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溶血对时间分辨免疫荧光分析法测定胰岛素的影响
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　　【摘要】　目的　探讨溶血对时间分辨免疫荧光分析法测定胰岛素的影响。方法　收集３０例未发生溶血的血

清标本，利用低渗溶血法分别制备轻度溶血、中度溶血、重度溶血标本各１０例；采用时间分辨免疫荧光分析法分别

测定各组标本溶血前（０ｈ）和溶血后０．５、２、１８ｈ的胰岛素浓度；通过配对狋检验、重复测量数据的方差分析对溶血

程度和时间对胰岛素浓度检测结果的影响进行分析。结果　轻度溶血、中度溶血、重度溶血标本之间胰岛素浓度检

测结果比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；随着溶血时间的延长，胰岛素浓度呈明显下降趋势，０．５、２、１８ｈ检测结

果与０ｈ检测结果相比，比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　溶血程度对时间分辨免疫荧光分析法测定胰

岛素浓度的影响不明显，但溶血时间则对测定结果具有较为明显的影响；标本溶血和溶血时间均为影响胰岛素浓度

检测结果的重要因素。
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　　体外溶血主要由部分物理性因素所致，包括抽血时负压过

大及标本处理过程中涉及的冰冻、水浴箱温度过高、机械震荡

等。人体内的胰岛素来自于胰岛β细胞，外周血胰岛素水平可

反映胰岛素的分泌及代谢速率。外周血胰岛素水平检测对糖

尿病的分型及疗效评价具有重要作用［１］。红细胞内含有胰岛

素降解酶（ＩＤＥ），溶血可使其从红细胞内释放入血清中，降解

胰岛素，从而影响胰岛素水平的检测［２３］。本研究选择不同溶

血程度标本，并在溶血后的不同时间段，采用时间分辨免疫荧

光分析法进行血清胰岛素水平检测，旨在了解溶血程度和溶血

时间对血清胰岛素检测结果影响，以期为指导临床工作及正确

理解溶血对免疫学方法检测指标的检测结果的影响奠定基

础［４６］。

１　材料与方法

１．１　标本来源　本研究涉及的外周血标本采集自佛山市第二

人民医院收治的具有不同胰岛素水平的患者３０例，包括处于

正常参考区间者１０例、低于正常参考区间下限者１０例、高于

正常参考区间上限者１０例。所有标本无溶血、黄疸及脂血，并

于－８０℃条件下保存。

１．２　试剂与仪器　ＸＥ５０００全自动血细胞分析仪（日本Ｓｙｓ

ｍｅｘ公司），Ａｎｙｔｅｓｔ时间分辨荧光免疫分析仪及配套的胰岛素

检测试剂盒（苏州新波生物技术有限公司）。

１．３　方法

１．３．１　标本处理　从冰箱中取出标本，室温中复温、混匀后

３２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分离血清标本。

１．３．２　血红蛋白（Ｈｂ）标准浓度液的配制　取１０００μＬＨｂ

浓度为１５４ｇ／Ｌ的乙二胺四乙酸二钾抗凝全血，与５００μＬ蒸

馏水混匀，－２０℃条件下保存２４ｈ，即可获得 Ｈｂ浓度为１００

ｇ／Ｌ的标准浓度液。
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１．３．３　不同程度溶血标本的制备　根据美国临床和实验室标

准化协会（ＣＬＳＩ）的文件，将溶血程度分为轻度溶血（血清 Ｈｂ

浓度０～１ｇ／Ｌ）、中度溶血（血清Ｈｂ浓度为１～５ｇ／Ｌ）、重度溶

血（血清Ｈｂ浓度为大于５ｇ／Ｌ）。将分离获得的血清标本分成

９９０、９８０、９５０μＬ共３管，分别加入１０、２０、５０μＬＨｂ标准浓度

液，即可获得血清 Ｈｂ浓度分别为１、２、５ｇ／Ｌ的溶血标本。

１．３．４　胰岛素水平检测　室温环境下，于溶血标本配制后０、

０．５、２、１８ｈ分别进行非溶血标本和溶血标本胰岛素水平检

测。操作严格按照仪器和试剂盒说明书进行。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据处理和统计

学分析。计量资料以狓±狊表示，两组间比较采用配对狋检验，

多组间比较采用方差分析或重复测量数据的方差分析，并绘制

相应的曲线；犘＜０．０５为比较差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　溶血程度对血清胰岛素检测结果的影响　未溶血组、轻

度溶血组、中度溶血组、重度溶血组血清标本胰岛素检测结果

分别为（２８．３±３７．７６）、（２１．２３±２６．５６）、（１７．６５±２２．６５）、

（１２．２６±１５．３４）μＩＵ／ｍＬ，轻度溶血组、中度溶血组、重度溶血

组的检测结果均低于未溶血组，与未溶血组比较，配对狋检验

犘 值均小于０．０５；轻度溶血组检测结果高于中度溶血组、重度

溶血组，但配对狋检验显示比较差异均无统计学意义（犘＞

０．０５）；中度溶血组检测结果高于重度溶血组，但配对狋检验显

示比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　溶血时间对血清胰岛素检测结果的　仅考虑溶血时间对

胰岛素检测结果的影响时，０、０．５、２、１８ｈ检测结果分别为

（２８．３±３７．７６）、（２３．２２±２９．６３）、（１８．１±２３．５７）、（９．８１±

１１．３４）μＩＵ／ｍＬ，其中０．５、２、１８ｈ胰岛素检测结果均低于０ｈ

检测结果，配对狋检验显示比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）；０．５ｈ胰岛素检测结果高于２ｈ检测结果，但二者比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）；０．５ｈ胰岛素检测结果高于１８

ｈ检测结果，且二者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；２ｈ胰

岛素检测结果高于１８ｈ检测结果，且二者比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。溶血标本不同时间点胰岛素检测结果呈下

降趋势（见图１），且溶血标本不同时间点胰岛素检测结果比较

差异有统计学意义（犉＝１８．４２４，犘＜０．０５），溶血时间越长，胰

岛素水平下降越明显。

图１　胰岛素水平随溶血时间变化的曲线图

２．３　溶血程度和溶血时间对胰岛素检测结果的综合影响　当

考虑溶血程度和溶血时间对血清胰岛素检测结果的综合影响

时，检测结果数据分析见表１及图２。在不同溶血程度组中，

不同时间点胰岛素结果分析显示，轻度溶血组、中度溶血组、重

度溶血组的溶血时间为０．５ｈ时的胰岛素检测结果与溶血时

间为２ｈ的检测结果相比，比较差异均无统计学意义，犘值均

大于０．０５，但２ｈ与１８ｈ检测结果相比，比较差异均有统计学

意义（犘＜０．０５）；０．５ｈ与１８ｈ检测结果相比，比较差异均有统

计学意义（犘＜０．０５）。重复测量设计的方差分析显示，不同溶

血程度标本与溶血时间对胰岛素检测结果的影响比较差异有

统计学意义（犉＝３．２６９，犘＜０．０５），说明在不同溶血标本组内，

胰岛素检测结果随时间变化的趋势不同；胰岛素检测结果在３

个时间段内随时间变化呈成线性变化（犉＝１９．９４２，犘＜０．０５）；

不同溶血程度组间胰岛素检测结果相比，比较差异则无统计学

意义（犉＝１．１２２，犘＞０．０５）。

表１　溶血程度和溶血时间对血清胰岛素的影响

溶血程度 比较时间点 均值（μＩＵ／ｍＬ） 犘

轻度溶血组 ０．５ｈ狏狊．２ｈ ２．５４６ ０．２９２

２ｈ狏狊．１８ｈ ５．９１４ ０．０１９

０．５ｈ狏狊．１８ｈ ８．４６０ ０．００１

中度溶血组 ０．５ｈ狏狊．２ｈ ４．３９９ ０．２６７

２ｈ狏狊．１８ｈ ９．４７０ ０．０２１

０．５ｈ狏狊．１８ｈ １３．８６９ ０．００１

重度溶血组 ０．５ｈ狏狊．２ｈ ８．４２７ ０．０７７

２ｈ狏狊．１８ｈ ９．４７８ ０．０４８

０．５ｈ狏狊．１８ｈ １７．９０５ ０．００１

图２　胰岛素检测结果随溶血程度和时间变化的趋势

３　讨　　论

时间分辨免疫荧光分析法是测定胰岛素水平的常用方法

之一，具有检测成本低、灵敏度高等优点。在临床检验工作中，

标本溶血的现象并不少见。随着红细胞破裂，ＩＤＥ释放进入血

清中，导致溶血标本血清胰岛素浓度下降。本研究结果也显

示，不同溶血程度标本胰岛素检测结果与未溶血标本检测结果

比较差异具有统计学意义（犘＜０．０５），但 Ｈｂ浓度对胰岛素检

测结果影响的差异并无统计学意义（犘＞０．０５），与溶血时间却

有一定的相关性（犘＜０．０５）。随着溶血时间的延长，胰岛素浓

度也会下降。因此，对于存在溶血现象的标本，应尽量选择重

新采集标本，否则应尽快检测，并在结果报告单中标明“标本溶

血”等字样。

出现本研究结果的原因可能有三方面因素：（１）本研究中

溶血标本的制备使用的是来源于健康者的 Ｈｂ。有研究证实，

２型糖尿病患者红细胞内的ＩＤＥ活性显著高于健康者，即健康

者的红细胞ＩＤＥ活性较低，轻度溶血的情况下就能达到饱和

状态，且在很长的一段时间内都保持相同的降（下转第４４７页）
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胞株 ＨＥＣ１Ａ增殖、侵袭及分泌基质金属蛋白酶的功能，还可

以促进子宫内膜癌细胞株 ＲＬ９５２分泌尿激酶型纤溶酶原活

化剂（ｕＰＡ）分泌，提示ＬＰＡ可能是子宫内膜癌细胞生长和侵

袭的潜在调控因子［１０１１］。本研究结果表明，ＬＰＡ单项检测诊

断子宫内膜癌的灵敏度为６５．５２％，优于 ＨＥ４的诊断灵敏度，

但其诊断特异度低于 ＨＥ４。

本研究同时分析了 ＨＥ４、ＬＰＡ联合检测对子宫内膜癌的

诊断性能，结果显示，在诊断特异度为８７．２３％的情况下，诊断

灵敏度提高至９５．００％，明显高于二者单项检测，且诊断准确

度也有所增加，说明 ＨＥ４和ＬＰＡ检测在子宫内膜癌诊断方面

具有显著的互补性。因此，ＨＥ４、ＬＰＡ联合检测对提高子宫内

膜癌的早期诊断率及改善患者预后具有重要临床意义。
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解速度，导致２ｈ内检测结果无明显差异
［３］。这与其他研究报

道的胰岛素浓度下降程度与溶血程度呈正相关，即溶血程度越

高，其浓度下降越明显有所不同［７］。（２）可能是由于标本量较

少，导致部分数据间无明显差异。本研究仅使用了３０例标本，

或许未能充分反映溶血程度导致的检测结果之间的差异性。

（３）时间分辨免疫荧光分析法定量检测胰岛素对实验结果存在

一定的影响。采用时间分辨免疫荧光分析法进行检测时，手工

操作步骤相对较多，所需时间较长，影响结果的因素也相应较

多。因此，在临床检测工作中，应特别注意以下事项：专人操作

以保证操作手法的一致性；将实验温度控制在恒定状态（最好

为２５℃）；保证实验环境、仪器的清洁；不同批号的试剂、校准

品不能混用；铕标记物稀释后应在１ｈ内使用，加样时保持吸

头的均匀通畅，微孔板的震荡时间必须保证至少５ｍｉｎ；洗液

必须临用前配制［８］。只有控制好实验操作中的各个步骤和环

节，尽可能克服上述各种因素的影响，才能获得满意的实验结

果，为临床医师的提供尽可能准确、客观的辅助诊断数据。

本研究初步探讨了溶血对时间分辨免疫荧光分析法定量

检测胰岛素的影响，在以后的研究中可增加相应的纠正措施，

并通过二元一次方程确定溶血程度、胰岛素检测结果和标本真

实值三者的关系，并用回归方程纠正其影响［９１０］。
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