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高浓度胆红素对血清尿酸测定的干扰分析及解决方法
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　　摘　要：目的　探讨引起血清尿酸测定（尿酸酶法）结果偏低的原因并研究解决办法。方法　在混合血清中加入不同浓度的

胆红素纯品，分别测定尿酸浓度，计算出偏差，若偏差超过ＣＬＩＡ′８８标示允许误差为有干扰；将高浓度（线性范围内）尿酸样本用

生理盐水稀释成不同浓度分别测定３次，通过计算偏差来得到其最大与最佳稀释倍数；将尿酸低值样本用生理盐水稀释成４个浓

度，每个浓度样本及空白样本重复测定２０次，以９５％下限结果大于空白样本的９５％上限结果的样本浓度为检测低限。结果　胆

红素对尿酸测定产生负干扰的最低浓度为８５μｍｏｌ／Ｌ，尿酸测定的最大稀释倍数为１０倍，最佳稀释倍数为６倍；尿酸检测低限为

３６．１４μｍｏｌ／Ｌ。结论　高浓度胆红素会导致血清尿酸测定结果偏低，可以通过将血清样本稀释的方法（但稀释后的浓度应大于

３６．１４μｍｏｌ／Ｌ）或在试剂中加入胆红素氧化酶的方法加以解决。
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　　在最近２次卫生部室间质评中，发现尿酸测定结果不理

想，初步考虑是试剂盒性能方面的原因。通过分析发现，尿酸

测定结果偏低的样品其胆红素浓度均较高，胆红素浓度越高，

偏差越大，见表１。因此，怀疑尿酸测定结果偏低可能是胆红

素干扰而引起，因而试图通过一系列试验来证明它并找到解决

办法。

表１　　２０１２年本室卫生部２次室间质评

　　部分尿酸测定值及偏差

样本编号
尿酸测定值

（μｍｏｌ／Ｌ）

靶值

（μｍｏｌ／Ｌ）

与靶值偏差

（％）

胆红素靶值

（μｍｏｌ／Ｌ）

２０１２１１ ２０７ ２４８ －１６．５３ ８９．０

２０１２１２ １０３ １５０ －３１．３３ １１３．８

２０１２２２ ９０ １５１ －４０．４０ １０７．２

２０１２２４ ２０６ ２５２ －１８．２５ ８４．２

１　材料与方法

１．１　材料　卫生部室间质评样品。胆红素纯品由贝克曼库尔

特实验诊断（苏州）有限公司提供。

１．２　仪器与试剂　日本 ＯｌｙｍｐｕｓＡＵ５４２１全自动生化分析

仪。南京澳林公司提供尿酸测定试剂盒。

１．３　方法

１．３．１　尿酸测定方法
［１］
　尿酸经尿酸酶作用后生成尿囊素、

二氧化碳和过氧化氢，所生成的过氧化氢在过氧化物酶存在下

与３，５二氯２羟苯磺酸（ＤＨＢＳ）和４氨基安替吡啉（４ＡＡＰ）

发生氧化反应，使无色的４氨基安替吡啉（还原型）生成红色

的苯醌亚胺（氧化型）。

１．３．２　干扰试验方法　将不同浓度的胆红素与混合血清按

１∶９加入到实验样本中，然后分别测定加与不加胆红素的样

本浓度３次，比较二者有无偏差，并了解胆红素浓度与偏差程

度的关系。偏差（％）＝（干扰管测定结果对照管测定结果）／

对照管测定结果×１００％。判定标准：小于ＣＬＩＡ′８８标示误差

为（尿酸±１７％）即可接受。

１．３．３　最佳稀释倍数试验方法　用生理盐水对所选取高值样

本（须在该方法所规定的线性范围内）分别进行２、３、４、５、６、８、

１０倍稀释，对每个样本连续测定３次，计算各稀释倍数均值；

计算各稀释倍数的还原浓度（测定均值×稀释倍数）与理论浓

度的偏差（％）。偏差小于或等于方法标示允许误差时的最大

稀释倍数为方法推荐的最大稀释倍数。偏差最小时的稀释倍

数为最佳稀释倍数。

１．３．４　检测低限试验方法　选取一低值样本，用生理盐水对

样本作不同浓度的稀释，使其浓度接近厂家说明书标示的低限

值。在一次运行中将空白样本（不含被测物，但其基质应与待

测定常规样本相同）及各低值样本重复测定２０次。计算各样

本２０次测定结果的均值及标准差。以该样本的９５％下限结

果大于空白样本的９５％上限结果为检测低限。

２　结　　果

２．１　胆红素对尿酸测定干扰试验结果　胆红素浓度为８５

μｍｏｌ／Ｌ时，其相对偏差为－１４．７２％，接近 ＣＬＩＡ′８８标示误

差（±１７％）。随着胆红素浓度的升高，其产生的负偏差越大。

当胆 红 素 浓 度 为 ６８０ μｍｏｌ／Ｌ 时，其 相 对 偏 差 已 经 达

到－１０５．８４％，说明该试剂盒抗胆红素干扰的能力非常弱。

２．２　尿酸测定最佳稀释倍数试验结果　ＵＡ最大稀释倍数为

１０倍时，其相对偏差为 １４．３６％，小 于 ＣＬＩＡ′８８ 标 示 误

差（±１７％）；当 稀 释 倍 数 为 ６ 倍 时，其 相 对 偏 差 最 小

（－２．６％），因而尿酸最佳稀释倍数为６倍。

２．３　尿酸检测低限试验结果　尿酸的检测低限为３６．１４

μｍｏｌ／Ｌ，也即对尿酸做稀释测定时，其稀释后的浓度至少应达

到３６．１４μｍｏｌ／Ｌ。

２．４　卫生部室间质评样品在不同稀释倍数下尿酸测定值及偏

差　分装后冰冻保存的室间质评样品（２０１２２２、２０１２２４）复融

后，分别稀释成不同浓度加以测定。尿酸稀释后的测定值更接

近靶值，其与靶值的偏差均很小（在±１７％范围内），且稀释后

尿酸的浓度均大于最低检测限（３６．１４μｍｏｌ／Ｌ）。

３　讨　　论

尿酸测定（尿酸酶过氧化物酶法）灵敏且不需要去蛋白，

是多数医院的首选方法。但此反应体系极易受到血清中还原

性物质的负干扰，其中以高浓度胆红素干扰尤其明显。

胆红素对尿酸测定的干扰分为光谱干扰和化学干扰。光

谱干扰主要是由于胆红素被主反应中间产物 Ｈ２Ｏ２ 氧化，在

４００～５４０ｎｍ波长吸光度的下降可掩盖主反应吸光度的增高；

而化学干扰主要是由于高浓度胆红素破坏了 Ｔｒｉｎｄｅｒ的中间

反应，导致有色终反应产物减少而使测定结果偏低［２］。对于以

非结合胆红素为主的新生儿黄疸、溶血性黄疸及以直接胆红素

为主的恢复期梗阻性黄疸标本，其尿酸测定结果相对是准确
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的；而对于含有较高结合胆红素的肝细胞性黄疸、非恢复期梗

阻性黄疸，其尿酸测定结果会偏低较多［３］。国外也有研究表

明，胆红素对Ｔｒｉｎｄｅｒ反应的干扰以糖结合胆红素最为明显，

其次为清蛋白糖结合胆红素、未结合胆红素
［４］。

为确保尿酸测定质量，在选择试剂品牌时，需对试剂盒做

性能验证（包括线性范围、精密度、干扰等）。当发现已经在使

用的试剂盒部分或某一性能不能满足临床要求时，要分析原因

并尽可能找到解决方法。如本文尿酸测定受胆红素干扰可采

取稀释的办法以减少干扰。同时，向试剂生产厂家建议在试剂

中加入抗干扰物质［５８］。
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乙肝核心抗体ＩｇＧ改良加样模式在ｅＬｉｓａ全自动加样器中的应用

崔建设１，郭媛媛２

（河南省三门峡黄河医院：１．输血科；２心内科，河南三门峡４７２０００）

　　摘　要：目的　建立１种在ｅＬｉｓａ全自动加样器中快速、方便、实用的检测抗乙肝核心抗体ＩｇＧ（ＡｎｔｉＨＢｃＩｇＧ）加样模式。

方法　随机收集该院住院、门诊和常规体检血清标本９０份，用ｅＬｉｓａ全自动加样器分别按仪器自带加样模式Ａ和改良加样模式

Ｂ加样，用ＥＬＩＳＡ检测ＡｎｔｉＨＢｃＩｇＧ，采用化学发光定量检测作为参比方法。结果　Ａ、Ｂ模式假阴性率分别为６．７％、３．３％，假

阳性率分别为４．４％、６．７％，Ｋａｐｐａ值为０．６３２。结论　２种加样模式结果较一致。Ａ加样模式检测结果假阴性率偏高，易漏诊。

Ｂ加样模式结果假阳性率稍高，但可通过复检排除。改良加样模式Ｂ检测结果可靠、方便、实用，值得推广。

关键词：肝炎病毒，乙型；　酶联免疫吸附测定；　肝炎抗体，乙型
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）血清学标志物检测是临床判断患者

传染性与预后重要指标［１］，而抗乙肝核心抗体ＩｇＧ（ＡｎｔｉＨＢｃ

ＩｇＧ）是反映 ＨＢＶ感染的重要指标之一。目前，国内主要采用

ＥＬＩＳＡ竞争抑制法原理检测。ｅＬｉｓａ全自动加样器由于需要

消耗一次性稀释杯和加样枪头，在实际操作而选择手工稀释手

工加样。笔者对全自动加样器加样模式改良编程，通过对自带

加样模式Ａ和改良加样模式Ｂ检测结果分析来评估改良加样

模式是否符合要求，以期对全自动加样器加样模式进行优化。

１　资料与方法

１．１　标本来源 随机收集本院住院、门诊和常规体检血清标本

９０份。

１．２　仪器与试剂　ｅＬｉｓａ全自动加样器（郑州安图绿科生物

工程有限公司）；Ｌｕｍｏ化学发光检测仪（郑州安图绿科生物工

程有限公司）；奥地利 ａｎｔｈｏｓ２０１０ 酶标仪（奥地利 ＡＳＹＳ

Ｈｉｔｅｃｈ有限公司）；ｉＷＯ９６０洗板机（上海众生生命科学发展

有限公司）。酶联免疫法及化学发光法乙型肝炎病毒核心抗体

诊断试剂盒均由郑州安图绿科生物工程有限公司提供。

１．３　方法

１．３．１　加样模式　Ａ加样模式：一次性稀释杯中加入０．６ｍＬ

生理盐水，然后加入２０μＬ血清，混匀，加稀释后血清５０μＬ。

Ｂ加样模式：微孔反应板中分别加入１００μＬ生理盐水，然后加

入１０μＬ血清。以上２种加样模式分别设３个阴性对照、２个

阳性对照和１个空白对照。空白孔不加酶标记物，其他孔均加

５０μＬ酶标记物。阴性对照、阳性对照分别加入阴性对照血清

和阳性对照血清５０μＬ。其他步骤按仪器说明书操作。采用

化学发光法对９０份血清样本定量检测，步骤按试剂说明书

操作。

１．３．２　检测标准　临界值（ｃｕｔｏｆｆ值）＝（阴性对照孔平均ＯＤ

值＋阳性对照孔平均ＯＤ值）／２。ＯＤ值／ｃｕｔｏｆｆ≥１为阴性，反

之为阳性。化学发光法检测：浓度值不小于２ＮＣＵ／ｍＬ为阳

性，反之为阴性。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行分析，比较２种

加样模式检测结果的一致性采用Ｋａｐｐａ检验，Ｋａｐｐａ≥０．４表

明结果具有一致性。

２　结　　果

加样模式 Ａ真阳性数１０例，真阴性数７０例，假阳性率

４．４％（４／９０），假阴性率６．７％（６／９０），总符合率８８．９％（８０／

９０）；加样模式Ｂ真阳性数１３例，真阴性数６８例，假阳性率

６．７％（６／９０），假阴性率３．３％（３／９０），总符合率９０．０％（７８／

９０）。Ｋａｐｐａ值为０．６３２。

３　讨　　论

今后 ＨＢｃＩｇＧ将取代 ＨＢｓＡｇ成为 ＨＢＶ感染的主要标

志［２］。国内检测抗 ＨＢｃＩｇＧ方法多种多样，而ＥＬＩＳＡ最为常

用。化学发光免疫分析法与ＥＬＩＳＡ法相比更加具有临床应用

价值［３］。通过对随机抽取的９０例血清样本进行标准加样模式

Ａ和改良加样模式Ｂ检测结果对比分析，并用化学发光定量

检测作为参比方法。结果显示加样模式Ａ和Ｂ与参比方法符

合率都达到或接近９０％。但是，加样模式 Ａ假阴性率高于Ｂ

模式，存在一定程度的漏检，可能与样本稀释倍数偏高有关，成

军等［４］建议日常工作ＥＬＩＳＡ检测抗 ＨＢｃＩｇＧ５～１０倍稀释为

宜。在约５％健康献血者中发现单一抗ＨＢｃ阳性，而 ＨＢｓＡｇ

阴性、抗 ＨＢｃ阳性的血样仍有较高的传播（下转第１０１９页）

·４００１· 国际检验医学杂志２０１３年４月第３４卷第８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．８


