
·经验交流·

ＨＣＶＥＬＩＳＡ加样负偏差对稀释液吸光值的影响及其意义
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　　摘　要：目的　探讨酶联免疫法检测丙型肝炎抗体（ＨＣＶＥＬＩＳＡ）加样负偏差导致的稀释液吸光值（ＯＤ值）变化。方法　应

用稀释液加样后变色技术，分别在 ＨＣＶＥＬＩＳＡ标准加样量１０μＬ（对照组）基础上递减１、２、３、４、５μＬ比较进行加样，分析不同加

样偏差所致的稀释液ＯＤ值（６２０ｎｍ）的变化及意义。结果　除Ａ组与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）外，Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组

对照组均存在统计学意义（犘＜０．０１）。结论　稀释液ＯＤ值随着加样负偏差增大而下降，可利用其变化关系判定实验加样准确

度，避免因肉眼无法判定加样偏差而导致的血液检测结果不准确，确保血液安全。

关键词：肝类抗体，丙型；　酶联免疫吸附测定；　指示剂和试剂

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２２．０３４ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２２２７５９０２

　　加样变色技术是一种在稀释液中添加变色指示剂，使稀释

液在加入血清或血浆后颜色由绿色变为蓝色的技术。此技术

应用前 ＨＣＶＥＬＩＳＡ等加样量较少的实验检测，在加样后稀释

液几乎是无色的，使得手工加样时容易漏加或重复加样。随着

加样变色技术和全自动加样系统的广泛应用，解决了微量检测

样本的漏加或重复加样现象。但由于全自动加样系统受加样

准确度和样本中存在纤维蛋白等杂质的影响，可能出现加样偏

差，甚至漏加现象［１２］。为此，血站检验部门多采用加样后人工

肉眼复核确认是否加样正确。此法在一定程度上可以发现一些

加样偏差大或者没有加上样的检测孔，但主观性强，缺乏科学依

据。为探讨 ＨＣＶＥＬＩＳＡ加样负偏差和稀释液吸光值变化关

系，建立加样后酶标仪测定吸光值的模式，判定加样准确度，有

效避免因加样偏差导致血液检测结果不准确。现报道如下。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　经国家计量部门校准合格，加样范围在

０．５～１０μＬ和１０～１００μＬ，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ加样枪，ＴＥＣＡＮ酶

标仪系统，ＸＫ９５１型振荡器；厦门英科新创抗ＨＣＶ试剂盒。

１．２　方法

１．２．１　加样选择　抗ＨＣＶ检测试剂盒在室温平衡３０ｍｉｎ，

每个检测孔加入草绿色样本稀释液１００μＬ，分别向 Ａ１Ｈ１、

Ａ２Ｈ２共１６孔检测微孔内加入１０μＬ血清（对照组）；同法在

标准加样量１０μＬ基础上，每组递减１、２、３、４、５μＬ（Ａ、Ｂ、Ｃ、

Ｄ、Ｅ组），各１６孔进行加样，加样过程控制在１５ｍｉｎ内完成。

１．２．２　吸光值测定　应用频率为１０００次／分振荡器上振荡

１～２ｍｉｎ，选取波长６２０ｎｍ单波长进行吸光值测定，在加样后

１５ｍｉｎ内完成。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计分析，采用配

对样本狋检验。

２　结　　果

２．１　在波长为６２０ｎｍ条件下，应用ＴＥＣＡＮ酶标议测得对照

组、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组的加样后稀释液ＯＤ值如下表１。

表１　　不同加样负偏差与稀释液吸光值测量结果

序号 对照组 Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组 Ｅ组

１ ０．２９８ ０．３１１ ０．３０９ ０．３２５ ０．２９８ ０．２９９ ０．２８８ ０．２８４ ０．２７６ ０．２８７ ０．２６２ ０．２６０

２ ０．３００ ０．３０３ ０．３０３ ０．３０６ ０．２９８ ０．２９３ ０．２８８ ０．２８８ ０．２７６ ０．２８６ ０．２７７ ０．２７７

３ ０．３０３ ０．３００ ０．３０６ ０．３０３ ０．２９３ ０．２９８ ０．２８５ ０．２９４ ０．２８０ ０．２８７ ０．２６５ ０．２６７

４ ０．３１１ ０．２９７ ０．３２５ ０．３０９ ０．２９９ ０．２９８ ０．２９０ ０．２８８ ０．２８３ ０．２７６ ０．２７０ ０．２６０

５ ０．３３１ ０．３３３ ０．３００ ０．３００ ０．２９３ ０．２９３ ０．２９０ ０．２９１ ０．２６８ ０．２８３ ０．２５７ ０．２５５

６ ０．３２２ ０．３３７ ０．３２３ ０．３２７ ０．２９２ ０．３１２ ０．２９１ ０．２８５ ０．２８３ ０．２８０ ０．２６１ ０．２６５

７ ０．３３８ ０．３２２ ０．３２７ ０．３０２ ０．３１２ ０．２９２ ０．２９４ ０．２９０ ０．２８７ ０．２６８ ０．２６０ ０．２６０

８ ０．３３３ ０．３３１ ０．３０２ ０．３２３ ０．２９８ ０．２９８ ０．２８４ ０．２９０ ０．２８７ ０．２８３ ０．２５０ ０．２５５

表２　　实验组与对照组加样后稀释液ＯＤ值比较情况

组别 ＯＤ值均数 标准差 犘

对照组 ０．３１７ ０．０１５ －

Ａ组 ０．３１２ ０．０１１ ＞０．０５

Ｂ组 ０．２９８ ０．００６ ＜０．０１

Ｃ组 ０．２８９ ０．００３ ＜０．０１

Ｄ组 ０．２８１ ０．００６ ＜０．０１

Ｅ组 ０．２６３ ０．００７ ＜０．０１

　　－：无数据。

２．２　实验组与对照组加样后稀释液ＯＤ值比较　随着加样负

偏差增大吸光值变化呈下降趋势，各实验组与对照组加样后稀

释粹ＯＤ值平均数、标准差、狋值和犘 值详见表２。

３　讨　　论

为提高输血安全，近年来国家相继出台了一系列针对血站

的法律法规，血站实验室质量管理规范针对血站实验室提出了

更高的要求［３］。血站实验室检测进入自动化时代的同时也暴

露出其薄弱环节，随着加样设备使用年限的延长，准确度、精密

度下降，使得加样量微少（主要指血液检测样本为１０、２０μＬ及

以下的ＥＬＩＳＡ试验），血浆或血清黏稠度增大，形成液珠挂在

加样尖上，或吸有纤维蛋白凝块等情况导致的微量检测的加样

偏差更是常见，实验加样误差是影响实验结果准确性的原因之

一［２，４］。因此，加样后审核加样质量显得尤为重要，目前普遍
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的做法是以肉眼观察加样后稀释液颜色从绿色变化到蓝色的

程度，评估加样是否充足或有无漏加样现象，此法有一定效果，

但过于粗糙并无统一判定标准和确认数据记录。本研究提示

ＨＣＶＥＬＩＳＡ加样负偏差与稀释液吸光值的变化存在明显内

在关系，即随着加样负偏差值增加，在波长为６２０ｎｍ条件下测

得加样后稀释液吸光值呈负相关的下降趋势，且在 Ａ组和Ｂ

组之间开始出现指数级下降，除 Ａ组与实验组比较差异无统

计学意义（犘＞０．０５）外，Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组与之比较差异均有统计学

意义（犘＜０．０１），且在Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ实验组间不同加样偏差亦出

现不同程度的差异。我们以此为依据，建立当加样后稀释液

ＯＤ值在０．２８９＜ＯＤ≤０．２９８、０．２８１＜ＯＤ≤０．２８９、０．２６３＜

ＯＤ≤０．２８１和ＯＤ≤０．２６３范围时，运用其变化关系推算出应

回补加样的量分别为２、３、４和５μＬ的回补加样新模式，有效

避免因加样偏差而肉眼无法判定导致血液检测结果不准确，确

保了血液安全。

在公民维权意识日益增长的今天，血站建立检测加样后稀

释液ＯＤ值测定模式，给血站血液检测加样准确度判定环节留

下科学的检测数据和可追溯记录，为血站日益增加的输血后传

染病风险应对提供自身维权的科学证据，具有重要意义。本研

究可能受到个别特殊血液检测样本的干扰，如严重脂肪血和颜

色异常血清等因素影响，可能测定的稀释液吸光值不能正常反

映加样偏差的变化关系，有待进一步改进。因此，当发现异常

吸光值时，需要加强对血液检测样本的质量评估，以确保实验

加样准确性判定。
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非检测不合格的血液报废统计与分析

张　!

（南宁中心血站，广西南宁５３０００３）

　　摘　要：目的　对该站非检测原因所致的血液报废情况进行统计与回顾性分析，以期为制定相应措施提供基础。方法　对该

站２００８～２０１１年在采血及成分制备过程中报废的血液进行统计分析。结果　共有９７３２袋血液由于非检测不合格而造成报废，

其中主要是由于采血量不足、脂肪血、颜色异常、血凝块、采血袋破损等原因造成血液报废。结论　开拓无偿献血者招募新模式的

同时，加强成分制备过程的监控，从人、机、料、法、环等方面完善质量管理体系，提高血液质量质量，使宝贵的血液资源得以充分

利用。

关键词：供血者；　因素分析；　统计学
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　　近年来，随着临床用血的日趋增长，无偿献血形势正面临

着严峻考验，供需矛盾日益突出。为了满足临床用血的供给，

本站采取了为以街头自愿为主，机关、学校、农村、企事业单位

等团体招募和患者亲友互助献血等多元化的无偿献血模式，不

断加大献血者的招募。但同时还存在一部分非检测原因不合

格而造成血液报废的情况，这在一定程度上减少了血液利用效

率。笔者对本站２００８～２０１１年非检测原因所致的血液报废情

况进行了统计与回顾性分析，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　全部数据均来源于唐山现代血站计算机信息管理

系统统计的本站２００８～２０１１年血液制备时发现的、非检测不

合格原因造成的报废血量。

１．２　方法　分别按血液品种和按年份统计各类血液成分的报

废血量及其百分比，并进行回顾性分析。

２　结　　果

２．１　不同血液品种非检测不合格血液报废情统况计结果　

２００８～２０１１年，共有９７３２袋血液由于非检测不合格而造成报

废，其中由于采血量不足、脂肪血、颜色异常、血凝块、采血袋破

损及其他原因造成的报废血分别占非检测不合格报废血总量

的４９．７９％（４８４６／９７３２）、３０．８９％（３００６／９７３２）、７．９２％

（７７１／９７３２）、６．３８％（６２１／９７３２）、４．３１％（４１９／９７３２）、０．７１％

（６９／９７３２），按血液品种统计以上各原因造成血液报废的情况

见表１。

表１　　按血液品种统计非检测不合格血液报废情况（袋）

报废原因 全血
悬浮

红细胞

洗涤

红细胞

新鲜

冰冻血浆

普通

冰冻血浆
冷沉淀

采血量不足 １３６１ ０ ０ ２４７９ １００６ ０

脂肪血 ２８ ０ ０ ２２９７ ６８１ ０

颜色异常 １１ ３４６ ０ ３２３ ９１ ０

血凝块 ６０６ １５ ０ ０ ０ ０

采血袋破损 １７ ９８ １９ １３２ １０３ ５０

其他原因 １３ １７ ０ ２０ １９ ０

合计 ２０３６ ４７６ １９ ５２５１ １９００ ５０

２．２　不同年份非检测不合格血液报废情况统计结果　２００８～

２０１１年每年分别采血１０４７７０、１０７５７３、１０５３８６、１１０３４７袋，

每年由于非检测不合格原因造成的报废血量［袋（％）］分别为

２６４９（２．５４）、２７１７（２．５３）、２２９８（２．１８）、２０６８（１．８７），按年份
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