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血清类风湿因子对免疫比浊法测定甘胆酸的影响评估
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(中国中医科学院广安门医院检验科,北京
  

100055)

  摘 要:目的 评估类风湿因子对血清甘胆酸测定的影响并探讨结果审核办法。方法 用含有高水平类

风湿因子的血清分别稀释不同水平的甘胆酸血清样本,测定原始和不同稀释度的血清样本类风湿因子和甘胆

酸水平,观察稀释后测定结果的变化曲线,确认干扰存在;同时平行检测抗核抗体,观察干扰情况。结果 添加

类风湿因子后的血清甘胆酸测定结果下降,与类风湿因子水平呈正相关,差异有统计学意义(P<0.05)。类风

湿因子水平在545
 

IU/mL以下时对血清甘胆酸测定基本没有影响,随着水平升高,干扰强度上升,甘胆酸检测

结果急剧下降;未观察到抗核抗体干扰甘胆酸的测定。结论 血清样本中较高水平的类风湿因子会干扰甘胆

酸的测定,导致血清甘胆酸水平假性降低,需要引起临床重视。结果审核时应结合血清丙氨酸氨基转移酶、天

门冬氨酸氨基转移酶、总胆汁酸综合分析报告血清甘胆酸结果。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

effect
 

of
 

rheumatoid
 

factor
 

on
 

the
 

determination
 

of
 

serum
 

glycocholic
 

acid
 

and
 

to
 

explore
 

the
 

solution
 

for
 

verifying
 

the
 

test
 

results.Methods The
 

serum
 

samples
 

of
 

different
 

levels
 

of
 

glycocholic
 

acid
 

were
 

diluted
 

with
 

the
 

serum
 

containing
 

high
 

levels
 

of
 

rheumatoid
 

factors.The
 

levels
 

of
 

rheumatoid
 

factors
 

and
 

glycocholic
 

acid
 

in
 

the
 

original
 

and
 

different
 

dilutions
 

of
 

the
 

serum
 

samples
 

were
 

meas-
ured.The

 

change
 

curve
 

of
 

the
 

measurement
 

results
 

after
 

dilution
 

was
 

observed
 

to
 

confirm
 

the
 

existence
 

of
 

in-
terference.At

 

the
 

same
 

time,the
 

antinuclear
 

antibody
 

was
 

detected
 

in
 

parallel
 

to
 

observe
 

the
 

interference.Re-
sults After

 

adding
 

rheumatoid
 

factor,the
 

serum
 

glycocholic
 

acid
 

decreased,which
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

level
 

of
 

rheumatoid
 

factor,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).When
 

the
 

level
 

of
 

rheumatoid
 

factor
 

was
 

below
 

545
 

IU/mL,it
 

had
 

no
 

effect
 

on
 

the
 

determination
 

of
 

serum
 

glycocholic
 

acid.
With

 

the
 

increase
 

of
 

the
 

level,the
 

interference
 

intensity
 

increased,and
 

the
 

detection
 

result
 

of
 

glycocholic
 

acid
 

decreased
 

sharply;no
 

interference
 

of
 

antinuclear
 

antibody
 

was
 

observed.Conclusion The
 

higher
 

level
 

of
 

rheu-
matoid

 

factors
 

in
 

serum
 

samples
 

will
 

interfere
 

with
 

the
 

determination
 

of
 

glycocholic
 

acid,which
 

will
 

lead
 

to
 

a
 

false
 

decrease
 

of
 

serum
 

glycocholic
 

acid
 

level,which
 

needs
 

to
 

be
 

paid
 

attention
 

to
 

in
 

clinical
 

practice.In
 

the
 

ex-
amination

 

of
 

the
 

results,the
 

results
 

of
 

serum
 

glycocholic
 

acid
 

should
 

be
 

reported
 

by
 

the
 

comprehensive
 

analy-
sis

 

of
 

serum
 

alanine
 

aminotransferase,aspartate
 

aminotransferase
 

and
 

total
 

bile
 

acid.
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  甘胆酸为胆酸的主要成分,可早期灵敏地反映肝

胆功能的异常,是诊断肝细胞损伤和肝内胆汁淤积症

的特异和灵敏的实验指标[1-3],对肝胆疾病有诊断、鉴
别诊断意义,并为肝胆疾病的预后分析提供重要依

据[4]。类风湿因子是一种自身抗体,存在于类风湿关

节炎、硬皮病、肝炎等患者的血清中[5]。在临床检验

工作中发现,在某些类风湿因子水平较高患者的血清

中其他肝胆指标均正常而甘胆酸异常降低;或者肝炎

患者肝功检测结果明显异常但甘胆酸检测结果却正

常。此种情况下甘胆酸的异常低值是真实反映肝胆

功能还是由于受到干扰而出现的假阴性结果? 如何

判断其真实性? 在临床工作中,某些未可预知的干扰
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会对临床检测结果造成明显影响,误导医生对患者的

诊断和病情判断,形成了医疗安全方面的隐患。本文

拟通过在标本中添加不同水平类风湿因子,验证较高

水平的类风湿因子是否会干扰血清甘胆酸的检测,导
致甘胆酸检测结果假性降低,同时平行实验观察另一

种自身抗体抗核抗体对甘胆酸检测的干扰情况,作一

定的对比验证。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集临床检测到的含高水平类风湿

因子患者的血清样本(类风湿因子>10
 

000
 

IU/mL),
同时收集不同水平的甘胆酸血清样本,水平区间为

3.33~58.65
 

mg/L;收集高滴度抗核抗体标本,涵盖

核心型、着丝点型、均质型、颗粒型和混合型,同步进

行干扰试验。
1.2 仪器与试剂 类风湿因子测定:Beckman

 

Coul-
ter

 

IMMAGE800
 

特种蛋白分析仪,Beckman
 

Coulter
 

类风湿因子检测试剂盒(免疫比浊法),标准品和质控

品均为Beckman
 

Coulter同批次产品。血清甘胆酸测

定:Beckman
 

Coulter
 

AU5821全自动生化分析仪,宁

波美康公司的甘胆酸测定试剂盒(胶体金增强免疫

法),标准品和质控品均为宁波美康公司同批次产品。
进行实验前,仪器已按照规定进行维护和校准,各项

性能指标符合要求,整个实验操作过程中,严格执行

实验室制订的质量控制程序和检验操作规程,并以质

控品进行常规质量控制,监控整个分析操作过程。
1.3 分组方法 选取符合条件的样本进行试验。每

份样 本 取 血 清2
 

mL,对 照 样 本 组 和 干 扰 物 组 各

1
 

mL,均分为10份,对照组分别添加0、100
 

μL生理

盐水;干扰物组分别添加0、150、322、545、789、1
 

915、
3

 

300、4
 

200、5
 

500、11
 

400
 

IU/mL类风湿因子血清

100
 

μL,混匀后检测血清甘胆酸水平。每个样本测定

2次取平均值作为检测结果,除“0添加样本”外,其余

样本检测结果乘以2。同时选取含高滴度抗核抗体的

血清样本进行同样操作,观察抗核抗体对甘胆酸测定

的影响。
1.4 统计学处理 应用SPSS16.0统计软件进行数

据分析,计量资料采用配对t检验,计数资料采用χ2

检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

表1  不同水平类风湿因子干扰下甘胆酸检测结果(mg/L)

标本
0

IU/mL
11

 

400
 

IU/mL
5

 

500
 

IU/mL
4

 

200
 

IU/mL
3

 

300
 

IU/mL
1

 

915
 

IU/mL
789

 

IU/mL
545

 

IU/mL
322

 

IU/mL
150

 

IU/mL

标本1 45.73 11.26 23.56 37.76 42.02 43.96 45.68 45.76 45.84 45.83

标本2 41.47 11.26 18.20 35.06 38.78 40.26 40.44 40.20 40.40 40.40

标本3 9.55 0.86 5.22 8.74 10.12 10.16 10.12 10.20 10.20 10.30

标本4 13.77 1.20 5.58 10.72 12.26 13.50 13.84 13.88 13.92 13.92

标本5 3.33 0.30 1.64 3.20 3.86 3.92 3.96 3.96 4.04 4.08

标本6 58.65 19.40 35.00 40.02 50.62 53.68 58.58 60.40 61.20 61.40

图1  干扰整体趋势

表2  不同类型高滴度抗核抗体干扰下甘胆酸

   检测结果(mg/L)

原始标本 60.90 23.86 11.04 6.74 3.31

核心型 62.13 24.83 11.60 6.65 3.31

着丝点型 63.27 25.50 12.20 6.67 3.41

均质型 61.44 25.43 11.62 6.48 3.30

颗粒型 61.54 25.71 11.80 6.47 3.31

混合型 62.28 25.70 11.39 6.35 3.22

2 结  果

2.1 甘胆酸处理前后的检测结果差异 经类风湿因

子处理前后各样本甘胆酸检测结果见表1。生理盐水

稀释的标本前后差异无统计学意义(P>0.05)。类风

湿因子处理前后血清甘胆酸检测结果比较:添加类风

湿因子后的血清再次检测甘胆酸水平,部分结果出现

明显下降。处理前后数据进行比较,11
 

400
 

IU/mL
水平干扰下,检测结果之间差异有统计学意义(t=
10.19,P=0.000);5

 

500
 

IU/mL水平干扰下,检测结

果之间差异有统计学意义(t=7.09,P=0.002)。
2.2 高浓度水平RF的干扰差异 血清甘胆酸的下

降幅度与类风湿因子的水平有关,但不成正比。类风

湿因子在4
 

200
 

IU/mL时,甘胆酸检测结果在10
 

mg/L以上的样本偏差已经超过15%,类风湿因子在

5
 

500
 

IU/mL以上的所有样本,甘胆酸检测结果均超

过原始检测结果15%,原则上结果不能审核发放。见

图1。
2.3 不同水平甘胆酸抗干扰的差异 原水平越低的
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甘胆酸样本,受高水平类风湿因子干扰越严重,抗干

扰能力越低。类风湿因子在5
 

500
 

IU/mL
 

水平时,甘
胆酸小于15

 

mg/L的样本,检测结果不足实际水平的

10%;大于40
 

mg/L的样本,检测结果约为实际结果

的25%,两者之间差异有统计学意义(P<0.05)。
2.4 低浓度水平RF的干扰差异 试剂说明书给出

的建议是类风湿因子<150
 

IU/mL时对甘胆酸测定

无干扰。分析检测数据可发现类风湿因子水平在545
 

IU/mL时,虽然有干扰,但结果仍然可以接受;而超

过789
 

IU/mL时,偏差具有统计学意义,需要临床

关注。
2.5 未观察到抗核抗体对甘胆酸检测的干扰 抗核

抗体平行试验并未观察到对甘胆酸检测的干扰,检测

结果之间差异无统计学意义(P>0.05)。见表2。
3 讨  论

本研究结果显示,经类风湿因子处理后的血清甘

胆酸检测水平均有不同程度降低,尤其是类风湿因子

极高的样本,血清甘胆酸检测水平下降明显,表明血

清中较高水平的类风湿因子会干扰甘胆酸的测定,导
致血清甘胆酸假性降低。干扰的机制可能是因为类

风湿因子结构复杂,在机体中以多种分子结构型存

在,其理化性状、表位种类及数目等均可影响抗原抗

体反应。人体内IgG分子由于某些原因常相互聚集,
产生抗原多价性,这也促进了类风湿因子与IgG分子

或抗原抗体复合物的结合。但不同试剂盒甘胆酸抗

体的来源不一,其结合特异性不能保证一致,因此,不
同厂家试剂盒干扰程度很可能有所差异,这有待于进

一步的实验观察。此外,类风湿因子的亚型有IGG、
IGA、IGM、IGE型,结构差异也有可能导致干扰程度

的不同。
由于试剂研发和制备技术的发展,非特异性抗体

引起的分析干扰发生率已经明显下降,但免疫测定过

程中的干扰仍不可避免,需要临床和检验科保持警

惕。本次实验中,针对抗核抗体,亦进行了高滴度抗

核抗体对甘胆酸测定的干扰测试,结果显示核心型、
着丝点型、均质型、颗粒型和混合型均未对免疫比浊

法检测甘胆酸的结果产生影响。分析其原因可能是

抗核抗体主要以IgG型居多,而类风湿因子以IgM型

居多,故初步可以判断IgG型抗核抗体可能不会对甘

胆酸检测造成干扰。
类风湿因子作为自身免疫性抗体,在多种疾病中

都有高水平存在的案例[6-7],尤其是严重肝损害时,类
风湿因子也常常升高。临床实验室在下列情况时应

考虑是否有类风湿因子干扰物的存在:患者产生类风

湿因子可能性的病史或与类风湿因子产生有关的疾

病;临床医生根据其他的临床检验数据怀疑肝胆功能

损伤。在这种情况下实验室能通过直接测定类风湿

因子的水平监测干扰物的存在,若结果正常,则可以

排除类风湿因子干扰的可能;血清甘胆酸异常降低的

结果可怀疑由类风湿因子引起的甘胆酸假性降低,这
类标本可先进行预稀释处理,根据研究数据显示,稀
释类风湿因子水平至545

 

IU/mL以下时,类风湿因

子对甘胆酸测定结果的影响基本可以忽略。检验人

员审核甘胆酸结果时,可参考丙氨酸氨 基 转 移 酶

(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)的检测结果。
一般ALT、AST超出检测上限3倍的患者,甘胆酸结

果会出现一定升高;严重肝病患者总胆汁酸和甘胆酸

比值(TBA/CG)常常大于4,若临床结果不符,可初步

判断甘胆酸检测受到干扰。此类标本需经过处理后

重新测定,方可审核发放报告。
分析所有甘胆酸检测反应曲线,均为X轴10点

处开始反应,27点处达到最高,且曲线路径基本一致,
无明显差异;所有读点结果比较,差异无统计学意义

(P>0.05),干扰并未对检测曲线造成影响。因此,单
纯分析反应曲线预计无法区分判断干扰情况。

类风湿因子对免疫法检测系统的负干扰,在一些

文献中被提出,但进行详细研究的报道较少。干扰机

制的研究,目前主要是空间位阻(屏蔽)假说,即当类

风湿因子只能与捕获或信号抗体中的某一种抗体结

合时,会形成空间位阻(屏蔽),阻碍捕获抗体-抗原-信
号抗体复合物的形成,造成检测信号的减弱或缺失,
引起假性降低或假阴性的检测结果[8]。

在检测前可以进行预处理尽可能降低样本中的

类风湿因子水平,以便消除或降低类风湿因子对检测

系统的干扰。试验中常用的样本预处理方法包括:使
用阻断试管采集检测样本[9];分析前在样本中加入动

物血清或IgG[10]或加入封闭阻断试剂[11];使用聚乙

二醇6000[12]处理样本;用包被IgG 的固体颗粒吸

附[13]等,尽管这些方法在降低类风湿因子干扰检测方

面被证实是有效的,且其中一些方法也较为简单实

用,但这些预处理方法已被证实并不是对所有类风湿

样本都有效[9-10,12]。价格较高的蛋白L沉淀[14],由于

性价比问题,基本不可能用于临床试验当中。部分文

献认为可以通过添加还原剂2-巯基乙醇降解,使用聚

乙二醇沉淀法预吸收[15],或者重组单克隆抗体IgY
作为试剂抗体等方法降低类风湿因子的干扰作用[16],
本次试验由于条件所限,并未进行相关验证。
4 结  论

综上所述,类风湿因子水平在545
 

IU/mL以下

时,对甘胆酸检测结果基本无影响,当类风湿因子水

平大于545
  

IU/mL时,则会干扰甘胆酸的测定,导致

甘胆酸检测结果较实际血清水平低,需要引起临床重

视。结果审核时应结合血清ALT、AST、总胆汁酸综

合分析报告血清甘胆酸结果。
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