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响应面分析法优化微量清蛋白及糖化血红蛋白检验条件
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（吴江区第一人民医院检验科，江苏苏州２１５２００）

　　摘　要：目的　利用响应面分析法对检验尿液中微量清蛋白以及血液中糖化血红蛋白的条件进行优化。方法　随机选择６０

例糖尿病患者分别抽取清晨空腹静脉血３ｍＬ，同时留取尿标本６ｍＬ，对不同保存温度、保存时间进行单因素实验。根据中心组

合ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ的实验设计原理，在单因素实验的基础上，对样品保存温度、保存时间２个影响显著因素采用双因素双水平的响

应面分析法优化检验条件，以保存温度４℃、保存时间３ｄ为中心点进行响应面分析实验。结果　尿液以及血液测量的最佳保存

温度是４℃，最佳保存时间是１ｄ，在此条件下尿液中微量清蛋白以及血液中糖化血红蛋白的测量值几乎没有影响，十分接近于稳

定情况下的理想值。结论　利用响应面分析法可以优化微量清蛋白及糖化血红蛋白检验条件。
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　　糖尿病肾病是２型糖尿病并发症之一，发病率较高。糖尿

病肾病的传统诊断指标是测定肌酐以及尿素氮的浓度，这些指

标的测定虽然对医疗条件水平要求不高，但是它们对早期诊断

糖尿病肾损伤的作用有限［１］。近年研究表明，尿微量清蛋白是

糖尿病早期肾损伤的灵敏指标［２］。糖化血红蛋白是高血糖浓

度的情况下，血液中存在的血红蛋白所发生的一种连续且缓慢

的非酶促糖化反应的产物之一，糖化血红蛋白的合成是相对不

可逆的过程，因此糖化血红蛋白的检测水平可以准确反映出患

者在近３个月以来的血糖水平高低，因此糖化血红蛋白的检测

值可以用来作为糖尿病患者的诊断、疗效及预后评估的一个重

要依据。此外，糖化血红蛋白检测水平的高低，可以在一方面

反映出患者的肾脏内血管损伤的程度。但是如果以不当的方

法收集或是保存患者的血液以及尿液，会在很大程度上影响尿

微量清蛋白以及血液中糖化血红蛋白的测定结果，从而错失早

期治疗的良机［３］。如何能够快速准确地检验出患者尿液中的

微量清蛋白以及血液中糖化血红蛋白的浓度变化，是早期诊断

糖尿病肾病的关键［４］。本研究应用响应面分析法对现有的检

测手段进行了分析优化，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机抽取２０１２年６月到２０１３年６月于本院

就诊的６０例糖尿病患者，其中男３０例，女３０例，４６～６４岁，平

均（５４．３±１．８）岁，诊断均符合世界卫生组织的诊断标准，均排

除了其他心、肺、肾慢性疾病。

１．２　仪器与试剂　使用 ＴｏｓｏｈＡｕｔｏｍａｔｅｄＧｌｙｃｏｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ

ＡｎａｌｙｚｅｒＨＬＣ７２３Ｇ８全自动糖化血红蛋白分析仪检测空腹静

脉血中糖化血红蛋白浓度；使用ＩＭＭＡＧＥ８００仪器用于检测

晨尿中尿微量清蛋白。

１．３　标本采集及测定　以上所有研究对象均在清晨于空腹状

态下抽取静脉血３ｍＬ；留取晨尿标本６ｍＬ，同时在尿液标本

中加入０．１５ｍＬ１０％叠氮钠，１８０×ｇ离心１０ｍｉｎ后，收集上

清液，分装于ＥＰ管中待测。

１．４　响应面分析法对样品的保存条件进行优化

１．４．１　尿液以及血液保存温度的单因素考察　收集好的尿液

分装于ＥＰ管后，加盖储存，分别在室温（２０℃左右）、４℃以

及－２０℃条件下进行保存，并于当天进行检测。储存于－２０

℃的标本需在４℃条件下进行缓慢解冻，不可反复冻融，测定

后即丢弃。所有标本在测定前进行振摇，充分混匀。收集好的

血液分别在室温（２０℃左右）以及４℃条件下进行保存，并于

当天进行检测。所有样品在测定前进行振摇，充分混匀。

１．４．２　尿液以及血液保存时间的单因素考察　收集好的尿液

以及血液分装于ＥＰ管后，加盖于４℃条件下储存，分别在第

１、３、７、１０、３０天测定尿微量清蛋白浓度及血液中的糖化血红

蛋白浓度。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件包进行统计学分析，

尿微量清蛋白数据呈现非正态分布，对数转换之后，用中位数

来表示数值，采用犉检验对各组结果进行比较；糖化血红蛋白
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数据呈正态分布，使用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。多元拟合采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ

８．０５ｂ软件进行。

２　结　　果

２．１　不同保存温度对尿微量清蛋白与糖化血红蛋白测定结果

的影响　在第１天检测不同温度下保存的尿微量清蛋白的结

果，在室温和 ４ ℃ 保存条件下，尿微量清蛋白浓度均为

１９ｍｇ／Ｌ左右，血中糖化血红蛋白的浓度分别为１０．０％和

１１．３％，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。说明如果当天检测

的样品，温度对尿微量清蛋白以及糖化血红蛋白的测量值影响

不大。

２．２　不同保存时间对尿微量清蛋白与糖化血红蛋白测定结果

的影响　为了检测保存时间对尿微量清蛋白测量值的影响，本

研究将尿液样品在温度条件下保存，分别在第１、３、７、１０、３０天

进行测量。保存在４℃下，尿微量清蛋白测量值在保存期间无

明显变化，保存在室温和－２０℃条件下的样品，尿微量清蛋白

测量值在第７天即出现显著下降（犘＜０．０５），并且随着时间的

延长，测量值下降的越加明显。为了检测保存时间对血液中糖

化血红蛋白测量值的影响，本研究将血液样品在室温以及４℃

条件下保存，分别在第１、３、７、１０天进行测量。保存在４℃下

的样品，仅在第１０天进行测量时，糖化血红蛋白浓度较第１天

出现显著下降（犘＜０．０５），其余时间的测量值均变化不显著（犘

＞０．０５）；保存在室温下的样品测量值在第３天开始出现显著下

降（犘＜０．０５）。以上结果提示，尿液以及血液最好在４℃下保

存，这样在较长时间之后测量依然不会对结果产生严重影响。

２．３　响应面分析结果　根据单因素试验确定的初步结果，以

响应面分析法中的ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合作为实验设计原理，

将保存温度（Ａ）和保存时间（Ｂ）２个因素作为自变量，２个因素

均取３个水平，以－１、０、１编码，以测量值为响应值，以保存温

度（４℃）、保存时间（３ｄ）为中心点进行响应面分析，进行双因

素双水平试验。因素水平见表１，结果见表２。使用 Ｄｅｓｉｇｎ

Ｅｘｐｅｒｔ８．０５ｂ软件对表２中的测量值进行多元回归拟合，得到

测量值对编码自变量 犃 以及犅 二次多项回归方程：犢＝

１０．１９－０．５４犃＋０．３１犅－０．３２犃犅－０．５７犃２－０．３９犅２。方差分

析以及回归系数的显著性检验结果见表３。回归方程可信度

分析显示，变异系数为２．１３％，拟合系数为０．９７４，校正拟合系

数为０．９２３，预测拟合系数为０．８７６，信噪比为１２．１３４。经过方

差分析可得，此模型显著（犘＜０．０５），模型决定系数（狉２＝０．

９７４）以及失拟项不显著（犘＞０．０５），说明该方程的拟合度以及

可信度均良好，误差较小，因此该此模型可用于尿液检验条件

的优化分析。由表３的结果可以看出，各因素犃、犅对测量值

的影响是显著的，二次项犃２、犅２ 均影响显著，二次项犃犅影响

不显著，表明各影响因素对测量值的影响不是简单的线性关系。

根据所得模型，预测稳定状态下尿微量清蛋白和血中糖化血红

蛋白的测量值分别为１８．８６ｍｇ／Ｌ和（１１．１４±１．７８）％。优化分

析响应面结果，以测量值为评价指标，得到相应的尿液以及血液

检验优化条件为：保存温度（犃）为４℃，保存时间（犅）为１ｄ。

表１　　响应面因素分析

因素水平 保存时间（ｄ） 保存温度

－１ １ 室温

０ ３ ４℃

１ ７ －２０℃

表２　　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ实验设计与分析

实验序号 犃 犅 微量清蛋白（ｍｇ／Ｌ） 糖化血红蛋白（％）

１ －１ －１ １８．９３ １１．３４±１．５３

２ －１ ０ １９．３５ １１．５４±１．４３

３ －１ １ １９．８７ －

４ ０ －１ １７．２２ ９．４９±１．８７

５ ０ ０ １９．２３ １１．１４±１．０９

６ ０ １ １８．９７ －

７ １ －１ １７．５３ １０．０５±２．０３

８ １ ０ １８．８９ １１．０４±０．９８

９ １ １ １７．７４ －

　　－：无数据。

表３　　方差分析结果

来源
平方和

（犛犛）

自由度

（犱犳）

均方

（犕犛）
犉 犘（犘狉＞犉）

模型 ７．５４ ９ ０．７６ ２１．３４ ０．０４３

犃 ０．８７ １ ０．８７ ２０．４８ ０．０３４

犅 ０．０３２ １ ０．０３２ ０．０５ ０．０４１

犃犅 ０．７６ １ ０．７６ １８．８７ ０．４９０

犃２ ０．８７ １ ０．８７ ２２．２０ ０．０３３

犅２ ０．８３ １ ０．８３ ２２．３４ ０．０２７

残差 ０．１９ ７ ０．０４９ － －

失拟项 ０．１１ ４ ０．０２１ ０．５４ －

纯误差 ０．１７ ５ ０．０１５ － －

７．８９ １６ － － －

　　－：无数据。

３　讨　　论

糖化血红蛋白在人体血液中的可存在１２０ｄ左右
［５］。血

糖浓度与糖化血红蛋白之间呈正比，所以利用糖化血红蛋白的

测量值可以观测到患者１２０ｄ之前的血糖浓度，因此糖化血红

蛋白浓度以及血糖浓度已经同时成为了评估糖尿病患者病情

的一个“金标准”［６］。糖化血红蛋白的测试值在一般情况下可

以反映出患者在近８～１２周内的血糖控制情况
［７］。与血糖测

定相比，糖化血红蛋白的测定干扰因素更少、稳定性却更强，国

际专家委员会在２０１０年１月发表声明将糖化血红蛋白作为糖

尿病诊断的指标之一，并一致认定糖化血红蛋白浓度大于或等

于６．５％可作为诊断切点
［８］。糖化血红蛋白自身的特点决定

了它在糖尿病监测中的重要意义，糖化血红蛋白自身的特点如

下：（１）糖化血红蛋白能够间接反映出患者的血糖控制情况，因

为糖化血红蛋白测量值是与血糖值相平行。（２）糖化血红蛋白

可在进餐后测定，与血糖不同，糖化血红蛋白的形成是一个十

分缓慢的过程，每次抽血检验血糖，只能代表检测当时患者的

血糖水平，然而糖化血红蛋白却能够提示患者８周甚至是１２

周以前的血糖水平。（３）糖化血红蛋白测量值测定的是其在总

血红蛋白中的比例，所以血红蛋白的水平不容易影响到糖化血

红蛋白测量值［９］。

清蛋白存在于健康人的血液中，只有较少量的清蛋白可以

出现在健康人的尿液中，如果尿液中清蛋白（下转第２９３３页）
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ＬＳ吸光度值）。

２．２　灵敏度　在ＰＣＲ反应体系中，确定ＬＳ为５０ｃｏｐｉｅｓ，ＨＳ

为１００００ｃｏｐｉｅｓ，通过加入不同浓度的系列目的模板液，经检

测本试验的最低检测限为５×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。

２．３　特异性　本方法通过特异性免疫磁珠捕获，再经ＰＣＲ扩

增和液相分子杂交，大大提高了方法的特异性，其中设计的人

型结核分枝杆菌 Ｍｔｐ４０引物，可特异性检出人型结核分枝杆

菌。而设计的ＩＳ６１１０引物可特异性检出结核分枝杆菌复合群

细菌。对１０２例临床诊断为肺结核患者的痰标本，采用本方法

与培养法进行平行测试，结果１０２例均显示为阳性，与培养法

结果完全一致。同时，用本方法对其他非结核分枝杆菌菌株进

行试验，结果无非特异性反应发生。

３　讨　　论

在磁性微粒表面包被抗结核分枝杆菌抗体，可特异性捕获

结核分枝杆菌，此法快速简便，对一些培养阴性的标本也能检

出［６］。ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ法能显著提高目的基因的检出率
［７］，

其灵敏度要比单独ＰＣＲ方法增加８～２０００倍
［８９］。同时，分

子杂交技术的运用，也能大大提高方法的特异性［１０］。此外，双

内标ＰＣＲ技术实现了定量检测目的模板液起始浓度的目的。

本研究首先利用免疫磁珠捕获标本中的结核分枝杆菌并

提取ＤＮＡ，再通过双内标ＰＣＲ反应和液相分子杂交酶免疫

显色技术，建立了定量检测结核分枝杆菌复合群及人型结核分

枝杆菌的方法。检测结果显示，该方法具有快速、灵敏、特异、

可定量检测的特点，可为临床结核病的诊断和治疗效果监测提

供实验依据。
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浓度显著增加，则提示患者的肾脏出现了蛋白质渗漏的现

象［１０］。在糖尿病肾病、高血压、妊娠子痫前期多见尿微量清蛋

白的增高，这是肾损伤早期一个十分敏感的指标。尿微量清蛋

白正常值的参考值范围为０．００～１．２５ｍｇ／ｄＬ。通常在临床上

多应用尿微量清蛋白这一指标来对肾病的发生进行监测［１１］。

结合患者的发病情况、症状、病史、糖化血红蛋白以及尿微量清

蛋白的变化，可以及早发现患者肾微血管病变，进而尽早采取

适当的措施。本研究以保存时间和保存温度为双因素进行响

应面分析。根据中心组合ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ的实验设计原理，在单

因素实验的基础上，对样品保存温度、样品保存时间２个影响

显著因素采用双因素双水平的响应面分析法优化尿液检验条

件，并建立了二次多项回归模型，此模型显著，结果发现尿液以

及血液保存在４℃条件下、最好在当天对样品施以检测，否侧

放置时间过长会增大测量值与稳定状态下期待值的差距。本

研究首次报道了利用响应面分析法优化血液以及尿液的检验

条件，条件优化之后，使得测量值与稳定状态值十分接近，误差

较小，是较为理想的准确测定尿微量清蛋白以及糖化血红蛋白

的方法，应用响应面分析法优化后的检验条件可最大限度地减

小临床测量误差，从而避免对患者的诊断产生误导，避免出现

延误患者治疗的情况。
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