
３　讨　　论

本研究依据 Ｗｉｌｌｅｍｓｅｎ等
［２］的方法建立了抗体检测外周

血ＦＭＲＰ进行ＦＸＳ快速诊断的方法，其依据是正常淋巴细胞

均有ＦＭＲＰ表达，而ＦＸＳ患者ＦＭＲＰ表达缺陷的现象，通过

计数外周血中ＦＭＲＰ有表达的淋巴细胞数，把淋巴细胞ＦＭ

ＲＰ表达的男性全突变患者诊断界定点定为４２％，低于该比率

就认为可能患ＦＸＳ
［３］，也有报道将其界定点设为５０％

［４］。有

研究表明，男性完全突变患者外周血淋巴细胞ＦＭＲＰ表达率

多在１０％以下，而健康男性其表达率可达８０％以上，两者表达

率无重叠从而容易区分［３４］。但由于女性的１条染色体失活

（Ｌｙｏｎ化），具有全突变的女性患者（尤其成年女性）其淋巴细

胞的正常染色体有优先表达的倾向，大多数的淋巴细胞ＦＭＲＰ

呈阳性，有高度假阳性的危险。本研究对２０份健康者样本进

行ＦＭＲＰ免疫细胞化学染色，其 ＦＭＲＰ阳性淋巴细胞率为

８２％～９６％，和 Ｗｉｌｌｅｍｓｅｎ等的报道相近
［２，５６］。本研究通过间

接免疫荧光染色方法观察外周血涂片淋巴细胞中ＦＭＲＰ的表

达情况，免疫荧光技术具有特异性强、灵敏度高的特点，并可确

定ＦＭＲＰ在淋巴细胞中的准确定位。结果显示，ＦＭＲＰ表达

与细胞免疫组化一致，在淋巴细胞胞浆中呈均一绿色荧光。但

由于荧光标本不能长期保存以及需要荧光显微镜才能观察。

因此，免疫细胞化学方法更适用于男性ＦＸＳ患者的常规筛查。

ＦＸＳ临床表现各异、复杂多样，单从临床特征无法进行早

期诊断，诊断更多的诊赖于实验室检查［７１０］。而外周血淋巴细

胞ＦＭＲＰ免疫细胞化学方法，具有简便快速等特点，虽然在诊

断女性患者还存在很大的局限性，但利用该方法进行ＦＸＳ的

初步筛查，同时结合特异性ＰＣＲ分析方法则可形成较为完善

的ＦＸＳ的实验室诊断体系。
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·检验技术与方法·

高效液相色谱法检测ＨｂＡ１ｃ未检出结果的原因分析

刘世文，崔海丽，侯云修

（滨州医学院附属医院中心实验室，山东滨州２５６６０３）

　　摘　要：目的　探讨 ＨＡ８１６０高效液相色谱仪在全血模式下糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）结果未能检出的原因及解决办法。方法

　首先检测３８例全血模式下 ＨｂＡ１ｃ未能检出结果样本的 Ｈｂ浓度和红细胞沉降率（ＥＳＲ），然后检测８例ＥＳＲ正常 Ｈｂ浓度不

同样本的 ＨｂＡ１ｃ，低速离心，弃去不同量血浆后再测定 ＨｂＡ１ｃ，最后检测１０例 Ｈｂ浓度大于６５ｇ／Ｌ伴有ＥＳＲ明显增高样本的

ＨｂＡ１ｃ。结果　ＥＳＲ正常样本，能测出结果所需最低 Ｈｂ浓度为６５ｇ／Ｌ；轻度贫血伴有ＥＳＲ明显增高的样本即使 Ｈｂ浓度大于

６５ｇ／Ｌ也不能检出结果。未能检出结果的样本弃去部分血浆后可测出结果，弃去不同量血浆后其结果间差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。结论　ＨＡ８１６０高效液相色谱仪测定 ＨｂＡ１ｃ能否检出结果与 Ｈｂ浓度及ＥＳＲ有关系，与 ＨｂＡ１ｃ百分含量无关。未能

检出结果的样本，低速离心弃去部分血浆后即可测出结果。Ｈｂ浓度正常的样本不受ＥＳＲ影响均能检出结果。

关键词：糖化血红蛋白；　色谱法，高效液相；　血红蛋白；　血沉

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２０．０４１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２０２５２８０３

　　糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）能反映长期血糖水平，是监测糖尿

病治疗的重要指标［１５］。高效液相色谱法具有全自动、快速、高

效、特异性强及精密度高的特点，是目前公认检测 ＨｂＡ１ｃ的金

标准［６７］。ＨＡ８１６０高效液相色谱仪是由日本生产的 ＨｂＡ１ｃ

检测仪器，工作中发现在全血模式下一些样本未能测出结果，

为探究其原因及解决办法做了以下研究。

１　材料与方法

１．１　标本来源　来自本院住院及门诊患者的全血标本。

１．２　仪器与试剂　ＨＡ８１６０高效液相色谱仪（日本），试剂

ＡＲＫＲＡＹ株式会社（日本）；ＳｙｓｍｅｘＳＦ３０００全自动五分类血

球计数仪（日本），试剂 Ｓｙｓｍｅｘ生产；全自动血沉仪 ＡＬＩＦＡＸ

Ｔｅｓｔ１（意大利）；微量移液器（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ股份公司德国）；ＥＤ

·８２５２· 国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２０



ＴＡＮａ２ 抗凝管（山东奥赛特公司）。

１．３　方法

１．３．１　静脉采血约２．２ｍＬ于ＥＤＴＡＮａ２ 抗凝管中，混匀。

１．３．２　在全血模式下检测３８例未检出 ＨｂＡ１ｃ结果样本的红

细胞沉降率（ＥＳＲ）及 Ｈｂ。

１．３．３　在全血模式下检测８例ＥＳＲ正常（小于２０ｍｍ／ｈ）而

Ｈｂ浓度不同样本的 ＨｂＡ１ｃ，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心３ｍｉｎ，分别弃

去０．２、０．５、０．８ｍＬ血浆后再检测，每样本检测３次，取平

均值。

１．３．４　在全血模式下检测１０例ＥＳＲ明显增高、Ｈｂ＞６５ｇ／Ｌ

样本的 ＨｂＡ１ｃ，低速离心，贫血样本先后弃去０．２、０．５ｍＬ，无

贫血样本弃０．２ｍＬ血浆后再测定。每样本检测３次，取平

均值。

１．４　统计学处理　组间采用配对狋检验，犘＜０．０５，差异具有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　全血模式下３８例未检出 ＨｂＡ１ｃ结果样本的ＥＳＲ及 Ｈｂ

　Ｈｂ平均浓度５７．８ｇ／Ｌ，最大值８８ｇ／Ｌ，ＥＳＲ 最高１１２

ｍｍ／ｈ，平均２８．８ｍｍ／ｈ，其中 Ｈｂ＞６５ｇ／Ｌ者４例，ＥＳＲ平均

８２．７５ｍｍ／ｈ。

２．２　全血模式下８例 ＥＳＲ 正常而 Ｈｂ浓度不同样本的

ＨｂＡ１ｃ测定　ＥＳＲ正常样本，能测出结果所需最低 Ｈｂ浓度

为６５ｇ／Ｌ。Ｈｂ浓度低于６５ｇ／Ｌ未能检出ＨｂＡ１ｃ结果样本，

根据贫血程度不同弃去不同量血浆后即能测出结果，同一样本

累计所弃不同量血浆其测得结果间差异无统计学意义（犘均＞

０．０５），见表１。

表１　　ＥＳＲ正常 Ｈｂ浓度不同的样本弃去不同量血浆后 ＨｂＡ１ｃ（％）结果

４８ｇ／Ｌ ５０ｇ／Ｌ ５５ｇ／Ｌ ６２ｇ／Ｌ ６５ｇ／Ｌ ７０ｇ／Ｌ ８５ｇ／Ｌ ９０ｇ／Ｌ

全血 × × × × ５．８ ６．２ ５．７ ９．３６

弃０．２ｍＬ × × × ８．２ ５．７６ ６．２ ５．７６ ９．３６

弃０．５ｍＬ × ７．６３ ４．８ ８．２３ ５．８３ ６．１６ － －

弃０．８ ６．７ ７．６ ４．８ ８．２３ ５．７６ ６．１６ － －

　　×：未能检出结果；－：为防止 Ｈｂ浓度过高对层析柱造成影响而未进一步弃血浆浓缩。

２．３　全血模式下１０例Ｈｂ浓度大于６５ｇ／Ｌ且伴有ＥＳＲ明显

增高的贫血样本的 ＨｂＡ１ｃ测定 轻度贫血伴有ＥＳＲ明显增高

的样本即使 Ｈｂ浓度大于６５ｇ／Ｌ也不能检出结果。未能检出

结果的样本弃去部分血浆后可测出结果，同一样品弃不同量血

浆的测定结果间差异无统计学意义（犘均＞０．０５）。Ｈｂ浓度正

常样本都能检出结果，与ＥＳＲ无关。结果见表２。

表２　　Ｈｂ浓度大于６５ｇ／Ｌ伴ＥＳＲ增高组（狀＝１０）

　　　ＨｂＡ１ｃ（％）结果

编号 Ｈｂ ＥＳＲ 全血 弃０．２ｍＬ血浆 弃０．５ｍＬ血浆

１ ７６ ８６ × ５．１６ ５．２

２ ６７ １１２ × ６．８ ６．７６

３ ８８ ７２ × ８．４ ８．３６

４ ８６ ６１ × ７．３ ７．３

５ ８６ １１２ × １０ ９．９３

６ １２７ ９６ ６．３ ６．３ －

７ １４６ ９４ ９．８ ９．８ －

８ １２５ １２０ ５．８６ ５．８６ －

９ １０５ １０２ １１．７ １１．６６ －

１０ １３０ ６３ ９．３ ９．３ －

　　×：在全血模式下 ＨｂＡ１ｃ未能检出结果；－：防止 Ｈｂ浓度过高对

层析柱造成影响未进一步弃血浆浓缩。

３　讨　　论

ＨＡ８１６０高效液相色谱仪在全血模式下能否检出 ＨｂＡ１ｃ

结果主要受 Ｈｂ浓度和ＥＳＲ的影响，ＥＳＲ正常样本，据抽取全

血量、样本消耗量、Ｈｂ浓度、所弃血浆量计算所需最低 Ｈｂ浓

度约为６３～６５ｇ／Ｌ，由于采血器精度、Ｈｂ检测误差等方面的

影响，此为大致范围。当ＥＳＲ增高时，Ｈｂ浓度高于６５ｇ／Ｌ的

贫血样本也不能检出结果；Ｈｂ浓度正常样本都能检出结果，

不受ＥＳＲ的影响。

在全血模式下仪器定量吸取全血，自动溶血后泵入层析柱

将各组分分离。未能检出结果样本原因是 Ｈｂ浓度低，溶血后

各组分经层析柱分离其峰面积太小，信号太弱，仪器不能分析

出结果。当弃去一定量血浆后 Ｈｂ浓度增加，达到仪器最低检

出量，即可测定出结果，应弃血浆量与贫血严重程度有关。

ＨｂＡ１ｃ结果是其峰面积占各组分峰总面积的比值，Ｈｂ一

旦到达最低检出浓度后 ＨｂＡ１ｃ结果与所弃血浆量没有关系，

但是 Ｈｂ浓度不宜过高，否则进入层析柱的 Ｈｂ浓度过高，缩

短层析柱的使用寿命［８］。

ＨＡ８１６０ＨｂＡ１ｃ分析仪可自动吸样，但吸样前需手工混

匀，每个样本测定需一定时间，样本越多从手工混匀到检测时

间间隔越长，此时ＥＳＲ高的样本红细胞下沉，由于探针高度固

定，实际吸到红细胞的量降低，以至于 Ｈｂ浓度高于６５ｇ／Ｌ的

贫血样本也检测不出结果。贫血越严重，ＥＳＲ越高，受的影响

越大。３８例未检出结果样本中有４例 Ｈｂ＞６５ｇ／Ｌ，都伴有

ＥＳＲ明显增高。若从手工混匀到检测的时间间隔短，部分中

度贫血伴有ＥＳＲ增高的样本也能检出结果。Ｈｂ浓度正常样

本不受ＥＳＲ增高的影响，相对贫血伴ＥＳＲ增高样本，最终红

细胞所占的比积大于贫血样本，吸取红细胞的量能达到最低所

需 Ｈｂ浓度。

未能检测出结果的样本简便的解决办法就是低速离心后

弃去部分血浆调节 Ｈｂ浓度至正常水平。这样既可保证所需

最低 Ｈｂ浓度又不致使溶血后血红蛋白浓度过高对层析柱产

生影响。
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·检验技术与方法·

免疫透射比浊法与免疫散射比浊法检测特定蛋白的比较

张　倩，周敬静，徐　华

（昆明市儿童医院检验科，云南昆明６５００３４）

　　摘　要：目的　对免疫透射比浊法与免疫散射比浊法两种方法检测特定蛋白进行比较。方法　应用ＯｌｙｍｏｕｓＡＵ２７００全自

动生化分析仪与ＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇＢＮＰｒｏｓｐｅｃ特定蛋白仪对ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、Ｃ３ 和Ｃ４５种血清蛋白进行初步的方法学比较。结果　免

疫透射比浊法与免疫散射比浊法的批内精密度均较好，犆犞＜３．３％。免疫透射比浊法与免疫散射比浊法在医学决定水平浓度从

低检测范围到高检测范围，均有良好的线性回归，相关系数分别为：０．９６、０．９６、０．９０、０．９８、０．８４。结论　免疫透射比浊法具有较

好的精密度及较宽的检测范围，与免疫散射比浊法相关性良好，且透射比浊法成本低，收费低，便于基层及常规实验室开展。

关键词：免疫透射比浊法；　免疫散射比浊法；　免疫球蛋白；　补体

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２０．０４２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２０２５３００２

　　目前，免疫透射比浊法与免疫散射比浊法是检测血清中特

定蛋白常用的两种方法，散射比浊法长久以来被认为是测定血

清蛋白的最佳方法，既灵敏准确度又高。虽然散射比浊仪器已

经开始普及，但许多基层医疗机构仍然没有此检测条件。为了

能很好地开展血清特定蛋白的检测，研究者应用ＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇ

ＢＮＰｒｏｓｐｅｃ特定蛋白仪与 ＯｌｙｍｏｕｓＡＵ２７００全自动生化分析

仪对ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、补体Ｃ３ 和补体Ｃ４５种血清蛋白进行初步

的方法学比较，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　来源于昆明市儿童医院门诊及住院患者无溶

血、脂血及黄疸新鲜血清标本５２例（含高、中、低值）。

１．２　仪器与试剂　ＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇＢＮＰｒｏｓｐｅｃ特定蛋白仪，Ｏｌｙ

ｍｏｕｓＡＵ２７００全自动生化分析仪。ＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇ特定蛋白仪

试剂、校准品和质控为原装配套试剂。ＯｌｙｍｏｕｓＡＵ２７００全自

动生化分析仪试剂为上海科美东雅公司试剂及校准品。

１．３　方法　定标后，采用各自的高、中、低３个水平蛋白质控

品在ＯｌｙｍｏｕｓＡＵ２７００分析仪和ＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇＢＮＰｒｏｓｐｅｃ特

定蛋白分析仪上作室内质控，确保质控结果在允许范围内才能

进行下一步的测定。

１．４　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行数据处

理。计算两种方法测定结果均值及两种方法间的差值，以透射

比浊法为实验方法（犢），散射比浊法为比较方法（犡），按照

Ｅｐ９Ａ２文件对两种方法的测定结果进行方法对比并做回归

分析。

２　结　　果

２．１　两种方法测定结果　两种方法测定特定蛋白结果及相对

偏差，见表１。

２．２　两种方法测定结果离散程度　两种方法测定结果离散程

度较小，符合ＮＣＣＬＳ（ＥＰ９Ａ）要求，见图１。

２．３　两种方法相关性及回归分析　以散射比浊法作为参照方

法，透射比浊法为实验方法。对两法方法的测定结果进行相关

性及回归分析，见表２。

表１　　透射比浊法（犢）与散射比浊法（犡）测定免疫

　　球蛋白参数对照（狀＝５２，ｇ／Ｌ）

项目 犢（狓±狊） 犡（狓±狊） 犡－犢

ＩｇＧ ６．７５±５．６ ７．４８±４．３ ０．７

ＩｇＡ １．２９±０．６ １．１４±０．６ －０．１５

ＩｇＭ ０．８１±０．３ ０．６２±０．３ －０．２

Ｃ３ ０．８６±０．２ ０．９５±０．３ ０．０８

Ｃ４ ０．３２±０．１ ０．２４±０．１ －０．０９

图１　　两种方法测定结果离散程度

表２　　两种方法相关性及回归分析（狀＝５２）

项目 线性方程 相关系数

ＩｇＧ 犢＝１．０７犡－０．１２ｇ／Ｌ ０．９６

ＩｇＡ 犢＝０．８９犡＋０．０６ｇ／Ｌ ０．９６

ＩｇＭ 犢＝１．０８犡－０．０６ｇ／Ｌ ０．９０

Ｃ３ 犢＝０．８７犡－０．０７ｇ／Ｌ ０．９８

Ｃ４ 犢＝１．０２犡－０．０５ｇ／Ｌ ０．８４

３　讨　　论

通过该组数据可显示免疫透射比浊法在医学决定水平浓

度范围检测特定蛋白与免疫散射比浊法比较具有较好的精密

度及较宽的检测范围，与免疫散射比浊法相关性良好。

由于透射比浊法和散射比浊法的检测原理不同。透射比
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