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稀释液对
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阳性血清样本进行稀释后上机检测!并将测得结果进行

统计学分析&结果
!

原厂
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稀释液与自制
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血浆稀释液对血清样本稀释后所测得
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值比较!前者测得结果绝大多

数比后者所测得血清值高!但两者差异无统计学意义"
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全球慢性乙型肝炎$
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&病毒感染者多达
'$D

亿人#中国

约占
"$#

亿人*慢性感染者中约有
>&A

!

(>A

有活跃的病毒

复制和肝脏炎症改变#部分
0-.

可进展为肝硬化'肝衰竭或

原发性肝癌#为主要致死因素之一(

"!#

)

*

0-.

的诊断主要依据

病史'症状'体征'血清标志物检测和肝脏影像学检查等*近年

来有研究显示
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与
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载量之间有良好的相关

性(
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)

*定量检测
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在一定程度上可反映宿主体内
-./

复制水平#随着检测技术的进步#
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定量分析也作为监测

-./

复制水平的一种指标#对
0-.

的诊断'疗效评价和预后

判断具有重要价值(

%

)

*

目前#乙型肝炎$简称/乙肝0&的诊断和筛查常用血清学指

标主要是乙肝/两对半0#其中的
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最重要*

7M=K?HG=H
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化学发光分析仪可对乙肝/两对半0进行定量分析*

本院肝病重点专科
#&&@

年中标国家/十一五0科技重大专项以

来#乙肝/两对半0定量检测样本量大增#而
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的检测的

线性范围较窄$
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&#患者血清
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含量常超过
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#需稀释后再测定#以获得准确可靠的结果*雅培

公司提供的
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手工稀释液价格昂贵#且有效期短*本研

究旨在探讨自制
1&A

血浆稀释液是否可替代原厂稀释液*

B

!

资料与方法

B$B

!

一般资料
!

采集本院肝病专科门诊和住院患者完全样本

""1

例*

B$C
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仪器与试剂
!

采用雅培
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化学发光分析仪#原厂

配套的
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试剂盒$
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&#包括微粒子$

D$D

毫升"瓶#

"&&

个测试&!在
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缓冲液中配置的抗
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鼠单克隆抗体%结合

物$
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毫升"瓶#

"&&

个测试&!在
4+,

缓冲液中制备的吖啶酯
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%预激发液!含
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&过氧化氢%激

发液!含
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氢氧化钠%冲洗缓冲液!含磷酸盐缓冲液

和抗菌剂*
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稀释液$
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质控品
!

由雅培公司提供*阴性质控品!
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%阳性质控品!
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$高值&*
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方法

B$E$B
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自制
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稀释液的
!

混合分离自体检健康学生全

血的血浆$
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&#体积比按
%f"

加入血浆悬液

1&<5

和
#&<5.G=U<I:0FNJHGM*̂61&&

冲洗缓冲液$成分!

BM?9

盐缓冲液#离子表面活性剂&#混匀后加入
"&&

"

52MF=!

J?:'&&

防腐剂$上海闪晶分子生物科技有限公司&#充分混匀后

$
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值为
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&于
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冷藏
%1K

待用*

B$E$C
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患者血清样本提取
!

采集全血样本#
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离心
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#提取血清待测*当天没能完成检测的样本#分离血清

后置
%C

冰箱保存*

B$E$D

!
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检测
!

首先选用胶体金试纸条$北京蓝十字生

物技术有限公司&对血清样本
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进行初筛*根据试纸条

测试线与对照线显色的深浅进行比对判断#剔除显色很淡的和

无显色者
"1

例*余下的
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例血清样本#分为高值$
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例&#
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中值$
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例&和低值$
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例&

'

组#分别用雅培
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人工稀释

液和自制血浆稀释液按
"f>&&

$第
"

步!稀释液
%(>

"
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#>

"
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血清#震荡混匀
"<?:

%第
#

步!更换新吸嘴吸取第
"

次稀

释血清悬液
#&

"

5a%1&

"
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稀释液&#

"f#&&

$第
"

步同上%第
#

步!第
"

次稀释血清悬液
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"

5a#(&

"
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稀释液&和
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$第

"

步同上%第
#

步!第
"

次稀释血清悬液
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"

5a#&&

"
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稀释

液&比例进行稀释#充分混匀后上机检测
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含量#每份稀

释样本重复测定
#

次#记录原始数据后#计算每例样本的
#

次

测定值的均值*操作过程严格按
,V2

文件执行#每批实验前

都进行质控分析#确认检测结果在控后#再进行样本测定*每

组实验在
#K

内完成*

B$F

!

统计学处理
!

采用
,2,,"D$&

进行分析%组间比较采用

配对
2

检验#两种方法测量数据的相关性采用线性相关回归分

析#再采用
.JI:O!7JH<I:

一致性分析%以
+

$

&$&>

为差异有统

计学意义*
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结
!!

果

C$B
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.JI:O!7JH<I:

法分析
!

见图
"

*图
"

中
@>A

可信区间

$

@>A5R

&为$

X%%D1$&D

#

(("D$1D

&*从图中可看得出总拟合

线右下方共有
%

个点#表示有
%

个样本测定值
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#

比
-.!
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"

的高*只有
%

个点落在
@>A 5R

外#其余各点都落在

@>A5R

之内*
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G]"

表示两种不同稀释液
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测定值的均值#

b"

表示

两种不同稀释液
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测定值的差值

图
"
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法分析

C$C
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直线相关回归分析
!

见图
#

*经直线相关回归分析得

知#

1c&$@@11

#

+

$

&$&&"

*两者的测定结果具有良好的相关

性$

1

#

c&$@@1

#

+

$

&$&&"

&*

图
#
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原厂稀释液#
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"

$与自制稀释液#
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#

$

所测得结果的直线相关图
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配对
2

检验分析
!

经配对样本
2

检验#得知
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"

与
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#

的均值分别为
"'"1($>16g

"

<5

和
"">%>$">6g

"

<5

#

2c>$#1%

#

+

%

&$&>

#两者存在显著正相关关系*

D

!

讨
!!

论

雅培
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化学发光分析仪采用化学发光仪微粒子免疫

分析法$

=KG<?JN<?:G9=G:H<?=MF

P

IMH?=JG?<<N:FI99I

L

#

0+67

&#可

用于超微量定量或定性测定人血清"血浆及其他体液中病毒抗

原'抗体'激素'多肽'肿瘤蛋白'代谢产物等*

0+67

为目前临

床乙肝/两对半0进行定量分析应用最为广泛的一种技术(

>

)

#检

测程序为
0KG<?_JĜ

B+技术#为免疫检测程序的最优化步骤*其
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包被的抗体是针对一些受突变影响最小且具有特异性

亲和力抗原决定簇的多种单克隆抗体#能有效识别多种逃逸变

异株#减少漏诊*专利设计的转盘可以灵活地同时运行一步法'

二步法和带预处理的分析项目*标记抗体为专利技术的吖啶酯

$

Y!

磺酰基&羧基氨基化合物#由于其分子结构特性和增加的光

子量#使得其在非竞争免疫分析模式中有极好的检测灵敏性

$

@@$>#A

&和特异性$

@@$1(A

&*基质液采用
-

#

V

#

作为预激发

液#将吖啶酯从反应复合物中脱离下来#采用
YIV-

作为激发

液#吖啶酯在过氧化物和碱性溶液中发生氧化反应#这引起化学

发光反应的发生#甲基吖啶酮形成并释放能量$光反射&#返回基

态*测定得到的化学发光反应#以相对发光值$

35g

&表示*样

本中
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与
7M=K?HG=H?#&&&,3

系统光学检测的
35g

之间成

正比*

7M=K?HG=H-.97
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检测通过
%

参数逻辑曲线拟合$

%250

#

b!

加权&数据还原生成标准曲线#用于确定样本中
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含

量(

D

)

*

反应体系中的蛋白质分子种类及含量'

P

-

值'离子强度

$电解质&和温度等对免疫反应有较大影响*待测血清稀释后#

若反应体系发生明显变化#则会影响检验结果准确性*在开展

此课题实验之前#课题组已先后分别做了
#&

例生理盐水$

:FM!

<IJ9IJ?:G

#

Y,

&#

#&

例蒸馏水和
#&

例自制
>&A

血浆稀释液的

血清
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稀释试验#发现测得结果都明显偏低#偏差较大#

其中自制
>&A

血浆稀释液的测定结果较好*接着又各做了
"&

例
1&A

和
@&A

血浆稀释液的血清
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稀释试验#其结果相

当接近*从中得到启示#而转向自制
1&A

血浆稀释液的实验

研究*经严格比对测试#发现自制
1&A

血浆稀释液与原厂稀

释液
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检测结果比较#两者存在显著正相关关系$

1c

&$@@@

&#差异无统计学意义$

2c>$#1%

#

+

%

&$&>

&#提示自制

1&A

血浆稀释液对
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测定结果影响较小*

研究发现自制
1&A

血浆稀释液的结果$
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#

&绝大多

数都较原厂手工稀释液的结果$
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"

&偏低*

%

例样本检测

结果
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#

高于
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"

#可能为偶然误差造成的*高云朝

等(

(

)

#利用化学发光免疫仪检测高浓度
-0Z

血清样本时#结

论是稀释液最好采用混合低值血清#这与本研究结果相符%而

陈广福等(

1

)报道#除专用稀释液外#

Y,

是磁分离酶联免疫法测

定血清
-0Z

的首选稀释液*郑军等(

@

)报道#测定脂肪酶和淀

粉酶的最佳稀释液分别为低值血清和
Y,

*提示所选用的稀释

液应因检测项目和方法学的不同而异*

本研究发现#自制
1&A

血浆稀释液与专用稀释液的
-.!
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检测结果较为接近#偏差较小#可能是因为其血浆蛋白质

含量'

P

-

值'电解质强度和其他血清成分与患者血清样本最

为接近#基质效应最小#因而用该稀释液稀释
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测定结

果是可接受的*

Y,

的离子强度'

P

-

值与血清相近#但缺乏蛋

白质和其他血清成分%而蒸馏水不含蛋白质及其他血清成分#

且
P

-

值小于
($&

#与血清
P

-

值相差较大#故用
Y,

或蒸馏水

稀释血清#测定
-.97

;

过程中会产生较强的基质效应#结果

偏差较大#不宜作为反应的血清稀释液(

"&

)

*实验注意事项!试

剂盒首次上机前#必须轻轻颠倒混匀微粒子瓶
'&

次#使在运输

过程沉淀下来的微粒子重新悬浮 *

7M=K?HG=H?#&&&,3-.97

;

试剂含有可以减少
-7+7

阳性样本的成分*在
-.97

;

检测

结果与临床不符时#需要通过附加测试#如中和试验#验证检测

结果*

综上所述#稀释液对血清检测项目的影响较大#影响因素

包括稀释液的种类和浓度以及检测方法
!!
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& 女$
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& 总体$
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#与男性夏秋季检测结果比较%

#

!

+

$

&$&>

#与女性夏秋季检测结果比较%

'

!

+

$

&$&>

#与总体夏秋季检测结果比较*

D
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讨
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论

叶酸代谢与人类疾病的关系是医学研究的热点之一*叶

酸缺乏'血浆同型半胱氨酸升高可能是诱发心脑血管疾病的新

的独立危险因素(

%

)

*血液叶酸营养状况存在明显的种族差异*

吸烟'饮酒及膳食营养状况是血液叶酸水平重要的影响因

素(

>

)

*欧美国家有关人群
/.

"#

营养状况研究数据显示#血浆

/.

"#

水平存在明显的种族'性别差异#并有随年龄增加而降低

的趋势%吸烟可降低血浆
/.

"#

水平(

D

)

*中国研究资料资料显

示#婚检女性叶酸缺乏率北方高于南方#冬春季高于夏秋季*

但有关中国不同地区'不同季节成人叶酸水平的报道很少*

哈尔滨市位于北纬
%>C

略北#属于亚寒带气候#冬夏温度

差异极大#夏天可高达
'& C

#平均
#& C

左右#而冬季低达

X#&C

平均
X"&C

左右*哈尔滨#四季分明其蔬菜和水果的

出产种类也呈现明显的季节性特征*虽然现在生活水平提高

了#但是传统的饮食习惯仍然影响着人们#到了冬天人们依然

习惯储存冬菜#导致对蔬菜和水果的摄入明显低于夏季#而蔬

菜和水果含有丰富的
.

族维生素*膳食叶酸摄入量是血液叶

酸水平重要的影响因素*

本研究选取了代表冬春季的
#

月份和代表夏秋季节的
"&

月份#因为在哈尔滨#这两个月份分别是蔬菜和水果出产匮乏

和丰富的时期*本研究发现这两个月份间#老年人的叶酸和

/.

"#

水平差异具有统计学意义#说明在北方冬春季节老年人

对叶酸和
/.

"#

摄入明显减少#而这个季节也正是老年人心脑

血管疾病的高发季节(

(

)

*为此#笔者调查了作为心脑血管独立

危险因素的
-=

L

的水平(

1

)

#但是结果显示
-=

L

水平没有呈现

出随季节改变而发生变化的趋势*这是因为叶酸和
/.

"#

并不

是影响
-=

L

水平的主要因素#而且这与国外报道的叶酸和

-=

L

的相关性不强相符(

@!"&

)

*

虽然老年人血浆
-=

L

水平没有发生季节性改变#但是在

北方冬春季节老年人应该注意对叶酸和
/.

"#

的摄入#因为叶

酸和
/.

"#

缺乏与其他老年性疾病如肿瘤等相关*
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