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全自动生化分析仪试剂添加方式对实验结果的影响

林　霞（江苏省盐城市射阳县人民医院检验科　２２４３００）

　　【摘要】　目的　探讨全自动生化分析仪同一批次试剂的３种添加方式对实验结果的影响。方法　选择化学比

色类、酶法类、免疫比浊类等生化试剂，用东芝ＴＯＳＨＩＢＡ１２０全自动生化分析仪检测各项目结果的日间变异和监测

终止时结果的偏差。结果　免疫比浊类３种不同添加方式检测结果间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；比色类和酶

法类在第１组的检测结果与第２、３组比较，差异均具有统计学意义（犘＜０．０５），而第２、３组结果比较，差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。结论　将仪器使用后剩余的少量试剂连瓶丢掉，代之以未开封的同厂家同批号试剂。
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　　对于续添同一批次的试剂，目前绝大多数实验室一般的做

法是：要么把瓶内剩余试剂丢掉，更换同厂家同批号新的一瓶；

要么把瓶内剩余试剂倒进新的一瓶里；要么在剩余试剂中再添

加一些新试剂［１］。本实验选择化学比色类、酶法类、免疫比浊

类等不同类型生化试剂，从各项目检测结果日间变异、监测终

止时结果偏差等方面，就全自动生化分析仪同一批次试剂的３

种添加方式对实验结果影响进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料　人基质定值质控血清由美国贝克曼库尔特（Ｂｅｃｋ

ｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ）公司生产（批号 Ｍ７７４３０１）；罗氏（Ｒｏｃｈｅ）公司生

产ｃｆａｓ校准品（批号１８１９３７）用于丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、

天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、肌酐（Ｃｒ）、

总蛋白（ＴＰ）、钙（Ｃａ）项目校准；脂蛋白［ＬＰ（ａ）］、载脂蛋白 Ａ１

（ＡｐｏＡ１）、超敏Ｃ反应蛋白（ｈｓＣＲＰ）由原试剂生产厂家各项

目试剂盒配套校准液校准。

１．２　仪器与试剂　仪器为东芝ＴＯＳＨＩＢＡ１２０全自动生化分

析仪。试剂采用日本关东化学株式会社生产的 ＡＬＴ和 ＡＳＴ

试剂；ＡＬＰ由宁波普瑞生物技术公司生产；ＴＰ试剂由上海荣

盛生物药业有限公司生产；Ｃｒ和Ｃａ试剂由上海执诚生物技术

有限公司生产；ＬＰ（ａ）、ＡｐｏＡ１、ｈｓＣＲＰ检测试剂盒由英国

ＲＡＮＤＯＸＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ有限公司生产。

１．３　方法

１．３．１　本组选择的实验项目包含了化学比色类：碱性苦味酸

法Ｃｒ、ＡＬＰ、ＴＰ和Ｃａ；酶法类ＡＬＴ、ＡＳＴ；免疫比浊类ＬＰ（ａ）、

ＡｐｏＡ１、ｈｓＣＲＰ等不同反应类型。

１．３．２　进行仪器的每日维护　比色杯的检查，查看清洗液、供

水情况，样品针、试剂针清洗，擦搅拌棒等。

１．３．３　所有实验参数均按仪器和试剂盒说明书设置，本实验

试剂严格按照试剂盒质量外观检查后添加，如发现工作液色泽

改变，有异物出现或混浊，说明试剂已经变质或被污染应丢

弃［２］。试剂添加量均在试剂瓶口下１０ｍｍ，以防试剂盘高速运

转时飞溅到其他试剂瓶中而影响测试结果。

１．３．４　将仪器使用后剩余的少量试剂连瓶丢掉，代之以未开

封的同厂家同批号试剂，为第１组；取一瓶同厂家同批号的新

鲜试剂，将仪器使用剩余的原试剂倒入其中，再放入仪器，为第

２组；往仪器使用中原试剂瓶内添加同厂家同批号的新鲜试

剂，为第３组。

１．３．５　开始检测前，先进行室内质控血清测定，同时采用正常

值和异常值两个浓度，由英国ＲＡＮＤＯＸ公司生产，６３７ＵＮ和

４６７ＵＥ质控血清的测定结果均在狓±２狊范围之内。

１．３．６　根据需要，第１个月按第１种方法添加仪器内使用中

试剂，第２个月按第２种方法添加仪器内使用中试剂，第３个

月按第３种方法添加仪器内使用中试剂。添加试剂后，分别对

以上项目校准空白后进行测定，每个项目质控样本测定２２次。

１．４　统计学处理　使用ＥＸＣＥＬ软件统计，以监测时间（ｄ）为

横轴、测定值为纵轴，绘制３种不同添加试剂方法时分别测得

各项目结果的趋势图；统计各项目的狓、狊和犆犞；以室内质控血

清定值为靶值，计算各项目在监测终止时结果的偏差；组间比

较用方差分析，组间两两比较狇检验（ＳＮＫ法）。本实验所有

数据经ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　３种添加试剂方法检测质控样本９个生化项目所得结果

的比较　３种添加试剂方法检测９个生化项目，结果均存在日

间趋势性变化，监测终止时的结果与室内质控血清定值（靶值）

相比较也都存在偏差。第１组各项目的日间变异和监测终止

时的结果偏差较其余两组小，３组间 ＡｐｏＡ１、ＬＰ（ａ）、ＨｓＣＲＰ

日间变异和监测终止时的结果偏差相差极微。见表１。
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２．２　组间９个生化指标检测结果的比较　３组总变异经犉检

验后有差异有统计学意义（犘＜０．０５）的项目，再进行组间两两

比较。见表２。ＡｐｏＡ１、ＬＰ（ａ）、ｈｓＣＲＰ３种添加方法不进行

组间两比较，且不同添加试剂方法检测结果间差异无统计学意

义（犘＞０．０５）；Ｃｒ、ＡＬＰ、ＴＰ、Ｃａ、ＡＬＴ、ＡＳＴ在第１组的检测结

果与第２、３组比较，差异均具有统计学意义（犘＜０．０５），而第

２、３组结果比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　４种添加试剂方法９个生化项目检测结果的比较

检测项目
狓±狊

第１组 第２组 第３组

日间变异犆犞（％）

第１组 第２组 第３组

偏差（％）

第１组 第２组 第３组

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ３２４．００±１４．００ ３１７．００±１９．００ ３１６．００±２１．００ ４．３７ ５．９９ ６．６４ －８．３５ －１２．０４ －１２．３３

ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ３８０．００±１６．００ ３７８．００±２５．００ ３７５．００±２５．００ ４．２１ ６．６１ ６．６７ －８．３６ －１５．７２ －１６．０９

ＬＰ（ａ）（ｍｇ／Ｌ） ３２８．００±１５．００ ３３４．００±１７．００ ３２３．００±１５．００ ４．５７ ５．０９ ４．６４ －５．４５ ５．８０ －６．１０

ＡｐｏＡ１（ｇ／Ｌ） ２．５５±０．１２ ２．６１±０．１３ ２．５０±０．１２ ４．７１ ４．９８ ４．８０ －６．２３ ６．５８ －６．８４

ｈｓＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ） １６．５０±０．６０ １６．３０±０．６０ １６．７０±０．７０ ３．６４ ３．６８ ４．１９ ５．６５ ６．４９ ６．６７

Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ６４３．００±３０．００ ６１５．００±４９．００ ６２２．００±５２．００ ４．６７ ７．９７ ８．３６ －１０．２３ －１５．５６ －１６．４５

ＡＬＰ（Ｕ／Ｌ） ２２５．００±１０．００ ２１５．００±１７．００ ２１３．００±１６．００ ４．４４ ７．９１ ７．５１ －９．２６ －１７．１３ －１６．７８

ＴＰ（ｇ／Ｌ） ８２．４０±２．５０ ８０．８０±６．２０ ８１．１０±６．８０ ３．０３ ７．６７ ８．３８ ６．９８ －１３．８９ －１４．９６

Ｃａ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ３．３５±０．１２ ３．２９±０．１９ ３．３０±０．２２ ３．５８ ５．７８ ６．６７ －７．０２ －１０．０３ －１１．４６

表２　９个生化指标检测结果三组间的比较

检测项目 ３组总变异犉值 犘值
第１组与第２组

狇值 犘值

第１组与第３组

狇值 犘值

第２组与第３组

狇值 犘值

ＡＬＴ １０．５６４ ＜０．０５ ８．８８９ ＜０．０５ ９．０７５ ＜０．０５ １．０２４ ＞０．０５

ＡＳＴ ８．４５３ ＜０．０５ ５．７６２ ＜０．０５ ６．４９３ ＜０．０５ ０．９８８ ＞０．０５

Ｃｒ ２２．７８５ ＜０．０５ １６．６７１ ＜０．０５ １３．９９４ ＜０．０５ ２．１３９ ＞０．０５

ＡＬＰ １０．１８３ ＜０．０５ ５．７９２ ＜０．０５ ９．７８３ ＜０．０５ ２．２５８ ＞０．０５

ＴＰ ５．９６４ ＜０．０５ ５．２６８ ＜０．０５ ４．７２０ ＜０．０５ １．５７６ ＞０．０５

Ｃａ ７．９７６ ＜０．０５ ５．７９２ ＜０．０５ ５．０３８ ＜０．０５ ０．９２７ ＞０．０５

３　讨　　论

３．１　本组选择的实验项目包含了化学比色类（Ｃｒ、ＡＬＰ、ＴＰ、

Ｃａ）、酶法类（ＡＬＴ、ＡＳＴ）、免疫比浊类［ＬＰ（ａ）、ＡｐｏＡ１、Ｈｓ

ＣＲＰ］等不同反应类型的试剂，且所选择项目均具有开瓶稳定

性较差或试剂使用率较低的特点，其目的是为了观察易污染和

使用频率不同的常规项目在３种不同添加试剂方法过程中的

变化情况。为了保证实验条件的一致性，添加试剂后均在校准

空白后测定质控结果。

３．２　化学比色类ＡＬＰ、ＴＰ、Ｃａ和Ｃｒ用不同方式添加试剂时

结果差异有统计学意义（犘＜０．０５），其中 ＡＬＰ、ＴＰ的试剂ｐＨ

为碱性，开瓶后试剂会吸收空气中的ＣＯ２，使试剂本身的ｐＨ

值下降，检测结果发生偏离，因此应了解试剂的特性，及时对部

分项目进行校准［２］。Ｃａ和Ｃｒ在本实验的结果与曾平等
［１］的

结论相同，这可能与两者的测定方法有关，因为测定Ｃａ需要

在强碱性环境中进行，空气中的酸性物质（如ＣＯ２ 等）易破坏

试剂中的碱性环境（东芝生化分析仪试剂孔是敞开的）。因此

试剂很容易与空气接触，从而使试剂的ｐＨ 发生改变，导致结

果差异［３］。碱性苦味酸法肌酐（Ｃｒ）试剂组分中ＮａＯＨ由于长

时间暴露于空气中易吸收 ＣＯ２，使其溶液浓度逐渐降低。

ＮａＯＨ浓度是Ｊａｆｆｅ反应中影响光谱吸收的重要因素，所以试

剂存放须校准和做质控后，质控测定结果在规定的允许范围内

才能使用［４６］。

３．３　ＡＬＴ、ＡＳＴ测定是典型的酶法反应类型，试剂成分中的

ＮＡＤＨ、ＯＮＰＧ稳定性较差，易在空气中氧化，而 ＮＡＤＨ降解

将造成检验结果低值升高而高值偏低［５］。

３．４　ＬＰ（ａ）、ＡｐｏＡ１、ＨｓＣＲＰ是典型的免疫比浊法检测项目，

其试剂主要有效成分为抗血清，即蛋白质类物质，其试剂价格

较为昂贵，一些临床实验室这些项目的临床样本量较小，因此

试剂使用率低；虽本实验显示试剂添加方法对其结果影响甚

微，但日间变异和在监测终止时结果偏差仍存在，可能是由于

试剂含蛋白质成分，易被微生物污染，如试剂开瓶后在试剂仓

中存放时间过长也会影响检测结果。就目前有的试剂方法学

来讲，还达不到人们所要求的试剂开瓶后在仪器内放很长时间

不需要定标。

３．５　３种不同添加试剂方法以第１种方法最好，没有新旧试

剂的混合，但是很浪费，每次至少要丢掉十几到几十人份的试

剂，成本增加。后两种方法虽然节约，但试剂瓶里新旧试剂混

淆，随着时间延长或许里面还有１周甚至１个月前的试剂而影

响检测结果。

３．６　建议上机使用开封后不稳定的试剂而标本量又比较少

时，最好选用小剂量试剂瓶上机，用大瓶上机时尽可能正确估

计第２天试剂用量，以免造成新旧试剂的叠加次数太多，定期
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更换试剂瓶，另外加试剂后最好校标和做质控一次，并应进行

校准后验证。

３．７　一般每个试剂瓶内由于试剂针不能吸完，或多或少都会

留有几毫升的试剂，为节约起见，最好的做法是将每个批号的

剩余试剂留起来妥善保存，待一定数量后混在一起，重新定标

后检测。

３．８　有些实验室和试剂厂家一直共同关注如何有效延缓试剂

开瓶后的衰变过程，提高试剂开瓶稳定性［７］。目前有通过改良

试剂组分或在试剂中添加稳定剂来提高试剂稳定性的报道，已

有部分实验项目取得较为显著的效果［８１０］。但此类解决方案

多具有项目局限性，且改变试剂成分是否会对检测的性能造成

影响，尚需进行大量评价实验来证实。国内亦有通过改良试剂

瓶，减少试剂与流动空气接触的先例，但该方法是否适用于所

有自动生化分析仪机型也有待于进一步探讨［７］。

３．９　本实验选择检测美国贝克曼库尔特公司生产人基质定值

质控血清（批号：Ｍ７７４３０１），它是高浓度值，那么３种添加试剂

方法对中、低浓度的检测结果的影响怎样？是否与本实验结论

相同？还需进行大量实验来评价。

参考文献

［１］ 曾平，刘运双，罗军，等．全自动生化分析仪试剂添加方法

对试验结果的影响［Ｊ］．国际检验医学杂志，２００６，２７（８）：

７５９７６０．

［２］ 张仲全．全自动生化分析仪试剂存在的问题及解决方法

［Ｊ］．中国民族民间医药，２００９，１８（１２）：７１７２．

［３］ 罗侃，崔有宏．临床化学方法学评价［Ｍ］．北京：兰州大学

出版社，１９９６．

［４］ 韩志钧．临床化学常用项目自动分析法［Ｍ］．沈阳：辽宁

科学技术出版社，２００５：９９８１０００．

［５］ 王箴．化工辞典［Ｍ］．北京：化学工业出版社，２０００：９８９９．

［６］ 康格非，巫向前．临床生物化学和生物化学检验［Ｍ］．北

京：人民卫生出版社，１９９９．

［７］ 邓建平，朱海波．改良试剂瓶提高生化试剂开瓶稳定性的

应用研究［Ｊ］．现代检验医学杂志，２０１０，２５（１）：９１９４．

［８］ 胡望平，周长邵，王丹，等．肌酐试剂稳定性的改进［Ｊ］．现

代检验医学杂志，２００３，１８（２）：３３３３．

［９］ 肖少林，魏曼梅，胡望平．改进肌酐试剂稳定性的方法

［Ｊ］．检验医学与临床，２００７，４（８）：７５９７６０．

［１０］袁水斌，邓荣春，张友权，等．稳定型总蛋白（ＴＰ）试剂的

研制［Ｊ］．江西医学检验，２００６，２４（２）：１２４１２６．

（收稿日期：２０１２０９２６　修回日期：２０１２１１２９）

产前５项感染性指标检查的分析

黄新海，曾成林，欧桂珍（广东省化州市人民医院检验科　５２５０００）

　　【摘要】　目的　探讨孕妇产前５项传染病血清标志物检测的意义。方法　选择２０４２例来化州市人民医院体

检的孕妇为研究对象，采用酶联免疫吸附试验和甲苯胺红不加热血清试验对甲型肝炎病毒抗体（抗ＨＡＶ）、乙型肝

炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、丙型肝炎病毒抗体（抗ＨＣＶ）、人类免疫缺陷病毒抗体（抗ＨＩＶ）、梅毒螺旋体（ＴＰＨＡ）５项

血清学标志物进行检测分析。结果　２０４２例孕妇中，抗ＨＡＶ阳性率为０．４％，ＨＢｓＡｇ阳性率为１１．８％，抗ＨＣＶ

阳性率为０．７％，抗ＨＩＶ阳性率０．３％，ＴＰＨＡ阳性率为１．６％。结论　孕妇产前５项感染性指标检测是阻断胎儿

感染传染性疾病的必要措施，对优生优育具有十分重要的意义。

【关键词】　产前；　甲型肝炎病毒抗体；　乙型肝炎表面抗原；　丙型肝炎病毒抗体；　人类免疫缺陷病毒抗

体；　梅毒
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　　产前血清感染性指标检测是临床检验的重要任务，能够有

效避免经血传播疾病的发生，也是优生优育的关键环节［１３］。

作者对２００９～２０１１年本院的孕妇进行甲型肝炎病毒抗体（抗

ＨＡＶ）、乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、丙型肝炎病毒抗体（抗

ＨＣＶ）、人 类 免 疫 缺 陷 病 毒 抗 体 （抗ＨＩＶ）、梅 毒 螺 旋 体

（ＴＰＨＡ）检测结果进行回顾分析，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本院２００９年１月至２０１１年１２月妇产

科产前血清标本共计２０４２份，孕妇年龄为１８～５４岁。

１．２　检验方法　抗ＨＣＶ、ＨＢｓＡｇ分别采用酶联免疫吸附法

（ＥＬＩＳＡ）进行检测；抗ＨＩＶⅠ／Ⅱ初次筛选采用双抗原夹心

法；抗ＨＡＶ、梅毒抗体筛选采用甲苯胺红不加热血清凝集实

验（ＴＲＵＳＴ）。二 次 确 证 实 验 采 用 明 胶 颗 粒 凝 集 实 验

（ＴＰＨＡ）。抗ＨＩＶ筛选阳性需要送当地疾控中心做蛋白免疫

印迹确证实验。

１．３　材料与仪器　本次实验中双抗原夹心法所使用的试剂为

上海科华生物有限公司生产的产品；免疫酶标试条为美国雅培

公司生产；梅毒抗体筛选所使用的试剂为上海荣盛生物有限公

司的产品，二次确证实验的明胶凝集颗粒则由日本富士公司生

产。实验中使用博赛Ｂｉｏｃｅｌｌ２０１０酶标仪。

２　结　　果

２．１　阳性率　２００９～２０１１年，妇产科患者血清 ＨＢｓＡｇ的阳

性率从１３．４％降至１０．７％，呈逐年下降的趋势，但相互之间的

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＨＡＶ 的平均年携带率为

０．４％，２００９～２０１１年呈逐年下降的趋势。抗ＨＣＶ阳性率却

呈逐年上升的趋势，到２０１１年９４７例孕妇中就有８例感染

ＨＣＶ，而在２００９年每３０６例孕妇中只有１例可能会感染到

ＨＣＶ。近几年来，梅毒的感染率也显著增长，短短３年时间，

孕妇梅毒的感染率就从０．７％上升至２．０％，各年相比较差异

具有统计学意义（犘＜０．０５）。在２００９～２０１１年的２０４２例孕

妇中有８例经过ＥＬＩＳＡ法和金标法联合检测发现 ＨＩＶ（Ⅰ／

Ⅱ）抗体阳性，经疾控中心监测证实后有６例确诊为 ＨＩＶ（Ⅰ／

Ⅱ）抗体阳性。见表１。

２．２　ＨＩＶ感染情况　２００９年孕妇检查中无１例感染艾滋病
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