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ＫＨＣ３法测定血清总胆红素的方法学评价
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　　摘　要：目的　应用美国临床和实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）推荐的标准化评价方案对ＫＨＣ３法测定血清总胆红素（ＴＢＩＬ）进

行初步评价。方法　对ＫＨＣ３法测定血清总胆红素的精密度、准确度、线性范围、干扰因素及正常血清参考范围进行测定，并比

较其与改良ＪＧ法结果的相关性。结果　ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ具有良好的精密度（批内、批间、日间及总变异系数均小于５％）和

准确度（回收率９６．９％～１０３．７％，平均回收率１００．７％。）；线性范围：０～５１３μｍｏｌ／Ｌ；维生素 Ｃ（ＶｉｔＣ）≤０．５ｇ／Ｌ、三酰甘油

（ＴＧ）≤５．０１ｍｏｌ／Ｌ和血红蛋白（Ｈｂ）≤１．５ｇ／Ｌ时对ＫＨＣ３法无干扰；ＫＨＣ３法与改良ＪＧ法相关性良好；ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ

参考范围为：１．８４～１５．１０μｍｏｌ／Ｌ。结论　ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ具有准确度高、重复性好、线性范围宽、抗干扰能力强等特点，适

用于实验室常规自动化分析。
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　　血清总胆红素（ＴＢＩＬ）测定是对肝胆系统疾病进行诊断和

鉴别诊断的重要指标，其升高和降低对病程观察有重要意

义［１］。现国内多采用改良ＪＧ 法、钒酸盐法和氧化酶法对

ＴＢＩＬ进行测定，其中改良ＪＧ法是全国医学检验学会推荐的

常规测定方法，但该方法易受到脂血和溶血影响且试剂无法长

期稳定。钒酸盐法易对环境造成潜在污染，甚至有报道可影响

豆类作物生长［２］。ＴＢＩＬ氧化酶法特异性好，几乎不受脂血和

溶血干扰，但价格昂贵，目前难以普及。近年来出现了蓝光红

外（ＫＨＣ３）法测定血清ＴＢＩＬ，该方法在６６０～７５０ｎｍ的红外

区域比色，能最大限度消除脂血和溶血对测定的影响。本文采

用美国临床和实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）评价方案对目前?场

上出售的ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ试剂盒进行评价。

１　材料与方法

１．１　试剂　ＫＨＣ３法ＴＢＩＬ测定试剂盒来自湖南永和阳光公

司，改良ＪＧ法试剂盒由上海申能德赛诊断技术有限公司生

产。ＴＢＩＬ校准品：Ｃ．Ｆ．Ａ．Ｓ由 Ｒｏｃｈｅ公司生产，其含量为

８６．５μｍｏｌ／Ｌ；１０％脂肪乳注射液由广州侨光制药有限公司生

产；２５０ｇ／Ｌ的维生素Ｃ（ＶｉｔＣ）注射液由商丘?哈森有限公司

生产；血红蛋白（Ｈｂ）液：自配，最后用ＡＢＸＰｅｎｔｒａＤＦ１２０血球

计数仪测定其浓度并调整为６０ｇ／Ｌ。

１．２　仪器及主要参数　雅培 ＡＲＣＨＩＴＥＣＴＣ８０００全自动生

化分析仪用于 ＴＢＩＬ测定。ＫＨＣ３法测定参数：单试剂终点

法，主波长７００ｎｍ，次波长８００ｎｍ。反应温度３７℃。标本量

２０μＬ，试剂量２００μＬ。

１．３　标本来源　收集本院临床血清标本，按照ＴＢＩＬ低、高２

个水平制成混合血清，分装后于－２０℃，避光储存，用于不精

密度测定；选择ＴＢＩＬ高值样本用于线性分析。３１８例健康对

照组来自本院健康体检人员，年龄１８～７２岁，平均年龄４３．７

岁；男性１７９名，女性１３９名，用于参考范围确定。

１．４　方法

１．４．１　ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ的不精密度试验　参照ＣＬＳＩ颁

布的ＥＰ５Ａ２文件方案进行操作。收集低高值２水平ＴＢＩＬ混

合血清。连续测定２０ｄ，每天测定两批，批间间隔的时间不少

于２ｈ，每批对样品做双份测定，取均值，计算批内、批间、天间

及总不精密度（犆犞％）。

１．４．２　ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ的回收试验　取低浓度血清样本

０．９ｍＬ加入０．１ｍＬ生理盐水混匀后其 ＴＢＩＬ浓度为１８．４

μｍｏｌ／Ｌ作为基线样本。取低浓度血清样本０．９ｍＬ分别加入

浓度为８６．５μｍｏｌ／Ｌ、４３．２５μｍｏｌ／Ｌ、２１．６３μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＢＩＬ

校准品０．１ｍＬ混匀后作为回收样本。每份回收样本测定两

次取均值计算回收率。

１．４．３　ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ的线性分析　参照ＣＬＳＩ颁布的

ＥＰ６Ａ文件方案进行操作。取ＴＢＩＬ为１４．０９μｍｏｌ／Ｌ和５１３

μｍｏｌ／Ｌ的混合血清分别作１号和５号管，将两者分别按３∶１、

２∶２、１∶３比例混合作为２、３、４号管，共５个不同水平的标

本，各浓度重复测定４次，计算均值作线性分析。

１．４．４　ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ的干扰试验　参考ＣＬＳＩＥＰ７Ａ２

文件方案进行操作：将１份含ＴＢＩＬ１２．６９μｍｏｌ／Ｌ混合血清分

成２份，分别作１号和５号管。１号管加入１／１０体积的生理盐

水，５号管按同样比例加入干扰物（干扰物的浓度，Ｈｂ：６０ｇ／Ｌ，

ＴＧ：２００．５５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＶｉｔＣ：２０ｇ／Ｌ），然后１号管和５号管分别

按３∶１、２∶２、１∶３混合作为２、３、４管，用ＫＨＣ３法和改良Ｊ

Ｇ法测定各管的ＴＢＩＬ，每管重复测定４次。其中第一管重复

测定２０次，并计算其均值与标准差，以１．９６ｓ作为有否干扰

的标准。

１．４．５　方法比较　随机选择４０份血清标本，每个标本用

ＫＨＣ３法（犢）和改良ＪＧ法（犡）分别作双份测定，每天测定８

个标本，最后进行比较。

１．４．６　参考范围设置　参照ＣＬＳＩＣ２８Ａ２评价方案。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件和 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘ

ｃｅｌ２００３软件进行数据处理。

２　结　　果

２．１　精密度结果　犆犞的合格标准根据卫生部临检中心室间

质量评估允许 ＴＢＩＬ 误差（２０％）的１／４计算，因此 犆犞＜

５．０％。ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ批内、批间、日间及总变异系数均

小于５％，有良好的重复性，见表１。

２．２　回收试验结果　ＫＨＣ３ 法测定 ＴＢＩＬ平均回收率为

１００．７％（９６．９％～１０３．７％），见表２。
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表１　　ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ精密度（狀＝２０）

样本
均值

（μｍｏｌ／Ｌ）

ＣＶ％

批内 批间 日间 总

低值水平 １６．１４ ２．４０ ２．７１ ３．７１ ４．５

高值水平 ８４．４３ ０．９０ １．０３ ３．１３ ３．４５

表２　　ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ回收试验结果（μｍｏｌ／Ｌ）

回收样本

测定均值
加入浓度 回收浓度 回收率（％）

平均回收率

（％）

１８．４０ － － － １００．７％

２６．７８ ８．６５ ８．３８ ９６．９

２２．７９ ４．３３ ４．３９ １０１．４

２０．６４ ２．１６ ２．２４ １０３．７

　　－：此项无数据。

２．３　线性分析结果　本法线性回归方程为：犢＝１．１７２４＋

０．９９７６犡，狉＝０．９９９，根据线性分析结果说明ＴＢＩＬ浓度在０～

５１３μｍｏｌ／Ｌ线性良好，偏倚较小。

２．４　干扰试验结果　ＶｉｔＣ、Ｈｂ和ＴＧ的终浓度分别为０．５ｇ／

Ｌ、１．５ｇ／Ｌ和５．０１ｍｍｏｌ／Ｌ时，干扰值均在对照组１．９６ｓ

（９５％可信限）范围内，对ＴＢＩＬ的测定基本无干扰，见表３。

表３　　ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ干扰试验结果

参数 ＶｉｔＣ（ｇ／Ｌ） Ｈｂ（ｇ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

终浓度 ０．５ １．５ ５．０１

ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ） １２．５３ １０．８６ １１．１９

干扰值 １．０６ －１．２６ ０．７８

１．９６Ｓ １．３９ １．３２ １．４９

２．５　相关试验结果　ＫＨＣ３法和改良ＪＧ 法测定结果的回

归方程为：犢＝１．２８６犡－１１．７９７（犢 为ＫＨＣ３法、犡为改良ＪＧ

法），狉＝０．９９８，大于 ＮＣＣＬＳ规定的界定值０．９７５，说明相关

良好。

２．６　健康人群血清ＴＢＩＬ参考范围　经统计学处理，男女两

组血清ＴＢＩＬ结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。统计分析后

得出ＴＢＩＬ的参考范围为１．８４～１５．１０μｍｏｌ／Ｌ。

３　讨　　论

ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ反应中显示出的独特蓝色要在红外

线的区域（６６０～７５０ｎｍ）才有最大的吸收峰，而大部分常见干

扰物的最大吸收峰都在３４０～６００ｎｍ以内，仅从理论上讲，它

就可以消除传统方法所带来的干扰，特别是脂血和溶血及一些

药物产生的色素干扰，使检验结果更准确可靠。

本文参照ＣＬＳＩ评价方案对目前?场上出售的 ＫＨＣ３法

测定ＴＢＩＬ试剂盒进行精密度、线性范围、干扰及回收试验评

估均取得良好的成绩。结果显示此法具有较好的精密度和准

确度，检测线性范围为０～５１３μｍｏｌ／Ｌ，在该线性范围内与改

良ＪＧ法比较，相关良好。该方法具有较高的抗干扰能力。

ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ的参考范围为１．８４～１５．１０μｍｏｌ／Ｌ，比改

良ＪＧ法测定ＴＢＩＬ参考范围低
［３］，建议各实验室应建立各自

的参考范围。

ＫＨＣ３法测定ＴＢＩＬ方法简单，试剂为液体单试剂，无需

临时配制，稳定期长，可在室温下保存，试剂、标本用量少，不占

试剂位，该法易于自动化，试剂精密度、线性范围、准确性、抗干

扰能力均能满足日常检验工作的需要，是实验室常规测定血清

ＴＢＩＬ又一较好的方法，值得推广。
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　　摘　要：目的　比较微量淋巴细胞毒试验（ＭＬＣＴ）和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＨＬＡＢ２７结果差异性。方法　采用

ＭＬＣＴ法和ＥＬＩＳＡ法同步检测４８３例患者的ＨＬＡＢ２７的表达。结果　两种方法经配对χ
２ 检验（χ

２＝８０．３７８，犘＜０．０１）。Ｋａｐｐａ

值评价（Ｋ＝０．３０８），显示两种方法一致程度不够满意。ＭＬＣＴ法敏感度，阳性预测价值和阴性预测价值分别为０．８０１１，０．９８０３，

０．８８８２，均优于ＥＬＩＳＡ法。结论　两种方法检测 ＨＬＡＢ２７存在差异，ＥＬＩＳＡ法的敏感度较低，ＭＬＣＴ法的敏感度、阳性预测价

值和阴性预测价值均优于ＥＬＩＳＡ法。
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　　ＨＬＡＢ２７是一种主要组织相容性复合体Ⅰ类蛋白，属 ＨＬＡⅠ类分子，存在于所有有核细胞和血小板表面，其生理
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