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!检验技术与方法!

高碘酸钠法检测冰冻解冻去甘油红细胞中甘油残留量方法的探讨

杨
"

夏!赵
"

磊!白旭华

"新疆乌鲁木齐兵团血站质管科
"

%+###1

$

""

摘
"

要"目的
"

用高碘酸钠法检测冰冻解冻去甘油红细胞中甘油残留量!对检测方法和监测流程进行探讨&评价%方法
"

由

于国内应用较多的甘油含量化学检测法!在血站的实际检测中存在技术方法上的不足!本文借鉴)中华人民共和国药典*甘油测定

法对其进行了改进'针对血站日常监测冰冻解冻去甘油血液制品按照国家标准规定留样后面临的矛盾!本文进行了探索并改进了

检测方法!与原标准比较'对此建立的检测方法和流程进行了测试评价%结果
"

用此法检测甘油含量的相关度较高"

Fa

#34444

$'检测回收率平均为
4%39b

'检测
2G

'

+31b

'可采用
$#?]

取样量替代
$"?]

取样量%结论
"

本文建立的实验方法和

监测流程更符合血站实际工作需要!可以达到操作简单&准确监控冰冻解冻去甘油红细胞中甘油残留量的目的%

关键词"红细胞'

"

血液保存'

"

高碘酸钠法'

"

甘油

!"#

!

$#3+4!4

"

5

367783$!9+:'$+#31#$13$"3#+$

文献标识码"

;

文章编号"

$!9+:'$+#

"

1#$1

$

$":$%!1:#+

""

为了延长红细胞的保存期#国内外普遍采用甘油作为保护

剂对红细胞进行深低温冰冻保存'

$

(

#此项技术有效缓解了临床

稀有血型紧急用血状况#对采供血机构调剂血液库存储备以应

对血液偏型或突发事件所导致的,血荒-也起到了一定作用)

需要注意的是!甘油具有保水作用#其意外进入人体会导致机

体血容量增加#引起患者不适#在患者有妊娠*高血压等自身血

容量比较高的情况下#不良症状会加重#严重者甚至有生命危

险)在使用冰冻解冻红细胞之前#必须经过洗涤去除甘油保护

剂#要控制洗后红细胞中甘油残留量小于或等于
$#

M

"

]

作为

底线'

1

(

#消除甘油对人体产生的不良作用#保证输注后的红细

胞能够正常发挥生理功能)本站已在
1##4

年将冰冻解冻去甘

油红细胞中甘油残留量的监测作为质量控制的常规工作#开展

此项检测工作中作者遇到过一些问题#并对问题进行了探讨#

现将本站的检测方法和经验介绍如下)

A

"

材料与方法

A3A

"

样品来源
"

1##4

"

1#$$

年本站制备的冰冻解冻去甘油

红细胞血液)

A3B

"

仪器与试剂
"

甘油$天津市百世化工有限公司%#钨酸钠

$天津市河东区红岩试剂厂%#

,

1

RQ

'

$四川西陇化工厂%#高碘

酸钠$天津市博迪化工有限公司%#乙二醇$天津基准化学试剂

有限公司%#氢氧化钠$天津市大茂化学试剂厂%#邻苯二甲酸氢

钾$纯度为!

443%b

#天津市光复精细化工研究所%#分析天平

$精密到
#3###$

M

#德国赛多利斯%)

A3C

"

甘油标准溶液的配制
"

精密称取甘油
$#3$

M

$纯度为

44b

%#置于
$##?]

的容量瓶中#用生理盐水溶解并稀释至刻

度#配成
$##

M

"

]

的储备液)分别取储备液
13#

*

'3#

*

!3#

*

%3#

*

$#3#

*

$13#?]

置于
$##?]

的容量瓶中#用生理盐水稀

释至刻度#制成含甘油
13#

*

'3#

*

!3#

*

%3#

*

$#3#

*

$13#

M

"

]

的甘

油标准溶液)

A3D

"

甘油含量测定

A3D3A

"

制备血滤液
"

准确吸取混匀后冰冻解冻去甘油红细胞

"

*

93"

*

$#

*

$"?]

#见表
$

)依照表
$

所示加入相应量的蒸馏

水#混匀#静置
+

"

"?68

#再加入相应量的
$!3"b

钨酸钠及
$0

,

1

RQ

'

#充分混匀#用定性滤纸过滤制备得到血滤液)

A3D3B

"

甘油残留量的测定
"

精密吸取血滤液
$#?]

#加入

13$'b

高碘酸钠溶液
"#?]

#摇匀#暗处放置
$"?68

后#加

"#b

乙二醇溶液
$#?]

#摇匀#暗处放置
1#?68

#加酚酞指示剂

#3"?]

#用氢氧化钠$

#3$?=I

"

]

%滴定至红色#

+#7

内不褪色#

滴定结果用空白试验校正)每
$?]

氢氧化钠滴定液$

#3$

?=I

"

]

%相当于
431$?

M

的甘油'

+

(

)根据消耗氢氧化钠溶液的

毫升数#依照下列公式计算样品甘油含量)

甘油含量$

M

"

?]

%

a 0AQ,

$

?]

%数$样品
c

空白%

i

#3##41$i

滴定
0AQ,

浓度

#3$

u

血滤液$

?]

%数
i

U

R

注意!以上所用氢氧化钠$

#3$?=I

"

]

%滴定液使用前要进

行浓度标定#标定步骤为!取在
$#"g

干燥至恒重的基准邻苯

二甲酸氢钾
#3!

M

#精密称定#加新沸过的冷水$避免水中的

)Q

1

对标定的影响%

"#?]

振摇#使其尽量溶解&加酚酞指示液

1

滴#用本液滴定&在接近终点时应使邻苯二甲酸氢钾完全溶

解#滴定至溶液显粉红色)每
$?]

的氢氧化钠滴定液$

#3$

?=I

"

]

%相当于
1#3'1?

M

的邻苯二甲酸氢钾'

+

(

)依照下列公

式计算滴定液浓度!

+

1!%$

+
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滴定
0AQ,

浓度
a

邻苯二甲酸氢钾称取量
i

邻苯二甲酸

氢钾纯度
i#3$

"$滴定
?]

数
i#3#1!"

%

B

"

结
""

果

B3A

"

对同一份冰冻解冻去甘油红细胞血液#分别取不同量$

"

*

93"

*

$#

*

$"?]

%样品制备血滤液测定甘油含量#各取样量平行

做
"

次#应用
RWRR$+3#

统计软件#做
:

检验#结果!

93"

*

$#?]

取样量与
$"?]

取样量测定结果比较#

B

$

#3#"

#分别为

#3+1%$

*

#3!9%"

#结果差异无统计学意义#

"?]

取样量
B

值

为
#3###

#差异有统计学意义#结果见表
$

)

表
$

""

不同取样量制备血滤液检测甘油含量结果比较

试剂
?]

$

&a"

%

?]

$

&a"

%

?]

$

&a"

%

?]

$

&a"

%

测定样品$

9

%

$" $# 93" "

水
9" "# +93" 1"

$!3"b0A

1

PQ

'

! ' + 1

$0,

1

RQ

'

93" " +39" 13"

总体积$

U

%

$#+3" !4 "$39" +'3"

测量值$

(j9

%

M

"

] 439!!j#3#'#+ 4399!j#3#++' 4394$j#3#1% 43#+#%j#3#!"'

!

""

与
$"?]

取样量比较#

!

!

B

%

#3#"

#差异有统计学意义)

B3B

"

线性试验和回收率计算
"

用本法测定
$3+

配制的甘油标

准液#将甘油浓度与滴定液消耗量进行线性回归#相关系数为

#34444

#相关度高)在甘油含量测定为
'3+%

M

"

]

的同一样品

中按照甘油标准液浓度梯度加入不同量的甘油进行测定#计算

回收率#见表
1

)

表
1

""

回收试验结果#

&a$1

$

编号
甘油浓度$

M

"

]

%

理论值 测定值
回收率$

b

%

*Re

$

b

%

$ 1 $34!$ 4%3#" 13#'

1 ' +349 4431" $314

+ ! "34%% 443% $3'+

' % 934#$ 4%39! 13$1

" $# 4349' 4439' $3'$

! $1 $$34'+ 443"1 $3"1

9 '3+%[1a!3+% !3+" 443"+ $3"1

% '3+%['a%3+% %3' $##31' $349

4 '3+%[!a$#3+% $#31 4%319 13#1

$# '3+%[%a$13+% $13$+ 4934% 139%

$$ '3+%[$#a$'3+% $+34 4!3!! +3#1

$1 '3+%[$1a$!3+% $"3%1 4!3"% +3#9

B3C

"

重复性试验
"

分别测定
1

份样品
$#

次#计算
2G

值分别

为
13%b

和
+31b

)

B3D

"

样品测定
"

采用本法检测
$#

份本站冰冻解冻去甘油红

细胞血液甘油残留量为!

"34+

*

931

*

!3%1

*

'3+%

*

%39!

*

!3+%

*

4394

*

%349

*

$#3$"

*

93!"

M

"

]

)

C

"

讨
""

论

目前#检测甘油含量的方法主要有化学法*酶法和色谱法)

酶法'

'

(

#专一性强#只与溶液中的甘油特异性反应#但需要购买

试剂#市售一般无小包装试剂#一套试剂购买下来往往达千元

以上#而冰冻红细胞血液作为血源调剂部分#用量少#质量监测

频率低#购买试剂往往会造成失效浪费)色谱法'

"

(

#精确度高#

检测成本高#需要配备昂贵的设备)传统的检测方法为化学

法#其准确性较高#所需化学试剂可长期保存#随用随配#操作

简单#较适用于血站工作)常用的化学法有两种!高碘酸钠法

和高碘酸法)高碘酸法需要使用亚砷酸钠$砒霜化合物%#是一

种剧毒物质#有危险性#目前此种方法已较少使用)

国内文献报道的高碘酸钠法'

!

(

#作者在实际应用检测中发

现#其用溴甲酚紫作为指示剂判定终点#由橙色滴定至蓝色的

过程#临界点颜色变化模糊#肉眼难以判定终点#判定的重复性

差&试验所用的
$'b

高碘酸钠配制复杂#需要加入浓硫酸以帮

助溶解#操作危险性大)作者采用/中华人民共和国药典0

1#$#

年版$

1

部%甘油含量测定中使用易配制的低浓度
13$'b

高碘

酸钠溶液检测'

+

(

#改用酚酞作为指示剂#滴定反应终点为无色

变为红色#临界点变化瞬间转换#颜色鲜明#易判定)应用此方

法测定甘油含量#检测甘油含量与滴定液消耗量显著正相关#

检测回收率在
4!b

"

$##b

#平均为
4%39b

#检测
2G

'

+31b

#

检测本站
$#

份冰冻解冻去甘油红细胞制品甘油残留量结果为

'3+%

"

$#3$"

M

"

]

之间)

国内有文献报道#将解冻红细胞洗涤后离心#直接检测上

清液测定甘油残留量)作者认为不可取)因为#在解冻红细胞

洗涤后的一段时间内#红细胞内仍存有部分甘油'

9

(

)检测前要

先使红细胞内的甘油释放#并去除红细胞碎片和蛋白对检测的

干扰#即制备血滤液之后再做检测才能得到准确结果)

1#$1

年版/血站技术操作规程0$以下简称/规程0%血液质量控制检

查方法做了明确规定'

%

(

!分析测定甘油含量之前要先制备血滤

液)对于/规程0中要求制备血滤液需要血液样品
$"?]

#笔者

认为需要商榷#如果计算冰冻解冻去甘油红细胞其他质量监测

项目及样品损耗量合计至少需要留取血样
$%?]

#众所周知#

血站
$X

冰冻解冻去甘油红细胞制品容量一般为
$%#?]

左

右#血液容量本身较少#留样
$%?]

后的血液制品质量处于国

家容量标准边缘$标识量
j$#b

%

'

1

(

#若如控制不好#势必会造

成血液容量不合格而被判定为不合格品)虽然部分血站用
*E

阳性血液做模拟制备用于质量监测#但这种替代方式代表性

差#更不能做到随机化抽样#且此血液的制备仅用于质量监测#

会造成血液资源*人力*物料的浪费#得不偿失)为此#作者设

计试验!用留样量分别为
"

*

93"

*

$#

*

$"?]

血液样品制备血滤

液测定甘油含量#实验证明
$#?]

取样量与
$"?]

取样量检

测结果差异无统计学意义#

"?]

取样量与
$"?]

取样量检测

结果比较偏差较大)分析原因可能为!该试验本身是微量检测

试验#样品取量少会导致样品的代表性差#检测灵敏度下降所

+

+!%$

+
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%
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$"

期
"
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致)本试验证实!选择
$#?]

作为留样标准#可以避免以上

矛盾)

此外#在制备冰冻红细胞的过程中#按比例加入的甘油浓

度会影响冻存效果和终产品中的甘油残留量)复方甘油制剂

是血站的关键物料之一#为了保证血液质量#除监测血液制品

中甘油残留量之外#血站质管部门还应在进货验证中监测复方

甘油制剂的甘油含量)建议依照以下流程做监测!复方甘油制

剂甘油标识量为
"9#

M

"

]

#精密量取制剂
$#?]

#加生理盐水定

容至
$##?]

#充分混匀后精密吸取
$#?]

#用
$3'31

方法测

定)依据下列公式计算#评价实际测量甘油含量与标识量是否

一致)

甘油含量$

M

"

?]

%

a 0AQ, ?]

数 $样品
c

空白%

i

#3##41$i

滴定
0AQ,

浓度

#3$

u

样品
?]

数
i$#

综上所述#通过作者建立的甘油含量检测方法#可以达到

操作简单*准确监控冰冻解冻去甘油红细胞中甘油残留量的目

的#此监测流程更符合血站实际工作需要#值得推广并做进一

步探讨*规范)
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探讨样本溶血对一步法和两步法
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酶联免疫吸附试验"

V](R;

$检测结果的影响%方法
"

分别将
!#

例

阴性标本&弱阳性标本和强阳性标本人为造成不同程度的溶血!比较溶血前后不同试剂检测样本
Qe

值的变化差异!分析溶血标

本是否对
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试验存在干扰!一步法和两步法试剂是否存在差异%结果
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测
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以上重度溶血后样本孔
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值与溶血前比较差异有统计

学意义"
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$'两步法试剂
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以下溶血样本检测
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值与溶血前比较差异无统计学意义"
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以上重度溶

血后样本孔
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$'对于弱阳性和阳性标本!两种试剂在
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以上溶血后样本检测
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值与溶血前比较差异有统计学意义"
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$%结论
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两步法试剂受溶血影响较一步法轻!轻度溶血样本对阴性标本
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试验结果无干扰!对于灰区结果和重度溶血标本需要重新取样!进行再捡%

关键词"肝炎表面抗原!乙型'

"

溶血'

"

酶联免疫吸附测定'

"

试剂盒!诊断

!"#

!

$#3+4!4

"

5

367783$!9+:'$+#31#$13$"3#+1

文献标识码"

;

文章编号"

$!9+:'$+#

"

1#$1

$

$":$%!':#1

""

酶联免疫吸附试验$

V](R;

%是血站系统进行献血者筛查

的常用方法之一#检测对标本的要求是!空腹抽血#标本不能溶

血)但是在血站日常检验工作中#经常会遇到溶血的标本#国

内有许多文献报道溶血对
V](R;

试验有影响'

$:1

(

#会对试验结

果产生干扰#但多数是在
1#$#

年新版/中华人民共和国药典0

颁布之前的试剂#

1#$#

年版/中国药典0二部收录了
%

个按药

品管理的体外诊断试剂标准)如采用
V](R;

试验原理的产

品#均将一步法修改为二步法)在孵育时间方面#都大大加长)

在
1#$#

年
$#

月
$

日后#国内试剂厂家按照国家的要求对

V](R;

试剂进行了调整#为了了解溶血标本对改模后国产试

剂的影响#作者对改模后的试剂进行了溶血因素对试剂影响的

评估#并克服以往对溶血程度没有定量的缺点#采用了不同溶

血程度的系列标本)现将结果报道如下)
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资料与方法

A3A

"

一般资料
"

1#$#

年
"
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$1

月在本站检测乙型肝炎表面

抗原阴性标本
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例&弱阳性标本$
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)Q

值在
$

"

"

倍%

1#

例&

R

"

)Q

&

$#

的样本
1#

例#其中男
+'

例#女
1!

例)所有标本均

无溶血*脂血*黄疸)

A3B
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试剂
"

改模前试剂!厦门新创
,27;

M

#批号
1#$##4"$$'
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北京万泰
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试剂#批号
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A3C
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仪器
2VW

'

型全自动酶免分析仪&

*RW

全自动加样仪&

RH8B67C

酶标仪$

/C>A8

公司%)

A3D
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方法
"

!#

例标本#按照不同血浆和血细胞的比例配成
'

组不同浓度的标本#并置
c1#g

冰箱冰冻后融化#使其溶血#

配制成
'

组不同游离
,N

浓度的溶血标本)同一献血者的系

列溶血标本及非溶血对照标本#分别用改模前后的两种厂家的

试剂进行双孔检测)取双孔的平均
Qe

值)实验由同一个操

作人完成#严格按照试剂说明书进行操作)结果判断!
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