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目的
!

研究
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糖化血红蛋白仪更换新色谱柱后活化的平衡时间!以及对糖化血红蛋白

"

)N6-0

#测定准确性的影响$方法
!

新色谱柱安装并活化后校标使用!每
"F

测
-

次卫生部临床检验中心
)N6-0

室间质评标本!连续比较相邻两时间点间结果的差异$无显著性差异后再次校标测试!比较校标前后准确性的变

化%以室间质评通过标准"靶值
YXT]

靶值#为水平!绘制各时间点偏倚散点图及其绝对平均值的趋势线!根据范围

大小及线性变化判断活化平衡时间%为排除进样对活化时间的干扰!用另一根同批号的新色谱柱做验证实验!即经

活化静置该段平衡时间后校标测试!观察其变异系数"

$W

#及与靶值的偏差!以检测指南中的质量目标来判断其测

定准确性$结果
!
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&F

间比较!差异有统计学意义"

B

$

%.%#

#!

&F

与
BF

比较及
BF

校标后与
-3F

比较!差异

均无统计学意义"

B

%

%.%#

#$偏倚从
h--."T

!

3X.BT

逐渐下降为
h#.AT

!

--.&T

后趋于平稳!

&F

处为拐点!校

标后继续维持在
h-.-T

!

$."T

$校标前后两段时间偏倚绝对值比较!差异有统计学意义"

B

$

%.%#

#%验证实验批

内和日间
$W

分别为
-.#XT

!

-.XAT

和
-.A3T

!

3.&$T

!偏差在
Y#T

以内!符合质量目标的要求$结论
!
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糖化血红蛋白仪色谱柱活化
&F

已达到平衡!未充分活化即开始校标测定!可导致测定结果不准确$

"关键词#
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糖化血红蛋白%

!

色谱柱%

!

活化时间%
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准确性
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离子交换高效液相色谱法$

)P(Q

%测定糖化血红蛋白

$

)N6-0

%是全球标准化计划的指定比对方法+

-!3

,

#其测定原理

是将预先编程设置的不同离子梯度的缓冲液注入系统#同色谱

柱中耦联离子结合程度不同的各血红蛋白成分分离#经分析通

路和
$-#=;

光谱测量得到一系列色谱峰并计算
)N6-0

的峰

面积比得出结果+

"

,

)色谱柱是其检测的核心部件#伯乐厂家建

议最大检测量为
$%%

个)新柱更换需要进行灌注活化#作者在

实际工作中发现#经灌注后平衡多少时间可以使用及活化未达

平衡是否会影响测定准确性等问题#说明书或操作规程上并没

有明确阐述#文献中对此问题也鲜见报道)本研究使用卫生部
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室间质评标本进行实验#其优点为采用混合人抗凝全

血#基质更接近患者标本)而普通室内质控品属于冻干粉#在

更换试剂或色谱柱时可能会有基质效应#程度取决于所用方

法+

-

,

)更重要的是#卫生部临床检验中心是运行国际临床化学

会$

'bQQ

%参考方法的认证实验室#

)N6-0

室间质评采用不分

组*以参考方法定值为靶值的评价方法+

3

,

#这有利于观察精密

度和正确度)通过研究活化后几个不同时间点标本测定结果

及准确性的变化来分析判断活化达到平衡的时间)同时为排

除平衡前进样对活化产生的干扰设置了验证实验#即色谱柱活

化并静置该时间点后开始校标进样#分析其是否达到平衡及准

确性)现报道如下)

$

!

材料与方法

$.$

!

标本来源
!

使用
3%-#

年卫生部临检中心
)N6-0

室间质

评
3%-#--

*

3%-#-3

*

3%-#-"

*

3%-#-$

和
3%-#-#

共
#

个浓度的标

本)收到标本后
-

周内完成该实验#

3

!

#W

保存#采用标本稀

释模式进样$

#

"

(

标本加入
-.#;(LI7F

"

K<E/?<>=

试剂#用

-.#;(

白色标本载管上机%#每次取样完成后及时放回冰箱)

$./

!

仪器与试剂
!

仪器为
*<>!RIK9-%

糖化血红蛋白仪#分

析柱
"

根$批号
6333#%6l

%*试剂包$清洗缓冲液
-

*清洗缓冲

液
3

和清洗"稀释液#批号
66$%-BB

%*校标液$批号
5$%--3

%和

灌注用
P@<;1

全血引物$批号
&$%%-$"

%均购自伯乐生命医学

产品$上海%有限公司)

$.'

!

方法

$.'.$

!

新色谱柱的活化处理
!

按照说明书的方法进行)首先

将灌注用全血引物
,

@<;1@

从
3

!

#W

冰箱取出
-

瓶#加
-;(

LI7F

"

K<E/?<>=

复溶#平衡到室温使用#休眠状态下更换新柱
!

系

统冲洗
!

灌注)

$.'./

!

活化时间及对测定准确性的影响
!

分次安装
3

根新色

谱柱$柱
-

和柱
3

%进行活化处理立即校标#校标完成记录时间

为
%F

#校标物为冻干粉加
A;(LI7F

"

K<E/?<>=

复溶#平衡到室温

使用)每个时间点标本测定在
"%;<=

内完成#每次各测定
3

遍#

按
3%-#--

!

3%-#-#

#

3%-#-#

!

3%-#--

的顺序进行#每
"F

测定
-

次)连续比较相邻两时间点间结果的差异#当
B

%

%.%#

时重新

校标#再次测定两个时间点)记录测定值及偏倚#比较校标前

后两段时间偏倚的差异)比较分析柱
-

和柱
3

测定数据间的

差异#判断同批号的色谱柱性能是否一致)以本次室间质评通

过标准$靶值
YXT]

靶值%为水平#以时间点为横坐标#以偏倚

为纵坐标#绘制各时间点偏倚的散点图和绝对平均值的趋势

线#根据范围大小变化及线性来判断活化平衡时间)

$.'.'

!

验证实验
!

选择第
"

根新色谱柱用于验证实验)即经

活化后静置该段平衡时间开始校标测试#第
-

天
&

*

B

*

-3

*

3$F

进行测试#以后早晚各测
-

次#每次进样
3

遍#按上述顺序进

行#共测
#K

)观察变异系数$

$W

%及与靶值的偏差#以室内

$W

$

"T

#与卫生部回报结果各靶值的差值在
Y%.#T

范围内

为标准判断测定结果的准确性)

$.1

!

统计学处理
!

使用
4D01E

制作散点图和趋势线#

5P55

-B.%

统计软件进行统计分析#计量资料以
AY=

表示#满足方差

齐性的正态分布资料比较采用两独立标本
5

检验#非正态分布

资料采用秩和检验#以
B

$

%.%#

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/.$

!

柱
-

和柱
3

各时间点测定数据的比较
!

标本
3%-#--

!

3%-#-#

的靶值分别为
#."

*

&.-

*

&.B

*

A.&

*

B.3

)

%F

与
"F

*

"F

与
&F

测定结果比较#差异有统计学意义$

B

$

%.%#

%#

&F

和
BF

比较#差异无统计学意义$

B

%

%.%#

%)此时再次校标后重测
B

F

前后时间段进行偏倚绝对值比较#差异有统计学意义$

B

$

%.%#

%)结果表明分析柱活化后可影响测定结果的变化#且随

着时间的延长变化幅度逐渐减小(活化平衡后校标测定值准确

性高于活化后立即校标测定值)两根色谱柱所测定的数据比

较分析#差异无统计学意义$

B

%

%.%#

%#表明相同批号的色谱

柱性能一致)见表
-

)

表
-

!

#

个标本各时间点
)N6-0

测定值及偏倚%

T

(

标本号 柱号
%F

测定值 偏倚

"F

测定值 偏倚

&F

测定值 偏倚

BF

测定值 偏倚

BF

重新校标

测定值 偏倚

-3F

测定值 偏倚
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柱
- $.A h--." $.X hB.$ #.- h".X #.- h".X #.# ".X #.# ".X

$.A h--." $.X hB.$ #.- h".X #.3 h-.B #.$ -.B #.# ".X

柱
3 $.B hA.# $.B hA.# #.% h#.A #.% h#.A #.$ -.B #.$ -.B

$.B hA.# $.B hA.# #.3 h-.B #.- h".X #.# ".X #.$ -.B

3%-#-3

柱
- #.X h$.B #.B h"." &.- %.% &.% h-.& &.3 -.& &.3 -.&

#.B h"." &.% h-.& #.B h"." &.% h-.& &.- %.% &.3 -.&

柱
3 #.B h"." &.% h-.& &.% h-.& &.- %.% &.- %.% &.- %.%

#.B h"." &.% h-.& &.% h-.& &.3 -.& &." "." &.3 -.&
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柱
- A.X -".% A.X -".% A.& -%.- A.& -%.- A.3 $." A.- 3.B

A.& -%.- A.X -".% A.# X.A A.# X.A A.3 $." A.3 $."

柱
3 X.- -A.$ A.X -".% A.A --.& A.& -%.- A.- 3.B A.- 3.B

X.- -A.$ A.X -".% A.A --.& A.A --.& A.% -.$ A.- 3.B

3%-#-$

柱
- B.- -B.A X.# --.X A.A -." A.A -." A.A -." A.& %.%

B.$ 3".A X.# --.X A.# h-." A.A -." A.& %.% A.& %.%

柱
3 B.# 3#.% X.A -$.# A.A -." A.& %.% A.& %.% A.A -."

B.X 3X.B X.X -#.X A.A -." A.A -." A.& %.% A.# h-."

3%-#-#

柱
- -%.% X.A B.# "." B.B A.& B.X &.# B.3 %.% B." -.-

-%.3 -%.B B.# "." B.A #.$ B.X &.# B.3 %.% B.- h-.-

柱
3 -%.- B.X B.A #.$ B.A #.$ B.X &.# B.- h-.- B.3 %.%

-%." -3.% B.X &.# B.X &.# B.A #.$ B.- h-.- B.- h-.-

-
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各时间点偏倚散点图和趋势线
!

见图
-

)
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!

BF

#每个时

间点都有偏倚超出
YXT

的情况#但偏倚的范围逐渐减小#从

h--."T

!

3X.BT

逐渐下降为
h#.AT

!

--.&T

后趋于平稳#

&

F

处为拐点#校标后偏倚范围下降明显#维持在
h-.-T

!

$."T

)经过检测结果和偏倚比较可以看出色谱柱活化平衡的

时间为
&F

)

/.'

!

验证实验结果
!

验证实验中
&

*

B

*

-3F

间结果差异无统

计学意义$

B

%

%.%#

%#准确性主要以精密度和正确度评价)

#

个标本各批内
$W

为
-.3#T

!

-.XAT

#日间
$W

为
-.A3T

!

3.&$T

#各标本
$W

和偏差#见表
3

)检测结果均符合2糖化血

红蛋白实验室检测指南3提出的质量目标)这表明在活化
&F

后进行校标测定有可靠的准确性)

图
-

!

各时间点偏倚散点图及绝对平均值的趋势线

表
3

!

验证柱测定
#

个标本精密度和偏差%

T

(

标本号 靶值
批内精密度

A

= $W

日间精密度

A

= $W

偏差
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目前#

)N6-0

在欧美等地区不仅是血糖控制的监测指标#

还是糖尿病的诊断标准)我国未将
)N6-0

列入诊断标准的主

要原因有两个#其一#

a)V

提出的诊断切点$

%

&.#T

%是否适

用于中国人群有待验证(其二#目前我国
)N6-0

测定标准化程

度不够#各实验室间结果差异较大#如果采用
)N6-0

诊断糖尿

病必然会造成很高的漏诊率和误诊率+

$

,

)随着糖尿病患者数

量的增加#糖尿病诊断及鉴别诊断对
)N6-0

检测的需求也越

来越强烈)提高检验质量是
)N6-0

标准化工作的重中

之重+

#!&

,

)

本实验中新色谱柱活化后各时间点的测定结果表现出不

同的差异#从趋势图中可见与靶值偏倚的绝对平均值逐渐减低

并趋于稳定#这说明测定准确性与其活化程度有着密切的关

系)其原因可能是色谱柱进行活化时#柱中填充料表面具有非

特异性吸附能力的位点被饱和掉#其速度取决于所测定物质的

相对分子质量大小#而血红蛋白是一种含铁的大分子蛋白#其

扩散速度相对较慢#位点被完全饱和达到平衡需要一定的时

间)趋势线
&F

时出现拐点#且经验证实验去除进样对活化进

程的影响后确定在
&F

时已达到活化平衡)然而不同批号的

色谱柱其活化时间可能由于填充料位点数量的差异存在一定

的误差#本实验没有过多的探讨)但在实际工作中可将色谱柱

活化后过夜使用#保证其足够的活化时间)

专家共识
)N6-0

测定的质量目标是室内
$W

应小于

".%T

#以 小 于
3.%T

为 宜#与 可 接 受 参 考 值 的 差 值 应

在
Y%.#T

范围内#以控制在
Y%."T

范围内为宜+

A!X

,

)卫生部

临床检验中心
3%-$

年的通过标准为靶值
Y-%T]

靶值#而

3%-#

年已减小为靶值
YXT]

靶值)实验中
BF

时间点校标前

后偏倚绝对值比较#差异有统计学意义$

B

$

%.%#

%#可见选择

在活化或未活化状态下校标对测定准确性有影响)分析可能

为色谱柱未充分活化时的校标曲线在活化平衡状态下测试某

些标本可能会带入一定的系统误差造成的#色谱柱完全活化平

衡后重新校标测试可以一定程度地提高检测质量)
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