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"检验技术与方法"

免疫凝集法检测糖化血红蛋白的应用评价

吴晓虹"沈雄文

!中国人民解放军南京军区杭州疗养院检验科"杭州
%"###.

#

!!

摘
!

要!目的
!

了解免疫凝集法检测糖化血红蛋白试剂盒测定结果的准确性$可靠性"并对其进行方法学评价"为临床在分析

不同方法检测糖化血红蛋白结果时提供参考'方法
!

参照美国临床实验室标准化委员会的方法学评价方案"与美国
=>L/J1S

H1J>1FK

%

糖化血红蛋白分析仪检测
B21"N

!

c

#的结果进行对比"同时监测放置时间对其结果的影响'结果
!

免疫凝集法线

性良好"稀释变异可接受"线性范围为
#

"

!'0

O

.

D

"最低可检出限为
#'#.$

O

.

D

'日间
DS]$'%%c

"批内
DS]%'#0c

"批间
DS]

%'%(c

"总
DS]$'!"c

'血浆中高浓度胆红素$三酰甘油和尿素干扰
B21"N

的检测'全血标本
$g

条件下放置
0

周后结果稳

定(溶血标本
$g

条件下放置
)

个月结果稳定'结论
!

免疫凝集法检测
B21"N

的线性范围$稀释变异均符合临床检测要求"最低

可检出限度为
#'#.$

O

.

D

"不精密度小于
!c

'与美国
=>L/J1SH1J>1FK

%

糖化血红蛋白分析仪检测结果比较"差异无统计学

意义'可采用在
$g

保存的溶血标本作为室内质控品'

关键词!质量控制(

!

糖化血红蛋白(

!

免疫凝集法(

!

方法比对

!"#

$

"#'%()(

%

*

'+,,-'").%/$"%#'0#""'"('#%$

文献标识码!

1

文章编号!

").%/$"%#

!

0#""

#

"(/00$#/#0

!!

糖尿病是一种全球性疾病!在很多国家和地区的患者数逐

年递增!预计到
0#0!

年全世界糖尿病患者将达
%

亿人'

"/0

(

#糖

化血红蛋白)

O

3

;

N4,

;

39:<5@<84

O

342+-

!

B21"N

*检测可反映机

体
"

"

0

个月前的平均血糖水平!故在糖尿病的监测"治疗方面

具有重要意义!有助于从整体上准确地观察病情!了解治疗效

果!受到普遍重视'

%

(

#

B21"N

的测定方法有手工微柱法"金标

法"高效液相色谱法)

@+

O

@

A

<764789-N<3+

Q

P+5N@7489:4

O

79

A

@
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!

BXDI

*和免疫凝集法等#本组采用北京利德曼公司的糖化血

红蛋白测定试剂盒检测
B21"N

!了解该试剂盒测定结果的准

确性"可靠性!并对其进行方法学评价!旨在为临床分析不同方

法检测
B21"N

提供参考#

$

!

资料与方法

$'$

!

一般资料

$'$'$

!

健康对照组
!

经该院体检的无高血压"糖尿病"高脂血

症"贫血等疾病的健康者!男
0#

例!平均年龄
%%'&

岁.女
0#

例!平均年龄
%"'0

岁#采集空腹和餐后半小时静脉血!

MS/

K1/T

0

抗凝!密闭室温保存#

$'$'%

!

病理组
!

0

型糖尿病患者
!.

例!采集空腹静脉血!

MS/

K1/T

0

抗凝!密闭室温保存!

$@

内完成检测#

$'$'&

!

高胆红素血清
!

收集黄疸患者及新生儿黄疸患者血

清!混合后检测总胆红素及直接胆红素!共
$

次!取均值#

$'$'F

!

高三酰甘油血清
!

收集高脂血症患者血清!混合后检

测总胆红素及直接胆红素!共
$

次!取均值#

$'%

!

仪器与试剂
!

美国
1224::

公司
1MJL?MK

全自动生化

分析仪.美国
=>L/J1SH1J>1FK

%

糖化血红蛋白分析仪#

北京利德曼公司提供的免疫凝集法
B21"N

试剂盒)批号$

.#.""[0""

*!包括溶血剂"血红蛋白测定试剂及
B21"N

测定

试剂.校准液)批号$

%).#!#)

*.美国
=>L/J1SH1J>1FK

%

糖

化血红蛋白分析仪配套试剂$离子交换柱)批号$

M1!"&##

*.缓

冲液
1

)批号$

11.#)$&

*!缓冲液
=

)批号$

11.#$(.

*!清洗液

)批号$

11.#)!#

*.校准品)批号$

==)0)%)

*.全血底物)批号$

11.###%

*#

$'&

!

方法

$'&'$

!

B21"N

测定严格按照仪器"试剂说明及相关实验室技

术操作规程进行检测#标准曲线制作根据
1MJL?MK

全自动

生化分析仪说明书设定相关检测参数!根据所得浓度与吸光度

制作拟合曲线!并作系列浓度校验#

$'&'%

!

方法学评价
!

参照杨昌国等'

$/!

(关于美国临床实验室

标准化委员会评价方案进行方法学评价#

$'&'%'$

!

线性评价
!

用溶血剂稀释
"!'$

O

%

D

标准液!制成
!

个不同浓度的标本随机排列!每个标本测定
$

次!分析在当天

完成!进行线性回归分析#

$'&'%'%

!

稀释变异试验
!

取病理组混合全血标本!加入不同

体积的溶血剂!得到
0#

份不同浓度的稀释样品!检测结果进行

统计学分析#

$'&'%'%

!

精密度
!

取健康对照组混合全血标本!和病理组混

合全血标本各
"

份!两份标本每天测定
0

次)

0

次测定间隔大

于
0@

*!每次测定做作双份!共测定
0#5

#每次测定做
"

个

质控#

$'&'%'&

!

灵敏度
!

将健康对照组混合全血标本用溶血剂倍比

稀释作为待检标本!用溶血剂作为空白!所测吸光度能区别于

蒸馏水的最低
B21"N

浓度为该法的最低灵敏度#

$'&'%'F

!

干扰试验
!

在两份健康对照组混合全血标本中分别

加入混合高胆红素血清"混合高三酰甘油血清和混合高尿素血

清!另一份中加入等体积的蒸馏水!按比例混合成
!

个不同干

扰物浓度!每份标本重复测定
$

次!计算分析干扰#

$'&'%'G

!

对比试验
!

健康对照组
$#

份标本及
0

型糖尿病患

者
!.

份全血标本分别在
1MJL?MK

全自动生化分析仪和

=>L/J1SH1J>1FK

%

糖化血红蛋白分析仪上检测
B21"N

#

$'&'%'L

!

标本放置时间对结果的影响'

)

(

!

混合全血标本及溶

血后标本在密闭
$g

放置
"5

"

05

"

$5

"

"

周"

0

周"

"

月和
)

月

后分别检测
$

次!取均值!分析时间因素对结果的影响#

$'G

!

统计学处理
!

对重复性验证结果进行中位数"

(!c

可信

区间分析!对方法学比较结果进行配对资料
9

检验!采用
?X??

"#'#647 +̀-54U,

统计软件包进行辅助分析#

%

!

结
!!

果

%'$

!

糖化血红蛋白检测标准曲线
!

见图
"

#

%'$'%

!

B21"N

浓度检测采用两点定标方式#

&

#$00

&

国际检验医学杂志
0#""

年
""

月第
%0

卷第
"(

期
!

>-:CD92E<5

!

F4G<82<70#""

!

H43'%0

!

F4'"(



%'%

!

线性评价

%'%'$

!

线性回归分析
!

!]"'#".03i#'#0&%

!

8

0

]#'(("

!

>

&

#'#"

#

图
"

!!

B21"N

检测标准曲线

%'%'%

!

稀释变异试验
!

9]#'#%%

!

F]#'(.$

!稀释变异可

接受#

%'%'&

!

线性失拟检查
!

G]0'.!

!界限值
>

#'#!

]%'0(

.

>

#'#"

]

!'$0

.

G

值小于
>

#'#!

说明线性良好#线性范围为
#

"

!'0

O

%

D

#

%'&

!

精密度评价
!

日间
DS]$'%%c

!批内
DS]%'#0c

!批间

DS]%'%(c

!总
DS]$'!"c

#

%'F

!

以溶血剂作为标本
!

检测
0#

次!吸光度
(!c

可信区间

为
"'#".$

"

"'#0&0

!能区别于全血标本的最低
B21"N

浓度

为最低可检出限度)

#'#.$

O

%

D

*#

%'G

!

干扰试验评价
!

胆红素对本试验无影响浓度为
!%'!

&

843

%

D

)

(!c

可信区间$

!0'.

"

!$'%

&

843

%

D

*#三酰甘油浓度

为
('.#8843

%

D

)

(!c

可信区间$

('0.

"

"#'"08843

%

D

*#尿

素浓度
"!'08843

%

D

)

(!c

可信区间$

"$'(

"

"!'!8843

%

D

*#

%'L

!

对比试验
!

健康对照组
$#

份标本及
0

型糖尿病患者
!.

份全血标本分别在
1MJL?MK

全自动生化分析仪和
=>L/J1S

H1J>1FK

%

糖化血红蛋白分析仪上检测
B21"N

)

c

*#见

表
"

#

表
"

!!

0

种方法检测健康对照组及病理组
B21"N

结果比较

!!!

&

Of=

*

B2

'

组别 免疫法 色谱法
9

值)

F

*

健康对照组)

$#

*

$'!"f#'&% $')!f#'.. #'.#!

)

#'$&!

*

病理组)

!.

*

('00f%'.$ ('#$f%'$! #'0""

)

#'&%$

*

%'Q

!

时间因素对结果的影响
!

全血标本
$g

条件下放置
0

周

后结果稳定.溶血标本
$g

条件下放置
)

个月结果稳定#见

表
0

#

表
0

!!

全血标本及溶血后标本在密闭
$g

条件下

!!!

放置时间对结果的影响&

c

*

B2

'

标本
0@ "5 05 $5 "

周
0

周
"

月
)

月
*6

"

?ID

(

全血
)'!& )'$$ )')& )')0 )'"0 )'#! !'.&

%

!'%$ #'00 .'0#

"

!'()

溶血
)'!0 )'!( )'%! )'.! )'0& )'!$ )')"

!!

%

$

"

个月后全血标本检测结果低于均值
e0'&?S

.

"

$全血标本检

测结果)

$]0#

*的标准差.

(

$全血标本检测结果)

$]0#

*的均值
f0'&

*6

#

&

!

讨
!!

论

美国糖尿病协会)

1S1

*和欧洲糖尿病研究协会在
0##&

年的联合声明中提出!

B21"N

&

.c

为糖尿病治疗的目标浓

度'

.

(

#因此!对于
B21"N

的检测!要求浓度在
.c

左右时的检

测结果尽可能准确!以满足临床对糖尿病诊断和监控的需要#

另外!方便"快速和廉价的临床检测方法也可为需要检测

B21"N

的患者提供必要的服务!通过对免疫凝集法检测

B21"N

进行方法学评价!判断该方法是否能满足临床需要#

免疫凝集法利用
B21"N

抗体与凝集素结合!使溶液中吸

光度升高!标本中的
B21"N

与凝集素竞争
B21"N

抗体的结合

位点!降低
B21"N

抗体与凝集素结合速率!凝集反应在
.##

-8

造成的吸光度升高与
B21"N

的浓度成反比#总血红蛋白

检测利用血红蛋白在非离子变性剂作用下生成羟高铁血红素!

在
)##-8

波长吸光度升高与总血红蛋白浓度成正比#该方法

可以在全自动生化分析仪上检测!简便快捷#

本组结果显示!免疫凝集法检测
B21"N

的线性范围"稀释

变异均符合临床检测要求!最低可检出限为
#'#.$

O

%

D

!不精

密度小于
!c

#与美国
=>L/J1SH1J>1FK

%

糖化血红蛋白

分析仪检测结果比较!差异无统计学意义#但该方法受血浆中

胆红素)

!0'.

&

843

%

D

*"三酰甘油)

('0. 8843

%

D

*和尿素

)

"$'&!8843

%

D

*的干扰#

时间因素对
B21"N

结果的影响$全血标本在
$g

放置
0

周结果未见明显改变!溶血后标本在
$g

放置
)

个月结果也未

见明显改变#因此!作者认为溶血后标本更适合长时间保存!

作为室内质量控制的一种辅助标本!能帮助实验室实现长期的

质量稳定!特别是对糖化血红蛋白在
)c

"

.c

的标本!能有一

个较为稳定的结果!将有助于临床和患者对疗效的评估及进一

步治疗#

血浆中的干扰物是影响免疫凝集法检测
B21"N

的重要因

素!如何确定干扰物并排除其影响!是保证结果准确的关键#

对糖尿病的诊断和监控!本方法快速"简便!较少受方法学以外

的因素影响!并可通过对标准品浓度的调整!使得在
.c

左右

的
B21"N

更为准确可靠!有利于对患者的血糖控制情况进行

监控!是一种比较适合于临床的检测方法#
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