
肪酶作用下水解释放出ＮＥＦＡ和三酰甘油。释放的ＮＥＦＡ可

以作为许多组织的能量来源，包括骨骼肌和肝细胞。在肝细胞

中，ＮＥＦＡ的命运取决于能量需要、激素平衡等，例如，ＮＥＦＡ

可以进入线粒体，通过β氧化产生乙酰辅酶 Ａ，进入三羧酸循

环产生能量，也可以重新生成三酰甘油并作为低密度脂蛋白

（ＶＬＤＬ）运输出去或储存于肝细胞
［３］。

血清中的ＮＥＦＡ主要受脂肪代谢影响，同时也受糖代谢

和内分泌影响。游离脂肪酸水平升高可见于一些病理状态如

胰岛素抵抗／２型糖尿病、肥胖、恶性疾病和代谢综合征，并会

引发心血管疾病［４９］。另外，有报道称肾脏病患者的 ＮＥＦＡ的

水平也有显著上升［１０］。因此，ＮＥＦＡ检测可以作为临床医学

上内分泌疾病，肝脏疾病以及糖尿病等疾病的辅助诊断。

精确地测定血清中的 ＮＥＦＡ具有重要意义，本文利用酶

法对血清中的ＮＥＦＡ测定进行了尝试，发现该试剂在 ＮＥＦＡ

浓度为０～２．４ｍｍｏｌ／Ｌ的范围内具有良好线性关系，且该试

剂具有较好的精密度，批内犆犞仅０．４９％，试剂的稳定性也较

高，抗干扰能力强，可以快速、高效的测定血清中的 ＮＥＦＡ含

量，适合于医院等部门的批量检测操作。但同时也应该注意，

由于脂质易降解成游离脂肪酸，因此要求血液采集后及时分离

血清并立即检测，如不能立即检测须将样本放于－２０℃保存。
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·质控与标规·

胆红素对胆固醇检测的干扰

王　忠，郭鸿雁，王　颖，孔繁军，王　蕊

（首都医科大学附属北京佑安医院临检中心，北京１０００６９）

　　摘　要：目的　评价高浓度胆红素（ＴＢＩＬ）对检测总胆固醇（ＴＣ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）和低密度脂蛋白胆固醇

（ＬＤＬＣ）是否有干扰作用。方法　根据ＣＬＳＩＥＰ７Ａ２文件，利用胆红素标准品对ＴＣ、ＨＤＬＣ和ＬＤＬＣ进行干扰评价试验。结

果　配对差异实验结果显示浓度１０００μｍｍｏｌ／Ｌ的ＴＢＩＬ对 ＨＤＬＣ检测无干扰；对ＴＣ和ＬＤＬＣ检测有负干扰。５个浓度系列

的剂量效应实验结果显示ＴＢＩＬ对ＴＣ和ＬＤＬＣ检测可产生线性负干扰。结论　高浓度ＴＢＩＬ对ＴＣ和ＬＤＬＣ检测有干扰作

用，可能会干扰临床对肝病和冠心病的预后判断。

关键词：胆固醇；　总胆固醇；　度脂蛋白胆固醇；　低密度脂蛋白胆固醇；　胆红素；　干扰

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２２．０５２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２２３０５２０３

　　总胆固醇（ＴＣ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）和低密度

脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）是判断肝脏损害程度和预后的重要指

标，同时也是对冠心病、动脉粥样硬化危险因素评价的重要指

标［１４］。高胆红素血症是肝病患者的常见症状，而高胆红素

（ＴＢＩＬ）对生化分析仪检测的某些项目易产生明显的干扰。本

文旨在研究当患者出现高 ＴＢＩＬ血症时，是否会干扰 ＴＣ、

ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ的检测，从而影响肝病、冠心病等的临床诊断。

本研究通过严格应用美国临床实验室标准化委员会（ＣＬＳＩ）制

定的评价方案ＥＰ７Ａ２文件中“干扰筛选”的实验方案进行干

扰评价试验［５］，对高 ＴＢＩＬ血症时干扰血清中 ＴＣ、ＨＤＬＣ、

ＬＤＬＣ检测的情况作出分析与评价。

１　资料与方法

１．１　仪器及试剂　ＯｌｙｍｐｕｓＡＵ５４００全自动生化分析仪。试

剂：Ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ标准物质，纯度９９％；ＴＣ试剂盒（氧化酶法）；

ＨＤＬＣ试剂盒（消除法）；ＬＤＬＣ试剂盒（消除法）；胆红素试剂

盒（重氮盐法）。

１．２　方法　ＴＣ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ和胆红素在生化仪上的测定

方法均为终点法。

１．２．２　黄疸干扰物的制备（胆红素储存液）　精称胆红素６０

ｍｇ，加入试管中，加入４％ ＮａＯＨ５ｍＬ，不断混匀，当胆红素粉

末即将完全溶解时，逐滴加入４％ ＮａＯＨ至完全溶解，制成胆

红素饱和溶液。－２０℃冷冻，待用。通过计算本实验用胆红

·２５０３· 国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２２

 基金项目：佑安肝病艾滋病基金资助项目（ＢＪＹＡＨ２０１１０４２）。



素浓度预计为１３６５０μｍｏｌ／Ｌ左右。因称量误差及胆红素在

光线下降解等原因，在实验前以仪器实测值为准，连续检测１０

次，取平均值确定浓度。

１．２．３　制备基础样本
［４５］
　待测的标本浓度应涵盖该项目的

高、低浓度及医学决定水平。选取实验当日本院健康体检者的

无溶血、无黄疸、无脂浊的新鲜混合血清。因胆红素为内生代

谢产物，为避免对照组胆红素浓度过高影响实验可信性，故选

择的基础样本血清的胆红素浓度都小于１０μｍｏｌ／Ｌ；混合血清

通过仪器检测确定其最终浓度。取高、低值血清适量配比，制

成ＴＣ的浓度为３．９７、６．５０ｍｍｏｌ／Ｌ的混合血清；同理，制成

ＨＤＬＣ浓度为０．９４、１．９２ｍｍｏｌ／Ｌ；ＬＤＬＣ浓度为２．３０、３．９２

ｍｍｏｌ／Ｌ的混合血清。

１．２．４　对照样本和干扰样本的制备　本院连续３年检测的临

床患者胆红素结果中的高浓度为１０００μｍｏｌ／Ｌ左右，故设定

待测标本的胆红素浓度为１０００μｍｏｌ／Ｌ。ＥＰＡ２要求尽量减

少对样品的稀释，最好不要超出５％，即干扰物制备的浓度最

好是待测浓度的２０倍以上。但因胆红素储存液的最高浓度

（饱和）只有１３６５０μｍｏｌ／Ｌ左右，达不到待测浓度的２０倍，即

２００００μｍｏｌ／Ｌ以上。故在干扰样本制备时，干扰原液的体积

设为总体积的１／１３。对样品浓度的稀释程度约为－７．７％。

黄疸干扰样本（Ｔ）为１２００μＬ基础样本＋１００μＬ胆红素储存

液，其干扰物浓度为１０００μｍｏｌ／Ｌ左右的胆红素；对照样本

（Ｃ）为１２００μＬ基础样本＋１００μＬ４％ ＮａＯＨ。

１．２．５　重测次数的确定　首先计算最大允许干扰值（ｄｍａｘ）／

批内标准差（狊）比值，然后查ｄｍａｘ／狊与重测次数对应表
［５］，可得

出２个浓度水平重复测定次数。批内标准差（狊）通常由基础样

本重复测定２０次，计算可得；ｄｍａｘ为各项目临床意义差别的标

准。本研究参照根据生物学变异确定的最大允许误差，ＴＣ、

ＨＤＬＣ和ＬＤＬＣ的总误差（犜犈）分别为９．０％、１１．１％和

１３．６％
［４］，设定各个项目的ｄｍａｘ＝基础样本均值×最大允许误

差（％）。

１．２．６　样品检测　在测试时，将测试混合液（Ｔ）和控制混合

液（Ｃ）狀等分，以交替的顺序分析测试混合液（Ｔ）和控制混合

液（Ｃ），为避免系统受携带影响，加入附加样本（去离子水）来

保 护 控 制 样 本 受 测 试 样 本 携 带 的 影 响，如：

Ｃ１Ｔ１ＣｘＣｘＣ２Ｔ２ＣｘＣｘＣ３Ｔ３……ＣｘＣｘＣｎＴｎ，这里附加控制样本

（Ｃｘ）结果丢弃。在检测ＴＣ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ的时候同时检测

胆红素。

１．２．７　干扰效应分析　将所得数据进行干扰效应的“点”估

计，即ｄｏｂｓ（测试样本均值和对照样本均值之间差值的绝度值）

与临界值（Ｃｕｔｏｆｆ，ｄｃ）比较，如果点估计ｄｏｂｓ＞ｄｃ，说明存在干

扰。其中ｄｏｂｓ＝Ｘｔｅｓｔ－Ｘｃｏｎｔｒｏｌ；ｄｃ＝（ｄｎｕｌｌ＋狊犣１－α／２）／槡狀；狊：批内标

准差；狀：重测次数；ｄｎｕｌｌ：无效假设规定的值，通常为０；Ｚ１－α／２：

正态分布双侧检验１００（１－α）％的百分位值，对于单侧检验，

用犣１－α取代犣１－α／２。

１．２．８　干扰效应的９５％可信区间（ＣＬ）　ＣＬ＝（狓ｔｅｓｔ－狓ｃｏｎｔｒｏｌ）

±狋０．９７５，狀－１
２狊
２

槡狀 ，其中狊为批内标准差；狀为重测次数；Ｚ１－α／２为
正态分布双侧检验１００（１－α）％的百分位值；对于单侧检验，

用Ｚ１－α取代Ｚ１－α／２。ｔ０．９７５，ｎ－１来源于狋检验数值表中９７．５％和

狀－１自由度的值。

１．３　“剂量效应”样本的配制

１．３．１　ＥＰ７Ａ２文件要求制备一系列不同浓度的干扰测试样

本，通常５个浓度，以确定一个线性的剂量效应关系。把１．２

制备的对照样本（Ｃ）定为低值样本（Ｌ），黄疸干扰样本（Ｔ）定为

高值样本（Ｈ），按不同配比配制成５个浓度，见表１。

表１　　剂量效应样本的配制

编号 配制方法
设计胆红素浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

１号（Ｌ） 低值样本１３００μＬ ＜１０

２号（３Ｌ＋１Ｈ） 低值样本３００μＬ＋高值样本１００μＬ ２５０

３号（２Ｌ＋２Ｈ） 低值样本２００μＬ＋高值样本２００μＬ ５００

４号（１Ｌ＋３Ｈ） 低值样本１００μＬ＋高值样本３００μＬ ７５０

５号（Ｈ） 高值样本１３００μＬ １０００

１．３．２　在同一分析批之内检测５个样本的浓度，第１组按照

升序测定各样本，第２组按降序测定，第３组按照升序，平均系

统漂移影响。在检测ＴＣ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ的时候同时检测胆

红素。

１．４　使用Ｅｘｃｅｌ２００３和ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据统计和图形

制作。

２　结　　果

２．１　高浓度胆红素对ＴＣ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ的干扰判断结果，

见表２。

表２　　胆红素对ＴＣ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ的干扰判断结果

项目
基础样品浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
犜犈（％）

ｄｍａｘ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

批内狊

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ｄｍａｘ／狊

检测

次数

对照样本均值

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

测试样本均值

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄｏｂｓ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄｃ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

干扰

判断

ＣＨＯＬ ３．９７ ９．００ ０．３５７ ０．０３７ ９．６５ ３ ３．７ ３．４８ －０．２２ ０．０９ 是

６．５ ９．００ ０．５８５ ０．０５９ ９．９２ ３ ６．０４ ５．７１ －０．３３ ０．１５ 是

ＨＤＬＣ ０．９４ １１．１０ ０．１０４ ０．０１０ １０．４０ ３ ０．８９ ０．８８ －０．０１ ０．０２ 否

１．９２ １１．１０ ０．２１３ ０．０１３ １６．３８ ３ １．８１ １．８４ ０．０３ ０．０３ 否

ＬＤＬＣ ２．３ １３．６０ ０．３１３ ０．０１４ ２２．３６ ３ ２．１１ １．５１ －０．６ ０．０３ 是

３．９２ １３．６０ ０．５３３ ０．０１５ ３５．５３ ３ ３．６５ ２．７２ －０．９３ ０．０４ 是

２．２　高浓度胆红素干扰效应产生的误差，见表３。

２．３　胆红素干扰ＴＣ和ＬＤＬＣ的“剂量效应”图，见图１～４

（见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。通过线性回归方

程，干扰物不同浓度的干扰误差可被估计，即各干扰物浓度引

起的干扰效应为各分析物测定值（犡 为干扰物浓度时，犢 值的

大小）减去低浓度样本测定值（犡为０时，犢 值的大小）。

表４　　干扰效应误差和根据生物学变异确定的

　　　不精密度、偏倚、总误差

项目
对照样本均值

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

测试样本均值

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

干扰效应

误差（％）

不精密度

（％）

偏倚

（％）

总误差

（％）

ＴＣ ３．７ ３．４８ －５．９ ３ ４．１０ ９

６．０４ ５．７１ －５．５
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续表４　　干扰效应误差和根据生物学变异确定的

　　　不精密度、偏倚、总误差

项目
对照样本均值

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

测试样本均值

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

干扰效应

误差（％）

不精密度

（％）

偏倚

（％）

总误差

（％）

ＨＤＬＣ ０．８９ ０．８８ －１．１ ３．６０ ５．２０ １１．１０

１．８１ １．８４ １．６

ＬＤＬＣ ２．１１ １．５１ －２８．４ ４．２０ ６．８０ １３．６０

３．６５ ２．７２ －２５．５

３　讨　　论

ＥＰ７Ａ２是标准干扰评价方安，该评价方案可广泛适用于

临床实验室的检测方法、仪器以及各种类型标本，对临床很多

可疑干扰物进行分析。本研究利用“配对差异”实验在较高浓

度下对可能的干扰物胆红素作初步筛选，在确定其为干扰物

质后，进一步利用“剂量效应”试验评估干扰物浓度与干扰程

度的关系。从而对临床常见标本干扰因素胆红素对 ＴＣ、

ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ测定的干扰进行了客观的评价。

本方案由于是人为加入干扰物，存在一些局限性：（１）添加

到血清中的化合物的特性可能不同于那些在体内自然循环状

态下的化合物；（２）试验样本基质并不代表典型的有问题的临

床样本；（３）样本中真实的干扰物可能不是原来的药物，而是代

谢产物；４）试验浓度水平可能选择太低或太高以至不真实。

通过表４可看出，高浓度胆红素对 ＴＣ的负干扰大于

５．５％；加上不精密度和偏倚的叠加，极易超出总允许误差

９．００％；高浓度胆红素对ＬＤＬＣ的负干扰大于２５．００％，已经

超出总允许误差１３．６０％。通过“剂量效应”图及回归公式计

算，可得知胆红素浓度在７５０～１０００μｍｍｏｌ／Ｌ之间对ＴＣ和

ＬＤＬＣ的干扰程度是很接近的。

很多文献中将诊断界限划定，如，ＴＣ／ＨＤＬＣ比值大于

４．５冠心病危险性明显增高
［１］，ＭＥＬＤ评分大于或等于２５分

同时血清ＣＨＯＬ≤１．６５ｍｍｏｌ／Ｌ可提高对重型肝炎预后预测

的准确性［６］。ＴＣ的理想范围是低于５．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＬＤＬＣ的

理想范围是低于３．１２ｍｍｏｌ／Ｌ等
［４］。所以，当诊疗肝病、冠心

病等时，若以ＴＣ和ＬＤＬＣ为指标，如果未考虑检测时胆红素

的干扰因素，可能会误导判断评价病情。以上结果提示临床医

生，当患者出现高胆红素血症时，如果无法确认ＴＢＩＬ的干扰

程度，应慎用ＴＣ和ＬＤＬＣ作为诊断依据。
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