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血清总胆红素参考方法的建立及其不确定度评估
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（宁波美康生物科技股份有限公司参考实验室，浙江宁波３１５１０４）

　　摘　要：目的　建立血清总胆红素（ＴＢＩＬ）参考方法，评价其性能，并评估其测量结果不确定度。方法　根据国际医学检验

溯源联合委员会（ＪＣＴＬＭ）公布的相关文献建立参考实验室内部的血清总胆红素参考方法，对方法的线性、精密度和准确度进行

评估，测量结果不确定度参照ＧＵＭ文件进行评估。结果　总胆红素标准曲线线性方程为：犢＝０．００７５０犡－０．００３０８，犚２＝０．９９９

９，线性范围０～２００ｍｇ／Ｌ；测量血清样本的相对标准偏差（犆犞）小于１．０％；测量ＩＦＣＣＲＥＬＡ样本，结果在等效范围内，相对标准

不确定度［ｕｒｅｐ（ｃ）］小于２．０％。结论　成功建立了血清总胆红素参考方法，可用于血清总胆红素项目的量值溯源和标准化，为血

清总胆红素常规检测系统向参考方法／参考物质溯源提供有效途径。
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　　血清总胆红素（ＴＢＩＬ）分直接胆红素和间接胆红素，是由

衰老红细胞被破坏后产生出来的血红蛋白衍化而成，在肝内经

过葡萄糖醛酸化的称为直接胆红素，未在肝内经过葡萄糖醛酸

化的称为间接胆红素［１］。ＴＢＩＬ检测是临床重要检测项目，对

诊断肝脏或胆道疾病具有重要作用［２］。人们通过改进Ｊｅｎ

ｄｒａｓｓｉｋＧｒｏｆ法建立了血清总胆红素测定的新方法
［３４］。该法

主要原理是在咖啡因试剂存在的情况下，胆红素与重氮苯磺酸

反应生成偶氮胆红素。该反应发生在胆红素分子Ｂ环和Ｃ环

之间的 亚 甲 基 碳 原 子 上，形 成 一 分 子 的 偶 氮 胆 红 素 和

ＨｙｄｒｏｘｙｐｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅＣａｒｂｉｎｏｌ，与重氮苯磺酸之间进一步反

应形成第二分子的偶氮胆红素。最后加入碱性酒石酸溶液，使

颜色不稳定的紫红色偶氮胆红素（５３０ｎｍ）在咖啡因存在下转

化为稳定的蓝色偶氮胆红素（５９８ｎｍ）。反应方程如下
［５］。

　　该法后来被国际医学检验溯源联合委员会（ＪＣＴＬＭ）认定

为参考方法，用于胆红素项目的量值溯源。因此，在参考实验

室内建立血清总胆红素参考方法，对实现临床检测结果的准确

性和可比性具有非常重要的意义［６７］。本研究根据ＪＣＴＬＭ 的

要求建立血清总胆红素参考方法，对方法的性能和测量结果不

确定度进行评估，以期用于ＴＢＩＬ项目的量值溯源和标准化。

１　材料与方法

１．１　仪器　Ｃａｒｙ１００紫外可见分光光度计（Ａｇｉｌｅｎｔ，ＵＳＡ）、

１５２４型点温计（ＦＬＵＫＥ，ＵＳＡ）、ＸＳ２０５ＤＵ型分析天平（ＭＥＴ

ＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）、移液器（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ，Ｇｅｒ

ｍａｎｙ）、棕色容量瓶（ＡＳＯＮＥ，Ｊａｐａｎ）。所用仪器均通过相关部

门鉴定或参照参考实验室内部文件校准。

１．２　试剂　胆红素（ＳＲＭ９１６ａ）购自美国国家标准与技术研究

院（ＮＩＳＴ）；浓盐酸、氢氧化钠、碳酸钠、牛血清清蛋白（ＢＳＡ）组

分五、二甲基亚砜、ＴｒｉｓＢａｓｅ、亚硝酸钠、对氨基苯磺酸、酒石酸

钾钠、醋酸钠、苯甲酸钠、ＥＤＴＡ二钠盐、咖啡因等均购自Ｓｉｇ

ｍａ公司；国际参考实验室室间比对样本（两个浓度水平：ＲＥ

ＬＡＡ和ＲＥＬＡＢ）由ＩＦＣＣ提供。实验室用水为超纯水。

１．３　方法

１．３．１　试剂的配制　依据参考文献［４］要求配制所需的试剂，

包括咖啡因试剂、碱性酒石酸、亚硝酸钠溶液（５ｇ／Ｌ）、对氨基

苯磺酸溶液（５ｇ／Ｌ）、重氮试剂、Ｔｒｉｓｂａｓｅ缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ）、

ＢＳＡ溶液（４０ｇ／Ｌ）。

１．３．２　标准的配制　胆红素标准空白：将２．０ｍＬ的二甲基

亚砜和４．０ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ的碳酸钠溶液混匀，转移至２００ｍＬ

容量瓶内。平衡容量瓶和４０ｇ／Ｌ的 ＢＳＡ 溶液至２０ ℃，加
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４０ｇ／Ｌ的ＢＳＡ溶液（２０℃）至刻度线。贮存于２～８℃，稳定

３ｄ。

胆红素标准溶液（２００ｍｇ／Ｌ）：准确称取４０ｍｇ胆红素标

准物质于１０ｍＬ小烧杯内，加入２．０ｍＬ的二甲基亚砜，避光

条件下轻轻地摇晃使之均匀分散开来。在胆红素粉末分散开

后加入４．０ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ的碳酸钠溶液，充分混匀。当溶液

变为暗红色透亮时转移至２００ｍＬ棕色容量瓶内。平衡容量

瓶和４０ｇ／Ｌ的ＢＳＡ溶液至２０℃，加４０ｇ／Ｌ的ＢＳＡ溶液（２０

℃）至刻度线。避光贮存于２～８℃，稳定３ｄ。

工作标准液：将胆红素标准溶液和胆红素标准空白在室温

平衡３０ｍｉｎ，分别移取０．０、１．０、２．５、５．０、７．５ｍＬ标准溶液于

１０ｍＬ容量瓶中，用标准空白定容至刻度。配制成浓度为０．０、

２０．０、５０．０、１００．０、１５０．０、２００．０ｍｇ／Ｌ的标准工作液。

１．４　测定程序　样本测定步骤如表１所示。

１．５　结果计算　样本测试前按１．４程序测定胆红素工作标准

液，可得到胆红素浓度和校正吸光度 Ｙ（ＡｔｅｓｔＡｂｌａｎｋ）的工作

曲线犢＝ａ＋ｂ犡（ａ为截距，ｂ为标准曲线的斜率），将待测样本

的校正吸光度Ａ代入上述工作曲线中即可得到待测样本中Ｔ

ＢＩＬ的浓度。测量结果的不确定度参照 ＧＵＭ 文件进行评

估［５］。

２　结　　果

２．１　Ｔ４ＢＩＬ参考方法的性能评价

２．１．１　线性　根据１．４节方法测定工作标准液，结果如表２

所示。从表中可以看出，各浓度工作标准检测浓度与理论浓度

的差值均小于２．０ｍｇ／Ｌ，符合Ｄｏｕｍａｓ参考方法的要求。以

理论浓度为横坐标，校正吸光度 Ａ为纵坐标作图（见图１），标

准曲线的线性方程犢＝０．００７５０犡 －０．００３０８，犚２＝０．９９９９。

斜率ｂ在０．００７４９～０．００７７１之间，截距ａ＜±０．００５，犚２＞

０．９９９，符合Ｄｏｕｍａｓ参考方法的要求。

表１　　样本吸光度的测定步骤

试剂 Ｔｅｓｔ管（ｍＬ） Ｂｌａｎｋ管（ｍＬ）

咖啡因试剂 ４．０ ４．０

标准／样本 ０．５ ０．５

碱性酒石酸 ３．０ ３．０

置于玻璃试管中封口，充分混匀

重氮试剂 １．０ ／

对氨基苯磺酸溶液 ／ １．０

轻轻混匀后室温静置６０ｍｉｎ（避光），立即在５９８ｎｍ处检测吸光度。

表２　　总胆红素标准曲线测定结果

标准浓度（ｍｇ／Ｌ） 空白吸光度 测定吸光度 校正吸光度 检测浓度（ｍｇ／Ｌ） 浓度差值（ｍｇ／Ｌ） 参考方法要求（ｍｇ／Ｌ） 结果

０ ０．０３３２ ０．０３５１ ０．００１９ ０．６６ ＋０．６６ ＜２．０ 合格

２０ ０．０３４７ ０．１８１６ ０．１４６９ ２０．０１ ＋０．０１ ＜２．０ 合格

５０ ０．０３４７ ０．４０３０ ０．３６８３ ４９．５４ －０．４６ ＜２．０ 合格

１００ ０．０３６０ ０．７７６２ ０．７４０２ ９９．１５ －０．８５ ＜２．０ 合格

１５０ ０．０３７１ １．１６１５ １．１２４４ １５０．４０ ＋０．４０ ＜２．０ 合格

２００ ０．０３８４ １．５３６４ １．４９８０ ２００．２４ ＋０．２４ ＜２．０ 合格

图１　　胆红素标准曲线

２．１．２　精密度　取４份不同梯度的新鲜血清，平行测定９次，

实验结果表明４份血清的相对标准偏差（犆犞）均小于１．０％，说

明该方法测定血清样本具有良好的精密度。

表３　　２０１１年ＩＦＣＣＲＥＬＡ实验对比结果
ｃ

样本 测定次数 测定结果（ｍｇ／Ｌ）ａ 参考结果（ｍｇ／Ｌ）ｂ 结果

２０１１年ＲＥＬＡＡ １０ ３８．８２±０．９２ ３８．８５±２．１４ 合格

２０１１年ＲＥＬＡＢ １０ ２２．６５±０．８８ ２１．９４±１．２１ 合格

２０１２年ＲＥＬＡＡ １０ ４５．８０±１．０９ ４４．９６±２．４７ 合格

２０１２年ＲＥＬＡＢ １０ ２７．１０±０．９５ ２７．５３±１．５１ 合格

　　ａ：测量均值±扩展不确定度；ｂ：国际参考实验室均值，等效限±

５．５０％，由ＩＦＣＣ提供；ｃ：摘自ＩＦＣＣＲＥＬＡ主页（宁波美康：０８７）：ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｇｋｌｒｆｂ．ｄｅ：８１／。

２．１．３　准确度　采用上述方法测定２０１１年和２０１２年ＲＥＬＡ

样本（连续测定２ｄ，每天测定５次。结果见表３）。ＩＦＣＣＲＥ

ＬＡ是由国际临床化学联合会（ＩＦＣＣ）主办、德国临床化学和实

验医学协会（ＤＧＫＬ）承办的全球最具权威的参考实验室能力

验证［１６］。从表４可以看出，本实验室建立的参考方法测定

ＲＥＬＡ样本结果均在合格范围内，表明本实验室建立的参考方

法符合Ｄｏｕｍａｓ参考方法要求。

２．２　测量结果的不确定度评估

２．２．１　被测量的数学模型　血清总胆红素的含量ｃ（ｍｇ／Ｌ）按

下列公式计算：

ｃ＝
（Ａ１－Ａ０）－ｂ０

ｋ
　×ｆｃ

式中，Ａ１：样本未校正的吸光度；Ａ０：样本空白的吸光度；

ｂ０：校正曲线的截距；ｋ：校正曲线的斜率；ｆｃ标准溶液浓度修正

因子。

设Ａ＝Ａ１－Ａ０，则最终得到的被测量的数学模型为：

ｃ＝
Ａ－ｂ０
ｋ

　×ｆｃ

２．２．２　不确定度的来源　测量不确定度的来源有样本的吸光

度（Ａ１）、样本空白的吸光度（Ａ０）、校正曲线拟合（包括斜率ｋ、

截取ｂ０ 和拟合引起的吸光度不确定度）、标准溶液浓度（包括

标准物质称量、定容、稀释、再定容）和测量重复性。由于温度

效应影响极小，可以忽略。取样体积、时间等因素已在重复性

中体现，故不单独考虑这些因素。

２．２．３　量化不确定度　根据本实验室内部文件进行计算，得

出各样本测量结果的不确定度和扩展不确定度。使用电子表

格计算方法［１１］计算每个分量对测量结果的不确定度的相对贡

献。图２使用直方图表示了ＲＥＬＡＡ和ＲＥＬＡＢ两个样本中

·６０２· 国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２



各分量的相对贡献，从图中可以得知，吸光度、标准曲线的斜率

和截距是影响血清总胆红素测量不确定度的主要分量。

２．２．４　合成标准不确定度　血清总胆红素的合成标准不确定

度如下合成：

ｕｃ（ｃ）＝ ｕ２ｃＢ（ｃ）＋ｕ
２（ｒｅｐ槡 ）

图２　　样本中各分量的相对贡献

３　讨　　论

本研究建立血清总胆红素参考方法，以实现常规检测系统

的溯源性。对建立的参考方法的线性、精密度和准确度进行评

估，通过参加国际室间质量评价（ＩＦＣＣＲＥＬＡ）进行能力验证，

以ＩＦＣＣＲＥＬＡ对该项目的等效限作为合格指标。本研究测

定２０１１年和２０１２年ＲＥＬＡ样本结果均在等效限内，表明该方

法符合参考方法的要求。

本研究依据 ＧＵＭ
［１１］文件对建立的ＴＢＩＬ参考方法进行

不确定度评估，通过建立不确定度评估模型，探讨不确定度各

分量对测量结果不确定度的相对贡献。通过ＲＥＬＡＡ和ＲＥ

ＬＡＢ样本各分量的相对贡献分析可知，吸光度、标准曲线的斜

率和截距是影响血清总胆红素测量不确定度的主要分量。因

此，对标准溶液的配制和测定应严加控制，确保测量结果具有

较小的不确定度。这也是建立血清总胆红素参考方法的难

点［１２］。

综上所述，本实验室依据ＪＣＴＬＭ推荐方法建立的血清总

胆红素参考方法，方法性能符合要求，测定结果通过ＲＥＬＡ参

考实验室能力评估，同时建立了血清总胆红素测量结果不确定

度评估模型，可应用于血清总胆红素项目的量值溯源和标准

化，为血清总胆红素常规检测系统向参考方法／参考物质溯源

提供有效途径。
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（２）：５７３５７６．

［１２］ＤｅｓａｉＮ，ＷｕＨ，ＧｅｏｒｇｅＫ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｕｓｉｎｇｔｈｅ

Ｌｕｍｉｎｅｘ（ＴＭ）ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＡｄｖＳｐａｃｅＲｅｓ，２００４，３４（６）：１３６２

１３６７．

（收稿日期：２０１３０９１２）
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