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血清反复冻融对25-羟基维生素D水平的影响*
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  摘 要:目的 研究4
 

℃、-20
 

℃、-80
 

℃不同温度下血清标本反复冻融对25-羟基维生素D水平的影响。
方法 分离采集多份静脉血制备血清,混合制备成血清标准物质,测得25-羟基维生素D水平为初始水平,取出

12份血清随机分配到不同温度条件下进行冻存,每个温度条件下4份血清。反复冻融5次,分别与相应的初始

水平进行分析比较。结果 各个温度条件下,反复冻融4次及以上时,其结果与初始水平比较,差异有统计学

意义(P<0.05),与初始水平相比,冻融使得检测结果升高。结论 反复冻融对血清标本中25-羟基维生素D
水平有较大影响,在保存标本时,应该分装冻存,且避免反复冻融检测,以免影响结果检测。

关键词:25-羟基维生素D; 反复冻融; 血清
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  维生素D作为人体必需的营养素之一,对人体健

康有非常重要的作用。越来越多的研究发现,维生素

D不但具有调节钙磷代谢等效应,还与心血管疾病、
肿瘤、糖尿病、高血压、免疫性疾病等多种疾病密切相

关。因此监测体内的维生素D水平对预防疾病及疾

病的诊断治疗尤为重要[1-2]。目前,25-羟基维生素D
检测方法按照检测原理可分成免疫法和色谱法两大

类。可根据检测目的、
 

检测对象、
 

实验室人员技术能

力和实验设备等因素综合考虑,选择合适的检测方

法[3]。但检测结果的准确性,受检测前、检测中等多

因素的影响。检测前的影响之一就是标本的储存条

件,由于标本储存不当造成检验结果不准确的现象时

有发生,受很多条件的限制影响,许多标本不能当天

检测,需要对标本进行保存[4]。保存条件可分为低温

保存及冻融保存等,血清中的各种成分对反复冻融的

次数可能有不同的耐受性,会出现相应指标的升高降

低或是不变[5-7]。严格控制实验条件,探索反复冻融

对血清中25-羟基维生素D水平的影响。
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1 材料与方法

1.1 标本来源 由符合正态分布的静脉血混制而

成,制备成血清标准物质,无溶血、乳糜、黄疸等。
1.2 仪器与试剂 高速低温离心机(Thermo

 

Scien-
tific

 

公司,美国);涡旋振荡器(Thermo
 

Scientific
 

公

司,美国);-80
 

℃
 

低温冰箱(Thermo
 

Scientific
 

公

司,美国);-20
 

℃低温冰箱(Sanyo
 

公司,日本);Co-
bas

 

e
 

602全自动电化学发光免疫分析仪(Roche
 

公

司,瑞士);巴瑞医疗器械有限公司提供的25-羟基维

生素D检测试剂盒(电化学发光法)。
1.3 方法 取制备好的血清标准物质12份,随机分

配为3组,每组4份并编号处理,分别检测25-羟基维

生素D水平作为初始水平。然后分别密封保存于相

应温度下的冰箱中,每隔2
 

h取出,恢复至室温,震荡

混匀后,再分别测试其水平并记录。每次测试前,都
保证仪器在质控范围内,除外仪器误差。
1.4 统计学处理 因原始标本来自正态分布的总

体,分析时利用SPSS22.0对其进行配对样本t检验,
计量资料比较时采用均值进行比较,结果以x±s表

示。分别比较每次冻融水平与初始水平,P<0.05表

示差异有统计学意义。
2 结  果

  血清冻融前后,25-羟基维生素D均值水平变化

见表1、图1。在3个温度条件下探索反复冻融对25-
羟基维生素D水平的影响,第4次及以上反复冻融

时,与初始水平比较,差异有统计学意义(P<0.05)。
4

 

℃条件下,第5次冻融时与初始水平相比,差异无统

计学意义(P>0.05),但仍呈升高趋势;而在-80
 

℃
条件下,第1次冻融时25-羟基维生素D水平与初始

水 平 相 比,差 异 有 统 计 学 意 义 (P <0.05),可

见-80
 

℃保存样本,受冻融循环影响更大。图2分别

描述了不同温度条件下,每个样本随冻融次数的变化

趋势。每个标本在每次冻融时,25-羟基维生素D水

平变化不稳定,但与初始水平比较,均是升高趋势,可
见25-羟基维生素D水平随冻融次数增加,呈现升高

趋势,且与冻融次数相关,反复冻融会明显影响25-羟
基维生素D水平检测。

图1  不同温度下反复冻融25-羟基维生素D
均值水平变化趋势

表1  不同温度下反复冻融时25-羟基维生素D的均值水平比较(ng/mL,x±s)

检测温度(℃) 初始水平 第1次冻融 第2次冻融 第3次冻融 第4次冻融 第5次冻融

4 26.75±1.00 25.59±0.43 27.87±0.44 28.03±0.44 28.64±0.60* 29.34±0.68

-20 20.37±4.10 24.69±0.84 28.06±1.01 26.00±0.85 27.58±0.68* 29.35±0.57*

-80 20.50±3.06 23.75±0.65 27.97±1.06 26.11±0.96 28.28±1.11* 29.11±0.76*

  注:
 

与初始水平比较,*P<0.05。

  注:A表示4
 

℃下25-羟基维生素D水平;B表示-20
 

℃下25-羟基维生素D水平;C表示-80
 

℃下25-羟基维生素D水平。

图2  不同温度下25-羟基维生素D水平随冻融次数变化趋势

3 讨  论

  探讨反复冻融对生物指标水平影响的相关文献

中,范泽涵等[8]研究冻存温度、次数及时间对血清生

化指标稳定性的影响,发现相关生化指标在各种贮存

条件下均不稳定。并且发现导致检测结果波动的因

素有冻存温度、反复冻融次数、冻存时间,以及冻存温

度、冻融次数与冻存时间分别产生的交互效应。GAO
等[9]研究了反复冻融对相关肿瘤标志物的影响,发现
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某些指标不受短时间冻存的影响,而某些肿瘤标志物

在第1次冻融时就出现显著变化。MAELEGHEER
等[10]研究结论为反复冻融不影响抗磷脂抗体滴度。
众所周知,血清中生物活性分子(包括蛋白质、代谢

物、离子等)的变化可反映人体动态健康状态,某些分

子可作为疾病诊断或预后的生物标志物,因此准确检

测生物标志物水平至关重要。此次研究的25-羟基维

生素D的作用之一是抗佝偻病,维持婴幼儿的正常生

长发育,因此检测血循环中25-羟基维生素D水平是

良好的评价维生素D营养水平的理想指标,也是维生

素D缺乏和早期诊断佝偻病的重要依据[11-12]。此外

亦有研究报道,血清中25-羟基维生素D水平与子痫

前期的发生之间具有一定的相关性[13]。考虑25-羟基

维生素D与多种疾病的相关性,使得准确检测25-羟
基维生素D水平至关重要。在本次实验中,分别研究

了在4
 

℃、-20
 

℃、-80
 

℃条件下,每隔2
 

h将标本从

冰箱中取出,恢复至室温,然后分别检测相应水平变

化,结果显示25-羟基维生素D水平呈现升高趋势,且
随冻融次数增加,检测结果与初始水平比较,差异有

统计学意义(P<0.05),综合分析其原因,尽管采取标

本封盖、封口膜封口,防止血清标本蒸发等措施,因冻

存时间的延长,最终还是影响检测结果,此结果与相

关研究报道一致,随着保存时间的延长致使血清中水

分蒸发加大,血清浓缩,其成分水平相对增加,检验结

果也升高[14-16]。本研究探索了3个温度下的冻融影

响,根据相关结果可以得出,维生素D在保存过程中

的不稳定性,-80
 

℃对其影响作用相对更为明显。
结合相关文献及此次实验结果,在对临床样本进

行分析时,应尽快检测,避免标本反复冻融及多次重

复检测,以免影响实验结果,对临床判断造成误差。
此次实验只是探索了多次冻融的影响作用,未涉及到

长时间冻存是否也影响相关指标的变化,因此后期实

验中,可以进一步研究冻存时间对血清中25-羟基维

生素D水平的影响。进一步指导临床样本检测。
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