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探讨免疫透射比浊法测定不同特定蛋白项目时抗原过量钩状效应的风险大小及防范方法%

方法
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收集既往
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项特定蛋白项目临床标本的测定结果!分析其最大可见浓度!并与国内外
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个品牌产品说

明书声明的分析测量范围相比较!计算超过测量范围上限的标本百分比%结果
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个项目中类风湿因子
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!发生高剂量钩状效应的风险较大%罗氏检测系统防范钩状效应的主要方法是样品预稀释和抗原

过剩检查%结论
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部分免疫透射比浊测定项目发生高剂量钩状效应的风险较大!应采取不同方法保证结果的

准确性%
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特定蛋白是临床化学常见的检测项目#临床实验

室目前检测特定蛋白常用的方法是免疫散射比浊法

和免疫透射比浊法)前者需要特定蛋白分析仪#且试

剂*耗材成本高#影响其在临床的使用和推广)有研

究认为后者的灵敏度不够理想#检测范围不够宽#特

别是低浓度标本检测效果不佳'

!

(

)近年来透射比浊

法日益成熟#随着粒子增强技术的应用*参考物质标

准化*多点校准非线性拟合*仪器性能提升等#其测定
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重复性*结果报告范围*准确度*抗干扰等方面均可满

足临床要求'

&?;

(

%且与散射比浊法检测结果的一致性

较好#甚至重复性更具优势)此外#透射比浊法可直

接利用生化分析仪#无需额外的设备投资*试剂耗材

成本低*结果回报时间短*易于规范化管理#其应用范

围越来越来广泛'

+?!*

(

)但是#这
&

种方法在检测高浓

度标本时#均会因抗原过量而产生的高剂量钩状效应

使反应信号弱化#导致检测结果不准确)不同品牌*

不同项目试剂的分析测量范围不一#发生抗原过量钩

状效应的风险不同)现对
&+

个临床常见的特定蛋白

项目的结果进行回顾#分析不同项目发生高剂量钩状

效应的风险程度#并比较不同检测系统对这种钩状效

应的应对方法)报道如下)
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标本数据分析
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个项目的临床检测结果

导入
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表格并进行排序#分析各项目的标本数量*

结果分布区间*超过实验室现用参考区间的标本比

例*可见最高浓度及其与参考区间上限的比值)
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个相应项目免疫透射

比浊法的试剂说明书#整理分析
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项目的分析测量范围*抗原过量钩状效应的参数设
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注!本研究重点讨论高值#上述数据不包含小于检测下限的标本%
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例和
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例标本以大于检测上限的形
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于试剂盒的分析测量范围#不同品牌的厂商采取了不

同的措施防范过高浓度标本检测时出现钩状效应)

通过整理罗氏诊断产品有限公司透射比浊试剂盒说

明书的相关信息#发现大部分项目$
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反应曲线#进行抗原过剩检查后发出报

警信号#提示稀释标本后重测)见表
'
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个品牌检测系统的分析测量范围上限及超上限的标本数量与百分比
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注!

U

表示厂家无对应项目试剂%

)

个厂家均无对应试剂的
3

个项目表格中未列出%

8

表示分析测量范围上限%

)

$

e

&表示超出分析测量范围上

限的表本数量及百分比%

=表示西门子不同机型分析测量范围上限不同#表格中列举的是其最大上限

表
'
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罗氏检测系统抗原过剩时的处理方法

项目
PFC=8

P3*!

"

3*&

"

'!!

PFC=8

P+*!

"

+*&

其他

.

0

F.! &!

倍预稀释
&!

倍预稀释 预稀释因子
&!

=

.

0

FN &!

倍预稀释
&!

倍预稀释 预稀释因子
&!

=

:

0

$

=

&

&!

倍预稀释
&!

倍预稀释 预稀释因子
&!

=

P' &!

倍预稀释
&!

倍预稀释 预稀释因子
&!

=

P) !!

倍预稀释
!!

倍预稀释 预稀释因子
&!

=

PS% !!

倍预稀释
!!

倍预稀释 预稀释因子
&!

=

I8?P%5 U U

抗原过剩检测=

O

D

. &!

倍预稀释
&!

倍预稀释 抗原过剩检测C

O

D

4 &!

倍预稀释
&!

倍预稀释 抗原过剩检测C

O

D

Y &!

倍预稀释
&!

倍预稀释 抗原过剩检测C

续表
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罗氏检测系统抗原过剩时的处理方法

项目
PFC=8

P3*!

"

3*&

"

'!!

PFC=8

P+*!

"

+*&

其他

%X U U

抗原过剩检测=

P%5 U U

抗原过剩检测J

[=

00

=

轻链
&!

倍预稀释
&!

倍预稀释
U

:=KC>=

轻链
&!

倍预稀释
&!

倍预稀释
U

5. !*

倍预稀释
!*

倍预稀释 预稀释因子
&!

=

$%X &!

倍预稀释
&!

倍预稀释 预稀释因子
&!

=

<5$ &!

倍预稀释
&!

倍预稀释 预稀释因子
&!

=

!!

注!

U

表示厂家试剂说明书无该部分具体内容%表格中未列出厂家

无对应试剂的项目和不同机型均未对钩状效应处理方法做出说明的项

目%

=表示
OBH1

D

2=

系列%

C表示
4F>76=25

%

J表示
<AH=JIAE*&
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讨
!!

论

!!

特定蛋白是一系列具有某种生理功能的蛋白质#

在疾病状态时其浓度可发生明显改变#可能远远超过
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其参考区间甚至检测系统分析测量范围的上限)本

研究分析了
&+

个特定蛋白项目近
&

年半的临床标本

检测结果#发现最高浓度可超出该项目参考区间上限

约
&

!

"!"

倍#有的甚至远远超出检测系统的分析测

量范围的上限)以罗氏诊断公司相应项目的分析测

量范围上限为例#不同项目的临床标本最高浓度与上

限的比值介于
*(33

!

!**(**

之间#如
I8?P%5

高值标

本可达上限的
!+(&

倍#而
%X

甚至可达上限的
!**

倍)

&+

个项目中有
!E

个项目均有不同数量的标本超

出不同品牌检测系统的分析测量范围上限#其中#

'

&

?

4Y

*

%X

*

%N5

等项目的超限标本比例最大#分别达

&!(+e

*

+(Ee

*

+(;e

)这些超过分析测量范围上限

倍数越大*超出上限的标本比例越高的项目#在检测

中出现抗原过量钩状效应的风险越大#可能导致假性

低值甚至完全假阴性的结果#严重影响临床诊疗#因

此在临床检测过程中需要特别防范高剂量钩状效应

对结果的准确性)

优化免疫比浊的试剂配方以使免疫比浊检测试

剂盒获得更好的性能表现是厂商关注的重要方面)

在试剂中添加聚乙二醇$

5SY

&以加快反应速度#稳定

抗原
?

抗体复合物%采用乳胶增强技术#提高检测信号

的强度和灵敏度%采用定向剂靶向包被技术#优化抗

体与胶乳微球界面的接触关系#提高抗体偶联效率#

使绝大多数抗体的
X=C

端朝外#从而形成尽可能多的

,多效价-抗体)运用双胶乳颗粒连接的双抗体技术

$

,7%S:

专利技术&#在提高检测灵敏度的同时#也使

测量范围大大提升#如
P%5

的检测范围可从传统透

射比浊法的
'

!

&3*K

D

"

:

扩大至第
'

代双抗体技术

的
*('

!

'3*(*K

D

"

:

'

!

(

)尽管厂商关注这些条件的

优化#但目前市售的透射比浊试剂盒并不能很好地满

足临床高值的检测需求#如迈克
P

/

8P

透射比浊试剂

盒检测标本时#浓度超过
!!K

D

"

:

#反应信号低于分

析测量范围上限
+("K

D

"

:

对应的检测信号#结果出

现假性低值$标本中
!!K

D

"

:

共计
&"'

份&#即出现高

剂量的钩状效应$且系统不会给出,超过分析测量范

围-的报警提示&)而提高试剂配方中抗体的有效浓

度#避免标本的可见浓度出现在检测体系的抗原过剩

区域#拓宽检测系统的分析测量范围#也是防范因高

剂量钩状效应而产生错误检测结果的有效办法)但

增加试剂中抗体浓度无疑会大幅增加厂家和用户的

成本#进而增加患者的医疗负担)

在试剂盒分析测量范围既定的情况下#避免免疫

透射比浊法测定高浓度标本出现错误结果可从
&

个

方面着手!一方面是避免发生高剂量钩状效应#通常

采用样品预稀释法#即用稀释剂对待测标本进行一定

比例的稀释#降低待测物浓度后再与特定量的试剂进

行反应#罗氏诊断和西门子医学诊断
&

家公司较多的

项目采用此方式#将原始标本先进行
!*

!

&!

倍的稀

释后再进行测定)滕晓梅'

!!

(以
.

0

F.!

为例#发现对

超线性的高值标本倍比稀释后进行测定#结果更接近

真值#说明高浓度标本经预稀释后再测定#可有效避

免钩状效应的出现)然而用手工或仪器对标本进行

预稀释#会引入更多的分析前变异#有时也会导致抗

原浓度过低而造成抗体的绝对过剩#尤其影响低值标

本测定结果的准确性)此外#该方法也会增加一定的

试剂成本#增大工作量并影响检测效率)另一个方面

是优化检测程序#及时发现钩状效应的出现#进而对

标本进行再处理)临床常采用
&

种方法!$

!

&反应完

成率法#即根据不同项目特定试剂盒在不同浓度下抗

原
?

抗体反应动力学过程的特征差异#设置特定时间点

的抗原
?

抗体复合物吸光度比值#通过对时间
?

反应进

程曲线的监测#计算反应不同时段的速率比值#与预

设的参数进行比较#自动识别钩状效应的出现)如罗

氏诊断研发的
52FQFB1PI1JM

技术已经应用于
%X

*

P%5

等项目#迈瑞公司
O

D

.

*

O

D

4

等项目也有抗原过

剩检查报警设置)刘忠民等'

!&

(以
O

D

Y

为例在
<O$.?

P<O+!+*.

全自动生化分析仪上以反应时间$读点&

&*

点的反应完成率$

.N#&*

"

.N#')

&

$

*(E

为参数进

行抗原过剩检测%夏勇等'

!'

(以
%X

为例#在全自动生

化分析仪上通过充分的性能确认及正确的反应完成

率参数设置#在
)

个月时间里成功识别出
!''

例$占

总检测项次比例的
&('"e

&抗原过量的报警提醒#重

复性好#有效避免了检测结果的负偏差)但该方法参

数建立过程较为复杂#需要经过一系列的实验来确定

特定时间点合适的反应完成率参数#而该参数还可能

受到试剂批间差的影响#普通用户较难付出足够的时

间成本和试剂成本来摸索该参数#更多地依赖于厂家

提供)$

&

&

&

次加入法$包括抗原
&

次加入法和抗体
&

次加入法&#即在反应过程中某一时间点再次加入一

定量的试剂$抗体&或样品$抗原&#随着反应的进一步

进行#继续绘制时间
?

反应进程曲线#根据该曲线是否

发生改变*拐点的上升或下降#即是否发生继发反应

$出现第
&

速率峰&判断是否存在抗原过量)该方法

在原理上最为可靠#适用性广泛)抗原
&

次加入法从

检测成本和时间
?

反应进程曲线改变特点显示#均比抗

体
&

次加入法好#如罗氏系统检测尿液
K.:N

就采用

抗原
&

次加入法'

!)?!3

(

)抗原再添加属于第
'

试剂测

试的范畴#会相对增加试剂成本#也会在一定程度上

降低仪器测试速度%但仪器报警提示抗原过量后#对

标本进行稀释重测即可得到准确的检测结果)

上述方法各有优缺点#在国外品牌免疫透射比浊

法试剂盒中应用较为广泛#而大部分国产透射比浊试

剂盒并未给出防范钩状效应的有效措施#还遇到按厂

家提供的带现象检查参数设置检测程序后并不能防

止带现象的情况#其参数的可靠性有待商榷)由于本

研究并未使用实验中几个品牌检测临床标本#未对其

重复性和准确性进行验证)后续研究可测定其批内

和批间精密度以验证其重复性是否符合厂家的声明%
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同时可通过正确度验证计划*室间质评*测试正确度

验证质控品或与国际品牌的原装配套系统进行方法

学比对等评估其准确性)

国内既往对临床遇到标本特定蛋白会出现多高

的浓度极值和超出检测系统分析测量范围的标本比

例均未见报道)本研究发现的项目极值和超测量范

围的比例具有较好的代表性#一方面提醒高度关注易

出现高剂量钩状效应的项目#在选择配套检测系统或

自行构建检测系统时#做好检测系统的性能验证或评

价%高度关注厂家的分析性能#特别是测量范围*钩状

效应的安全范围与数据异常时的报警能力%注意带现

象检查参数的设置*校准算法的选择)采用合理的分

析程序#设置相应的检测参数#及时发现钩状效应#从

而获得可靠的透射比浊法检测结果)另一方面#也可

以作为检测系统研发厂家的参考#对其改进试剂盒的

分析性能#拓宽分析测量范围#优化系统参数等均具

有借鉴意义)
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