
7'.

效能最佳#优于
'67

#特异度可达到
X98)_

'而且有资料

显示#

7'.

在早期检测细菌性肺炎要优于
'67

*

Ŷ'

*

,25<

*

,25)X

和红细胞沉降率等传统感染性指标#

7'.

可在细菌感染

后
-

!

$F

迅速升高#幅度很大#适用于早期诊断'联合检测血

清
7'.

*

'67

的灵敏度及准确率好于各指标独立诊断'

综上所述#

7'.

可以作为早期诊断感染性疾病好的指标#

对提高感染性疾病的诊断率有很大的帮助'而
'67

在非感染

性疾病中也可能升高#受到多种因素的影响#单独测定不能为

明确何种病原体感染提供依据或排除儿童性肺炎'因此
7'.

和
'67

二者联合检测可以大大提高特异度#降低误诊率#对肺

炎的早期诊断及儿科抗菌药物的使用等都有很好的指导意义'
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!临床研究!

昆明地区汉族人群
'e7&')1

基因多态性的分布研究"

李穗雯)

!胡大春)

#

!罗晓惠&

!邵剑春)

!赵丽芝)

!舒
!

可&

"昆明市第一人民医院*

)8

检验科&

&8

神经内科!云南昆明
<9%%))

#

!!

摘
!

要"目的
!

'e7&')1

"

&

及
'e7&')1

"

-

是中国人中主要的引起
'e7&')1

酶活性缺失的基因突变$该研究通过检测昆

明地区汉族健康人群及汉族脑梗死患者中这两个突变等位基因的分布频率!探讨两类人群
'e7&')1

基因遗传多态性特征!为昆

明汉族人群脑梗死患者的个体化抗血小板治疗提供基础信息$方法
!

用
7'656h27

和
!(57'6

方法!对
&%)&

年在昆明医科大

学附属甘美医院体检的
)%+

例昆明地区健康汉族人群和
)%9

例住院脑梗患者!进行
'e7&')1

"

&

及
'e7&')1

"

-

两个位点的等

位基因检测$结果
!

昆明地区汉族健康人群中!

'e7&')1

"

&

等位基因频率为
-%8$_

!

'e7&')1

"

-

等位基因频率为
-8-_

$

'e7&')1

"

)

)

'e7&')1

"

)

%

'e7&')1

"

)

)

'e7&')1

"

&

%

'e7&')1

"

)

)

'e7&')1

"

-

%

'e7&')1

"

&

)

'e7&')1

"

&

%

'e7&')1

"

&

)

'e7&')1

"

-

基因型频率分别为
$-8%_

%

$&8)_

%

$8+_

%

X8$_

和
)81_

$昆明地区汉族脑梗人群中!

'e7&')1

"

&

等位基因频率

为
--8X_

!

'e7&')1

"

-

等位基因频率为
98&_

$

'e7&')1

"

)

)

'e7&')1

"

)

%

'e7&')1

"

)

)

'e7&')1

"

&

%

'e7&')1

"

)

)

'e7&')1

"

-

%

'e7&')1

"

&

)

'e7&')1

"

&

%

'e7&')1

"

&

)

'e7&')1

"

-

基因型频率分别为
$)81_

%

-%8$_

%

+8<_

%

)+8)_

和

&81_

$同时携带
&

个突变等位基因者"

'e7&')1

"

&

)

'e7&')1

"

&

或
'e7&')1

"

&

)

'e7&')1

"

-

#的频率在健康人群和脑梗死

患者中分别为
)%8-_

和
&%8%_

!差异有统计学意义"

!

$

%8%9

#$结论
!

昆明地区汉族人群
'e7&')1

遗传多态性有自己的分布

特点!这些差异化信息对该研究人群的个体化用药基因检测具有参考价值$昆明汉族脑梗死患者中同时携带
&

个突变等位基因

"

'e7&')1

"

&

%

'e7&')1

"

-

#的频率近健康人群的
&

倍$可以建议昆明汉族人群依据个体
'e7&')1

基因多态性分析结果!实施

个体化预防性抗血小板治疗!以降低预防性抗血小板治疗效果不佳而发生的脑梗死风险$

关键词"

'e7&')1

&

!

基因多态性&

!

脑梗死&

!

抗血小板

!"#

!

)%8-1<1

"

=

8>??@8)<+-5$)-%8&%)98&%8%$X

文献标识码"

!

文章编号"

)<+-5$)-%

"

&%)9

#

&%5-%-95%$

!!

'e7&')1

与多种药物的代谢有密切关联#如氯吡格雷*奥

美拉唑*苯妥英钠*普萘洛尔等(

)

)

'氯吡格雷是临床脑梗死患

者的常用抗血小板治疗药物'

&%)%

年#美国
h"!

发出氯吡格

雷应用警告#建议临床使用氯吡格雷治疗时#应对患者进行

'e7&')1

"

&

*

'e7&')1

"

-

等位基因检测#对这两个等位基因

的携带者#建议增加用药剂量或改用其他与
'e7&')1

基因多

态性关联性不大的抗血小板药物(

&5-

)

'昆明人群是一个民族背

景和地区来源复杂的群体#汉族人祖先多来自全国各地#其后

代常有 与 当 地 少 数 民 族 混 血 的 成 分'在 这 组 人 群 中#

'e7&')1

基因多态性表现如何1 影 响 氯 吡 格 雷 代 谢 的

'e7&')1

"

&

*

'e7&')1

"

-

等位基因发生频率怎样1 是否有

必要在昆明人群脑梗死患者用氯吡格雷抗血小板治疗前进行

+

9-%-

+

国际检验医学杂志
&%)9

年
)%

月第
-<

卷第
&%

期
!

,@BV2HQ#GD

!

UKBAQGJ&%)9

!

WAL8-<

!

/A8&%

"

基金项目!云南省科技厅
5

昆明医科大学联合专项.

'e7&')1

等位基因检测在脑梗死患者氯吡格雷治疗中的应用研究/$

&%)%'"&)&

%'

!

#

!

通讯作者#

05IH>L

!

<$$-X<-$<

"aa

8KAI

'



常规
'e7&')1

基因多态性检测1 对于这些问题#目前尚未见

文献报道'为了阐明以上问题#本研究选取了
)%+

例居住昆明

的汉族健康人群和
)%9

例汉族脑梗死患者进行
'e7&')1

基因

多态性调查'利用限制性片段多态性聚合酶链反应$

7'65

6h27

%和 等 位 基 因 特 异 性
7'6

$

!(57'6

%方 法#分 别 对

'e7&')1

"

&

和
'e7&')1

"

-

两个多态性位点进行检测#以了

解两个群体的该基因多态性分布情况#为昆明汉族人群脑梗死

患者个体化抗凝治疗提供基础信息'

?

!

资料与方法

?8?

!

一般资料
!

健康人群!

&%)&

年在昆明医科大学附属甘美

医院进行健康体检的无血缘关系者#共
)%+

例#男
9X

例*女
$1

例#年龄
)1

!

-<

岁'均为汉族#无慢性疾病史#经过一般体检*

肝肾功能*血尿便常规*心电图*胸片*乙型肝炎免疫指标检查

正常'入选者
-

月内未参加任何临床药物试验#标本采集前
)

周内未服用药物'脑梗死患者!

&%)&

年
&

!

)%

月在昆明医科

大学附属甘美医院神经内科住院治疗的脑梗死患者#共
)%9

例'男
<$

例#女
$)

例#年龄
$1

!

X-

岁'纳入标准!年龄大于

)X

岁#汉族#籍贯昆明#被明确诊断为脑梗死#诊断标准参照

)119

年全国第四届脑血管会议报告的脑梗死诊断标准'

?8@

!

仪器与试剂
!

7'6

仪*电泳仪*凝胶成像分析系统$美国

Y>A56HD

公司%&核酸"蛋白定量紫外分光光度计$德国
0

NN

G@5

DAJO

公司%'碘化钾*

cU"hd"/!

聚合酶$购自
.UeUYU

公

司%*

"JGHI.H

a

.#3JGG@"/!

聚合酶*

N

*')1"/! #HJTGJ

*

3G@G6CLGJ.#)%%Q

N

"!/2HDDGJ

*

D/.7?

*

(IH,

酶$购自
hGJ5

IG@BH?

公司%*引物$购自上海捷瑞生物工程有限公司%'

?8A

!

方法

?8A8?

!

基因组
"/!

的提取
!

采用碘化钾法提取外周血细胞

"/!

#采用紫外分光光度法测定其浓度和纯度#并在
;&%Z

贮

存备用'

?8A8@

!

'e7&')1

"

&

基因型分析
!

$

)

%

7'6

扩增 在
/'Y,

上

查到编号为
/3

0

%%X-X$8)

的
'e7&')1

基因
"/!

序列为引

物设 计 序 列'

'e7&')1

"

&

$

<X)3

,

!

#

J?$&$$&X9

%位 于

'e7&')1

基因的第五外显子'引物序列如下!上游引物
9]5

'!!''!3!3'..33'!.!..35-]

*下游引物
9]5.'!

'!!!.!'3'!!3'!3.'!'5-]

'反应条件!预变性
1$

Z-I>@

&

1$Z

变性
-%?

#

9+Z

退火
-%?

#延伸
+&Z$9?

#共
-%

个循环后
+&Z

延伸
+I>@

'$

&

%

7'6

产物检测与分析 取
7'6

产物
9

#

2

#用
&_

的琼脂糖凝胶#

9W

"

KI

#电泳
-%I>@

'$

-

%

7'656h27

分析 酶切前用
7'6

产物纯化试剂盒#对
7'6

产

物进行纯化'取酶切产物
)%

#

2

#加入
)

#

2

限制性内切酶
(HI

$

*

&

#

2

酶切缓冲液#

-+Z

酶切
)%I>@

#酶切产物用
&_

的琼

脂糖凝胶#

9W

"

KI

#电泳
-%I>@

'

?8A8A

!

'e7&')1

"

-

基因型分析
!

$

)

%

7'6

扩增 在
/'Y,

上

查到编号为
/3

0

%%X-X$8)

的
'e7&')1

基因
"/!

序列#针对

'e7&')1

"

-

$

<-<3

,

!

#

J?$1X<X1-

%

(/7

位点侧翼序列
9]5

!!'..33''..!''.33!.'5-]

#用
7J>IGJ-8%

软件设

计等位基因特异性引物#并在
-]

端倒数的
&

!

$

位碱基上设计

了一个错配#以此增加扩增结果的准确性(

$

)

'为避免由
7'6

反应体系原因造成假阴性结果#设计了一对内对照引物#各引

物序列如下!

hc

$

7'6

体系内参引物
)

%

9]5!.3 3!! !!'

!3!3!'..!'!3!335-]

*

6c

$

7'6

体系内参引物
&

%

9]5

''!3.!!33.'!3.3!.!.33!3.!35-]

*

h&

$等位

基因特异性共用引物%

9]5'..'!'''.3.3!.'''!'.5

-]

*

6&)

$等位基因特异性引物
)

%

9]5!!'..33''..!''.

33!'.5-]

*

6&&

$等位基因特异性引物
&

%

9]5!!'..33''

..!''.33'.'5-]

'反应体系
)

加入
6&)

*反应体系
&

加

入
6&&

'反应条件!预变性
1$Z-I>@

#一个循环&

1$Z

变性

-%?

#

918-Z

退火
-%?

#延伸
+&Z$9?

#共
-%

个循环后
+&Z

延

伸
+I>@

一个循环'$

&

%

!(57'6

分析 取
!(57'6

扩增反产物

)9

#

2

#用
&_

的琼脂糖凝胶#

9W

"

KI

#电泳
-%I>@

'

?8E

!

统计学处理
!

运用
(7(()X8%

进行数据的统计分析'用

4HJD

E

5̂ G>@QGJ

M

平衡检验样本的代表性'健康人群和脑梗死

人群之间的基因和等位基因频率分布比较#用
-

& 检验#

)

:

%8%9

'

@

!

结
!!

果

@8?

!

'e7&')1

"

&

基因型判断
!

酶切产物电泳图中如果仅显

示
-%)Q

N

一条带#该个体判定为
'e7&')1

"

&

"

'e7&')1

"

&

突

变纯合型&如果显示
)XXQ

N

和
))-Q

N

两条带#该个体判定为

'e7&')1

"

)

"

'e7&')1

"

)

野生型&如果显示
-%)

*

)XX

*

))-Q

N

-

条带#该个体判定为
'e7&')1

"

)

"

'e7&')1

"

&

突变杂合型''

@8@

!

'e7&')1

"

-

基因型判断
!

hc

及
6c

引物的扩增条带

为
-%1Q

N

#当电泳出现
-%1Q

N

条带时判定为
7'6

扩增有效'

h&

与
6&)

或
6&&

的扩增产物为
)+9Q

N

'反应体系
)

针对

'e7&')1

"

-

的
(/7

位点突变型#反应体系
&

针对
'e7&'

)1

"

-

的
(/7

位点野生型'当仅
6&&

的反应体系
&

得到
)+9Q

N

产物者判定为无
'e7&')1

"

-

突变$野生型%&若两个反应体系

均得到
)+9Q

N

产物#则为
'e7&')1

"

-

的突变杂合型&若仅有反

应体系
)

得到扩增产物#则为
'e7&')1

"

-

的突变纯合型'

@8A

!

健康人群
'e7&')1

"

&

和
'e7&')1

"

-

等位基因及基

因型频率分布

@8A8?

!

4HJD

E

5̂ G>@QGJ

M

平衡检验结果
!

对
)%+

例健康人群

样本
'e7&')1

"

&

*

'e7&')1

"

-

基因检测结果经
4HJD

E

5

Ĝ>@QGJ

M

平衡检验#

!

%

%8%9

#符合
4HJD

E

5̂ G>@QGJ

M

平衡#见

表
)

'

表
)

!!

'e7&')1

多态性位点
4HJD

E

5̂ G>@QGJ

M

平衡评估

多态位点 基因型
& !

'e7&')1

"

& 33 9) %81$X

3! $+

!! 1

'e7&')1

"

- 33 )%% )8%%%

3! +

@8A8@

!

健康人群
'e7&')1

"

)

*

"

&

*

"

-

等位基因及基因型频

率分布
!

)%+

例健康人群中#

'e7&')1

"

)

*

"

&

*

"

-

等位基因

频率分布见表
&

&基因型频率分布见表
-

#本研究样本中#未发

现
'e7&')1

"

-

"

'e7&')1

"

-

突变纯合基因型'

表
&

!!

)%+

例昆明汉族健康人群
'e7&')1

各

!!

等位基因频率#

&:&)$

$

等位基因 基因频数$

&

% 发生频率$

_

%

"

) )$& <<8-

"

& <9 -%8$

"

- + -8-

+

<-%-

+
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表
-

!!

)%+

例昆明地区汉族健康人群
'e7&')1

!!!"

)

(

"

&

(

"

-

基因型频率#

&:)%+

$

基因型
&

频率$

_

%

"

)

"

"

) $< $-8%

"

)

"

"

& $9 $&8)

"

)

"

"

- 9 $8+

"

&

"

"

& 1 X8$

"

&

"

"

- & )81

表
$

!!

)%9

例昆明汉族脑梗死患者
'e7&')1

各

!!!

等位基因频率#

&:&)%

$

等位基因 基因频数$

&

% 发生频率$

_

%

"

) )&X <)8%

"

& +) --8X

"

- )) 98&

表
9

!!

)%9

例昆明汉族脑梗死患者
'e7&')1

各

!!!

基因型频率#

&:)%9

$

基因型
&

频率$

_

%

"

)

"

"

) $$ $)81

"

)

"

"

& -& -%8$

"

)

"

"

- X +8<

"

&

"

"

& )X )+8)

"

&

"

"

- - &81

@8E

!

脑梗死患者
'e7&')1

"

)

*

"

&

*

"

-

等位基因及基因型频

率分布
!

)%9

例脑梗死患者中#

'e7&')1

"

)

*

"

&

*

"

-

等位基

因频率分布见表
$

&基因型频率分布见表
9

#本研究样本中#未

发现
'e7&')1

"

-

"

'e7&')1

"

-

突变纯合基因型'

@8P

!

健康人群与脑梗死患者
'e7&')1

野生型与突变型基因

频率比较
!

昆明地区汉族
)%+

例健康人群与
)%9

例脑梗死患

者中#未发生突变的野生型纯合子
'e7&')1

"

)

"

"

)

基因频

率与携带
)

个突变等位基因者*携带
&

个突变等位基因者频率

比较见表
<

#结果显示脑梗死患者中携带
&

个突变等位基因者

的频率高于健康人群#差异有统计学意义$

!

$

%8%9

%'

表
<

!!

昆明地区健康汉族人群与脑梗死患者

!!!

'e7&')1

基因型频率比较

人群
&

基因型频率$

_

%

"

)

"

"

)

"

)

"

"

&

与
"

)

"

"

-

"

&

"

"

&

与
"

&

"

"

-

健康汉族
)%+ $-8% $18X )%8-

脑梗汉族
)%9 $)81 -X8% &%8%

! %8X+- %8&%$ %8%$X

A

!

讨
!!

论

本次研究中#昆明地区汉族
)%+

例健康人群的
'e7&')1

基因多态性分析结果经过
4HJD

E

5̂ G>@QGJ

M

平衡检验#

!

%

%8%9

#提示本研究群体样本具有全体的代表性'本研究结果显

示昆明地区汉族人群的
'e7&')1

"

&

突变率为
-%8$_

#

'e7&')1

"

-

突变率为
-8-_

#与文献报道研究人群的突变率

比较见表
+

'表
+

统计样本为昆明地区汉族健康人群#

!

)

为昆

明地区汉族健康人群
'e7&)1

等位基因分布频率与其他民族*

地区人群分布频率比较#经卡方检验所得
!

值'

!

&

为昆明地

区汉族健康人群弱代谢型发生率与其他民族*地区人群发生率

比较#经卡方检验所得
!

值#差异有统计学意义$

!

$

%8%9

%'

表
+

!!

昆明地区汉族人群与文献报道人群
'e7&')1

等位基因及基因型频率

人群类型
&

'e7&')1

等位基因频率$

_

%

"

)

"

&

"

-

!

)

'e7&')1

基因型频率$

_

%

)

"

) )

"

&

与
)

"

- &

"

&

*

&

"

-

*

-

"

-

!

&

昆明汉族
)%+ <<8- -%8$ -8- %8&%) $-8% $<8+ )%8- %8&+&

福建汉族(

9

)

)%%) <)8$$ -&8$ 98X %8%91 -+8&< $+819 )-811 %8%)$

沈阳汉族(

<

)

)-< 9<8% -18% 98% %8%<+ -98% $&8% &&8% %8$+&

内蒙汉族(

+

)

&9$ 918< --8) +8- %8%-$ --89 9-8< )-8% %8%%X

回族(

X

)

))) 9+8$ -&8$ )%8& %8)&) -18X -98& &98% %8&1+

蒙古族(

X

)

&X% +&8% &$8% $8%

$

%8%%) 9)8% $)8% X8% %8-$X

哈萨克族(

1

)

)%+ +<8< )98$ X8%

$

%8%%) <%8+ -)8X +89 %8-1&

维吾尔族(

1

)

)$1 +$89 )<8) 18$)

$

%8%%) 9+8% -$81 X8) %8%+-

!!

经对比分析可见#昆明地区汉族人群的
'e7&')1

"

&

的

等位基因频率与福州*沈阳*内蒙古三地的汉族人群相比#无明

显差异&

'e7&')1

"

-

的等位基因频率低于内蒙古汉族'昆明

地区汉族人群携带
&

个突变等位基因的频率为
)%8-_

#与福

州*内蒙古两地的汉族人群基本一致#但低于沈阳地区汉族人

群'本研究未发现
'e7&')1

"

-

突变型纯合子'中国汉族人

群
'e7&')1

基因多态性研究文献报道中#同样显示中国汉族

人群缺乏
'e7&')1

"

-

突变纯合子个体'

将本研究结果与中国其他少数民族的研究数据比较#发现

昆明汉族
'e7&')1

"

)

*

"

&

*

"

-

等位基因分布频率与蒙古族

无明显差异&与回族*哈萨克族*维吾尔族有差异#

'e7&')1

"

&

等位基因频率高于哈萨克*维吾尔族'

'e7&')1

"

-

等位基

因频率与蒙古族无明显差异&低于回族*哈萨克族*维吾尔族#

携带
&

个突变等位基因的频率*蒙古*哈萨克*维吾尔族无明显

差异*低于回族'

本研究同时对
)%9

例脑梗死患者进行了
'e7&')1

基因多

+
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态性分析#并与健康人的结果进行了比较#发现脑梗死患者中#

携带
&

个突变等位基因$

'e7&')1

"

&

*

'e7&')1

"

-

%的频率

高于健康人群#几乎是健康人群的
&

倍#其原因有待进一步分

析'初步推测!动脉粥样硬化是引起脑梗死的常见病因#血小

板聚集学说是众多阐述动脉粥样硬化的发病机制的学说之

一(

)%

)

'本组研究人群或许在脑梗死生发前#因动脉粥样硬化

等基础疾病#进行过氯吡格雷抗血小板治疗#但由于
'e7&')1

基因突变#治疗效果不佳#未能有效预防脑梗死发生#结果表现

出本组人群的中
'e7&')1

"

&

*

'e7&')1

"

-

这
&

个突变等位

基因携带率高于健康人群#如果是这样的情况#提示脑梗死的

预防性抗血小板治疗中#也应建议依据个体
'e7&')1

基因多

态性分析结果#实施个体化用药'但也不能排除这一现象是因

为本研究中样本例数不够而导致的统计学分析偏差#有待进一

步加大样本量研究证实'
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检测缺血修饰清蛋白的方法学评价

刘兰民!李德琴

"青海省人民医院医学检验科!青海西宁
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#

!!

摘
!

要"目的
!

评价
6AKFG#ADCLHJ7X%%

全自动生化分析仪检测缺血修饰清蛋白"

,#!

#的方法学性能$方法
!

使用
,#!

检测试剂盒!在
6AKFG#ADCLHJ7X%%

上检测
,#!

!参考美国临床实验室标准化协会"

'2(,

#文件要求!评价该检测系统的精密度%

线性范围和抗干扰能力$结果
!

,#!

低%中%高值样本的批内
#W

和批间
#W

分别为
&8&-_

%

-8-1_

%

989-_

和
&89X_

%

-8$9_

%

98<+_

!结果均小于说明书声明的
)%_

&线性方程为
+:%811)Mi)8)-1

!

"

&

:%8111

!结果表明清蛋白
5

钴结合线性良好&高%低浓

度标本在干扰物为血清样本时!试验结果均在
\9_

范围内!表明该方法的抗干扰性能良好$结论
!

该检测系统测定
,#!

的分析

性能良好!可以满足医学实验室和临床诊疗的需求$

关键词"缺血修饰清蛋白&

!

精密度&

!

线性范围&

!

抗干扰能力&

!

方法学评价

!"#

!
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"

=
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文献标识码"

!

文章编号"
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"
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#
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!!

缺血修饰清蛋白$

,#!

%是近年来研究较多的心肌损伤标

志物#由于其出现早#敏感性高#所以对于无症状心肌缺血的患

者有一定的诊断价值'

,#!

是清蛋白的氨基末端序列#是过

渡金属铜*钴*镍离子主要的结合位点#组织缺血时释放的产物

使循环血液中的部分氨基末端结合位点发生改变#这部分发生

改变的清蛋白就称为
,#!

(

)

)

'本研究评价了
6AKFG#ADCLHJ

7X%%

检测系统测定
,#!

的精密度*线性范围和抗干扰能力#

以期保证临床样本测定的可靠性'

?

!

材料与方法

?8?

!

仪器与试剂
!

6AKFG#ADCLHJ7X%%

全自动生化分析仪&

北京九强生物技术股份有限公司生产的
,#!

检测试剂盒&

3KGLL

专用校准品&

3KGLL

配套质控品'

?8@

!

研究对象与样本采集
!

从本院住院患者中选取所需浓度

的样本#按照实验室静脉采血的标准操作程序#于清晨采集空

腹静脉血
-I2

#使用带分离胶的促凝管$美国
Y"

公司生产%#

-%%%J

"

I>@

离心
9I>@

#分离血清#

;&%Z

密封保存#剔除溶血

和脂血样品'

?8A

!

方法

?8A8?

!

,#!

的检测原理
!

改项检测的原理为清蛋白
5

钴结合

试验(

&

)

'

?8A8@

!

精密度评价
!

参考
'2(,

文件
0795!

$临床化学设备

精密性能的评价批准指南
)111

%评价方案要求进行(

-

)

'收集

不同浓度
,#!

的血清标本#高浓度$

X+8&9*

"
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