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摘
!

要"目的
!

探讨多指标干试剂应用于微型光谱仪的可行性&方法
!

将配制的多指标液体试剂用不同的程序冻干于检测

杯中!封存&加入标本和稀释液后!经磁力搅拌(加热
"&<?:

后!用微型光谱仪同步检测吸光度值!并进行性能的评价&结果
!

各

指标线性范围(准确性及精密度均基本达到检测要求!抗干扰性能良好&各指标测定结果与干化学分析仪
/?HMF9!#>&

具有良好的

相关性"

1

&

&$@(

%&结论
!

多指标干试剂在微型光谱仪上的测定应用结果准确可靠!检测过程简便!能够进一步为急救便携式生

化分析仪的研发奠定基础&

关键词"研究$
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为适应突发情况下对伤员的救治保障需要#满足野外环境

下急救设备便携'机动的需求(

"!'

)

#笔者基于低电压启动的微型

光谱仪进行多指标试剂的同步检测#检测指标包括血红蛋白'

葡萄糖'钾'钠'氯'二氧化碳#并将这几项指标组合在一起#形

成急诊多指标功能检测单元#通过一次检测获得
D

项检测结

果*本文通过对改良后多指标冻干试剂在微型光谱仪上的应

用#对其同步检测的可行性进行探讨#现报道如下*

B

!

资料与方法

B$B

!

一般资料
!

随机选取第三军医大学新桥医院临床患者血

清标本共
'&

份*

B$C

!

主要仪器
!

采用微型光谱分析仪$重庆大学研制&#波长

范围在
'D&

!

(1&:<

#吸光度线性测定范围为
&$&&&

!

'$&&&

%

+FONJ

L

F*!#'&

冷冻干燥机$美国
BKGM<F

公司&%

'(C

恒温箱

$上海沪沁设备有限公司&%干化学分析仪
/?HMF9!#>&

$美国强

生公司&*

B$D

!

主要试剂
!

参考表
"

及-全国临床检验操作规程.自行配

制(

%

)

*

B$E

!

试剂的干燥及密封(

>

)

!

选取一套用于微型光谱仪的自制

检测杯$试剂杯&#光径为
(<<

*先分别按比例加入化学试剂#

置于
X(&C

冰箱过夜#于第
#

天加入其余酶试剂#继续预冻*

待其结晶后#放入冷冻干燥机真空抽干
DK

#并注意其真空度变

化*经过升华'解吸附(

D!(

)

#于
1'<8IM

时取出#将干燥好试剂

的检测杯用塑胶加热法密封#并置于放入硅胶的密封袋内

保存*

B$F

!

方法
!

按比例$见表
#

&用微量定量加样器吸取被测样

品#置于已加入稀释液的试管内*混匀后#取出干燥好试剂的

检测杯#从上述溶液中吸取试剂终体积
'&&

"

5

到检测杯内进

行复溶*将加入标本后的检测杯推入卡槽#进入微型光谱仪的

检测体系#通过磁力搅拌混匀并对杯部加热#使其恒温
'(C

#

孵育
"&<?:

后#各指标自动在指定波长进行检测*

表
"

!!

试剂原理及成分一览表

指标 原理 主要成分

钾 蛋白水解酶法 四苯硼锂#蛋白水解酶#氢氧化钠#添加剂

钠
&

!

半乳糖苷酶法
&

!

半乳糖苷酶#缓冲液及添加剂等

氯 硫氰酸汞法 硫氰酸盐试剂#赋形剂等

二氧化碳 碳酸酐酶法 碳酸酐酶#指示剂及添加剂等

葡萄糖 葡萄糖氧化酶法 酶试剂#自制色原
B.-.7

#添加剂

血红蛋白 氰化高铁血红蛋白法 高铁氰化钾#氰化钾及离子表面活化剂等

B$G

!

结果计算
!

将测定好的标准曲线数据录入微型光谱仪的

微处理系统软件中#自行对应浓度#打印报告输出*

B$I

!

统计学处理
!

实验数据依据性能评价实验#用百分

+

1"@"

+

国际检验医学杂志
#&""

年
"&

月第
'#

卷第
"(

期
!

6:H[5I8+GO

!

V=HF8GM#&""

!

/FJ$'#

!

YF$"(

"

基金项目!总装预研课题$

>"'&1&>&##'

&*

!

#

!

通讯作者#
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率$

A

&表示变异系数'回收率及干扰率#计量资料以$

Be;

&表

示*本实验方法学比较采用的是回归分析#配对
2

检验数据统

计分析运用
,2,,""$>

统计软件处理*

表
#

!!

各指标检测波长及样品稀释液比例

指标
波长

$

:<

&

光径

$

<<

&

温度

$

C

&

稀释液!

样品$

"

5

&

孵育时间

$

<?:

&

磁力混匀

时间$

9

&

钾
D#& ( '( ">&&fD# ' >

钠
%&> ( '( ">&&f%' "

%

#

"

>

氯
%>D ( '( ">&&f"> > >

二氧化碳
>%D ( '( ">&&f>& > >

葡萄糖
>&> ( '( ">&&f1 "& >

血红蛋白
>%& ( '( ">&&f"# X >

!!

"

!钠离子检测采用速率法#

"<?:

时测定
7"

#

#<?:

时测定
7#

*

X

!无数据*

C

!

结
!!

果

C$B

!

检测线性范围测定
!

参照-全国临床检验操作规程.方

法#以临床健康体检者的混合血清为基质#配制成各生化指标

高浓度标准液#在
/?HMF9!#>&

型干化学生化分析仪上测定
"&

次取均值%血红蛋白取高值标本#以血细胞五分类仪器重复测

定
"&

次取均值(

1

)

*将其依次稀释成相应浓度梯度标准液#分

别进行各指标线性范围的确定*测定结果显示各指标回归方

程及相关系数为!钾
Hc&$"D"',a&$&&(D

#

1c&$@@#D

%钠

Hc&$&&'@,X&$"1D%

#

1c&$@('&

%氯
Hc&$&&'',a

&$"&1'

#

1c&$@(%1

%二氧化碳
Hc&$&""1,a&$&"%(

#

1c

&$@D'>

%葡萄糖
Hc&$&1&D,a&$&#%&

#

1c&$@@%&

%血红蛋白

Hc&$&&%%,a&$&''D

#

1c&$@@#D

#均能满足临床测定需求*

C$C

!

准确性测定
!

分别使用正常范围标准品或质控品作为中

值浓度真值%自配低'高浓度定值血清#在
/?HFM9!#>&

型干化学

生化分析仪上测定
"&

次取均值#血红蛋白以血细胞五分类仪

器重复测定
"&

次取均值#作为真值进行测定*每份样本同时

测定
'

次#取均值与真值比较计算偏倚系数*实验测定结果显

示#各指标测定结果偏倚系数分别为!钾低值
($%(A

#中值

%$>'A

#高值
'$>%A

%钠低值
D$1"A

#中值
%$"#A

#高值

'$@@A

%氯低值
($#"A

#中值
'$"(A

#高值
>$&@A

%二氧化碳低

值
D$''A

#中值
'$>@A

#高值
@$@"A

%葡萄糖低值
>$&&A

#中

值
%$#DA

#高值
%$"'A

%血红蛋白低值
D$(>A

#中值
D$1(A

#

高值
#$@DA

%总体偏倚系数均在
"&A

以内#低值及高值的偏倚

系数相对较大#正常参考值内偏倚系数较小*

C$D

!

精密度测定
!

取正常范围标准品或质控品连续测
"&

次#

表示记录结果并计算其批内变异系数*取正常值标准品或质

控品和自配高'低值浓度混合血清标本各一份#分装冷冻#每天

取出一份进行测定#连续
"&O

#计算其批间变异系数*多项指

标干试剂批内变异系数分别为!钾
'$(DA

#钠
#$@>A

#氯

'$&>A

#二氧化碳
%$%#A

#葡萄糖
#$1&A

#血红蛋白
#$@#A

#具

有较好的批内重复性%批间变异系数分别为!钾
%$#&A

#钠

%$(DA

#氯
'$%1A

#二氧化碳
D$@DA

#葡萄糖
%$"(A

#血红蛋白

%$&1A

%仅二氧化碳超过
>A

#其余指标重复性良好*

C$E

!

方法对比试验
!

分别使用干化学分析仪
/?HMF9!#>&

$血

红蛋白由血细胞五分类仪测定标本
'&

份&和本方法进行测定#

配对
2

检验显示本方法与干化学分析仪
/?HMF9!#>&

的结果差

异无统计学意义$

+

%

&$&>

#

1

&

&$@(

&#具有较好的一致性#结

果见表
'

*

表
'

!!

方法对比试验结果"

#

<<FJ

%

5

&

Be;

&

%c'&

$

方法 钾 钠 氯 二氧化碳 葡萄糖 血红蛋白

干化学仪
%$(1e&$@( "'@$D&e%$>@ "&&$D"e"#$@( #%$'(eD$>> D$'"e'$%' "#%$@"e%"$@%

本方法
%$(#e"$&& "'@$@%e%$1& @@$(1e"#$"> #%$(1eD$D1 D$'%e'$%( "#>$>De%#$1D

!!

"

!血红蛋白浓度单位为
;

"

5

#与血细胞五分类进行结果比对%本法与对照组干化学分析仪
/?HMF9!#>&

测定结果比较#

+

%

&$&>

*

C$F

!

干扰性试验
!

对患者混合血清进行测定#建立对照组和

加入不同浓度可疑干扰物质的试验组(

@

)

*每组样品同时测定

'

次#计算均值进行比较*干扰率在
e'A

内时视为无干扰*

当胆红素在
"(>$D&

"

<FJ

"

5

时#二氧化碳的干扰率为
>$11A

#

其余多数指标在胆红素浓度为
#@&$%

"

<FJ

"

5

时出现明显干扰

偏差%当三酰甘油浓度在
>$D#<<FJ

"

5

时#血红蛋白的干扰率

为
'$1&A

#三酰甘油浓度为
""$#&<<FJ

"

5

时#钾离子测定结

果出现明显干扰#其余多数指标均在
">$1"<<FJ

"

5

时#出现

较大偏差*因此#根据表
">

'

"D

结果与对照组进行比较显示#

当血清内胆红素小于
"(>$D&

"

<FJ

"

5

以及三酰甘油小于
>$D#

<<FJ

"

5

时#各项指标干扰百分率在
e'A

内#未见明显干扰*

D

!

讨
!!

论

目前#中国临床常用的针对急诊生化项目的测定分析仪器

多以美国强生公司的
/?HMF9!#>&

为代表(

"&

)

*

/?HMF9

是美国强

生公司的干化学分析技术#该技术弥补了传统湿化学分析的不

足#具有
%&

多种检验项目#虽能为临床提供迅速而准确的报

告#但仪器体积太大#不适于野外环境使用*其他一些通过电

极法或干式法进行检测的仪器#虽然快速'操作简单'干扰因素

少#但电极寿命极短%干式法参比液要经常更换#准确性有待于

改善(

""

)

#而且仪器和试剂较昂贵#特别是试剂国内目前还无法

生产#难以实现普及应用*本研究旨在实现上述急救指标检测

单元在微型光谱仪上的检测#以达到小型便携式仪器多项目指

标测定#并能运用于突发事件的急救现场(

"#

)

*

在本研究中#就干试剂各指标的线性范围而言#钾离子在

#

!

1<<FJ

"

5

#钠离子在
1&

!

"1&<<FJ

"

5

#氯离子在
(&

!

"%&

<<FJ

"

5

#二氧化碳在
"&

!

'1<<FJ

"

5

#葡萄糖在
#

!

#&<<FJ

"

5

#

血红蛋白在
#&

!

#&&

;

"

5

#范围内线性良好#其广度均基本覆

盖了临床测定需求范围%而就准确性而言#偏倚系数基本在

"&A

内#虽不够理想#但鉴于实验中一些配件#如自制检测杯#

仅初步设计完毕且由厂家手工制作而成#同时在目前的实验中

一些必不可少的手工操作步骤#也为实验不可避免地带来一些

人为误差#但是在正常参考范围的测定结果准确性相对较高#

相信在以后进一步的实验和完善中其准确性定会有所提高*

在重复性测定中#各指标批内及批间各指标重复性
5?

均在

>A

内#仅二氧化碳批间重复性较差*可能是由于标本易与空

气中的二氧化碳达到平衡#

P

-

测定的不稳定性#以及复溶后

的试剂也易发生干扰等因素#造成了二氧化碳检测指间重复性

较差*在以后的实验中#如果仪器增加
'%&:<

波长的测定#可

以对二氧化碳试剂重新选择#从而避免现有试剂以
P

-

值进行

测定带来的不稳定性等因素*在干扰实验中#$下转第
"@##
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异性较高的
Z7

测定方法#不仅大大简化了测定过程#也提高

了检测效率'降低了运作成本(

1

)

*但临床应用中发现#对于输

注高能量氨基酸的患者#检测结果升高*为此#在原有技术基

础上开发出液态试剂$

Z7!5

&#在提高产品稳定性的同时#加用

糖化氨基酸消去体系去除内源性糖化氨基酸对检测结果的影

响#同时在血清清蛋白的测定上也进行优化#即利用对氧化性

清蛋白特异性更高的
.02

替代溴甲酚红蓝$

.0Z

&#减少球蛋

白对测定结果的影响(

@

)

*然后利用
Z7

与血清清蛋白的百分

比表示
Z7

的水平#从而去除了血清清蛋白水平对检测结果的

影响#更适用于低蛋白血症患者*

Z7

和
-87"=

均能体现近

期的
.Z

变化水平#而
Z7

所能反应的
.Z

变化时间更近#因此

可认为
Z7

能在
.Z

变化最显著时更确切和及时地反映
.Z

水

平#尤其适用于
.Z

波动较大的初诊患者应用降糖治疗时的疗

效观察*

本研究显示#

5N=?=IZ7!5

试剂盒测定血清
Z7

水平#不

仅具有良好的精密度$批内
5?

$

#A

#批间
5?

$

>A

&及稀释

直线性$

1c&$@@1(

&#且干扰因素少#能很好地区分
*+

和非

*+

患者$

+

$

&$&&"

&#同时表现出与
-87"=

'

_2Z

和
#K.Z

良

好的相关性$

+

$

&$&&"

&#试验结果显示
Z7

'

-87"=

与
_2Z

'

#K.Z

的
1

分别为
&$(%>

'

&$('@

和
&$D"#

'

&$D&1

*通过对
(1

例

健康志愿者
Z7

的测定#得出
5N=?=IZ7!5

法测定成人
Z7

的

参考范围为$

"%$%1e#$"#

&

A

*综上所述#

5N=?=IZ7!5

法测

定
Z7

不仅简便'快速#且准确'可靠#适用于监测高危人群和

*+

患者近期整体
.Z

水平#具有重要临床价值*本研究为能

否通过
Z7

检测提供早期干预治疗#使
*+

并发微血管病变早

期得以控制提供了新的研究方向*
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由于钾离子检测受溶血因素干扰较大#因此笔者仅进行了黄疸

及脂血的干扰实验*以测定结果进行干扰率的换算#结果显

示#脂血因其散色作用对试剂的干扰较大#在血红蛋白测定中

三酰甘油浓度超过
>$D#<<FJ

"

5

及在钾离子测定中三酰甘油

浓度超过
""$#&<<FJ

"

5

时的干扰尤为明显*而胆红素干扰

实验结果显示#对二氧化碳测定的干扰较为明显#当其浓度在

"(>$D&

"

<FJ

"

5

时#二氧化碳测定干扰率为
>$11A

#其余指标

偏差不大#总体来看试剂的抗干扰性能良好*同时在方法对比

实验中#测定结果与干化学分析仪
/?HMF9!#>&

具有很好的相关

性$

1

&

&$@(

&#说明本方法是可靠的*

在整体检测过程中#笔者采用了干试剂冻干于微型光谱仪

配套的一次性使用自制检测杯内进行测定#使用蒸馏水统一作

为稀释液进行样品稀释#并根据所需取相应量已冻干于检测杯

中的试剂#直接以检测杯作为比色池进行透射式比色测定*整

套系统的检测耗时不超过
"><?:

#并在测定过程中由系统自

动进行磁力混匀及孵育#于指定波长下进行检测#通过电脑微

处理快速得出结果#整套装置检测时间短#测定结果有效可靠#

能够满足野外急救'现场快速检验需求(

"'

)

#同时为进一步研发

急救便携式生化分析仪奠定了基础*
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