
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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溶血对一步法和两步法
,27;

M

酶联免疫试剂检测结果影响的研究

甄志军!李荣雪!张志红

"河北省邢台市中心血站检验科
"

#"'###

$

""

摘
"

要"目的
"

探讨样本溶血对一步法和两步法
,27;

M

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
V](R;

试验存在干扰!一步法和两步法试剂是否存在差异%结果
"

对于阴性标本!一步法试剂
$#

M

#

]

以下溶血样本检

测
Qe

值与溶血前比较差异无统计学意义"

B

$

#3#"

$!

$#

M

#

]

以上重度溶血后样本孔
Qe

值&

R

#

)Q

值与溶血前比较差异有统计

学意义"

B

%

#3#$

$'两步法试剂
$"

M

#

]

以下溶血样本检测
Qe

值与溶血前比较差异无统计学意义"

B

$

#3#"

$!

$"

M

#

]

以上重度溶

血后样本孔
Qe

值与溶血前比较差异有统计学意义"

B

%

#3#$

$'对于弱阳性和阳性标本!两种试剂在
"

M

#

]

以上溶血后样本检测

Qe

值与溶血前比较差异有统计学意义"

B

%

#3#$

$%结论
"

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
V](R;

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"
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"

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)

A

"

资料与方法

A3A

"

一般资料
"

1#$#

年
"

"

$1

月在本站检测乙型肝炎表面

抗原阴性标本
1#

例&弱阳性标本$

R

"

)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

"

试剂
"

改模前试剂!厦门新创
,27;

M

#批号
1#$##4"$$'

&

北京万泰
,27;

M

试剂#批号
2T1#$##9#!

)改模后试剂!厦门

新创
,27;

M

#批号
1#$$#$"$#1

&北京万泰
,27;

M

试剂#批号

21#$#$1#'

)

A3C

"

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

"

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!

R

"

)Q

+

'!%$

+
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值
a

样本
Qe

值"
)HD=FF

#

&

$3#

判为阳性#

%

$3#

判为阴性)

A3E

"

统计学处理
"

采用
RWRR$+3#

统计软件进行双因素方差

分析比较溶血对改模前后试剂检测
Qe

值的影响)

B

%

#3#"

为差异有统计学意义)

B

"

结
""

果

B3A

"

阴性标本组样本溶血前后
Qe

值比较
"

检测
1#

份阴性

系列溶血标本#对于一步法试剂!轻度溶血$

"

M

"

]

%后样本孔

Qe

值与溶血前比较差异无统计学意义#

"

M

"

]

以上溶血后样

本孔
Qe

值与溶血前比较差异有统计学意义)溶血后样本孔

Qe

值随溶血程度加重逐渐增大)对于两步法试剂#中度溶血

$

$#

M

"

]

%后样本孔
Qe

值与溶血前比较差异无统计学意义#

$#

M

"

]

以上溶血后样本孔
Qe

值与溶血前比较差异有统计学意

义)溶血后样本孔
Qe

值随溶血程度加重逐渐增大#具体结果

见表
$

)

表
$

""

,27;

M

阴性标本检测结果
Qe

值

组别 旧试剂
$

旧试剂
1

新试剂
+

新试剂
'

对照
#3##+$j#3##$9 #3##41j#3##11 #3##91j#3##1+ #3##%1j#3##+$

"

M

"

] #3##+"j#3##$! #3##4$j#3##19 #3##%#j#3##1$ #3##41j#3##++

$#

M

"

] #3#11'j#3##'!

!

#3#1+$j#3##'9

!

#3##%4j#3##$9 #3##41j#3##1!

$"

M

"

] #3#%''j#3#$$!

!!

#3#4++j#3#$19

!!

#3#$!%j#3##1!

!

#3#$#1j#3##1+

1#

M

"

] #3$'"#j#3#$14

!!

#3$"+$j#3#$+9

!!

#3$#+%j#3##+!

!!

#3$191j#3##"+

!!

""

!

!

B

%

#3#"

#差异有统计学意义&

!!

!

B

%

#3#$

#差异有统计学意义)

表
1

""

,27;

M

弱阳性性标本检测结果
Qe

值

组别 旧试剂
$

旧试剂
1

新试剂
+

新试剂
'

对照
#3$11"j#3#$"4 #3$+$1j#3#$"$ #31"%"j#3#"#% #3194!j#3#"$$

"

M

"

] #3$'9+j#3#$'!

!

#3$"#$j#3#$'4

!

#31$$+j#3#+"'

!

#311$4j#3#'#4

!

$#

M

"

] #3$%"$j#3#$%!

!!

#3$4+%j#3#1#!

!!

#31'%4j#3#"#% #31"%%j#3#"!$

$"

M

"

] #311#1j#3#1"%

!!

#31+$1j#3#114

!!

#31!4"j#3#"94 #319$$j#3#"%1

1#

M

"

] #31"$%j#3#+#$

!!

#31!#1j#3#+$4

!!

#3+$'%j#3#'!!

!

#3+1#!j#3#"$!

!

""

!

!

B

%

#3#"

#差异有统计学意义&

!!

!

B

%

#3#$

#差异有统计学意义)

表
+

""

,27;

M

阳性标本检测结果
Qe

值

组别 旧试剂
$

旧试剂
1

新试剂
+

新试剂
'

对照
$3'99$j#3'4"4 $3'!#1j#3"#$! 1394'!j#3'4'! 13%+#!j#3""1$

"

M

"

] $39#'!j#3"#'! $3!%!!j#3"+#$ +3$1#4j#3'9#4 +3$"!1j#3'9'4

$#

M

"

] $394!"j#3""+%

!

$399!1j#3"!4+

!

+3+$+$j#3"414

!

+3+"!1j#3!$1%

!

$"

M

"

] $3%+44j#3"911

!

$3%#19j#3"%4+

!

+3+411j#3"4%%

!

+3'#41j#3!1++

!

1#

M

"

] 13+4"%j#3!#$1

!!

13'#'$j#3!#$1

!!

+39"4!j#3!!'%

!!

+3%1""j#3!#+4

!!

""

!

!

B

%

#3#"

#差异有统计学意义&

!!

!

B

%

#3#$

#差异有统计学意义)

B3B

"

弱阳性标本组溶血前后
R

"

)Q

值比较
"

检测
1#

份弱阳

性系列溶血标本#对于一步法试剂!轻度溶血$

"

M

"

]

%后样本孔

Qe

值与溶血前比较差异有统计学意义#并且溶血后样本孔

Qe

值随溶血程度加重逐渐增大)对于两步法试剂#轻度溶血

$

"

M

"

]

%后样本孔
Qe

值与溶血前比较#数值降低#差异有统计

学意义$

B

%

#3#"

%#

$#

*

$"

M

"

]

溶血后样本孔
Qe

值与溶血前

比较差异无统计学意义)极重度溶血$

1#

M

"

]

%后样本孔
Qe

值与溶血前比较差异有统计学意义$

B

%

#3#"

%#具体结果见表

1

)

B3C

"

阳性标本组溶血前后
R

"

)Q

值比较
"

检测
1#

份阳性系

列溶血标本#对于一步法试剂和两步法试剂!轻度溶血$

"

M

"

]

%

后样本孔
Qe

值与溶血前比较差异无统计学意义#

"

M

"

]

以上

溶血后样本孔
Qe

值与溶血前比较差异有统计学意义)溶血

后样本孔
Qe

值随溶血程度加重逐渐增大#具体结果见表
+

)

C

"

讨
""

论

用
V](R;

试验检测
,27;

M

是血站系统筛查献血者的常

用方法#此方法分为一步法和两步法两种#一步法检测
,27;

M

有快速简便*具有较高的特异性*灵敏度等优点#是
1#$#

版中

国药典颁布前各级血站实验室常用的试验方法之一#在新版中

国药典颁布后#自
1#$#

年
$#

月
$

日起#乙肝表面抗原检测方

法由一步法改为两步法#两步法检测
,27;

M

相比一步法具有

特异性高*灵敏度高等优点#此两种方法对于标本的质量都有

一定的要求#在试剂说明书中#都写明样本溶血对试验方法有

一定的影响#都要求标本不可溶血)但在实验室中不可避免会

接受到溶血标本#工作中导致标本溶血的原因主要是由于采

血*运送*保存及分离血清不当造成的)

标本溶血对
V](R;

检测产生的影响主要有以下几个方

面!$

$

%样本溶血后红细胞内容物如水$

!'b

"

9#b

%*

,N

*无机

盐*蛋白质等释放对血清有稀释作用)$

1

%红细胞破碎后释放

出来的
,N

及其他物质非特异性吸附于反应孔壁#并与包被物

非特异结合#在洗涤过程中往往难以完全洗脱'

+

(

&

,N

中的亚

铁血红素具有类似辣根过氧化物酶活性#其$下转第
$%9!
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控物常存在一定的浊度和价格昂贵等不足之处'

4

(

)通过对自

制糖化血红蛋白质控品的研究#最终配制出配方合理*成本低

廉*结果稳定的液体生化质控物)而全血质控物具有稳定性

高#价格便宜#可适用于临床作为糖化血红蛋白的质控参考)

目前#糖化血红蛋白作为糖尿病筛查*诊断*血糖控制*疗效评

估的有效指标#在临床中已得到广泛使用'

$#:$+

(

)临床实验室

常用的测定
-,N

的方法有
+#

余种#依据反应原理不同分为
1

类!第一类基于
-,N

与非
-,N

的电荷不同#包括阳离子交换

色谱法*电泳法*等电聚焦法等&第二类基于
-,N

的结构特点#

包括亲和色谱法*免疫法等)而作为糖化血红蛋白的金标准#

需要高精度的全自动生化分析仪#作为常规方法不利于临床开

展)而免疫比浊法可以上全自动生化分析仪#无血红蛋白分离

步骤#干扰因素小#特异性和敏感度高#但作为常规项目需要有

良好*稳定的质控品定时监控)而全血质控物具有稳定性高#

价格便宜#可适用于临床作为糖化血红蛋白的质控参考)通过

连续
"

个月的对自制糖化血红蛋白质控物的结果监测#所测得

的
,N;$>

值
"

个月均值都很稳定#每个月的
2G

值都小于

13"b

#各个月的检测结果对比差异无统计学意义$

B

$

#3#"

%)

该
"

个月的总的
,N;$>

值变异低于
"b

)自制糖化血红蛋白

质控物基本上符合临床使用的要求#是良好的室内质量监测的

质控品)说明该质控物的稳定性好#完全能满足室间质评和室

内质控的开展和使用)
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氧#氧与四氨基联苯胺$

/.2

%反应生成可溶性蓝色物质出现

显色反应'
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)而其他物质与包被物结合#则可以导致抗原物质

与包被物结合减少#从而减弱显色反应)$
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,N

具有过氧化

物酶活性'
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)总之#溶血标本会对
,27;

M

检测产生非常复杂

的影响#随着不同的溶血情况#以上几个因素均有可能占据主

导位置#从而导致检测结果出现一定的偏差)本文结果显示#

对于一步法试剂#不论标本是阴性弱*阳性还是阳性#溶血标本

试验结果
Qe

值相比对照标本实验结果
Qe

值均不同程度的

增加#且随着溶血程度的加重#试验孔
Qe

值也逐渐升高#此实

验结果证实溶血对一步法试验存在干扰#且在所有情况下#均

为正向的影响#导致检测结果偏高'

9

(

)对于两步法试剂#在标

本是阴性时#只有在标本溶血程度很高时#才会对试验结果产

生影响#此结果表明!两步法试剂的特异性较一步法高&在标本

是弱阳性时#轻度溶血可导致标本
Qe

值降低#这种现象可能

是由于红细胞内容物对血浆的稀释及内容物中物质与包被物

质非特异性结合导致的#出现此种情况#就提醒作者在日常检

测工作中#一定要注意
)HD=FF

值附近的标本#一旦发现有溶血

标本#一定要重新取样进行再检#以防出现漏检&对于阳性标

本#溶血标本试验结果
Qe

值相比对照标本实验结果
Qe

值均

出现较大程度的增加#且随着溶血程度的加重#试验孔
Qe

值

也逐渐升高#

从本实验的结果来看#作者发现!两步法试剂的灵敏度和

特异性均较一步法试剂有所提高#其抗溶血干扰的能力较强#

但是#作者也同时发现#轻中度溶血时#溶血样本可导致
,2:

7;

M

检验结果偏低#这在一定情况下#有可能导致假阴性#给临

床诊断带来了误导#因此检验人员应谨慎对待溶血样本)遇到

有溶血样本#如属轻*中度溶血#可以用设置灰区的方式来杜绝

漏检#对灰区标本重新取样检测#以得到准确结果#对避免漏检

情况的发生有重要意义&对重度溶血样本则视为不合格样本#

应及时重新取样#以免产生假阳性结果#导致宝贵血液资源的

浪费)
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