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·检验技术与方法·

甘油残留量检测方法确认

骆展鹏，杨俊鸿，舒　勤，刘加伟，黎美君△，彭　楷，王娟娟，邹晓萍

（重庆市血液中心，重庆４０００１５）

　　摘　要：目的　采用三酰甘油试剂盒检测冰冻解冻去甘油红细胞中甘油残留量，对该检测方法进行全面评价。方法　对该方

法的准确度、批内和批间精密度、线性范围及可报告范围等性能进行确认，以确保检测结果的准确、可靠。结果　准确度：偏移小

于或等于２．５０％；批内精密度相对标准偏差（ＲＳＤ）≤１．０％，批间精密度ＲＳＤ≤２．０％；在０．００７８～２．００００ｇ／Ｌ浓度范围内，测定

结果与标准溶液浓度呈线性相关，犢＝０．９７５２犡＋０．００９５（狉２＝０．９９９８）；可报告范围下限为０．００７８ｇ／Ｌ，上限为６４．０ｇ／Ｌ。结论

　采用三酰甘油试剂盒检测甘油残留量的方法能满足采供血机构需求。
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　　甘油残留量作为冰冻解冻去甘油红细胞关键质量指标之

一，已在《全血及成分血质量要求》（ＧＢ１８４６９２０１２）中做出明

确规定。甘油残留量检测方法比较多，如氢氧化钠滴定法、变

色酸显色法、渗透压法、高效液相色谱法等［１２］。采、供血机构

常规检测甘油的方法一直沿用氢氧化钠滴定法和变色酸显色

法［３］，但这两种方法操作烦琐、耗时长、试剂不易保存，且为指

示剂终点滴定法，结果靠肉眼判读［４］。《血站技术操作规程》

（以下简称《规程》）规定了可以采用三酰甘油试剂盒检测甘油

残留量。因此，本文主要研究三酰甘油试剂盒检测甘油残留量

的确认，旨在为采、供血机构进行检测方法确认提供理论和实

践基础。

１　材料与方法

１．１　研究标本　本中心制备的冰冻解冻去甘油红细胞。

１．２　试剂与仪器　试剂：三酰甘油测定试剂盒（ＧＰＯＰＡＰ

法，四川迈克）、丙三醇（纯度大于或等于９９％）、生理盐水、

２０％三氯醋酸。仪器：ＮＳＡ４００型全自动生化分析仪、电子分

析天平、容量瓶。所有计量设备均经过计量检定合格并在有效

期内。

１．３　方法

１．３．１　甘油浓度检测　电子分析天平精确称取甘油０．０００３、

０．０８、０．１、０．１２、０．２、０．８、１．６、３．２ｇ分别置于１００ｍＬ的容量

瓶中，用生理盐水溶解稀释至刻度，配成０．００３、０．８、１．０、１．２、

２．０、８．０、１６．０、３２．０ｇ／Ｌ的标准溶液。按三酰甘油检测试剂

说明书要求上机检测甘油浓度。甘油浓度（ｇ／Ｌ）＝三酰甘油

物质的量浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）×９２．０９／１０００（９２．０９为甘油相对分

子质量，１０００为单位换算因子）。

１．３．２　准确度　渗透压法和预实验测得本中心冰冻解冻去甘

油红细胞甘油残留量在１．０ｇ／Ｌ左右，因此将１．０ｇ／Ｌ的甘油

作为目标检测浓度，检测０．８、１．０、１．２ｇ／Ｌ３个浓度的标本各

３次，计算偏倚。

１．３．３　精密度　批内精密度：每个浓度水平的标本一批内连

续检测２０次，计算批内精密度。批间精密度：每个浓度水平的

标本每天检测２批，连续检测１０ｄ，共检测２０次，批间精密度。

１．３．４　检测线性及线性范围　将高于说明书给出的线性范围

上限的标准溶液进行对倍稀释。以检测浓度均值（犢）和标准

溶液浓度（犡）计算回归直线方程和相关系数（狉２），并计算方程

斜率和截距。

１．３．５　可报告范围　可报告上限：线性上限为２．０ｇ／Ｌ，用生

理盐水将１６．０、３２．０、６４．０ｇ／Ｌ的标准溶液，分别按８、１６、３２

倍稀释到２．０ｇ／Ｌ，检测后计算偏移；可报告下限：将２．０ｇ／Ｌ

的标准溶液进行对倍稀释，检测后计算偏倚。偏倚小于或等于

１／４ＥＴａ（６．２５％）的原始标本浓度范围即为可报告范围。

１．３．６　常规标本验证　吸取冰冻解冻去甘油红细胞１ｍＬ于

试管中，加２０％三氯醋酸溶液１ｍＬ，作用１０ｍｉｎ破坏红细胞

并使血红蛋白沉淀，离心，取上清液，上机检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，分
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析线性确认中各浓度理论值与实测值的相关性，计算相对标准

偏差。

２　结　　果

２．１　准确度确认结果　见表１。

表１　　准确度确认结果

标准浓度（ｇ／Ｌ） 检测浓度（ｇ／Ｌ） 偏倚（％）

０．８ ０．８１ ０．８１ ０．８２ １．２５ １．２５ ２．５０

１．０ １．０１ １．００ １．０１ １．００ ０．００ １．００

１．２ １．２０ １．１８ １．１９ ０．００ －１．６７ －０．８３

２．２　精密度确认结果　见表２。

表２　　精密度确认结果（狀＝２０）

指标
批内精密度

０．８ １．０ １．２

批间精密度

０．８ １．０ １．２

狓（ｇ／Ｌ） ０．８２ １．０２ １．１９ ０．８１ １．０１ １．１７

犛犇 ０．００４ ０．０１ ０．０１ ０．０１３ ０．０２ ０．０２

犚犛犇（％） ０．４９ ０．９８ ０．８４ １．６０ １．９８ １．７１

２．３　线性范围确认结果　在０．００７８～２．００００ｇ／Ｌ浓度范围

内，测定结果与标准浓度呈线性相关，回归方程犢＝０．９７５犡＋

０．００９５，相关系数（狉２）＝０．９９９８，斜率０．９７５，截距０．００９５。

见图１。

图１　　测定甘油浓度与标准甘油浓度的关系

２．４　可报告范围确认结果　在０．００７８～２．００００ｇ／Ｌ范围

内，稀释度为３２倍时，偏移在６．２５％以内，即可报告下限为

０．００７８ｇ／Ｌ，可报告上限大于６４．０ｇ／Ｌ。

２．５　常规标本验证结果　２０份标本检测最低值为０．２５ｇ／Ｌ，

最高值为１．５８ｇ／Ｌ，均满足《全血及成分血质量要求》要求，并

在线性范围内。

３　讨　　论

甘油具有无毒性、中性、相对分子质量小、能渗入细胞、与

水结合能力强等特点，使水溶液的结晶点明显降低，结晶过程

缓慢或形成无结晶凝固，与水结合以防止红细胞的冷冻损伤。

但过多甘油进入人体会导致不良反应，引起受血者不适，严重

者甚至有生命危险［５］。因此在使用冰冻解冻红细胞之前，必须

经过洗涤去除甘油，要控制洗后红细胞中甘油残留量小于或等

于１０ｇ／Ｌ，以消除甘油对人体产生的不良反应，保证输注后的

红细胞能够正常发挥生理功能。

用检测三酰甘油的试剂盒检测游离甘油是对原方法的偏

离［６］，因此需对方法的一般要素、准确性、精密度、线性及线性

范围、可报告范围进行确认。由于浓度为１００％的甘油，其黏

稠度很高，倍比稀释过程中，如果某一浓度点混匀不均，会导致

其后一系列浓度点出现较大的系统误差。因此，在各浓度点的

甘油标准液配制上，采用了直接称量配制的方法。

准确度是评估检测方法是否满足需要的首要指标，准确度

评估的最常用的方法有方法比较试验（与参加过能力验证的检

测方法比较）、参加能力验证活动和检测定值标本，由于甘油检

测没有能力验证活动，因此选择定值标本检测的方法。ＣＬＩＡ′

８８规定三酰甘油总允许误差（犈犜犪）为２５％，以偏倚小于或等

于１／４犈犜犪作为可接受标准，即偏倚小于或等于６．２５％，本方

法０．８、１．０、１．２ｇ／Ｌ３个浓度偏倚均小于６．２５％。

检测结果必须具有较好的精密度，否则准确性就无从谈

起。参照文献［７］提出高效检验对精密度要求的观点，批内精

密度相对标准偏差（犚犛犇）应小于ＣＬＩＡ′８８允许误差的１／４，批

间精密度犚犛犇应小于ＣＬＩＡ′８８允许误差的１／３。ＣＬＩＡ′８８规

定三酰甘油犈犜犪为２５％，因此，甘油残留量检测方法的批内

犚犛犇应小于６．２５％，批间犚犛犇应小于８．３３％。本研究发现，

在０．００７８～２．００００ｇ／Ｌ浓度范围内，测定结果与标准浓度呈

线性相关，回归方程犢＝０．９７５犡＋０．００９５，相关系数（狉２）＝

０．９９９８，斜率０．９７５，截距０．００９５。

本文采用标本稀释后进行检测来得到可报告范围，６４ｇ／Ｌ

甘油标准溶液直接稀释３２倍得到２ｇ／Ｌ甘油溶液即为扩展分

析物，检测结果总误差满足预定的标准，６４ｇ／Ｌ已大大超出国

标规定的１０ｇ／Ｌ，因此，再进行稀释已无意义。

用常规检测标本验证时，２０％的三氯醋酸可以破坏红细胞

使细胞内残存的甘油释放出来，测定红细胞内外残留甘油总浓

度比测定红细胞悬液上清液中的甘油浓度更为准确反应残留

甘油的浓度。有文献报道，严重溶血对酶法试剂盒测定三酰甘

油浓度有一定的影响［８］，三氯醋酸可以沉淀血红蛋白，减少其

对检测结果的影响。

用于甘油浓度检测的方法较多，三酰甘油检测试剂盒检测

冰冻解冻去甘油红细胞残留量是一种自动化检测的方法，其准

确度、精密度、线性和可报告范围均能满足采、供血机构的使用

需要。
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