5试剂盒性能评价

稳定性试验：MAO试剂复溶后置于 2～8℃保存，分别于

复溶后 0、1、2、3、4 d测定吸光度值，评估稳定性。

线性范围试验：取MAO活性 320 U/L的高值血清进行梯

度稀释（40、80、120、160、200、240、280、320 U/L），各

浓度重复测定 3次，确定线性范围。

精密度试验：批内精密度取高（210 U/L）、中（160 U/L）、

低（115 U/L）三个水平血清各重复测定 20次计算 CV；批间

精密度取一份血清用 20个批次试剂各测定 1次计算 CV。

正常参考区间：以 90例健康体检者检测结果建立 95%可

信区间。

1.6统计学方法

采用 SPSS 26.0进行数据分析，计量资料以均值±标准差

（x̄±s）表示，两组比较采用独立样本 t检验，P＜0.05为差异

有统计学意义。ROC曲线分析采用 SPSS软件绘制，计算 AUC

及其 95%置信区间，以约登指数最大法确定最佳诊断截断值，

并计算灵敏度、特异度、阳性预测值及阴性预测值。

2 结果

2.1试剂盒稳定性

MAO试剂复溶后于 2～8℃保存 0、1、2、3 d时吸光度值

分别为 0.10、0.11、0.12、0.12，差异无统计学意义（P＞0.05）；

第 4天升至 0.49，与前 3 d差异有统计学意义（P＜0.05）。表

明试剂复溶后在 2～8℃可稳定保存 72 h，应在 3 d内完成检测。

2.2试剂盒线性范围

不同浓度MAO 样本测定结果显示，活性在 40～240 U/L

范围内吸光度值与浓度呈良好线性关系；浓度超过 240 U/L后

吸光度趋于平台期。确定线性范围为 0～240 U/L，为正常参考

值上限的 5倍，超范围样本需稀释后重测。

2.3试剂盒精密度及正常参考区间

批内精密度试验结果见表 1，三个不同浓度水平的批内 CV

均小于 5%。批间精密度试验结果显示批间 CV＜10%。精密度

良好，符合临床检验标准。

表 1 MAO检测批内精密度试验结果

血清活性值(U/L) 均值(U/L) 标准差(s) 变异系数 CV(%)

210 209.13 4.253 1.27

160 159.73 2.056 0.97

115 114.60 1.121 1.45

90例健康体检者血清MAO检测结果呈近似正态分布，以

95%可信区间确定正常参考范围为 16～48 U/L。

2.4两组MAO活性比较

肝硬化组与正常对照组血清MAO 活性测定结果见表 2。

肝硬化组MAO活性为（175.6±7.50）U/L，正常对照组为（43.9

±3.40）U/L，肝硬化组约为对照组的 5.2倍，差异有统计学意

义（t=21.37，P＜0.05）。肝硬化组MAO升高率达 91.1%（82/90）。

表 2 正常对照组与肝硬化组血清MAO活性比较

组别 例数 MAO活性(U/L,x̄±s) P值

正常对照组 90 43.9±3.40 —

肝硬化组 90 175.6±7.50 <0.05

2.5 ROC曲线分析

以MAO活性绘制诊断肝硬化的 ROC曲线，AUC 为 0.971

（95%CI：0.948～0.994）。以 48 U/L为截断值时，灵敏度 91.1%，

特异度 92.2%，约登指数 0.833，阳性预测值 92.1%，阴性预测

值 91.2%（见表 3及图 1）。
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表 3 MAO诊断肝硬化的 ROC曲线分析结果

AUC 95%CI
截断值

(U/L)

灵敏度

(%)

特异度

(%)

约登指

数

0.971 0.948~0.994 48 91.1 92.2 0.833

图 1 MAO诊断肝硬化的 ROC曲线

3 讨论

肝硬化是各种慢性肝病进展至终末阶段的常见病理状态，

全球每年因肝硬化及其并发症死亡的人数高达百万[6]。在我国，

病毒性肝炎仍为主要病因，但随着生活方式的改变，酒精性肝

病和非酒精性脂肪性肝病所致肝硬化的发病率亦呈逐年上升

趋势。肝纤维化早期具有可逆性，因此肝硬化早期诊断对于改

善患者预后、延缓疾病进展至关重要[7]。然而，目前临床常用

诊断手段存在明显局限：常规肝功能生化指标在反映肝纤维化

程度方面特异性和敏感性均不理想，难以满足早期诊断需求；

影像学检查如腹部彩超在肝纤维化早期缺乏特征性表现，瞬时

弹性成像设备成本较高且对操作者依赖性较强，尚未在基层广

泛普及；肝穿刺活检虽为诊断金标准，但因具有创伤性、取样

误差及依从性差等缺点，难以作为常规筛查和动态监测手段[8]。

因此，寻找一种简便、快速、准确且易于推广的血清学检测指

标，对于提高肝硬化早期诊断率具有重要的临床意义。

基于酶促反应动力学原理，建立了单胺氧化酶（MAO）速

率法检测体系并研制了配套临床诊断试剂盒。通过系统优化反

应条件，确定了最佳反应温度、pH值、底物浓度及检测波长

等关键参数，使检测时间从传统手工法的 30~40分钟大幅缩短

至 2~3分钟，且可适配于各类全自动生化分析仪，显著提升了

检测效率。性能评价结果显示，该试剂盒线性范围宽（0~240

U/L），批内变异系数小于 5%、批间变异系数小于 10%，精密

度优良；在 2~8°C条件下可稳定保存 72小时，为临床日常使

用提供了充足的时间窗口。临床应用方面，本研究纳入 90例

肝硬化患者和 90例健康对照者，结果显示肝硬化组血清MAO

活性为（175.6±7.50）U/L，显著高于对照组的（43.9±3.40）

U/L，升高率达 91.1%。ROC曲线分析显示，MAO诊断肝硬化

的曲线下面积（AUC）高达 0.971，以 48 U/L为诊断截断值时，

灵敏度和特异度分别为 91.1%和 92.2%，表明该指标具有极高

的诊断效能。上述结果充分证实，MAO 速率法诊断试剂盒不

仅性能稳定可靠，而且能有效弥补传统检测方法在速度和准确

性上的不足，为肝硬化早期筛查及辅助诊断提供了新的技术手

段。

综上所述，本研究研制的MAO速率法诊断试剂盒操作简

便、性能稳定、诊断价值确切，具有良好的临床应用前景和社

会效益。但本研究仍存在一定局限性：首先，样本量相对有限

且为单中心研究，结论的普适性有待扩大样本量及多中心验证

加以确认；其次，本研究为横断面设计，未能动态观察MAO

在肝硬化进展及治疗过程中的变化规律；此外，未按肝硬化病

因及 Child-Pugh分级进行亚组分析，也未与瞬时弹性成像或肝

纤维化四项等标志物进行头对头比较。未来研究可进一步扩大

样本来源，开展前瞻性纵向研究，探讨MAO联合其他血清学

指标或影像学方法对肝硬化诊断及预后评估的协同价值，从而

更全面地服务于临床诊疗决策。
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