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  摘 要:目的 探讨荧光免疫层析法在检测不同水平糖化血红蛋白(HbA1c)过程中,在不同步骤延长时间

对检测结果的影响。方法 在15份不同HbA1c水平糖尿病患者全血标本和2份不同 HbA1c水平的质控品

的检测过程中,在不同步骤设置不同时间进行分组平行检测,并对检测结果进行比较。结果 荧光免疫层析法

在检测全血标本HbA1c过程中,标本与稀释液混合作用时间在1~5
 

min内进行检测,与标准操作(1
 

min)检测

结果比较,差异无统计学意义(P>0.05),作用时间延长至10
 

min以后,HbA1c水平越高的标本随着标本稀释

液混合作用时间的延长,检测结果逐渐降低,与标准操作(1
 

min)检测结果比较,差异有统计学意义(P<0.05);
标本稀释混合液加入荧光免疫层析检测板后5~20

 

min内进行检测,与标准操作(5
 

min)检测结果比较,差异无

统计学意义(P>0.05),检测时间延长至25
 

min以后,HbA1c水平越高的标本随着检测时间的延长,检测结果

也逐渐降低,与标准操作(5
 

min)检测结果比较,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 荧光免疫层析法在检测

HbA1c时应严格按照操作标准进行检测,并在合理的时间内完成检测,否则可能造成检测结果不准确。
关键词:荧光免疫层析法; 糖化血红蛋白; 不同时间检测

中图法分类号:R446.6 文献标志码:A 文章编号:1672-9455(2021)17-2573-05

  随着我国社会经济的发展和人民生活水平的提

高,糖尿病的发病率及患病率逐年升高,严重威胁我

国人民的健康。糖化血红蛋白(HbA1c)可反映受检

者检测前120
 

d内的平均血糖水平,能准确反映糖尿

病患者长期的血糖控制水平,且不受采血时间、是否

空腹、是否使用胰岛素等因素干扰。在美国、欧盟、澳
洲及日本等国家和地区已将 HbA1c列为糖尿病的诊

断和监测指标,在我国其被推荐用于糖尿病诊断及诊

断标 准 的 相 关 研 究[1-2]。同 时 也 有 研 究 报 道,将

HbA1c与其他项目联合检测用于相关疾病的诊断、鉴
别与疗效评估具有较高的应用价值[3-4]。荧光免疫层

析法作为HbA1c检测方法之一,因其融合了胶体金

免疫层析技术的定量检测方法,具有操作简单、携带

方便、检 测 速 度 快 等 优 点[5-6],已 被 当 作 床 旁 检 测

(POCT)项目广泛应用于各基层医院实验室及病房,
但其不需要专业人员操作就可以得出检测结果,容易

因操作不规范,从而影响检测结果的准确性。笔者通

过荧光免疫层析法对不同 HbA1c水平标本进行检测,
检测过程中对各步骤设置不同时间,发现不同 HbA1c
水平标本加入标本稀释液后混合作用不同时间的检测

结果,以及标本稀释混合液加入检测板后在不同时间进

行检测的结果均存在一定的差异,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 标 本 来 源 (1)质 控 品2份:水 平1(批 号

191018,靶值5.0%)和水平2(批号191018,靶值

9.7%)质控品均由广州万孚生物技术股份有限公司提

供。(2)收集15份糖尿病患者乙二胺四乙酸二钾(ED-
TA-K2)抗凝全血标本(2~8

 

℃保存7
 

d内的患者标本,
标本的HbA1c水平取值于按标本按试剂盒说明书标准

操作程序检测2次的均值),其中HbA1c<6%的标本5
份(设为 HbA1c低值组),HbA1c为6%~10%的标本

5份(设为 HbA1c中值组),HbA1c>10%的标本5份

(设为HbA1c高值组)。
1.2 仪器与试剂 万孚飞测Ⅲplus免疫荧光检测
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仪、HbA1c检 测 试 剂 盒(荧 光 免 疫 层 析 法,批 号:
W20714606A)均购自广州万孚生物技术股份有限

公司。
1.3 检测方法 (1)方法 A:严格按照 HbA1c检测

试剂盒说明书进行标准操作,取试剂、标本在室温下

平衡,取10
 

μL血液标本加入标本稀释液中混匀作用

1
 

min后,取75
 

μL标本稀释混合液加入检测板,5
 

min后立即进行检测。依次对定值质控品水平1、水
平2及15份不同HbA1c水平的全血标本进行检测,
并记录结果作为对照。(2)方法B:将上述试剂盒说明

书标准操作步骤中的标本与稀释液作用时间,设置为

不同时间再分别按作用时间吸样加入检测板作用5
 

min后立即检测,记录结果,并与标准操作(方法 A)
检测结果进行比较。(3)方法C:按说明书标准操作

步骤制备标本,与稀释液混合作用1
 

min的标本混合

液加入检测板,设置不同检测时间进行检测,记录结

果,并与标准操作(方法A)检测结果进行比较。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理及统计分析。不同步骤作用时间之间检测结

果采用单变量方差分析法进行比较;不同 HbA1c水

平分组之间的检测结果先与样品水平标示值比较算

出偏倚值(取其绝对值),再将偏倚值进行单变量方差

分析法比较。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 方法A与方法B检测不同水平 HbA1c的结果

比较 (1)标本加入稀释液混合作用1
 

min
 

(标准操

作)检测结果与混合作用3、5
 

min检测结果比较,差
异无统计学意义(P>0.05);与混合作用10~60

 

min
检测结果比较,差异有统计学意义(P<0.05)。(2)质
控品水平1与 HbA1c低值组、HbA1c中值组偏倚值

比较,差异无统计学意义(P>0.05);与 HbA1c高值

组偏倚值比较,差异有统计学意义(P<0.05)。(3)质
控品水平2与 HbA1c低值组、HbA1c中值组偏倚值

比较,差异无统计学意义(P>0.05);与 HbA1c高值

组偏倚值比较,差异有统计学意义(P<0.05)。(4)
HbA1c低值组与HbA1c中值组偏倚值比较,差异无

统计学意义(P>0.05);与 HbA1c高值组偏倚值比

较,差异有统计学意义(P<0.05)。(5)
 

HbA1c中值

组与HbA1c高值组偏倚值比较,差异有统计学意义

(P<0.05)。具 体 作 用 时 间 及 检 测 结 果 见 表1,
HbA1c低值组、HbA1c中值组、HbA1c高值组和不

同水平质控品偏倚值结果见表2。

表1  各标本分别用方法A和方法B检测的 HbA1c水平(%)

组别 标本号 样品水平
标本加入稀释液后混合作用不同时间(min)

1 3 5 10 15 20 25 30 60

HbA1c低值组 1 4.7 4.7 5.1 5.5 5.9 6.0 6.3 6.1 6.2 6.4
 

2 4.9 5.0 4.9 5.2 5.3 5.3 5.2 5.4 5.3 5.3
 

3 5.2 5.3 5.4 6.1 6.1 5.8 5.7 5.5 5.6 5.7
 

4 5.5 5.7 5.6 6.1 6.4 6.4 6.4 6.0 6.0 5.6
 

5 5.8 6.0 5.9 6.6 6.4 6.4 6.3 6.1 6.2 5.7
 

HbA1c中值组 6 6.3 6.4 6.7 7.2 7.2 7.3 7.0 6.8 6.6 5.9
 

7 7.0 6.9 7.1 7.3 7.6 7.5 7.5 7.1 6.7 6.7
 

8 8.2 8.1 7.7 8.1 7.8 7.6 7.1 7.2 6.5 5.9
 

9 9.0 8.9 8.9 9.1 8.2 8.0 7.3 7.7 7.1 6.6
 

10 9.6 9.7 9.6 9.4 8.4 8.0 7.7 7.5 7.6 7.1
 

HbA1c高值组 11 10.3 10.4 10.6 9.0 8.8 8.6 7.7 7.8 6.9 6.1
 

12 10.6 10.7 10.5 9.4 8.4 8.2 7.5 7.0 6.0 7.1
 

13 11.3 11.4 11.7 11.1 10.0 9.3 8.9 8.3 8.1 7.2
 

14 11.8 12.0 11.4 11.2 9.7 9.5 8.7 8.0 7.5 5.8
 

15 13.6 13.4 13.4 12.1 10.1 8.9 8.1 7.8 7.0 5.6
 

质控品 水平1 5.0 5.2 5.4 5.4 5.2 5.3 5.4 5.6 5.5 5.7
 

水平2 9.7 9.7 9.6 9.1 8.6 8.2 7.9 7.6 7.4 8.4
 

2.2 方法A与方法C检测不同水平 HbA1c的结果

比较 (1)
 

标本稀释混合液加入检测板后5
 

min
 

(标
准操作)检测结果与加入检测板后10、15、20

 

min检

测结果比较,差异无统计学意义(P>0.05);与加入检

测板后25、30、60
 

min检测结果比较,差异有统计学

意义(P<0.05)。(2)质控品水平1与HbA1c低值组

偏倚 值 比 较,差 异 无 统 计 学 意 义(P>0.05),与
HbA1c中值组、HbA1c高值组比较,差异有统计学意
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义(P<0.05)。(3)质控品水平2与 HbA1c中值组、
HbA1c高值组偏倚值比较,差异无统计学意义(P>
0.05),与HbA1c低值组偏倚值比较,差异有统计学

意义(P<0.05)。(4)HbA1c低值组、HbA1c中值

组、HbA1c高值组间偏倚值比较,差异有统计学意义

(P<0.05)。(5)
 

质控品水平1与水平2
 

偏倚值比

较,差异有统计学意义(P<0.05)。具体检测时间及

检测结果见表3,HbA1c低 值 组、HbA1c中 值 组、
HbA1c高值组和不同水平质控品偏倚值结果见表4。

表2  方法B检测 HbA1c水平与样品水平标示值比较的偏倚值(%)

组别 标本号
标本加入稀释液后混合作用不同时间(min)

1 3 5 10 15 20 25 30 60

HbA1c低值组 1 0.000 8.511 17.021 25.532 27.660 34.043 29.787 31.915 36.170
 

2 2.041 0.000 6.122 8.163 8.163 6.122 10.204 8.163 8.163
 

3 1.923 3.846 17.308 17.308 11.538 9.615 5.769 7.692 9.615
 

4 3.636 1.818 10.909 16.364 16.364 16.364 9.091 9.091 1.818
 

5 3.448 1.724 13.793 10.345 10.345 8.621 5.172 6.897 1.724
 

HbA1c中值组 6 1.587 6.349 14.286 14.286 15.873 11.111 7.937 4.762 6.349
 

7 1.429 1.429 4.286 8.571 7.143 7.143 1.429 4.286 4.286
 

8 1.220 6.098 1.220 4.878 7.317 13.415 12.195 20.732 28.049
 

9 1.111 1.111 1.111 8.889 11.111 18.889 14.444 21.111 26.667
 

10 1.042 0.000 2.083 12.500 16.667 19.792 21.875 20.833 26.042
 

HbA1c高值组 11 0.971 2.913 12.621 14.563 16.505 25.243 24.272 33.010 40.777
 

12 0.943 0.943 11.321 20.755 22.642 29.245 33.962 43.396 33.019
 

13 0.885 3.540 1.770 11.504 17.699 21.239 26.549 28.319 36.283
 

14 1.695 3.390 5.085 17.797 19.492 26.271 32.203 36.441 50.847
 

15 1.471 1.471 11.029 25.735 34.559 40.441 42.647 48.529 58.824
 

质控品 水平1 4.000 8.000 8.000 4.000 6.000 8.000 12.000 10.000 14.000
 

水平2 0.000 1.031 6.186 11.340 15.464 18.557 21.649 23.711 13.402

表3  各标本分别用方法A和方法C检测 HbA1c水平(%)

组别 标本号 样品水平
标本稀释混合液加入检测板后不同测试时间(min)

5 10 15 20 25 30 60

HbA1c低值组 1 4.7 4.7 4.8 5.1 5.0 5.1 5.2 5.5
 

2 4.9 5.0 4.9 4.8 5.0 4.9 4.8 5.1
 

3 5.2 5.3 5.2 5.0 5.1 5.0 5.0 5.0
 

4 5.5 5.7 5.5 5.4 5.3 5.4 5.4 5.8
 

5 5.8 6.0 5.9 5.5 5.6 5.4 5.4 5.3
 

HbA1c中值组 6 6.3 6.4 6.4 6.1 6.3 6.2 6.1 6.4
 

7 7.0 6.9 7.1 6.2 6.8 6.5 6.4 6.4
 

8 8.2 8.1 8.2 8.0 7.9 7.7 7.6 6.9
 

9 9.0 8.9 8.5 8.2 8.0 7.9 7.9 7.8
 

10 9.6 9.7 9.3 8.9 8.6 8.5 8.1 6.7
 

HbA1c高值组 11 10.3 10.4 10.1 9.0 9.1 8.9 9.0 7.3
 

12 10.6 10.7 10.7 9.3 9.2 9.1 9.3 7.8
 

13 11.3 11.4 11.1 10.8 11.1 10.7 10.1 9.7
 

14 11.8 12.0 11.8 10.4 10.9 10.5 9.9 9.5
 

15 13.6 13.4 13.6 12.6 12.0 11.7 11.5 10.3
 

质控品 水平1 5.0 5.2 5.3 5.2 5.0 5.1 5.2 5.1
 

水平2 9.7 9.7 9.7 9.1 9.0 8.8 8.8 7.6
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表4  方法C检测 HbA1c水平与样品水平标示值比较的偏倚值(%)

组别 标本号
标本混合液加入检测板后不同测试时间(min)

5 10 15 20 25 30 60

HbA1c低值组 1 0.000 2.128 8.511 6.383 8.511 10.638 17.021
 

2 2.041 0.000 2.041 2.041 0.000 2.041 4.082
 

3 1.923 0.000 3.846 1.923 3.846 3.846 3.846
 

4 3.636 0.000 1.818 3.636 1.818 1.818 5.455
 

5 3.448 1.724 5.172 3.448 6.897 6.897 8.621
 

HbA1c中值组 6 1.587 1.587 3.175 0.000 1.587 3.175 1.587
 

7 1.429 1.429 11.429 2.857 7.143 8.571 8.571
 

8 1.220 0.000 2.439 3.659 6.098 7.317 15.854
 

9 1.111 5.556 8.889 11.111 12.222 12.222 13.333
 

10 1.042 3.125 7.292 10.417 11.458 15.625 30.208
 

HbA1c高值组 11 0.971 1.942 12.621 11.650 13.592 12.621 29.126
 

12 0.943 0.943 12.264 13.208 14.151 12.264 26.415
 

13 0.885 1.770 4.425 1.770 5.310 10.619 14.159
 

14 1.695 0.000 11.864 7.627 11.017 16.102 19.492
 

15 1.471 0.000 7.353 11.765 13.971 15.441 24.265
 

质控品 水平1 4.000 6.000 4.000 0.000 2.000 4.000 2.000
 

水平2 0.000 0.000 6.186 7.216 9.278 9.278 21.649

3 讨  论

荧光免疫层析法是利用荧光免疫技术,结合层析

法和免疫法的特点,采用夹心法检测 HbA1c在人体血

液中的百分比。检测原理:标本中的HbA1c、血红蛋白

(Hb)分 别 与 包 被 在 硝 酸 纤 维 素 膜 上 的 荧 光 标 记

HbA1c单克隆抗体、荧光标记Hb单克隆抗体结合,在
层析作用下反应复合物沿着硝酸纤维素膜向前扩散,被
固定在硝酸纤维素膜检测线上包被的HbA1c抗体、Hb
抗体结合,血液标本中的 HbA1c抗原、血红蛋白(Hb)
抗原水平与荧光信号强度呈正相关,通过荧光检测仪检

测荧光信号强弱计算得出HbA1c占Hb的比值[3-6]。
大量的文献对国内HbA1c的检测方法和分析仪

器进行比较[6-11],并对 HbA1c的检测现状进行了阐

述,其中高效液相色谱法被认为是检测 HbA1c最稳

定和准确的参考方法。有研究者用其他方法与高效

液相色谱法进行对比分析,其中曹东林等[5]和 ANG
等[6]都对荧光免疫层析法与高效液相色谱法进行了

比较,发现二者检测结果有较好的一致性。
本研究结果显示,荧光免疫层析法在检测全血标

本HbA1c的过程中,标本与标本稀释液混合作用时

间在1~5
 

min内进行检测,对检测结果无影响(P>
0.05),作用时间延长至10

 

min以后,HbA1c水平越

高的标本随着标本稀释液作用时间的延长,检测结果

逐渐降低,与标准操作(1
 

min)检测结果差异有统计

学意义(P<0.05),这可能与标本稀释液中含有十二

烷基硫酸钠(SDS)有关,SDS是一种阴离子表面活性

剂,可使红细胞膜崩解,释放 Hb(含 HbA1c),当其与

Hb作用一定时间后,可能也会改变 Hb的构象,其抗

原性也相应发生改变,但真正的原因有待进一步做相

关研究来证实。有相关研究报道,一定水平的SDS与

Hb作用后,可使 Hb变性,空间结构发生变化,随着

SDS溶液水平的增加,蛋白质去折叠的程度加大,构
型发生进一步变化[10-11]。

 

本研究还发现,标本稀释混合液加入荧光免疫层

析检测板后作用
 

5~20
 

min内进行检测,对检测结果

无影响(P>0.05),检测时间延长至25
 

min以后,
HbA1c水平越高的标本随着检测时间的延长,检测结

果也逐渐降低,与标准操作(5
 

min)检测结果差异有

统计学意义(P<0.05),这应该与荧光强度随时间的

延长而自然衰减有关。
综上所述,荧光免疫层析法以其不需要昂贵设

备、操作简单、携带方便、检测速度快等优点为基层医

院开展HbA1c检测带来了便利,但在检测过程中应

严格遵守操作标准,并在合理的时间内完成检测,否
则可能造成检测结果不准确,对临床疾病的诊断和治

疗无参考价值,甚至误导临床,延误患者病情,严重者

可能危及患者生命。
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非酮症糖尿病患者中HbA1c与RDW-CV、
甲状腺功能指标之间的相关性

王娟妮,李新锋△

陕西省咸阳市中心医院检验科,陕西咸阳
 

712000

  摘 要:目的 探讨非酮症糖尿病患者糖化血红蛋白(HbA1c)与红细胞分布宽度变异系数(RDW-CV)、甲

状腺功能指标变化的关系。方法 选择2019年1月至2020年8月该院收治的210例非酮症糖尿病患者作为

研究对象,根据患者HbA1c水平分为A组(HbA1c<7.5%)、B组(HbA1c为7.5%~10.0%)、C组(HbA1c>
10.0%),每组70例。比较3组患者年龄、性别、病程、体质量指数(BMI)、RDW-CV、低密度脂蛋白(LDL)、总

胆固醇(TC)、24
 

h尿微量清蛋白(24
 

hUAE)、C反应蛋白(CRP)、空腹C肽(FCP)、餐后2
 

h
 

C肽(PCP)、游离

三碘甲状腺原氨酸(FT3)、游离甲状腺素(FT4)、促甲状腺激素(TSH)及甲状腺过氧化物酶抗体
 

(TPOAb)。对

HbA1c与TPOAb阳性率、病程、RDW-CV、TSH的相关性进行分析。对 HbA1c影响因素进行Logistic多因

素回归分析。结果 病程在A组、B组、C组中依次增加,RDW-CV、TSH水平,TPOAb阳性率在A组、B组、
C组中依次升高,两两比较,差异有统计学意义(P<0.05)。

 

HbA1c与病程,RDW-CV、TSH水平,TPOAb阳

性率呈正相关(r=0.679、0.641、0.443、0.449,P<0.001)。Logistic多因素回归分析显示,RDW-CV、TSH水

平,TPOAb阳性率是非酮症糖尿病患者 HbA1c变化的影响因素(P<0.05)。结论 非酮症糖尿病患者

HbA1c与RDW-CV及TSH水平、TPOAb阳性率之间关系密切,同时,RDW-CV、甲状腺功能指标是 HbA1c
变化的影响因素,血糖控制情况越好,红细胞形态改变的程度越小,甲状腺疾病发生风险越小。

关键词:非酮症糖尿病; 糖化血红蛋白; 红细胞分布宽度变异系数; 甲状腺功能指标
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  随着人们生活水平的提高,以及饮食结构、作息

时间等生活方式的改变,糖尿病的发病率逐渐升高。
糖尿病是一种以胰岛素功能异常、高血糖为主要特征

的代谢疾病,糖尿病患者早期无明显症状,出现症状

时,主要表现为多食、多饮、多尿、消瘦等[1]。糖尿病

无根治的特效药,一旦患病将终身相伴,病程较长,需
要长期药物治疗,同时,随着病程的延长,会累及身体

的多个器官和系统,包括眼、神经、心脏等,严重影响

患者的生活和工作[2-3]。非酮症糖尿病是病程1年以

内新诊断的糖尿病,绝大部分患者无慢性并发症,且

一般很少采用糖尿病药物干预[4]。临床研究表明,红
细胞分布宽度变异系数(RDW-CV)是炎性反应及应

激反应的新型标志物,与多种疾病相关,包括糖尿病、
心脑血管疾病等[3]。同时,在非酮症糖尿病患者中发

现甲状腺指标出现变化,而且甲状腺过氧化物酶抗体

(TPOAb)阳性率较高,部分学者认为糖化血红蛋白

(HbA1c)与 RDW-CV、甲 状 腺 功 能 指 标 存 在 关

联[5-6],但是,关于非酮症糖尿病患者中 HbA1c与

RDW-CV、甲状腺功能指标变化的关系研究较少。因

此,本研究以非酮症糖尿病患者作为研究对象,探讨
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