
３　讨　　论

凝血四项用于术前凝血功能障碍的筛查，还用于出血性和

血栓性疾病的常规检测以及抗凝药物使用效果的监控。结果

的准确性尤为重要。检验医学飞速发展，先进仪器的应用使得

实验中的质量得到高水平的控制，误差水平很低，能够满足临

床的需求。而实验室前的因素是导致结果准确度下降，误差水

平超过临床可接受范围的主要原因。凝血四项标本抽取后如

果不摇匀或摇匀不充分，使血标本未与抗凝剂充分混合，则会

出现凝固或小凝块，血液凝固或血中有微小凝块导致凝血因子

消耗过多是引起凝血四项异常的原因之一［１］。血液离体后即

开始发生变化，会随着存放方式和时间的不同，凝血因子会逐

渐消耗而使检验结果改变。低温下会损伤血小板和活化部分

凝血因子，使ＰＴ、ＡＰＴＴ结果缩短，因此标本在正确采集并准

确核对后，需在室温下立即送检，不宜冷藏，应在抽血后３ｈ内

检测完毕。试验发现：血液标本的放置时间对测定结果的影

响，可以使ＴＴ时间缩短、ＡＰＴＴ的测定时间延长
［２］。大量的

研究认为抽血量对凝血四项检测结果产生重大影响［３４］。ＩＣ

ＳＨ规定凝血四项所用抗凝剂为１０９ｍｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠，与全

血比例为１∶９，且规定当红细胞比容超出０．２～０．５５范围要

对抗凝剂的量进行调整［５］。抗凝剂过多则会抑制凝血因子和

对血液进行了稀释导致结果延长和纤维蛋白原的减低，反之则

会导致结果缩短和纤维蛋白原的升高。分析这个全血比例

１∶９，不能代表血浆与抗凝剂比例为固定值，因为健康人群男

女红细胞比容正常范围在０．３５～０．５５之间，换算成抗凝剂与

血浆的比例分别是１∶［０．９×（１－０．３５）］和１∶［０．９×（１－

０．５５）］，即１∶５．８５和１∶４．０５，则纤维蛋白原理论上两者之

比为１３６％（６．８５／５．０５），差异超过临床可接受范围。抽血量

的不准确和红细胞比容的不同导致最终的血浆稀释比例不固

定，使得凝血四项的结果不准确，有研究表明全血１∶８稀释

ＴＴ即会延长，全血１∶６稀释则凝血四项均有改变
［６］。为改

变这种差异，尝试用烘干的抗凝剂代替液体试剂，排除了血浆

稀释的可能，使得结果更准确。结果显示ＰＴ、ＡＰＴＴ差异有统

计学意义（犘＜０．０５），ＴＴ两组之间比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。ＰＴ相对误差为４．５％（０．５ｓ／１１ｓ），ＡＰＴＴ相对

误差为６．１％（１．７ｓ／２７．９ｓ），ＴＴ相对误差为－２．６６％（－０．

５ｓ／１９．５ｓ），ＦＩＢ相对误差为７．５％（０．２１ｇ／Ｌ／２．７９ｇ／Ｌ）均在

美国国家临床实验室标准委员会（ＣＬＳＩ）提出的ＰＴ、ＡＰＴＴ、

ＴＴ、ＦＩＢ的总允许误差范围之内（分别为靶值的±１５％、靶值

±１５％、靶值±１５％和靶值±２５％）
［７］。各实验室按要求均需

建立自己的对照值，且ＰＴ结果需超过对照３狊以上，ＡＰＴＴ结

果需超过对照１０ｓ以上才有意义，试验组与对照组ＰＴ均值未

超过１狊，ＡＰＴＴ均值未超过２狊，不会引起超过医学决定水平

的误差。ＦＩＢ两组数据高度相关，狉为０．９２６，说明两组之间有

一系统误差，这一系统误差是由于稀释和未稀释引起的比例误

差，本对照组ＦＩＢ均值与试验组ＦＩＢ均值之比为０．９３（２．７９ｇ／

Ｌ／３．００ｇ／Ｌ），可以作为矫正系数。从结果看出试验组ＰＴ、

ＡＰＴＴ、ＴＴ标准差均小于对照组，ＦＩＢ两者相当，说明试验组

结果更稳定，离散度更小，与理论推导相符合。

综上所述，烘干的枸橼酸钠抗凝管用于凝血四项的检测优

于常规用的普通枸橼酸钠抗凝管，基本不受抽血量和红细胞比

容的影响，对于难抽血和红细胞比容高的新生儿科、烧伤科尤

其适合使用。
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·检验技术与方法·

不同稀释及洗板方式对竞争法检测乙肝核心抗体结果的影响

邹映东，林　云，张兴宗，周　芳，豆银芯

（云南省中医医院检验科，云南昆明６５００２１）

　　摘　要：目的　采用仪器法和手工法进行人机结合及人机比对，探讨仪器稀释方法与手工稀释方法、仪器洗板与手工洗拍板

对酶联免疫吸附实验竞争法检测乙型肝炎病毒核心抗体结果的影响。方法　采用不同方式对同一批样本进行检测，分析样本稀

释和洗拍板环节不同而其他实验条件一致的情况下，单一因素对实验结果的影响。结果　仪器稀释与手工稀释方法检测结果差

异有统计学意义（犘＜０．０５）；自动洗板与手工洗拍板，检测结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　洗板环节及不同手工稀释

方法对检测结果无影响，仪器自动稀释与手工稀释检测结果存在明显差异。

关键词：酶联免疫吸附测定；　乙型肝炎病毒核心抗体；　竞争法；　稀释

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１２．０３７ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１２１５６９０２

　　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）竞争法是检测核心抗体的常

用方法，因方法简便，速度快捷而在临床实验中普遍应用，但用

该方法进行核心抗体批量检测常常出现假阳性［１］。本文通过

仪器法和手工法进行人机结合及人机比对，探讨仪器稀释与手

工稀释、仪器洗板与手工洗拍板对竞争法检测乙型肝炎病毒核

心抗体检测结果的影响。

·９６５１·国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２



１　材料与方法

１．１　标本来源 　随机抽取２０１１年７～１２月，－２０℃样本库

中保存的９３份通过时间分辨方法定量检测确认，无溶血、脂

血、黄疸及样本量大于０．５ｍＬ的样本。

１．２　仪器与试剂　全自动酶免分析仪为瑞士酶免之星 Ｅ

ＳＴＡＲ一体机。试剂：上海科华生物工程股份有限公司乙型肝

炎病毒核心抗体（抗ＨＢｃ）检测试剂（批号２０１１１１０２１）。质控

品：康 彻 思 坦 生 物 有 限 公 司 抗ＨＢｃ 低 值 质 控 品 （批 号

２０１１０９００２）。

１．３　方法　通过对仪器进行编程，针对预稀释环节得到三种

实验操作方式。方式１和方式２采用人机结合方式进行，预稀

释实验环节由实验室资深工作人员进行人工预稀释，其余检测

步骤由仪器自动完成。方式１：取１０μＬ血清加入预先准备好

的２９０μＬ生理盐水中混匀待用；方式２：取５０μＬ血清弃之，不

换ＴＩＰ头，取１０μＬ血清加入预先准备好的２９０μＬ生理盐水

中混匀待用；方式３为仪器法：由仪器吸取２９０μＬ生理盐水后

再吸取１０μＬ血清加入混匀待用。洗拍板环节：由２位高年资

技师按照日常手工洗板方式完成。洗板方式１：甩掉孔内液

体，加入洗液浸泡３０ｓ，弃之，如此重复５次，拍干上机完成余

下步骤；洗板方式２：甩掉孔内液体，加入洗液后弃之，如此重

复５次，拍干后上机完成余下步骤。洗板方式３：由仪器直接

自动洗板完成全程检测。

１．４　统计学处理　使用Ｅｘｃｅｌ２００３软件对实验数据进行分析

处理，通过χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同预稀释加样方式乙肝抗ＨＢｃ检测结果　见表１。

表１　　不同预稀释加样方式抗ＨＢｃ检测结果比较

方式 阳性例数（狀） 阴性例数（狀） 阳性率（％）

稀释方式１ ２８ ６５ ３０．１

稀释方式２ ２７ ６６ ２９．０

稀释方式３ １６ ７７ １７．２

２．２　不同洗板方式乙肝抗ＨＢｃ检测结果　见表２。

表２　　不同洗板方式抗ＨＢｃ检测结果比较

方式 阳性例数（狀） 阴性例数（狀） 阳性率（％）

洗板方式１ １７ ７６ １８．３

洗板方式２ １６ ７８ １７．２

洗板方式３ １８ ７６ １９．４

３　讨　　论

ＥＬＩＳＡ竞争法检测 ＨＢＶ抗ＨＢｃ实验简单、实用，实验条

件要求低，易于操作，是被广泛应用于临床的经典实验［２３］。在

此过程中，加入待检样本与酶标记物的时间应该是同时的，以

保证两者处于一个公平的与固相载体抗原竞争结合的水平。

日常手工操作，进行少量样本检测时加入待检样本与酶标记物

的时间基本相同，检验结果稳定可靠，假阳性较少。但在日常

的检测工作中，一块完整的９６人份板手工加样完成常常需要

十多分钟甚至二十分钟，特别是样本量较大时，几块板加样所

需的时间会更长，假阳性率明显增高［４５］。分析原因，影响因素

众多，样本稀释、加样、洗板、孵育、显色、终止以及完成每一步

骤的时间、温度、加样量的多少，不同的加样方式，不同的加样

时间，人工洗板的手法或洗板机洗板精度以及洗板机洗板使用

不当等因素，都有可能是造成检测结果出现假阳性的原因［６８］。

在上述因素中，孵育温度、孵育和显色时间为客观因素可调可

控，加样时间、加样方式以及洗板机精度，加试剂量、终止反应

等环节已被大家重视并易于控制，而不同的手工稀释方式和洗

拍板方法带来的影响往往容易被大家忽视。

本研究发现，手工与仪器两种不同稀释方式所得出的检测

结果比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），批量检测中手工稀释

方式效率高，但同时带来假阳性率明显增高，这说明在实验稀

释过程中实验样本稀释有一定的拖带现象，抗ＨＢｃ浓度被人

为加大，不同的手工稀释方式得出的检验结果比较，其差异无

统计学意义（犘＞０．０５），且其阳性率差别较小
［９］。但从检测Ｓ／

ＣＯ值来看，方式１稀释方式假阳性部分大多落在灰区，方式２

则处于阳性区域，这说明方式１相对方式２较可取，有可改进

空间。方式２则不可取，较方式１人为明显加大了样本浓度，

缩小了稀释倍数，造成假阳性率升高。虽然实验室通常对阳性

结果做２次复查，对比分析剔除一些不相符的检验结果，能避

免一些假阳性结果的发出，但实验操作本身带来的一些不确定

性，有一定的风险，同时不可避免地造成试剂的浪费。３种洗

板方式得出的检测结果证实手工洗板方法和仪器洗板方法无

统计学差异，与文献报道一致［１０１１］。但在实际工作中，手工洗

板时液体喷溅污染和拍板时产生的气溶胶会带来生物安全隐

患，在有条件情况下，仪器法应为首选方法。
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