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酶联免疫吸附试验中影响全自动加样系统加样

准确性的因素分析

毕聪玺，梁晓华△，臧　亮，邓雪莲，王　琳（辽宁省大连市血液中心　１１６００１）

　　【摘要】　目的　探讨酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）中使用不同容量加样针和分液高度，对全自动加样系统加样

准确度和精密度的影响。方法　选取１０μＬ和１００μＬ两种加样量，每种加样量分４个小组进行实验，分别使用不

同容量（４００μＬ和８００μＬ）的加样针和不同分液高度（浸润和未浸润）加样，计算每组的最终加样量、均值相对误差

（犈）和变异系数（犆犞），与实际工作标准进行比较。结果　１０μＬ加样犈 在－３７．９％～－２．８％，犆犞 在３．２９％～

１４．４９％；１００μＬ加样犈在－１．９％～０．８％，犆犞在０．４４％～０．９５％。结论　不同容量加样针和分液高度对１０μＬ

加样影响较为明显，对１００μＬ加样影响较小，在使用全自动加样系统进行ＥＬＩＳＡ时，应当选择适当容量的加样针

和分液高度。
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　　在对大批量标本进行微量加样时，传统的手工加样模式就

显现出很多弊端，比如需要耗费过多人工、过多加样时间、加样

手法不同导致加样量产生偏差、加样时可能孔位加错等［１］。全

自动酶免系统整合的加样器具有高通量、加样准确、人为干预

小等优点，对于需要同时进行大批量微量加样的实验室来说，

利用全自动加样器进行加样就显得尤为必要，近年来全自动加

样器已在国内临床检验科和采供血系统广泛使用［２３］。实际工

作中选用不同容量的一次性加样针及分液高度等参数都会对

全自动加样器的加样准确性以及后续实验产生影响［４５］，经过

查阅资料发现此类有关报道较少。作者结合实验室日常工作，

设计实验来探讨以上两个参数对全自动加样器加样准确度和

精密度的影响，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　设备与耗材　分析天平（德国沙多利斯），全自动酶免一

体机（ＡＤＣＥＬＩＳＡ５００烟台艾德康，加样器单元为４通道），洁

净的酶免微孔反应板８块，室温放置隔夜纯水２００ｍＬ，洁净试

管１６支（加入适量纯水作为模拟标本），容量为４００μＬ和８００

μＬ的全自动酶免一体机配套使用一次性加样针头若干。

１．２　方法　根据加样量不同将实验分为１０μＬ和１００μＬ两

大组，每大组按加样参数不同分Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个小组（共８组）。

Ａ组：使用４００μＬ容量加样针，分样时针尖浸没于微孔内预先

加入的模拟稀释液（浸润）；Ｂ组：使用４００μＬ容量加样针，分

样时针尖高于微孔内模拟稀释液面（未浸润）；Ｃ组：使用８００

μＬ容量加样针，其他条件同Ａ组；Ｄ组：使用８００μＬ容量加样

针，其他条件同Ｂ组。实验前将预先准备好的１６个模拟标本

放入标本区，在全自动酶免一体机控制软件中将加样器的３个

加样通道锁定，只留取１个通道进行加样。根据每组实验标准

编辑加样程序，设定相应的加样量和分液高度等参数、选用对

应容量的加样针。将微孔板每个微孔掰下，加入１００μＬ模拟

稀释液后于分析天平称重，记录结果，并将其放回微板对应位

置，每板（即每小组）标本数为１６，单组称量结束后将微板放入

仪器加样平台。运行加样程序，结束后立即称取每个微孔的重

量，记录结果。将实验前后对应孔位２次称量数据相减即为每

孔加样重量，根据当时室温查得纯水密度后换算每孔加样量

（体积）。

１．３　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１７．０统计软件计算每组的最终

加样量狓±狊、均值相对误差（犈）和变异系数（犆犞），与实际工作

标准进行比较。

２　结　　果

　　在进行１０μＬ加样时，只有Ａ组满足实际工作要求，在进
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行１００μＬ加样时，各组均满足实际工作要求。见表１。

表１　实验各组加样量计算结果（狀＝１６）

组别
１０μＬ

狓±狊 犈（％）犆犞（％）

１００μＬ

狓±狊 犈（％）犆犞（％）

Ａ组 ９．７２±０．３２ －２．８ ３．２９ １００．８±０．５０ ０．８ ０．５０

Ｂ组 ８．９５±０．７６ －１０．５ ８．５０ ９８．９±０．５９ －１．１ ０．６０

Ｃ组 ８．７６±０．２９ －１２．４ ３．３１ ９８．８±０．４３ －１．２ ０．４４

Ｄ组 ６．２１±０．９０ －３７．９ １４．４９ ９８．１±０．９３ －１．９ ０．９５

　　注：实际工作１０μＬ加样应满足犈在±１０％，犆犞 ≤３．５％；１００μＬ

加样应满足犈在±３％，犆犞 ≤１．０％。

３　讨　　论

　　实际工作中，微量加样的准确性直接影响生物、化学等实

验结果［６９］，而且加样量越小准确性越难以控制。如采用

ＥＬＩＳＡ进行丙型肝炎抗体检测时，微孔先加入１００μＬ稀释

液，再加入１０μＬ标本进行实验，此时１０μＬ加样准确性比１００

μＬ更难控制。本实验在进行１０μＬ加样时，只有 Ａ组数据满

足实际工作标准要求，分析其原因，Ａ和Ｂ组比较，Ｂ组采用未

浸润分样，由于液体表面张力的存在，分样时悬空的加样针尖

会产生１ｍｍ左右的液滴，即挂滴现象，由于血浆类标本的黏

度存在差异［１０］，表面张力即存在差异，液滴大小不一，实验结

果显示犈为－１０．５％，即平均加样量只有８．９５μＬ，且犆犞 为

８．５０％，加样准确性无法达标。Ａ组采用浸润分样，加样针尖

与稀释液液面接触，分样时产生的液滴随即溶入稀释液中，可

以有效避免挂滴现象的产生，犈为－２．８％，犆犞为３．２９％，准

确度和精密度均达到标准。由以上两组实验可见，消除挂滴现

象对１０μＬ加样的准确性起着至关重要的作用，同时也表明浸

润加样可以有效消除挂滴现象。本实验在浸润分样时针尖会

有极微量稀释液残留（稀释液残留量不会对后续分样产生影

响），实际工作中可以进一步调节和设置分样高度，使针尖高度

距稀释液液面小于产生液滴的直径，分样时产生的液滴也可以

随即溶入稀释液内，既可以消除挂滴现象，又可以防止加样针

尖稀释液残留。Ａ和Ｃ组比较，将样品吸入加样针后，加样器

活塞与样品之间会有一段空气存在（空腔气体），当分样时，活

塞并不能直接挤压需要分配的液体，而是挤压二者之间的空腔

气体，再将压力传导给前部的样品。空腔气体因黏性样品的阻

力和活塞向外的压力共同作用产生微小的形变，即体积缩小，

活塞挤压的进程不能完全传递给样品，导致分液体积有所下

降，空腔体积越大（大容量加样针）产生形变越大，对分样准确

性影响也越大。如实验结果所示，１０μＬ加样时Ｃ组加样针容

量较大，犈也越大为－１２．４％，即平均加样量只有８．７６μＬ，已

经不能满足准确性要求。Ｄ组作为Ｂ和Ｃ组不利条件的叠

加，加样的准确性变得更低，完全不能满足实际工作要求。在

进行１００μＬ加样时，各组加样数据均满足实际工作标准要求。

即全自动酶免一体机如果使用以上两种不同容量加样针进行

加样，以及加样时产生的微量挂滴现象对加样准确性的影响均

处在允许范围内，因此进行１００μＬ加样时，选择实验中的４种

参数组合均可。

综上所述，使用全自动加样器进行微量加样时，应当根据

加样量的不同来选择适当的参数和方法。进行１０μＬ加样时，

应设计方法（如采用浸润加样）尽量减少分液时挂滴现象的产

生，同时选用容量小的加样针以减小空腔气体，确保分样准确；

对于１００μＬ加样，虽然以上参数对加样准确性有一定影响，但

在允许范围内，可以根据实际情况选择参数。而对于一份标本

需要同时进行多项酶联免疫吸附试验（不同体积）加样时，可以

从加样准确性、实验耗时、耗材使用量等各方面综合考虑，设计

更适合的加样参数和方法，只有这样才会使加样的准确性得到

提高，从而降低整个酶联免疫吸附试验的系统误差，为实际工

作提供更为准确的实验数据。
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