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　　摘　要：目的　应用ＮＣＣＬＳＥＰ７Ａ２文件对Ｄ３羟丁酸（Ｄ３Ｈ）检测试剂盒抗干扰性能进行评价，并对其抗干扰性能进行改

进。方法　根据ＮＣＣＬＳＥＰ７Ａ２文件，对Ｄ３Ｈ检测试剂盒进行干扰评价试验，并通过添加维生素Ｃ氧化酶对其抗维生素Ｃ干扰

性能进行改进。结果　３４２ｍｏｌ／Ｌ游离胆红素、３４２ｍｏｌ／Ｌ结合胆红素、１４５０ＦＴＵ乳糜、５ｇ／Ｌ血红蛋白对低、高浓度Ｄ３Ｈ测定

无干扰，０．０３ｇ／Ｌ维生素Ｃ对低、高浓度Ｄ３Ｈ测定有干扰。剂量效应实验结果显示，维生素Ｃ对Ｄ３Ｈ测定可产生线性正干扰。

添加２５００Ｕ／Ｌ维生素Ｃ氧化酶可对抗维生素Ｃ对检测的干扰。结论　维生素Ｃ会干扰Ｄ３Ｈ的检测，试剂中添加维生素Ｃ氧化

酶可对抗其干扰。
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　　酮体是检测代谢控制的一项重要的标记物，Ⅰ型糖尿病患

者的最重要的特征之一就是易发展成为酮症酸中毒。人体内

的酮体包括丙酮、乙酰乙酸和Ｄ３羟丁酸（Ｄ３Ｈ），这三者处于

动态平衡之中，其中 Ｄ３Ｈ 水平最高，因此及时准确地检测

Ｄ３Ｈ水平是十分关键的预知酮症酸中毒的重要手段。干扰是

引起临床实验室测定误差的重要原因之一，样本中共存的干扰

成分对检测结果的影响可能影响医生的临床诊断与治疗，因此

越来越受到关注［１］。本文根据美国临床实验室标准化委员会

（ＮＣＣＬＳ）指南文件 ＥＰ７Ａ２《临床化学干扰试验———批准指

南》对Ｄ３Ｈ检测试剂盒抗干扰能力进行了评估
［１２］，并对其抗

干扰性能进行了改进。

１　材料与方法

１．１　样本来源　收集实验当天无溶血、黄疸和脂血等影响因

素的新鲜血清制备成所需浓度混合血清。

１．２　仪器与试剂　日立７１８０全自动生化分析仪。Ｄ３Ｈ检测试

剂购于申能德赛公司（批号：１７３９８）；游离胆红素（ＦＢｉｌ）及结合胆红

素（ＣＢｉｌ）购于百灵威科技有限公司（批号：Ｌ７Ｂ０Ｍ２２及ＪＨ１０

４２８６）；血红蛋白（Ｈｂ）购于上海瑞齐生物科技有限公司（批号：

２０１０１２０３）；维生素Ｃ（ｖｉｔＣ）购于国药集团（批号：２０１３０８０１）；中／长

链脂肪乳注射液购于华瑞制药有限公司（批号：８０ＤＨ０６６）；维生素

Ｃ氧化酶购于Ｒｏｃｈｅ公司（批号：１３０１３０）。

１．３　方法

１．３．１　干扰物贮存液配制
［１］
　ＦＢｉｌ用０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 配

制，ＣＢｉｌ、Ｈｂ、ｖｉｔＣ和乳糜用０～５℃蒸馏水配制，使其终浓度

分别为６．８４ｍｍｏｌ／Ｌ、６．８４ｍｍｏｌ／Ｌ、１００ｇ／Ｌ、６００ｍｇ／Ｌ和

２９０００浊度，制备２ｈ之内所有测试应完成。

１．３．２　配对差异实验
［１２］
　参考ＥＰ７Ａ２文件，每个分析物选

择２个浓度的新鲜混合血清为基础样本，作为对照样本，并用

基础样本分别以１∶２０比例稀释５种干扰物的贮存液，作为测

试样本。计算最大允许干扰值（犱ｍａｘ）／批内标准差（狊）比值，然

后查犱ｍａｘ／狊与重测次数对应表，得出２个浓度水平重复测定次

数，其中ｓ由基础样本重复测定２０次计算而得，犱ｍａｘ为项目临

床意义差别标准，本研究设定犱ｍａｘ为基础样本均值的１０％。

按交互顺序分析测试和对照样本，并将所得数据进行干扰效应

的“点估计”，即犱ｏｂｓ（测试样本均值和对照样本均值之间的差

值），与鉴别值犱ｃ比较，如果点估计犱ｏｂｓ≥犱ｃ，说明存在干扰。

１．３．３　剂量效应实验
［１２］
　用基础样本稀释贮存液，制备成所

需高浓度样本，参照对照样本的制备方法，用基础样本稀释空

白液制备成所需低浓度样本，以高低浓度样本按一定比例混合

５个系列浓度样本，重测测定３次，第１次按升序测定，第２次

按降序，第３次再按升序。如果数据随机分布，呈一条直线，可

用最小二乘法进行回归分析，确定其斜率、截距，在图上绘制回

归线；如各浓度水平的干扰不是一个线性函数，绘图时显示是

弯曲的，则利用非线性二次多项式公式计算给定的干扰物浓度

的干扰度。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行分析。
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２　结　　果

２．１　配对差异实验　低浓度基础样本均值为０．０７ｍｍｏｌ／Ｌ、狊

为０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ；高浓度基础样本均值为０．３８ｍｍｏｌ／Ｌ、狊为

０．００５ｍｍｏｌ／Ｌ。低浓度基础样本犱ｍａｘ为０．００７ｍｍｏｌ／Ｌ，犱ｍａｘ／狊

为３．５；高浓度基础样本犱ｍａｘ为０．０３８ｍｍｏｌ／Ｌ，犱ｍａｘ／狊为７．６。

因此，低、高浓度水平的重测次数均为３次。配对差异试验结

果显示：３４２ｍｏｌ／ＬＦＢｉｌ、３４２ｍｏｌ／ＬＣＢｉｌ、１４５０浊度乳糜、５ｇ／

ＬＨｂ对Ｄ３Ｈ测定均无干扰；０．０３ｇ／ＬｖｉｔＣ对低浓度Ｄ３Ｈ的

犱ｏｂｓ和犱ｃ分别为０．１１和０．００２５，对高浓度Ｄ３Ｈ的犱ｏｂｓ和犱ｃ

分别为０．０６和０．００５，犱ｏｂｓ均大于犱ｃ，说明０．０３ｇ／ＬｖｉｔＣ对

Ｄ３Ｈ检测有干扰。

２．２　剂量效应实验　剂量效应结果显示，ｖｉｔＣ对低、高浓度

Ｄ３Ｈ测定可产生线性正干扰，干扰效应结果见图１、２。

图１　　ｖｉｔＣ对低浓度Ｄ３Ｈ干扰的剂量效应图

图２　　ｖｉｔＣ对高浓度Ｄ３Ｈ干扰的剂量效应图

２．３　ｖｉｔＣ干扰改进试验　取Ｄ３Ｈ试剂添加２５００Ｕ／Ｌ维生

素Ｃ氧化酶（实验试剂），与未添加维生素Ｃ氧化酶的对照试

剂进行维生素Ｃ干扰的“配对差异试验”，结果显示，添加２

５００Ｕ／Ｌ维生素Ｃ氧化酶的实验试剂，０．０３ｇ／ＬｖｉｔＣ对低浓

度Ｄ３Ｈ的犱ｏｂｓ和犱ｃ 分别为０和０．００２５，对高浓度 Ｄ３Ｈ 的

犱ｏｂｓ和犱ｃ分别为０和０．００５，犱ｏｂｓ均小于对应犱ｃ，说明０．０３ｇ／Ｌ

ｖｉｔＣ对该试剂检测Ｄ３Ｈ无干扰作用，添加维生素Ｃ氧化酶可

对抗ｖｉｔＣ对Ｄ３Ｈ检测的干扰作用。

３　讨　　论

酮体是脂肪代谢的产物，健康人体内的每个细胞均含有脂

肪酸，当体内需要更多的能量时，就要求脂肪细胞释放脂肪酸

进入血液，然后脂肪酸被运输到肝脏转化为酮体。酮体包括丙

酮、乙酰乙酸和Ｄ３Ｈ，这三者处于动态平衡之中，其中Ｄ３Ｈ水

平最多。酮体和血糖一样，是检测代谢控制的一项重要的标记

物，Ⅰ型糖尿病患者的最重要的特征之一就是易发展成为酮症

酸中毒，因此及时准确地检测Ｄ３Ｈ水平是十分关键的预知酮

症酸中毒的重要手段［３５］。本文利用ＥＰ７Ａ２文件“干扰筛选”

方法考察临床常见的干扰物ＦＢｉｌ、ＣＢｉｌ、ｖｉｔＣ、乳糜和 Ｈｂ对

Ｄ３Ｈ试剂测定的影响，初步对其临床应用抗干扰性能进行评

价，结果显示，３４２ｍｏｌ／ＬＦＢｉｌ、３４２ｍｏｌ／ＬＣＢｉｌ、１４５０ＦＴＵ乳

糜、５ｇ／ＬＨｂ对低、高浓度Ｄ３Ｈ 测定无干扰，０．０３ｇ／ＬｖｉｔＣ

对低、高浓度Ｄ３Ｈ测定有干扰。根据文件规定，对于经干扰筛

查证明对被评价方法有明显干扰作用的可能干扰物，需对其在

不同浓度下对测定结果的干扰效应进行评价［１］，根据干扰效应

曲线，可初步判断不同浓度的干扰物质对检测的干扰，以助于

临床诊断分析。本实验５个浓度系列的剂量效应结果显示，

ｖｉｔＣ对Ｄ３Ｈ测定可产生线性正干扰，而此干扰效应可通过往

试剂中添加２５００Ｕ／Ｌ维生素Ｃ氧化酶对抗。

参考文献

［１］ ＮａｔｉｏｎａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅｆｏｒＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓ．ＥＰ１５Ａ２

Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｉｎｇｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｃｈｅｍｉｓｔｒｙ［Ｓ］．Ｗａｙｎｅ，ＰＡ，ＵＳＡ：

ＮＣＣＬＳ，２００２．

［２］ＪｉＪＺ，ＭｅｎｇＱＨ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｆｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ｂｉｌ

ｉｒｕｂｉｎ，ａｎｄｌｉｐｉｄｓｏｎＲｏｃｈｅＣｏｂａｓ６０００ａｓｓａｙｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍＡｃ

ｔａ，２０１１，４１２（１７／１８）：１５５０１５５３．

［３］ＳａｃｋｓＤＢ，ＡｒｎｏｌｄＭ，ＢａｋｒｉｓＧＬ，ｅｔａｌ．Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓａｎｄｒｅｃｏｍｍｅｎ

ｄａｔｉｏｎｓｆｏｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙａｎａｌｙｓｉｓｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆ

ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，２０１１，５７（６）：１４７．

［４］ 王立军，梁常喜，胡邦浩．５３例不同病程糖尿病患者血清Ｄ３羟丁

酸水平与尿酮体含量的对比分析［Ｊ］．国际医药卫生导报，２０１０，

１６（７）：７９３７９５．

［５］ 李天勇．Ｄ３羟丁酸在临床中的研究［Ｊ］．中国医药指南，２０１２，１０

（３３）：４４７４４８．

（收稿日期：２０１４０１２８）

（上接第１９９０页）

［４］ ＴａｋａｍｉｔｓｕＩ，ＦｕｋｕｉＹ，ＯｎｏＮ，ｅｔａｌ．Ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｌｌｏｂｅｔａ

ｌａｃｔａｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｏｆＳｅｒｒａｔｉａｍａｒｃｅｓｃｅｎｓｄｅｔｅｃ

ｔｅｄｉｎｔｈｅｓａｍｅｐａｔｉｅｎｔ［Ｊ］．ＫａｎｓｅｎｓｈｏｇａｋｕＺａｓｓｈｉ，２０１３，８７（２）：

１８９１９４．

［５］ＢｅｒｇｅｓＬ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＶｉｌｌａｌｏｂｏｓＨ，ＤｅｐｌａｎｏＡ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｅ

ｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｉｍｉｐｅｎｅｍ／ＥＤＴＡｃｏｍｂｉｎｅｄｄｉｓｃａｎｄＥｔｅｓｔｆｏｒｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｌｌｏｂｅｔａ１ａｃｔａｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｍｉｅｍｂＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００７，５９（４）：８１２８１３．

［６］ ＤｏｏｓｔｉＭ，ＲａｍａｚａｎｉＡ，ＧａｒｓｈａｓｂｉＭ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒ

ｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＨｏｓｐｉｔａｌｆｒｏｍＺａｎｊａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｉｒａｎ

［Ｊ］．ＩｒａｎＢｉｏｍｅｄＪ，２０１３，１７（３）：１２９１３３．

［７］ ＦａｓｔＷ，ＳｕｔｔｏｎＬＤ．Ｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓａｎｄｒｅｐｏｒｔｅｒ

ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１３，１８３４（８）：１６４８１６５９．

［８］ ＴａｎｇＸＬ，ＬｉｕＰ，ＣａｉＳＹ，ｅｔａｌ．ＲｏｓｅｏｍｏｎａｓｍｕｃｏｓａＩｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ

ＢｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｏｆｔｈｅＭＤＳＰａｔｉｅｎｔ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｕｒｅａｎｄＡｐｐｌｉｅｄ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，７（２）：１２７９１２８３．

［９］ 辜依海，罗燕萍，张文莉，等．耐亚胺培南铜绿假单胞菌的耐药性

分析及金属β内酰胺酶检测［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２００５，１５

（３）：３３９３４１．

［１０］ＦｕｊｉｓａｋｉＭ，ＳａｄａｍｏｔｏＳ，ＨｉｓｈｉｎｕｍａＡ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｏｕｂｌｅ

ｄｉｓｋｓｙｎｅｒｇｙｔｅｓｔｆｏｒＮｅｗＤｅｌｈｉｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅ１ａｎｄｏｔｈｅｒ

ｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａｂｙｕｓｉｎｇ

ｍｅｔａｌｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄｃｏｍｐｌｅｘｅｓ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１３，５７（５）：３４６３５２．

［１１］杜艳，陈瑞春，穆玉娇，等．耐亚胺培南铜绿假单胞菌及其产金属

酶的相关基因ｂｌａＶＩＭ２研究［Ｊ］．中国抗生素杂志，２０１２，３７（７）：

５０７５０９．

［１２］付玉梅，杨晓仪，梁惠芬，等．社区感染耐亚胺培南铜绿假单胞菌

金属酶的筛选及基因分析［Ｊ］．广东医学，２０１３，３４（１２）：１８８０

１８８２．

［１３］王兴力，多丽波，铜绿假单胞菌金属酶及其检测方法研究［Ｊ］．中

国卫生检验杂志，２０１２，２２（９）：２２５２２２５４．

［１４］ＦｒａｎｃｏＭＲ，ＣａｉａｆｆａＦｉｌｈｏＨＨ，ＢｕｒａｔｔｉｎｉＭＮ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｌｌｏｂｅｔａ

ｌａｃｔａｍａｓｅｓａｍｏｎｇｉｍｉｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎ

ａＢｒａｚｌｉａｎｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙｈｏｓｐｉｔａｌ［Ｊ］．Ｃｌｉｎｉｃｓ，２０１０，６５（９）：８２５８２９．

（收稿日期：２０１４０２１８）

·２９９１· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５


