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"摘要#

!

目的
!

对酶化学法测定糖化血红蛋白进行方法学性能的验证%方法
!

参考美国国家临床实验室标准

化委员会系列文件和相关文献!结合工作实际对酶化学法测定糖化血红蛋白进行精密度'准确度的分析测量范围和

生物参考区间等进行评价!并将实验结果与厂家提供的分析性能或公认的质量指标进行比较%结果
!
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范围内线性良好
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!平均回收率
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#该方法与
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离子交换高效液相层析法二组比较差异无统计学意义"
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$#分析测量范围"
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$验证和生物参考区间验证结果均符合质量要求%

结论
!

酶化学法测定糖化血红蛋白主要分析性能符合质量目标要求!适合临床检验科应用%

"关键词#

!

糖化血红蛋白#

!

酶化学法#

!

性能验证

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$$&$/&%/%

文献标志码$

9

文章编号$

$!,%#-1((

"

%"$$

$

$%#$1("#"%

V56+>+?:9+<-<>945:-:8

;

9+?:8

=

56><6B:-?5<>4:5B<

J

8<D+-C$?B5:,765B5-9,95,95AD

;

?45B+?<05-L

;

B:9+?B594<A

!

+:-

#J!()

*

$

#

T#$%N,)

%

#

1:+,/(-I'4)

*

$

$

$?G4

H

/BD24)D(

E

6@,),>/@1/P(B/D(B

9

#

Q,/)<'/)!(I

H

,D/@(

E

QB/O,D,()

6',)4I4N4O,>,)4(

E

6'/)

*

),)

*

G,IDB,>D

#

<'/)

*

'/,%"""($

#

6',)/

%

%?G4

H

/BD24)D(

E

6@,),>/@1/P(B/D(B

9

#

<'/)

*

'/,

Q()

*

B4)!(I

H

,D/@(

E

6'/)

*

),)

*

G,IDB,>D

#

<'/)

*

'/,%"""("

#

6',)/

&

'

CD,96:?9

(

!

"D

*

5?9+E5

!

:;L=<D.

K

?@=8G8C

K

?DE8C

>

=<.;<I8GE=;.@8=I;

J

C;5DG9$E

$

459$E

&

?=A?=H5

K

E@=IDE;#

=GN

K

I8?DEI=?@;H'F594<A,

!

[=.=<<DG

J

?;T**/3=L8CB8?D;G

>

<;?;E;CA8GH

>

=<?DG=G?CD?=<8?B<=8GH58A=H;G;B<

>

<8E#

?DE8CF;<M

#

F=?=A?=H?@=

>

<=EDAD;G

#

8EEB<8E

K

#

8G8C

K

?DE8CI=8AB<=I=G?A<8G

J

=8GH5D;?DEDG?=<L8C;.459$E5

K

E@=IDE;#

=GN

K

I8?DEI=?@;H

#

?@=GE;I

>

8<=H?@=<=ABC?FD?@

g

B8CD?

K

DGH=̀ ;.?@=I8GB.8E?B<=<;<

J

=G=<8CC

K

8EE=

>

?=H'G5,789,

!

:@=FD?@DG#<BGE;=..DED=G?;.L8<D8?D;G

$

6R

&

F8A"'0,2W$'%-28GH5=?F==G#<BG6RF8A$',12W%'$%2':@=CDG#

=8<E;<<=C8?D;GE;=..DED=G?;.?@=I=?@;HF8AA8?DA.8E?;<

K

$

3e$'"$"6W"'""1

#

Be"'---,

&

DG&'"2W$!'"2

#

8GH

?@=8L=<8

J

=<=E;L=<

K

<8?=F8A$"$'&,2':@=HD..=<=GE=;.?@=E;=..DED=G?;.E;<<=C8?D;G5=?F==G=GN

K

I8?DEI=?@;H

8GH@D

J

@

>

=<.;<I8GE=CD

g

BDHE@<;I8?;

J

<8

>

@

K

$

4R/*

&

F8AAD

J

GD.DE8G?

$

3e"'-!%%+X"'"1(

#

Be"'--1"

#

A

)

"'"(

&

'

:@=<=ABC?A;.?@=L=<D.DE8?D;G.;<8G8C

K

?DE8CI=8AB<=I=G?A<8G

J

=

$

9)[

&

8GH5D;?DEDG?=<L8CF=<=8EE;<H=HFD?@?@=

<=

g

B=A?;.?@=

g

B8CD?

K

'H<-?87,+<-

!

:@=459$EI=8AB<=I=G?A.;<=GN

K

I8?DEI=?@;HDA8EE;<H=HFD?@?@=<=

g

B=A?;.

?@=

g

B8CD?

K

#

F@DE@E8G5=8

>>

CD=H;G8B?;I8?DEHD8

J

G;A='

'

I5

;

@<6A,

(

!

@8=I;

J

C;5DG9$E

%

!

E@=IDE;#=GN

K

I8?DEI=?@;H

%

!

L=<D.DE8?D;G

!!

糖化血红蛋白$

459$E

&的化学结构通常为具有一个特定

六肽的血红蛋白分子#是葡萄糖和血红蛋白
#

链
T

末端缬氨

酸$

+8C

&$

#

T#$#

去氧果糖基血红蛋白&的一个稳定加和物,

$

-

)

在人体内#葡萄糖和血红蛋白
#

链
T

末端
+8C

氨基之间进行非

酶促反应#先形成不稳定的希夫碱#然后缓慢地重排#形成稳

定+不可逆的氨基酮#其合成过程缓慢且不可逆#不受血糖浓度

暂时波动的影响#可反映测定前
1

"

0

周血糖的平均水平)

459$E

作为糖尿病筛选+诊断+血糖控制+疗效考核的有效监

测指标#在临床中得到了广泛使用#

%""%

年美国糖尿病协会已

将其作为监测糖尿病血糖控制的金标准,

%

-

#故对糖尿病诊断有

特殊诊断意义)本文依据美国国家临床实验室标准化委员会

$

T**/3

&标准化文件对酶化学法测定糖化血红蛋白进行精密

度+准确度+分析测量范围和生物参考区间等性能进行验证和

评价#并将实验结果与厂家提供的分析性能或引用专业文献的

相关方法学分析性能予以证实,

&
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$
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材料与方法

$'$

!

材料

$'$'$

!

仪器
!

罗氏公司
)YPa/9[#R

全自动生化分析仪)

日本
:Y3Y4Z,

离子交换高效液相层析法$

VO#4R/*

&)

$'$'/

!

试剂
!

酶化学法试剂由日本积水医疗株式会社提供#

试剂盒的组成包括前处理液+液体型双试剂!试剂
[$T#

$羧甲

基氨羰基&

#1

#

1h#

二甲氨基+二苯胺化钠#试剂
[%

过氧化物酶+

果糖基氨基酸氧化酶)前处理液批号
"$$[*\

#试剂
[$

批号

"$"[9\

#试剂
[%

批号
""-[9\

)

VO#4R/*

法试剂采用仪器

配套试剂)试剂
$

批号
O,#$$$)

#试剂
%

批号
O,#%"$T

#试剂

&

批号
,#&"()

#试剂
1

批号
46#"&)

)
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!

标本来源
!

测定标本来均源于本院门诊+住院患者及

体检中心送检标本#均为空腹采血
%I/

#乙二胺四乙酸二钾

$

OP:9#Q

%

&抗凝)验证人群纳入标准!均为健康体检者#年

龄
%1

"

,,

岁)经
U

超+心电图+临床各项检查及血糖+肝肾等

检验排除肝病+肾病+冠心病+高血压+肿瘤+糖尿病等病史和

疾病)

$'/

!

方法

$'/'$

!

实验方法

$'/'$'$

!

酶化学法原理
!

在蛋白酶的作用下#切断源于血红

蛋白
9$E

的
#

链
T

末端的糖化甘氨酰谷氨酰胺#同时通过测

定
!""GI

与
0""GI

的吸光度差#求出血红蛋白$

45

&的浓度)

第
%

反应中#果糖基氨基酸氧化酶$

\RŶ

&作用于糖化甘氨酰

谷氨酰胺#在过氧化物酶的存在下#生成的过氧化氢与
T#

$羧

甲基氨羰基&

#1

#

1h#

二甲氨基二苯胺化钠$显色剂&产生显色反

0

"(1$

0

检验医学与临床
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年
!
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卷第
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期
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应)通过测定此吸光度求出
459$E

的浓度)用先添加
(""

&

/

的
459$E

前处理液于试管中然后离心分离标本$

%"""

<

>

I

"

IDG(IDG

&进行标本的前处理#从血球层采取
%(

&

/

加入

前处理液中混合后#用前处理标本在罗氏公司
)YPa/9[#R

全自动生化分析仪上进行测定)

$'/'$'/

!

VO#4R/*

原理
!

应用
:3Q

凝胶
Z,4DA

柱#根据树

脂表面阳离子交换基团和血红蛋白成分之间的离子反应不相

同的原理#分离出
459$E

成分)

$'/'/

!

验证方法

$'/'/'$

!

精密度验证
!

参照
T**/3OR(#9%

文件,

1

-

#取高+

低
%

个不同浓度的
459$E

血标本#经前处理后标本同
$H

内

进行
%"

次检测计算批内精密度)同样取这
%

个标本经前处理

后#分装
W$0b

保存#每天取出置室温自然融化#温和混匀后#

上下午各测
$

次#连续检测
%"H

计算批间精密度)

$'/'/'/

!

干扰试验验证
!

参照
T**/3OR,#9%

文件,

(

-

#采用

3

K

AI=̀ 9#R/a3

干扰试剂盒#将溶解后标本$干扰物质含胆红

素+溶血素+脂肪乳的浓缩液&

$'"I/

和
OP:9#Q

%

抗凝血
-'"

I/

混合制成标本
9

#溶解后的标本$空白&

$'"I/

和
OP:9#

Q

%

抗凝血
-'"I/

混合制成标本
U

#标本
9

和标本
U

按以下表

格配制稀释系列#然后对每管进行测定#见表
$

)

表
$

!

干扰物配制稀释系列

对照
$

"

$" %

"

$" &

"

$" 1

"

$" (

"

$" !

"

$" ,

"

$" 0

"

$" -

"

$" $

样本
9 W "'$ "'% "'& "'1 "'( "'! "', "'0 "'- $'"

样本
U $'" "'- "'0 "', "'! "'( "'1 "'& "'% "'$ W

!!

注!

W

表示无数据)

$'/'/''

!

准确度验证
!

参照
T**/3OR-#9%

文件,

!

-

#使用该

方法与通过美国
TZ3R

认证产品
:Y3Y4 Z,VO#4R/*

法进

行方法学比较#每天取
0

例标本#分别用
%

种方法按顺序
$

-

0

进行标本测定#再按相反顺序
0

-

$

重复测定#测定
(H

#共
1"

例标本$标本浓度
&'"2

"

$!'"2

&#作相关分析)

$'/'/'1

!

回收实验验证
!

取
$

例新鲜血液标本#经前处理液

溶血后#分
1

例#每例
(""

&

/

#其中
$

例加入
("

&

/

蒸馏水#另

外
&

例分别加入等量的高+中+低
&

个浓度的试剂配套标准品)

记录平均回收率)

$'/'/'2

!

分析测量范围$

9)[

&验证
!

参照
T**/3OR!#9%

文件,

,

-

#取测量范围内低高$

4

&+$

/

&

%

个浓度标本#经前处理

后按
$"/

+

0/X%4

+

,/X&4

+

1/X!4

+

(/X(4

+

14X!/

+

&4X

,/

+

%4X0/

+

$"4

比例混合后#得到
-

个不同浓度的预期值标

本#随机排列分别连续测定
1

次#记录结果#将预期值和实测值

进行比较)

$'/'/')

!

生物参考区间验证
!

参考
T**/3*%0#9%

文件,

0

-

#

选择
!"

例经健康体检无系统疾病参考标本#统计各参考个体

检测值#与生产厂方说明书提供的参考区间比较)

$''

!

统计学方法
!

采用
)DE<;A;.?ÒE=C%"""

软件和
3R33

$$'(

统计软件进行数据统计分析)浓度用
FdI

表示+显著性

检验用成组
D

检验)

/

!

结
!!

果

/'$

!

精密度验证结果
!

按照
%"$"

年上海市临床检验中心临

床化学质量控制允许偏倚范围#糖化血红蛋白的允许误差限值

为
:d$(2

#现该种方法批内
6R

$

2

&均小于
$

"

1

允许误差限

值$

&',(2

&+批间
6R

$

2

&均小于
$

"

&

允许误差限值$

('""2

&#

均符合要求,

-

-

)结果见表
%

)

表
%

!

精密度试验结果'

)e%"

%

2

(

标本 均值 批内
6R

批间
6R

$ ('1& "'0, $',1

% 0'-$ $'%- %'$%

/'/

!

干扰试验验证结果
!

含较高浓度干扰物质$胆红素
%""

I

J

"

H/

+溶血素
("""I

J

"

H/

+乳糜浊度
&""""

度的浓缩液&的

测定值均在已知标本浓度
!'0"d$'-!A

$

-(2

可信限&#可视为

无显著性干扰)

/''

!

准确度验证结果
!

以酶化学法测定值为$

3

&#

:Y3Y4

Z,VO#4R/*

法测定值为$

+

&#直线回归方程为
3e"'-!%%+

X"'"1(

#

Be"'--1"

#

A

)

"'"(

$

)e1"

&#其中
B

)

"'-,(

#两者

相关良好)当
459$E

浓度为
!'(2

时#其偏倚为
%'1!2

#符合

临床要求)

/'1

!

回收试验验证结果
!

取
$

例新鲜血液标本#经前处理液

溶血后#分
&

例#每例
(""

&

/

#分别加入等量的高$

$"'(2

&+中

$

0'(2

&+低$

1'&2

&浓度的试剂配套标准品)平均回收率为

$"$'&,2

)回收率均在
-"2

"

$$"2

以内#属可接受范围,

&

-

)

结果见表
&

)

表
&

!

回收试验'

2

(

标本 测定浓度 加入浓度 回收浓度 回收率

" !'0" W W W

$ ,'%" "'&- "'1" $"%'(!

% ,'(- "',, "',- $"%'!"

& ,',1 "'-( "'-1 -0'-(

!!

注!

W

表示无数据)

/'2

!

分析测量范围$

9)[

&验证结果
!

结果显示#将预期值和

实测值进行比较#得到相关方程
3e$'"$"+W"'""1

#

Be

"'---,

)结果显示
B

'

"'-,(

#

5

在
"'-(W$'"(

范围内#

8

近于

"

可直接判断该测定方法测量范围在
&'"2

和
$!"2

限值

之间)

/')

!

生物参考区间验证结果
!

选择
!"

例经健康体检无系统

疾病参考标本#

459$E

$

FdI

&为
('$(d"'&0

#仅有
%

例标本超

出范围#年龄+性别差异无统计学意义)与生产厂方说明书提

供的参考区间
1'&

"

('02

比较#

B

'

-"2'

验证结果可以接受#

可以引用该参考区间)

'

!

讨
!!

论

459$E

是血红蛋白的成分之一#生成缓慢#和血液中葡萄

糖浓度持续升高呈正比#而与采血当时的血糖浓度并不相关)

由于葡萄糖可自由透过红细胞膜#

45

的半衰期为
!"H

#故糖

化
459$E

可反映测定前
$

"

%

个月内血糖的平均水平#故可作

为糖尿病长期监测的良好指标,

$"

-

)

!!!

$下转第
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页&
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的血液分析仪#但对非配套仪器的校准结果较差)但血液分析

仪的校准物少#价格贵#不易保存#且实验室内仪器种类型号较

多#甚至一些血液分析仪无配套的校准物#因此要保证血细胞

分析仪检测结果的准确性和可比性#除了要有完善的质量控制

体系#还必须建立合理实用可行的校准程序#使实验室内所有

仪器的检测结果校准到偏差控制在一定范围内#各台仪器具有

可比性,

&#(

-

)本实验使用性能良好+规范操作并经具有溯源性

的校准品
3

K

AI=̀ 3*3#$"""

校准的
3

K

AI=̀ :̂ #%"""D

血液分

析仪作为参比仪定值
OP:9#Q

%

抗凝的新鲜血作为校准物#校

准迈瑞
U*#&"""

血液分析仪#实验表明用
3

K

AI=̀ :̂ #%"""D

血

液分析仪定值的新鲜全血对
U*#&"""

血液分析仪校准后的检

测结果与参比值的偏差比校准前明显降低)用新鲜全血校准仪

器虽较麻烦#但适用于所有仪器#且经济易得#适用性强#适用于

同一实验室多台不同型号血细胞分析仪的校准)

实验室内部有多台血液分析仪时#应进行结果的比对,

!

-

)

本科实验室内有多台不同品牌及不同型号的血液分析仪#本文

选择了
3

K

AI=̀ :̂ #%"""D

和
U*#&"""

血液分析仪两台仪器为

例#进行了为期
%

个月较长时间共
$0"

例标本的比对试验#根

据实验结果用
3R33$&'"

统计软件对
%

台仪器各参数采用拟

合直线回归方程分析#分析中将比对仪测定结果作应变量
3

#

参比仪测定结果作自变量
+

#计算
%

台仪器
(

组参数的相关系

数和回归方程#结果
B

% 均大于
"'-(

#表明各参数之间相关密

切#一致性良好#完全符合临床需要)但相比较而言
)*+

+

R/:

一致性相对较差#这可能是由于仪器的原理不同#精密度

差异等因素所致#如出现偏差过大#必须及时进行校准)

虽然使用抗凝新鲜全血用于校准血液分析仪比直接使用

商品化校准物较为繁杂#但新鲜全血是临床实验室易得物质#

控制得当#经济宜可靠#也有人采用新鲜全血应用于血液分析

仪的室内质控#也取得了较好的效果,

,#0

-

)

通过本实验#作者体会到为了保证实验室内多台血细胞分

析仪检测结果的准确性和可比性#对仪器的校准和比对及室内

和室间质控都是血细胞分析质量控制必不可少的环节#使用新

鲜血定期对不同品牌及不同型号进行校准比对#是目前比较经

济有效的办法)
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用的酶化学反应法测定#是基于比色法操作简单#仪器设备要

求不高#能在实验室原有各种生化仪进行检测#经方法学性能

验证均显示该实验是一种精密度高#重复性好#线性范围宽#与
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法进行方法学比较相关性良好#且收费

低廉#从降低患者医疗费用方面具有较高的社会效益#完全能

满足临床对糖尿病患者的监测要求#可在使用自动生化分析仪

的各级医院使用)
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