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血清葡萄糖检测试剂对无机磷测定结果的影响
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　　摘　要：目的　探讨在使用全自动生化分析仪检测标本时，血清葡萄糖检测试剂对无机磷测定结果的影响因素及影响程度。

方法　通过实验设计，利用全自动生化仪的不同设置，分别测定样本针、试剂针、搅拌棒及比色杯的携带污染对血清无机磷测定结

果的影响程度。结果　血清葡萄糖试剂对无机磷测定结果的影响主要来自于试剂针的携带污染。结论　应用全自动生化分析仪

检测标本时，虽然具备高速、精确、自动化程度高等特点，但同时在部分检测项目间也存在着交叉污染，应根据实际情况设定仪器

清洗程序和合理的分析顺序。
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　　在利用全自动生化分析仪检测血清标本时，血清无机磷测

定结果受到多种项目试剂的干扰。其中，选取血清葡萄糖为对

象，设计实验通过对样本针、试剂针、搅拌棒及比色杯的携带污

染程度的分析，探讨血清葡萄糖对无机磷测定结果的干扰及解

决方案。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　仪器为西门子ＡＤＶＩＡ２４００全自动生化分

析仪；试剂均为上海复星长征体外诊断试剂盒，葡萄糖试剂为

葡萄糖氧化酶法（批号：Ｄ１２１００６３），无机磷试剂为直接紫外法

（批号：Ｌ１１１２０１３），校准品为上海复星长征复合校准品（批号：

７３５ＵＮ１）。

１．２　混合血清的制备　随机选取无脂血、黄疸、溶血的标

本［１］，混合制备无机磷正常浓度组（＜１．５８ｍｍｏｌ／Ｌ）２５０ｍＬ

及高浓度组标本（＞３．０ｍｍｏｌ／Ｌ）２ｍＬ，充分混匀后，以每份

０．５ｍＬ的量各自分装，置于－２０℃冰箱保存。

１．３　方法　（１）无机磷真值的测定：生化分析仪充分保养并且

校准后，取Ｐ正常浓度组血清３０份标本进行检测。去掉第１

个数据后，计算平均值（狓±狊）作为无机磷的真值（犡Ｔ）。（２）样

本携带污染对无机磷测定结果的影响：取正常浓度组血清标本

４份（分别标注Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３）及异常浓度组标本１份（标注 Ｈ），

按照Ｎ１、Ｎ２、Ｈ、Ｎ３、Ｎ４的顺序放置标本后，检测无机磷，重复

１０次，分别计算。样本的携带污染率＝（犡Ｎ３－犡Ｎ２）／犡Ｈ ×

１００％。（３）试剂针携带污染血糖试剂对无机磷检测结果的影

响：取正常浓度组混合血清３０份，每份血清按照葡萄糖、无机

磷、去离子水、去离子水（双份去离子水以保证试剂针可以充分

清洗）的分析顺序进行检测，去除第１份的无机磷的检测数据

后，计算２９份混合血清标本无机磷的平均值犡Ｒ。试剂针携带

污染率＝（犡Ｒ－犡Ｔ）／犡Ｔ×１００％。（４）搅拌针携带污染葡萄糖

试剂对无机磷结果的影响：在葡萄糖与无机磷之间增设仪器试

剂针自动清洗程序，排除试剂针的携带污染。取正常浓度组混

合血清３０份，每份血清按照葡萄糖、无机磷、去离子水、去离子

水的顺序进行检测，去除第１份Ｐ的检测数据后，计算２９份混

合血清标本 Ｐ的平均值 犡Ｍ。搅拌针携带污染率＝（犡Ｍ －

犡Ｔ）／犡Ｔ×１００％。（５）比色杯携带污染葡萄糖试剂对无机磷

测定结果的影响：西门子ＡＤＶＩＡ２４００全自动生化分析仪具有

３４０个比色杯，在葡萄糖与无机磷之间增设仪器试剂针及搅拌

针自动清洗程序，排除试剂针与搅拌针的携带污染取。正常浓

度组混合血清３７０份，其中前３４０份检测葡萄糖，后３０份检测

无机磷。去除第１份Ｐ的检测数据后，计算剩余２９份混合血

清标本无机磷的平均值犡Ｃ。比色杯携带污染率＝（犡Ｃ－犡Ｔ）／

犡Ｔ×１００％。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析，组

间比较采用独立样本狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

１０次样本针的携带污染率分别为０．６２５％、０．９６８％、

０．８８２％、０％、０％、－０．３０３％、０．９３８％、－０．３２３％、０．９０９％、

－０．６２５％，均在－３％～３％之间，说明葡萄糖对无机磷的污染

与样本针无关，且生化仪性能良好，样本高低值之间存在的干

扰小。试剂针、搅拌针、比色杯携带污染葡萄糖对无机磷检测

结果的影响，见表１。

表１　　试剂针，搅拌针、比色杯对Ｐ检测结果的

　　　　影响（狓±狊，狀＝２９）

Ｐ（ｍｍｏｌ／Ｌ） 携带污染率（％）

真值 １．２３６±０．０１２ －

试剂针 ５．８２０±０．３４７ ３７０．８７

搅拌针 １．２４０±０．０１３ ０．４１

比色杯 １．２５５±０．０２８ １．５４

　　：犘＜０．０５，与真值比较；－：此项无数据。

３　讨　　论

据文献［２］报道，样本针携带污染率在－３％～３％之间，试

剂针、搅拌针、比色杯携带污染引起的检测结果的偏差率小于

３％时，说明不存在需要处理的携带污染。由实验结果可以发

现：（１）样本针与试剂之间的携带污染无关；（２）搅拌针不存在

携带污染；（３）试剂针存在携带污染，且需要处理；（４）比色杯携

带污染率小于３％，说明差异在允许范围内，不需要进行处理。

因此，血清葡萄糖检测试剂对无机磷测定结果的影响，主要是

由于试剂针的携带污染所引起的。无机磷试剂主要是采用磷

钼酸盐复合物直接分析法，反应生成的未还原磷钼酸盐复合物

与样本中的磷含量成正比，但是葡萄糖试剂中含有的磷酸盐缓

冲液会对无机磷试剂的反应底物产生干扰，使无机磷的测定结

果受到影响。由于存在上述的干扰机制，所有含磷酸盐缓冲液

的试剂均可对无机磷测定产生干扰，且干扰程度与磷酸盐缓冲

液的浓度成正比［３］。因此在设定分析顺序时，不能将含有磷酸

盐成分试剂的分析项目放在无机磷之前，以避免携带污染。

全自动生化分析仪虽然具备高速、精确、自动化程度高等
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特点［４］，但是高速运行的试剂针往往因为只进行一遍短暂水洗

而难以清洗干净，容易造成分析项目之间的携带污染，影响检

验结果的准确性［５７］。通常情况下，可以通过以下方法避免项

目间的交叉污染：（１）在设定各个项目之间的分析顺序时，要尽

量将产生干扰的项目分开，或是将被干扰的项目放置于干扰项

目之前；（２）合理利用仪器智能清洗程序及不同成分的清洗液，

对生化分析仪的试剂探针进行清洗，避免试剂间干扰的产生。

要避免交叉污染，不但需要熟练掌握仪器的操作、性能及原理，

更应该了解各试剂反应原理及成分，设定合理的分析顺序及清

洗程序，从而保证检测结果的准确性。
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新型结核分枝杆菌核酸检测试剂盒的临床应用初步评价

冯庆芳，何小宁，王小婷，周翠蕃

（甘肃省定西市岷县中医院检验科，甘肃定西７４８４００）

　　摘　要：目的　通过对比实验，对结核分枝杆菌（ＴＢ）核酸检测试剂的临床使用效果进行评价。方法　用分离培养法与圣湘

生物结核分枝杆菌（ＴＢ）核酸检测试剂分别对２０２例临床收集的样本进行结核分枝杆菌的检测并对比其结果，同时，将两种检测

方法的检测结果分别与测序法结果进行对比。结果　结核分枝杆菌核酸检测试剂与培养法的阳性一致性百分比为１００％，阴性一

致性百分比为９８．６１％，总一致性百分比为９９．０１％；对２例不符样本进行测序复核，并对复核后的结果进行Ｋａｐｐａ检验一致性分

析，结果Ｋａｐｐａ值为１．０００，表明结核分枝杆菌核酸检测试剂结果与金标准分离培养法的结果具有很好的一致性，表现出较好的

准确性。结论　结核分枝杆菌核酸检测试剂与分离培养法的结果具有很好的一致性，且阳性率较分离培养法更高，所需检测时间

大为缩短，具有内标控制假阴性，结果准确，符合临床检测要求，具有较高的临床应用价值。

关键词：结核分枝杆菌；　ＴＢＤＮＡ；　聚合酶链反应；　培养法
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　　结核分枝杆菌（Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）简称为结核杆菌（ｔｕｂｅｒｃｌｅ

ｂａｃｉｌｌｉ，ＴＢ），是结核病的病原菌
［１］。世界上有１／３的人感染了

结核分枝杆菌，每年有８００万新患者出现，３００万人死于结核

病，且耐药率的不断上升，给结核病的治疗和控制带来严峻的

挑战［２］。目前对结核病的诊断需要综合临床表现、影像学检

查、结核菌检查等资料。结核菌检查是确诊结核病最特异的方

法。其中分离培养法被认为是临床诊断结核病的“金标准”。

但该方法一般需２～８周方能获得结果，灵敏度较低，且易出现

漏检，严重影响结核病的早期诊疗［３］。建立快速、准确、可靠的

结核分枝杆菌的检测方法成为研究热点［４５］。其中实时荧光定

量ＰＣＲ技术以其高灵敏度、高特异性以及简易的操作受到越

来越多的关注和应用［６］。最近，新出现了一种ＴＢ核酸检测试

剂，灵敏度高。该试剂有预防假阴性的内标控制体系和抗污染

系统，能有效避免同类产品存在的假阴性及气溶胶污染。本研

究拟通过检测临床样本，将其与分离培养法进行比对，来评估

这一新试剂的准确性及特异性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本次研究共检测痰液样本２０２份，其中男性

病例１０９例（５３．９％），女性病例９３（４６．１％），－２０℃冰箱保

存。结核病的诊断标准参照我国卫生部发布《肺结核诊断标

准》２００８年版。

１．２　仪器与试剂　结核分枝杆菌核酸检测试剂购自湖南圣湘

生物科技有限公司，具有内标监控假阴性，最低检测限为每毫

升１个菌；核酸扩增仪采用美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司的 Ｍｘ３０００Ｐ

实时荧光定量ＰＣＲ仪。分离培养法使用改良罗氏培养基（４～

８周），灵敏度为每毫升１０１～１０３ 个菌。克隆测序于 ＡＢＩ３１３０

（ＡＢＩ公司，美国）基因分析仪上进行。

１．３　方法　分别采用该新型ＰＣＲ检测试剂和分离培养法对

２０２例临床样本（每例样本一分为三，保留一份样本作为复检）

进行检测，方法如下：在样本中加入２～３倍体积的４％ＮａＯＨ

溶液，震荡混匀后，静置液化３０ｍｉｎ。取液化后的样本５００μＬ

于１．５ｍＬ离心管（避免吸出明显的固体杂质），１２０００ｒ／ｍｉｎ，

离心３ｍｉｎ，吸除上清；加入１ｍＬ无菌生理盐水重悬沉淀，

１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心３ｍｉｎ，吸除上清；加入５０μＬ核酸释放剂，

１００℃处理１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心３ｍｉｎ，上清作为待测样

本备用。取５μＬ作为ＰＣＲ反应的模板加入ＰＣＲｍｉｘ４０μＬ

上机检测即可。参考相关文献设计复检引物，正义链：ＴＩＳＦ：

５′ＡＣＧＧＡＴＡＧＧＧＧＡＴＣＴＣＡＧＴＡＣＡＣ３′，反义链：ＴＩＳ

Ｒ：５′ＣＧＴＣＴＣＧＧＣＴＡＧＴＧＣＡＴＴＧＴＣ３′。将不符合样

本用复检试剂进行ＰＣＲ扩增，并将ＰＣＲ产物通过电泳和克隆

测序进行复核。ＰＣＲ反应体系：总体积５０μＬ，包括２０ｐｍｏｌ

ＰＣＲ引物，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２．５ｐｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，２μＬＴａｑ

酶及ＰＣＲ缓冲液。ＰＣＲ反应条件：９５℃１５ｍｉｎ；（９５℃２０ｓ，

６０℃４０ｓ，７２℃４０ｓ）３５循环；７２℃３０ｍｉｎ。

１．４　统计学处理　数据进行阴阳性一致性分析，灵敏度、特异

度分析和ｋａｐｐａ检验一致性分析。

２　结　　果

２．１　分离培养法与新型试剂检测结果　根据金标准分离培养
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