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  摘 要:目的 通过溶血指数(HI)探讨标本溶血对生化仪各检验项目的干扰情况。方法 收集未溶血血

清标本,添加血红蛋白干扰物配制为-、+、++、+++、++++5个溶血程度等级,选取各等级干扰物比例

最高的标本入组,分别在生化分析仪上检测ALT、AST等61项结果,以与空白对照结果偏差≤10%作为可接

受限值。结果 在“+”溶血程度受干扰的项目有AST、CK、CK-MB、α-HBDH、LDH、Fe、UIBC、ACP、GGT、
DBIL、AFU、ACE

 

12项;在“++”新增受干扰的项目为ALT、TBIL、FFA、ALP、MAO;在“+++”新增受干扰

的项目为TP、P、LAP;在“++++”新增受干扰的项目为AMY、PA。结论 不同的检测系统对标本溶血抗干

扰能力存在差异,为避免患者接受不必要的重复采样,各临床实验室应结合自身实际情况,设置溶血标本各项

目结果发布的合理标准,从而为临床提供准确的检验结果。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

interference
 

situation
 

of
 

sample
 

hemolysis
 

on
 

the
 

biochemical
 

ana-
lyzer

 

testing
 

items
 

in
 

our
 

laboratory
 

by
 

using
 

the
 

hemolysis
 

index
 

(HI).Methods The
 

non-hemolysis
 

serum
 

samples
 

were
 

collected
 

for
 

preparing
 

the
 

five
 

hemolysis
 

grades
 

(-,+,++,+++,++++)
 

by
 

adding
 

the
 

hemoglobin
 

interferent.The
 

samples
 

with
 

the
 

highest
 

interferent
 

proportion
 

in
 

each
 

grade
 

were
 

selected
 

and
 

entered
 

into
 

the
 

group.The
 

61
 

items
 

(ALT,AST,etc.)
 

were
 

detected
 

in
 

the
 

biochemical
 

analyzer.The
 

devia-
tion

 

with
 

the
 

blank
 

control
 

results
 

≤
 

10%
 

served
 

as
 

the
 

acceptable
 

limit
 

value.Results Twelve
 

items
 

inclu-
ding

 

AST,CK,CK-MB,α-HBDH,LDH,Fe,UIBC,ACP,GGT,DBIL,AFU
 

and
 

ACE
 

were
 

interfered
 

at
 

the
 

hemolysis
 

degree
 

"+".The
 

newly
 

added
 

interfered
 

items
 

at
 

the
 

interference
 

degree
 

"++"
 

were
 

ALT,TBIL,
FFA,ALP

 

and
 

MAO;
 

which
 

at
 

the
 

interference
 

grade
 

"+++"
 

were
 

TP,P
 

and
 

LAP;
 

which
 

at
 

the
 

interfer-
ence

 

degree
 

"++++"
 

were
 

AMY
 

and
 

PA.Conclusion The
 

difference
 

exists
 

in
 

different
 

detection
 

systems
 

for
 

the
 

sample
 

hymolysis
 

anti-interference
 

ability.Various
 

clinical
 

laboratories
 

should
 

be
 

combined
 

with
 

itself
 

to
 

set
 

the
 

rational
 

standard
 

of
 

each
 

item
 

results
 

release
 

for
 

hemolysis
 

sample
 

in
 

order
 

to
 

avoid
 

the
 

patients
 

to
 

receive
 

the
 

unnecessary
 

repeated
 

sampling,thus
 

provide
 

the
 

accurate
 

detection
 

results
 

for
 

clinic.
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  血清标本是临床生化检验项目的常用标本类型,
日常工作中常遇到标本溶血,但在某些特殊情况,如
采样困难(婴幼儿、严重贫血患者)、紧急抢救治疗以

及阵发性睡眠性血红蛋白尿症(PNH)、自身免疫性溶

血性贫血等各种原因导致的自身溶血性疾病,此时溶

血标本仍需用于项目检测[1]。然而,各临床实验室在

检测同一项目时所使用的检测方法及试剂品牌不尽

相同,这种检测系统的差别决定了各实验室测定同一

检测项目的抗溶血干扰能力就有可能不同[2]。近年

来,多种品牌的全自动生化分析仪已开发使用溶血指

数(HI)对标本的溶血程度进行定量化[3]。本文旨在

通过血清HI评估方法,探讨西苑医院检验科实验室

生化分析仪上不同检验项目受溶血的干扰程度,以期

指导临床合理使用溶血标本的检验结果。
1 材料与方法

1.1 标本 收集西苑医院检验科实验室未溶血混合

血清标本。
1.2 仪器与试剂 罗氏Cobas

 

8000
 

c701全自动生

·7013·检验医学与临床2019年11月第16卷第21期 Lab
 

Med
 

Clin,November
 

2019,Vol.16,No.21



化分析仪。血红蛋白干扰物试剂盒购自Sysmex公

司;钾(K)、钠(Na)、氯(Cl)检测试剂盒购自北京百龙

腾科技有限公司;载脂蛋白A1(Apo
 

A1)、载脂蛋白B
(Apo

 

B)、免疫球蛋白E(IgE)、前清蛋白(PA)试剂盒

购自德赛诊断系统(上海)有限公司;总补体(CH50)
试剂购自日本和光纯药工业株式会社;游离脂肪酸

(FFA)、总胆固醇(TCH)、三酰甘油(TG)、高密度脂

蛋白-胆固醇(HDL-C)、低密度脂蛋白-胆固醇(LDL-
C)、脂蛋白a试剂盒购自积水医疗科技(中国)有限公

司;胆碱酯酶(CHE)、α-L-岩藻糖苷转移酶(AFU)、单
胺氧化酶(MAO)、同型半胱氨酸(HCY)、血管紧张素

转化酶(ACE)试剂盒购自北京九强生物技术股份有

限公司;γ-谷氨酰转肽酶(GGT)、总胆汁酸(TBA)、总
蛋白(TP)、清蛋白(ALB)、葡萄糖(GLU)、肌酸激酶

(CK)、肌酸激酶同工酶 MB(CK-MB)、α-羟丁酸脱氢

酶(α-HBDH)、乳酸脱氢酶(LDH)、结合珠蛋白(HP)
试剂盒购自中生北控生物科技股份有限公司;亮氨酸

氨基转移酶(LAP)试剂盒购自世诺临床诊断制品(上
海)贸易有限公司;甲胎蛋白(AFP)试剂盒购自宁波

美康生物科技股份有限公司;酸性磷酸酶(ACP)、果
糖胺(FRA)、淀 粉 酶(AMY)、丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶

(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、总胆红素

(TBIL)、直接胆红素(DBIL)、碱性磷酸酶(ALP)、尿
素(UREA)、肌酐(CREA)、尿酸(UA)、钙(Ca)、铁
(Fe)、超敏C反应蛋白(Hs-CRP)、抗链球菌溶血素

(ASO)、类风湿因子(RF)、免疫球蛋白A(IgA)、免疫

球蛋白G(IgG)、免疫球蛋白 M(IgM)、补体C3(C3)、
补体C4(C4)、不饱和铁(UIBC)、血清铁蛋白(Fe)、转
铁蛋白(TRF)、胱抑素C(Cys-C)、尿素氮(BUN)、磷
(P)、镁(Mg)、总二氧化碳(TCO2)试剂盒均购自罗氏

诊断产品(上海)有限公司。
1.3 方法

 

1.3.1 干扰物标本的配制 根据说明书,用蒸馏水

溶解冻干标本以及空白液,使血红蛋白的水平达到靶

值50
 

g/L。取溶解好的血红蛋白液0.45
 

mL与4.05
 

mL的未溶血血清混合在一起作为干扰物,此时干扰

物中血红蛋白水平为5
 

g/L。按相同比例将溶解好的

空白液与血清混合,作为待测标本。按照下表,配制

11个比例的干扰物标本(表1)。若干扰物比例为

0/10,则表示标本(空白对照)中加入干扰物为0
 

μL,
血清标本为750

 

μL,混合标本总体积为750
 

μL,其他

干扰物比例依次类推。
1.3.2 溶血程度等级设定 根据标本外观,将11个

比例的干扰物标本初步划分为-、+、++、+++、
++++5个溶血程度等级,同时检测标本的 HI。按

照血清HI结果,优化溶血程度等级限值,再次检测相

应标本HI确定溶血程度等级范围。最终选取5个溶

血程度等级中干扰物比例最高的5个标本入组。
1.3.3 在全自动生化分析仪上将代表5个溶血程度

等级的5个干扰物标本分别进行61种项目的测定,
记录结果并进行分析。

表1  干扰物标本的配制

序号
干扰物

比例

干扰物

(μL)
血清标本

(μL)
序

号

干扰物

比例

干扰物

(μL)
血清标本

(μL)

1 0/10 0 750 7 6/10 450 300

2 1/10 75 675 8 7/10 525 225

3 2/10 150 600 9 8/10 600 150

4 3/10 225 525 10 9/10 675 75

5 4/10 300 450 11 10/10 750 0

6 5/10 375 375

1.4 可接受性分析 以标本测定结果与空白对照结

果偏差≤10%时,作为可接受限值。
2 结  果

2.1 干扰物的配制 干扰物标本的外观随干扰物血

红蛋白比例增加由黄变红,且颜色逐渐加深,根据血红

蛋白水平的不同,初步设定5个溶血程度等级(图1)。

  注:Hgb为血红蛋白。若干扰物比例为0/10,则表示标本(空白对

照)中加入干扰物为0
 

μL,血清标本为750
 

μL,混合标本总体积为750
 

μL,其他干扰物比例依次类推

图1  干扰物标本的配制

2.2 溶血程度等级划分 参照血清 HI结果,设定各

溶血程度等级限值:HI≤30时为“-”,31~130时为

“+”,131~300时为“++”,301~400时为“++
+”,>400时为“++++”。11个比例的干扰物标

本初步等级设定结果与设定后上机验证的结果相符

(表2)。
表2  干扰物标本的溶血程度等级和溶血指数结果

序号 配制比例 设定前 HI 等级设定 设定后 HI 等级验证

1 0/10 5 - 3 -

2 1/10 55 + 59 +

3 2/10 106 + 111 +

4 3/10 161 ++ 166 ++

5 4/10 220 ++ 224 ++

6 5/10 272 ++ 278 ++

7 6/10 331 +++ 331 +++

8 7/10 377 +++ 389 +++

9 8/10 429 ++++ 441 ++++

10 9/10 470 ++++ 492 ++++

11 10/10 525 ++++ 544 ++++
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2.3 各溶血程度等级干扰情况 在“+”溶血程度受

干扰的项目有 AST、CK、CK-MB、α-HBDH、LDH、
Fe、UIBC、ACP、GGT、DBIL、AFU、ACE共计12项

(图2A);“++”溶血程度受干扰的项目共17项,其
中ALT、TBIL、FFA、ALP、MAO

 

5个项目在“+”程
度溶血时不受干扰,从“++”开始受到不同程度干扰

(图2B);在“+++”溶血受干扰的项目与“++”溶血

相比,又增加了3项,分别是TP、P、LAP,共计20项

(图2C);在“++++”溶血程度受干扰的项目共计

22项,除“+++”的20项外新增的项目为AMY、PA
(图2D)。这其中,溶血对 AST、Fe、CK、CK-MB、α-
HBDH、LDH、UIBC、ALT、TBIL、FFA、TP、P、PA

 

共

13个项目的检测产生正干扰,且随溶血程度加深检测

结果逐渐升高;而对 ACP、AMY、GGT、DBIL、AFU、
ACE、ALP、MAO、LAP

 

共9个项目的检测产生负干

扰,且随溶血程度增加检测结果逐渐降低(图2)。其

余39项不受溶血干扰。

图2  各溶血程度等级对61种项目检验结果的干扰情况

3 讨  论

  临床检验过程中,患者在治疗用药、血液标本采

集操作不当及标本运输过程中发生振荡等情况下所

采集到的标本可能会发生溶血,其通常会对全自动生

化仪上某些项目的检测产生不同程度的干扰,从而会

直接影响临床医生的诊断和治疗[4]。面对此类溶血

标本,实验室为保证检验前质量,常按不合格标本拒

收。但若患者本身存在溶血性疾病、重复采样困难或

患者情况危急时,此种溶血标本是否确实不符合待检

项目的检测要求,以至能够影响到检测结果的准确性

仍需分别讨论。在这种情况下,明确标本溶血程度对

各检验项目干扰的情况是判断检测结果是否准确的

前提。判定血清状况的方法有多种,比如通过检验工

作者肉眼观察血清外观,对标本血清状况进行监测,
此法主观因素强、个体间评判结论差异较大,使得血

清状况判断并不可靠,并且在实验室自动化、高通量

标本以及对快速周转时间的高要求下,通过目测血清

样品状况不符合现实。血清HI的应用对判断检验结

果的准确性有着极大的帮助,其通过在自动生化分析

仪上装载血清指数试剂盒,检测血清标本在不同波长

下的吸光度,从而解决标本状况判定中存在的高通量

性、客观性、一致性问题。
标本溶血按溶血的来源主要分为体内溶血与体

外溶血,与标本采集过程中及采集后导致的溶血相

比,体内溶血的发生率极低,且患者常存在特定疾病,
因而在本研究中笔者着重探讨体外溶血标本的干扰

情况。当前,有关体外溶血对生化检验结果影响的研

究中,制备溶血标本的方法主要有人工搅拌、低温冷

冻、添加溶血素等[5-7],这些方法有着简便易行、成本

较低的特点,但缺点在于不容易控制标本的溶血程

度。为此,本研究采用加入不同水平血红蛋白干扰物

的方法,相比于上述方法来说,此方法更容易控制标

本的溶血程度,并且可以明确划分溶血等级(图1,表
1)。此外,本研究通过 HI对干扰物标本的溶血程度

进行等级设定,便于通过 HI结果建立血红蛋白对检

验项目干扰程度的量值关系(表1,表2)。
溶血作为血清标本常见的干扰因素之一,对生化

仪上各类检验项目的干扰机制多样,其中最主要的干

扰机制就是血红蛋白对待检项目吸光度造成影响。
标本溶血时,血清中血红蛋白水平升高,除血红蛋白

自身所带的颜色会对检测产生光学干扰外,还可以使

431~555
 

nm 波长附近的吸光度明显上升[8]。在溶
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血干扰试验中,受干扰物影响的变化方向可分为正向

干扰和负向干扰。在本研究中,受血红蛋白对吸光度

影响的正向干扰项目:(1)使用速率法测定的 ALT、
AST、CK、CK-MB、LDH、α-HBDH,其检测主波长均

为340
 

nm;(2)使用终点法测定的Fe、UIBC、TBIL、
FFA,除Fe的主波长为570

 

nm外,其余3项主波长

均为546
 

nm(图2A)。值得说明的是,实际工作中血

红蛋白对Fe检测的干扰,除受到血红蛋白吸光度影

响,溶血时血红蛋白中的红色Fe2+还会被检测试剂中

的氧化剂成分氧化为黄色的Fe3+,从而对两点比色法

检测造成干扰[9]。此外,对溶血因素呈负向干扰的项

目中,ACP、GGT、AFU、ACE均使用速率法,仅DBIL
使用重氮法(图2A)。而DBIL可能与溶血时血红蛋

白竞争性地与偶氮试剂发生反应有关,其相应产物破

坏偶氮胆红素使结果偏低,同时血红蛋白还可以被亚

硝酸氧化成高铁血红蛋白从而干扰吸光度[10]。对于

在“+”溶血时就受到干扰的检测项目,尤其是产生显

著影响的CK-MB、α-HBDH、LDH(图2A),结果提示

为获得准确的检测结果,血液标本即使发生轻微溶血

也应重新留取标本。在“++”溶血开始受到干扰的

项目除“+”溶血时就受干扰的项目外,还有ALP(主
波长为450

 

nm)、MAO
 

(主波长为340
 

nm)两项,均
呈负向干扰,主要与吸光度干扰有关(图2B)。在“+
++”溶血开始新增的干扰项目中:(1)TP和P受到

正向干扰。TP的升高,一方面可能是由于血红蛋白

中的结合珠蛋白干扰所造成[11],另一方面则可能与血

红蛋白与双缩脲试剂发生内源性反应有关[12];P受干

扰则是血红蛋白在340
 

nm处直接干扰钼酸盐紫外分

光光度法检测时的吸光度变化所致。(2)LAP受到负

向干扰(图2C)。从“++++”溶血开始才受干扰的

有负向干扰的 AMY和正向干扰的PA。PA检测主

波长虽然也在血红蛋白吸收峰范围附近,但仅在“+
+++”溶血受到干扰,说明免疫透射比浊法在标本

溶血方面的抗干扰能力较强(图2D)。其余在“++
++”溶血程度仍未受到溶血干扰的项目中,大多也

使用免疫学检测方法,如ASO、RF、免疫球蛋白、补体

等均使用免疫比浊法,即在大多数基于抗原抗体结合

形成复合物为原理的免疫学分析方法中,血红蛋白均

未对检测结果造成明显干扰,这与Cobas分析系统相

关研究结论相符[13]。此外,还有 TBA(采用酶循环

法)等一些使用其他方法测定的项目也具有较强的抗

干扰能力,说明对于此类项目的检测标本,若发生溶

血时可以不必重新留取标本,但仍建议在检验报告中

注明,以提示临床合理使用检验结果。
需要注意的是,体外添加溶血干扰物的实验方法

有时候可能并不能完全模拟实际临床工作中溶血标

本产生的干扰情况,那是由于各种因素引起红细胞破

裂导致的溶血可能比体外添加血红蛋白更为复杂。
胡军红等[14]研究发现,标本溶血时红细胞内含有大量

的腺苷酸激酶(AK)释放入血清作用于二磷酸腺苷

(ADP)生成三磷酸腺苷(ATP),使测定的CK值假性

升高。而KOSEOGLU等[15]提出可以通过添加抑制

剂如单磷酸腺苷和五磷酸腺苷从而纠正CK的检测

结果。此外,红细胞破裂时细胞内成分释放入血清,
红细胞内高浓度成分的物质在血清中会明显增高,如
红细胞中LDH、ACP、AST、K、ALT的水平分别是血

清中水平的180、67、38、22、7倍左右,即LDH、ACP、
AST 等 在 标 本 轻 微 溶 血 时 检 测 结 果 就 会 显 著 升

高[16]。然而,在本研究中K并未受到溶血干扰,提示

K离子等间接稀释检测法对标本溶血有较强的抗干

扰能力。而对于一些细胞内含量比血清中少的成分,
如GGT、ALP等,在红细胞破裂时由于大量细胞内液

进入血清,会造成这些成分被稀释而产生负向干扰,
这有可能会增强本研究GGT、ALP等项目的负向干

扰作用。另外,虽然 ACP在红细胞破裂后会大量释

放入血,但在本研究中ACP却出现了负向干扰,由此

可见体外加入干扰物血红蛋白所造成的干扰与实际

红细胞破裂产生的影响确实存在差异,针对此类情况

有待进一步分析。
综上所述,不同实验室所使用的检测系统不同,

各检验项目检测原理不同,造成其检测方法的抗溶血

干扰能力就可能会存在差异,因而各临床实验室应根

据自身情况,采取标本溶血程度客观评价手段,并按

其设置溶血标本各检验项目检测结果发布的合理标

准,避免患者接受不必要的重复采样操作,同时能够

为临床提供准确的检验结果,进一步提高医疗服务

质量。
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