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!

方法
!

酶联吸附试验方法,

=

!

结
!!

果

冬季较寒冷的天气时#常常发现每天早上
b;JR

的冷维

护常常通不过#自检用的微孔板洗板结果本应该三排微孔吸空

三排微孔注满水#可是常常结果却不尽如人意#不是吸水不彻

底就是注水不满#与同行交流时#发现其他血站实验室也常出

现这样的情况#由此本实验室召开了科室质量例会#经过论证#

把原因分析如下!天气寒冷#经过一夜后#管道壁内的少量残余

水可能结冰或结晶#导致堵塞#管道接口也可能因低温而变硬#

导致密封性降低#因而造成洗板注水不满#吸水不彻底*

!

+

,由

此#采取以下应对措施!首先#每天早上提前开空调提高实验室

温度#并等室温平衡一定时间后#方可启动
b;JR

#并用加温

'

9%X

左右#不可超过
$%X

(的医用纯水先进行日维护#冲洗

管道#一来可以清洁管理内的残余物质#二来可以通过温水冲

洗#软化管道,日维护结束后再进行常规的冷维护#经过以上

步骤后#自检的微孔板注水和吸水效果良好#能顺利通过自检,

同样在寒冷的天气下#还会出现另一个现象#酶标板有时

本底较高#甚至会出现花板现象#质控品吸光度'

)2

(值也不稳

定#相差较大#而且此种现象往往集中在几批次化验中某一厂

家试剂的第一批酶标板上#经过分析#这也与室温有一定关系#

第一批实验进行时#室温和试剂温度可能相对较低#特别是洗

液#因量多#较难平衡至理想温度#而且可能是该厂家的洗液相

对其他厂家的而言#溶解度较低一点#有微小结晶因低温而未

充分溶解,导致洗板效果不理想,于是采取以下措施#将洗液

桶放入温箱孵育升温#使之充分溶解#经过如上处理过程后#酶

标板最终结果非常理想#本底清楚#质控品
)2

值也很稳定#不

再出现失控现象,

!!

在江苏地区#每年
&

"

7

月会有梅雨季节#在此期间也会有

些异常情况出现#如洗板不理想#洗板针头堵孔现象#实验结果

有假阳性#且实验结果重复性不好,在洗板头的维护冲洗中发

现#在此期间#洗板头有时会有霉点出现#经分析#可能是洗板

针头上有残余血清等蛋白物质#遇到多雨季节#天气闷热#湿度

大#洗板针头容易上霉#导致洗板针头被污染#堵塞#从而引起

实验结果的假阳性*

"

+

,由此#采取以下措施#空调设定为除湿

状态#降低实验室湿度#洗板头的清洗工作由以前的每月维护

改为每周或不定期'根据具体情况(维护#每天工作结束后#用

蛋白清洗液冲洗管道#分解去除管道)洗板针头上的残留物#然

后再用医用纯水进行日维护*

.

+

,通过以上措施#

b;JR

又能

正常工作#得到理想#重复性好的实验数据了,

现将
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年
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月的抗
8'3S

呈反应性标本

复查结果重复性做一比较#见表
!

,

表
!

!
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年与
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年相应月份抗
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呈
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反应性结果重复性比较

年)月 首次反应性标本数 复查反应性标本数 结果符合率
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讨
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论

全自动的仪器设备固然先进#但它代替不了实验室工作人

员的全部工作#只有将工作人员的智慧和全自动设备的机械化

工作完美地结合起来#才能获得高效#准确的检测结果#使实验

室工作质量更上一个台阶,
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血浆同型半胱氨酸'

1>,>G

B

6?C/0C

#

'Oa

(即
"8

氨酸
89

巯基

丁酸#为一种含硫氨基酸#众多的临床研究已经证实高同型半

胱氨酸血症是多种血管相关性疾病的危险因素,因此#血浆总

同型半胱氨酸的检测也在临床广泛开展并用于指导临床工作,

目前相关的检测方法众多#并存在着多种影响因素#造成检测

结果存在差异,本文通过介绍临床常用的几种检测方法和影

响检测的众多因素来着重指出临床在检测血浆同型半胱氨酸

过程中应如何避免检测结果的不准确,

<

!

'Oa

的特征及致病机理

'Oa

是蛋氨酸循环中
P8

腺苷基高半胱氨酸水解酶#水解

反应的产物#细胞内的
'Oa

有三条去路即被甲基化生成蛋氨

酸#与丝氨酸缩合生成胱硫醚以及直接排出细胞
'Oa

是蛋氨

酸新陈代谢过程中的重要中间产物#是一种有毒性作用的含硫

氨基酸,血浆中
'Oa

存在游离态与结合态两种形式,在生

理条件下#人体血浆中只有极少量
'Oa

'

"

%#.

!

,>E

"

-

(以游

离状态存在#绝大部分以
'Oa8

二硫化合物结合态存在#而结
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合态
'Oa

中约
7%̀

与血浆蛋白结合#其余
.%̀

与其他硫醇

结合,

=

!

'Oa

的临床常用检测方法

=#<

!

高效液相'

'U-O

(方法
!

'U-O

法多采用柱前衍生化荧

光检测技术,

UH6?>DC

等提出的衍生化法较为简单该法的衍生

化过程全部在高效液相自动加样器内进行,首先将含有硼氢

化钠#二甲基亚砜和氢氧化钠的溶液#含有乙二胺四乙酸'

R28

=;

(和二巯基苏糖醇的溶液#以及
!8

辛醇#盐酸溶液共同加入

标本中#室温下混匀
! ,/0

后#加入含有衍生化剂
(D>,>8

(/,H0C

的缓冲液#混匀
!,/0

后进样,色谱柱采用
!$%,,l

9#&,,

的反向
O!<

柱#进样前用
L

'.#&

的硝酸铵和甲酸铵缓

冲液平衡#然后用乙腈进行梯度洗脱,半胱氨酸和同型半胱氨

酸保留时间分别为
.#7&,/0

和
9#!9,/0

,此方法灵敏度高#

最低检测可达
$%0,>E

"

-

#在其线性范围内相关系数
<

%

%#44

$

批内精密度为
.#.̀

#批间不精密度为
9#4̀

'

(e!%

($分离效

果好#不仅能分离出血中多种含硫氨基酸#还能对尿液标本进

行测定,

=#=

!

酶免疫测定法
!

其原理为!标本中的与蛋白结合的同型

半胱氨酸)与半胱氨酸等结合形成混合同型半胱氨酸二硫化

物#与同型半胱氨酸自身结合#再加入二硫苏糖醇后还原为游

离的同型半胱氨酸再经
P;'

水化酶及过量的腺苷氨酸作用#

转化为
P8

腺苷
8-8

同型半胱氨酸'

P;'

(#加入
P;'H6C

酶抑制

剂$用腺苷酶'

;A>H6C

(降解残余腺苷除去干扰$由抗
P;'

单

克隆抗体组成的竞争性酶联免疫检测系统定量测定
P;'

,

=#>

!

荧光偏振免疫检测'

bU3;

(法
!

bU3;

法灵敏度高#检测

速度快#操作简单,该法用特异性的抗
8P8

腺苷同型半胱氨酸

单克隆技术#采用荧光偏振法测定
'Oa

,美国雅培公司采用

全自动荧光偏振技术#用
;TPaJ

仪器检测
'Oa

#反应原理

为!健康人血浆中也需要将同型半胱氨酸转化为先
P

腺苷同型

半胱氨酸#与作为示踪物的荧光素标记
P

腺苷同型半胱氨酸类

似物#对特异性单克隆抗体进行竞争性结合#引起示踪物偏振

光的改变#从而检测出同型半胱氨酸的浓度,

=#?

!

荧光定量法
!

首先在微孔板中将患者血浆中的氧化态

高半胱氨酸用还原剂还原#再用基因重组的甲硫氨酸裂解酶

'

'

'OaH6C

(将还原后的同型半胱氨酸分解#形成的产物再与适

当成色剂反应形成可测量的荧光化合物,检测其荧光强度#以

此测得血浆中同型半胱氨酸的浓度,此方法操作简便#成本较

低#可以作为一个筛检的方法应用于临床诊断,

>

!

同型半胱氨酸检测的临床意义

'Oa

致病机理表现在当体内的同型半胱氨酸水平代谢紊

乱#浓度升高#就会形成同型半胱氨酸巯基内酯#可与低密度脂

蛋白形成复合体#随后被巨噬细胞吞噬#形成堆积动脉粥样硬

化斑块上的泡沫细胞,而且#同型半胱氨酸还可自发氧化#形

成超氧化物和过氧化氢#这些产物会导致内皮细胞的损伤和低

密度脂蛋白的氧化#并可造成血管平滑肌持续性的收缩#引起

缺氧#从而加速动脉粥样硬化的过程,因而认为#由同型半胱

氨酸的代谢异常导致的高同型半胱氨酸血症已被许多研究证

实是心脑血管病发病的独立危险因子,近年来#同型半胱氨酸

的检测在临床上的应用主要心血管疾病#尤其是冠状动脉粥样

硬化和心肌梗死的危险指标,有研究表明#血浆
'Oa

每增高

9

"

$
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,>E

"

-

#血管相关性疾病的发生率相应增高
9%̀

"

&%̀

*

"

+

,普遍接受的诊断标准是空腹血浆
'Oa

水平大于
!$

!

,>E

"

-

,但有学者认为其应在
!"

"

!9

!

,>E

"

-

以上这可能是

由于血浆
'Oa

检测中的众多影响因素所致#这些影响因素主

要包括以下几个方面,

?

!

血浆同型半胱氨酸检测结果的影响因素

?#<

!

受检者遗传缺陷
!

主要是指与
'Oa

代谢相关酶的基因

突变或缺陷#如亚甲基四氢叶酸还原酶'

J='b:

(#这些酶是

'Oa

体内代谢的关键酶#其缺乏可致
'Oa

分解代谢减少而

引发血浆
'Oa

水平增高*

.

+

,

?#=

!

受检者的营养状态
!

体内同型半胱氨酸水平与饮食有着

密切的关系#叶酸)维生素
*

!"

和维生素
*

&

是
'Oa

分解代谢

中关键酶的辅酶#这些维生素缺乏可导致血浆
'Oa

水平升

高*

9

+

,有发现#血浆
'Oa

浓度与血浆叶酸)维生素
*

&

)

*

!"

水

平呈明显负相关*

$

+

,

?#>

!

受检者体质因素影响
!

肾脏在
'Oa

的代谢清除中发挥

关键作用#肾脏功能正常时肾小球率过滤与血浆
'Oa

水平呈

负相关*

&

+

$肝脏是体内叶酸)

*

!"

和
*

&

主要储存部位#肝功能受

损可使
*

族维生素缺乏致血浆
'Oa

水平增高$多种癌症)银

屑病)系统性红斑狼疮)类风湿性关节炎)甲状腺功能减退症等

可致血浆
'Oa

水平增高,

?#?

!

受检者的年龄和性别
!

血浆
'Oa

水平可因性别不同而

存在差异#正常女性空腹血浆
'Oa

水平较男性低#这可能与

女性体内雌激素水平较高及肌肉比重较少有关,妊娠期妇女

体内同型半胱氨酸水平较怀孕前低#但由于妊娠期妇女对同型

半胱氨酸损坏敏感性增强#所以血浆中同型半胱氨酸水平轻度

升高就可能导致一系列的血管损害,男性血浆
'Oa

浓度增

高的原因可能与雄性激素或肌酐浓度较高及骨骼肌发达有关,

有文献显示#老年人的年龄与血浆
'Oa

水平相关#年龄每增

长
!%

岁#

'Oa

水平升高
!%

!

,>E

"

-

*

7

+

,这可能与年龄增长#

老年人胃肠功能减低造成维生素
*

&

)维生素
*

!"

及叶酸缺乏及

肝肾功能减退有关,

?#@

!

生活方式的影响
!

生活方式亦影响血浆
'Oa

水平#饮

酒较多影响叶酸和维生素
*

!"

的吸收#同型半胱氨酸向蛋氨酸

代谢障碍#同型半胱氨酸堆积$吸烟及大量饮用咖啡可致血浆

'Oa

水平增高#增加体力活动可降低其水平,
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尿液流式细胞分析仪在管形检测中的应用
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流式细胞法尿

分析仪是目前自动化程度较高)分析速度较快的尿沉渣仪,然

而#它也存在着不足之处!只能检测出透明管型和标出有病理

管型的存在可能#只有通过离心镜检#才能确认是那一类管型$

不能提供尿沉渣的真实形态图#而是散射图和直方图,流式细

胞法尿分析仪作为尿沉渣筛选检查设备#对有疑问的标本进一

步进行显微镜检查是不可避免的,

<

!

流式技术优点

快速#最高每秒可检测数万个细胞#并在短时间内得到大量

数据$多参数#能进行多参数相关数量#以获得参数间大量相关信

息$分选#即根据测量信息对细胞群体的各种亚群进行分类收集,

=

!

检测原理

Wb8$%%

尿液流式细胞分析仪应用了流式细胞和电阻抗原

理!当尿标本被稀释#用
4

氮杂菲和羧花氰对尿中的细胞)管

型)细菌等有形成分进行染色后#靠液压作用通过鞘液流动池#

它被无粒子颗粒的鞘液包围#在鞘液的约束下#使每个细胞以

单个纵列的形式通过流动池的中心轴线#并被氩激光光束照

射#形成的细胞柱与氩激光束垂直相交#使细胞产生荧光和光

散射,光散射强度主要取决于细胞颗粒的大小#荧光强度与物

质颗粒吸附的荧光染料量有关,不同的染色颗粒物质可产生

不同的光散射强度和荧光强度#当染色的颗粒散射光和荧光越

强#前向光脉冲信号越强#这是定性和定量分析的基础,分析

仪还配备了电阻抗变化检测系统#在流动池的前)后方各装有

二个电极并维持恒定的电流#当尿液样品通过仪器的流动池小

孔时#随着样品电阻抗的变化#二个电极之间的电压起相应的

变化,仪器将每个细胞发出的荧光)散射光和电阻抗信号转变

成电信号*

!

+

,根据每个尿液标本的直方图和散射图来区分细

胞及其形态,光源!氩离子激光#发射波长为
9<<0,

,染色!

荧光膜染色
Y

荧光核染色,应用荧光染色剂对不同物质的细

胞核或细胞膜进行分别染色#并依据染色后荧光强度的不同及

细胞大小的不同来区分不同沉渣物质,染色液中使用了具有

选择性)能使细胞膜)细胞核分别染色的两种染料,染色所需

时间为
!%6

#染色过程是仪器自动进行,

>

!

样本采集

要注意用新鲜尿液做分析检测#尿液
"1

内很少出现大的

变化#如果时间过于延长#细菌增殖尿呈碱性#管型溶解$这一

尿的变化事实#无论采取什么样的方法也难以避免,

Wb8$%%

的测定结果可以敏锐反映尿标本的实际状态*

"

+

,

?

!

手工显微镜与流式分析仪两者的关系

?#<

!

目前人工镜检存在缺陷
!

'

!

(重复性差#检验人员之间的

个体差异大'误差
5U

!

.%̀

(,各检验机构之间的差异大'误差

5U

!

.%̀

(,'

"

(检查所需的时间长!如离心)涂片)镜检,'

.

(

检测方法等的标准化尚未确立#无统一质控标准,

?#=

!

定量与非定量
!

定量报告方式能让临床及时了解药物疗

效#进行疗效的动态观察和比较,非定量结果是一个模糊的概

念#特别当结果处于临界状态时#容易引起误诊误判,

@

!
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对管形分类

@#<

!

在
Wb8$%%

中的
b3K8b6GK

图中可直接分出病理管型和

非病理管型,一般认为透明管型是非病理性的#颗粒管型)蜡

样管型等其他几种管型是病理性的$同时透明管型中没有

2Q;

物质的#病理管型中有
2Q;

物质,

@#=

!

在管型中透明管型可以进行分类#病理管型则不能分类#

但是能将其以病理管型'

L

H?1#O;P

(形式打出标记#供将其选

出镜检,根据管型和黏液丝在散射图上的出现的位置等的详

细就计算程序将其区别,因为透明管型内容物中无
2Q;

物

质#所以透明管型在仪器上只有前向散射光强度'

bPO

()无荧

光强度'

b3

(,
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尿沉渣分析仪是根据管型中的内容物染

色后产生的荧光强弱来区分病理性管型和非病理性管型的#但

并不能将病理性管型进一步的分类,

@#>

!

病理管型包括上皮细胞)白细胞)微粒体等#它们的荧光

强度很强,病理管型在散射图上显示为一个大的红点#在尿沉

渣结晶中#夹杂有磷酸盐及尿酸盐#很难区分开,它是利用荧

光波宽'

b-^

("前向散射光波宽'

bPO^

(和
2Q;

物质来区分

上皮细胞)病理管形和非病理管型的,
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临床实验应用
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!

交叉污染
!

含有高浓度粒子的标本测定后#
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