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　　［摘　要］　目的　研究一种简便、快速、灵敏的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）分型方法，使其能够在简单实验条件下进行常规的临

床检测。方法　基于连接酶琼脂糖凝胶电泳技术，设计突变位点的检测探针，通过对检测探针的连接、纯化和通用扩增反应，根

据琼脂糖凝胶电泳条带的出现情况判定检测位点的突变类型。以表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）基因的３个ＳＮＰ突变位点ＥＧＦＲ，

ｃ．２５７３Ｔ＞Ｇ（Ｌ８５８Ｒ），ＥＧＦＲ，ｃ．２５８２Ｔ＞Ａ（Ｌ８６１Ｑ）和 ＥＧＦＲ，ｃ．２１５５Ｇ＞Ｔ（Ｇ７１９Ｃ）为检测对象，分别对质粒模板和肺癌血浆循

环ＤＮＡ样本进行了检测。结果　建立方法操作简便，具有较高的特异性和灵敏度。经过２０～３０个循环的ＰＣＲ扩增，能够根据

扩增条带的有无清晰判断检测位点的基因型。在对不均一样本中混合等位基因检测时，能够最低检测出２．５％的突变型等位基

因。本方法和直接测序法分别能够从６２例肺癌样本检测出６例和２例Ｌ８５８Ｒ位点杂合子突变。结论　ＳＮＰ突变检测方法适合

于在简单实验条件下对不均一样本进行常规突变检测。
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　　单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）是

指ＤＮＡ序列上发生的单个核苷酸碱基的变异，在人群中的分

布率占１％以上。ＳＮＰ是人类基因组中最常见的变异形式，现

有公共数据库中已经报道了超过９００万个ＳＮＰ位点。ＳＮＰ被

认为是疾病易感性和药物反应的决定因素，开展ＳＮＰ研究对

医学、法医学、遗传学、临床诊断、药物开发与合理用药等的发

展都具有非常重要的意义［１］。ＳＮＰ的基因分型检测工作，已

成为当前国际上研究的热点。近年来，随着生物学实验技术的

快速发展，ＳＮＰ检测方法和相关仪器的研发进展很快。目前，

有２０余种ＳＮＰ突变检测方法，如限制性片段长度多态性聚合

酶链反应（ＰＣＲＲＦＬＰ）
［２］，ＰＣＲＳＳＣＰ

［３］，ＤＮＡ测序，实时荧光

定量ＰＣＲ（ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ）
［４］，ＴａｑＭａｎＰＣＲ

［５］，焦磷酸测序

（Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）
［６］，质谱（ＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）

［７］，连接酶链反

应（ＬｉｇａｓｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＲｅａｃｔｉｏｎ）
［８］，基因芯片［９］，ＳＮＰｓｔｒｅａｍ 技

术［１０］，分子灯塔技术［１１］等。其中ＤＮＡ直接测序是传统的序

列测定的方法，但是其检测灵敏度低，在对肿瘤组织、穿刺活检

组织或体液等不均一样本进行ＳＮＰ突变检测时具有较大局限

性。虽然Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ、荧光定量ＰＣＲ、质谱等方法具有较
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高的灵敏度，但这些方法对实验条件、实验仪器设备具有很高

的要求，在简单实验条件下的常规临床检测中很少能够应用。

本研究建立了一种基于连接酶凝胶电泳的简便、快速、灵敏的

ＳＮＰ突变检测方法，适合于在简单实验条件下对不均一样本

进行常规突变检测。并对在非小细胞肺癌酪氨酸激酶抑制剂

药物个体化治疗中的生物标记基因表皮生长因子受体（ＥＧ

ＦＲ）为检测对象，对有较高突变频率的 ＥＧＦＲ，ｃ．２５７３Ｔ＞Ｇ

（Ｌ８５８Ｒ），ＥＧＦＲ，ｃ．２５８２Ｔ＞Ａ（Ｌ８６１Ｑ）和 ＥＧＦＲ，ｃ．２１５５Ｇ＞

Ｔ（Ｇ７１９Ｃ）３个ＳＮＰ位点进行了分型检测。

１　资料与方法

１．１　一般资料　从枣阳临床学院肿瘤科６２例非小细胞肺癌

血浆样本中抽提循环ＤＮＡ，－２０℃保存。（１）检测样本：携带

有野生型和突变型等位基因的ＥＧＦＲ，ｃ．２５８２Ｔ＞Ａ（Ｌ８６１Ｑ），

ＥＧＦＲ，ｃ．２５７３Ｔ＞Ｇ（Ｌ８５８Ｒ）和 ＥＧＦＲ，ｃ．２１５５Ｇ＞Ｔ（Ｇ７１９Ｃ）

３个ＳＮＰ突变位点的质粒ＤＮＡ以黄杰等
［１２］定点突变技术进

行构建。寡核苷酸探针：针对每个ＳＮＰ位点，用３条寡核苷酸

探针进行检测。分别为上游的两条特异性检测探针和下游的

一条公用探针（图１）。在两条特异性探针的５′端，为一段通用

扩增引物序列Ｔａｇ１，３′端为与模板上突变位点一侧的序列互

补的序列，并且３′末端碱基与突变位点碱基对应互补，野生型

检测探针（ＷＴＰｒｏｂｅ）与野生型等位基因互补，突变型检测探

针（ＭＴＰｒｏｂｅ）与突变型等位基因互补，在特异性探针的５′端

分别进行生物素修饰。公用检测探针５′端为与ＳＮＰ位点另一

侧序列互补的序列，３′端为一段通用扩增引物序列 Ｔａｇ２。对

ＥＧＦＲ，ｃ．２５８２Ｔ＞Ａ（Ｌ８６１Ｑ），ＥＧＦＲ，ｃ．２５７３Ｔ＞Ｇ（Ｌ８５８Ｒ）和

ＥＧＦＲ，ｃ．２１５５Ｇ＞Ｔ（Ｇ７１９Ｃ）３个ＳＮＰ位点进行检测的探针

序列，见表１。对检测探针进行通用扩增的Ｔａｇ１序列和Ｔａｇ２

的互补序列（ＣＴａｇ２）分别为：Ｔａｇ１：５′ＴＴＴＴＴＴＴＧＧＧＴＴ

ＣＧＴＧＧＴＡＧＡＧＣＧＴＣＧＧＡＧＴ３′；ＣＴａｇ２：５′ＣＣＡＧＡＣ

ＧＡＣＡＣＣＧＡＧＡＴＡＧＣＡＧＣＣ３′。（２）实验试剂：ＬｏｗＭＷ

ＤＮＡＭａｒｋｅｒＡ购自生工生物工程（上海）有限公司，２×ＰＣＲ

Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ购自天根生化科技北京有限公司，链亲和素（Ｓｔｒｅｐ

ｔａｖｉｄｉｎ）磁珠购自西安金磁纳米生物技术有限公司，ＴａｑＤＮＡ

ｌｉｇａｓｅ购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏＬａｂｓ。ＴＡ 克隆试剂盒、ＴａＫａＲａ

ＥｘＴａｑ酶购自宝生物工程（大连）有限公司产品。ＱＩＡａｍｐ

ＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ）购自上海叶舟生物科技有限

公司。核酸序列均由上海生工生物有限公司合成。其余试剂

均为分析纯。

　　Ｈ１、Ｈ２、Ｔａｇ１、Ｔａｇ２：探针的不同组成部分。：生物素标记。

图１　　检测探针设计示意图

表１　　寡核苷酸检测探针序列

ＳＮＰ 特异性探针（５′３′）　 公用探针（５′３′）　

Ｌ８５８Ｒ ＢｉｏｔｉｎＴＴＴＴＴＴＴＧＧＧＴＴＣＧＴＧＧＴＡＧＡＧＣＧＴＣＧ

ＧＡＧＴＣＡＣＣＣＡＧＣＡＧＴＴＴＧＧＧＣＡ

ｐＧＣＣＣＡＡＡＡＴＣＴＧＴＧＡＴＣＴＴＧＧＧＣＴＧＣ

ＴＡＴＣＴＣＧＧＴＧＴＣＧＴＣＴＧＧ

ＢｉｏｔｉｎＴＴＴＴＴＴＴＧＧＧＴＴＣＧＴＧＧＴＡＧＡＧＣＧＴＣＧ

ＧＡＧＴＣＡＣＣＣＡＧＣＡＧＴＴＴＧＧＧＣＣ

Ｌ８６Ｑ ＢｉｏｔｉｎＴＴＴＴＴＴＴＧＧＧＴＴＣＧＴＧＧＴＡＧＡＧＣＧＴＣＧ

ＧＡＧＴＴＣＴＣＴＴＣＣＧＣＡＣＣＣＡＣＣＡ

ｐＧＴＴＴＧＧＣＣＡＧＣＣＣＡＡＡＧＧＣＴＧＣＴＡＴＣＴＣＧ

ＧＴＧＴＣＧＴＣＴＧＧ

ＢｉｏｔｉｎＴＴＴＴＴＴＴＧＧＧＴＴＣＧＴＧＧＴＡＧＡＧＣＧＴＣＧ

ＧＡＧＴＴＣＴＣＴＴＣＣＧＣＡＣＣＣＡＣＣＴ

Ｇ７１９Ｃ ＢｉｏｔｉｎＴＴＴＴＴＴＴＧＧＧＴＴＣＧＴＧＧＴＡＧＡＧＣＧＴＣＧ

ＧＡＧＴＣＧＡＡＣＧＣＡＣＣＧＧＡＣＣＣ

ｐＣＧＡＣＡＣＴＴＴＧＡＴＣＴＴＴＴＴＧＡＡＴＴＧＧＣＴＧＣ

ＴＡＴＣＴＣＧＧＴＧＴＣＧＴＣＴＧＧ

ＢｉｏｔｉｎＴＴＴＴＴＴＴＧＧＧＴＴＣＧＴＧＧＴＡＧＡＧＣＧＴＣＧ

ＧＡＧＴＣＧＡＡＣＧＣＡＣＣＧＧＡＣＣＡ

１．２　方法

１．２．１　ＥＧＦＲ基因扩增　对基因外显子１８和２１进行ＰＣＲ

扩增，扩增引物为：ｅｘｏｎ２１ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＡＧＣＴＴＣＴＴＣＣＣ

ＡＴＧ ＡＴＧ ＡＴＣＴ３′；ｅｘｏｎ２１ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＧＡＡ ＡＡＴ ＧＣＴ

ＧＧＣＴＧＡＣＣＴ ＡＡＡ Ｇ３′；ｅｘｏｎ１８ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＡＧ ＧＴＧ

ＡＣＣＣＴＴ ＧＴＣ ＴＣＴ ＧＴＧ Ｔ３′；ｅｘｏｎ１８ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＣＣ

ＡＡＡＣＡＣＴＣＡＧＴＧＡＡＡＣＡＡＡ３′。扩增体系为：３μＬ循

环ＤＮＡ样本，０．５μｍｏｌ／Ｌ扩增引物，１５μＬ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓ

ｔｅｒｍｉｘ，去离子水补足３０μＬ。扩增条件为：９５°Ｃ预变性 ４

ｍｉｎ，９５°Ｃ变性３０ｓ，６０°Ｃ退火３０ｓ，７２°Ｃ延伸４０ｓ，３５个循

环；７２°Ｃ再延伸４ｍｉｎ。各样本扩增产物用直接测序法测定

突变类型。

１．２．２　连接反应　针对每个ＳＮＰ位点，用两个检测管进行检

测，并分别标记为 ＷＴ管和 ＭＴ管。两管分别加入３μＬ１０×

连接反应缓冲液，５μＬ模板序列和１Ｕ的Ｔａｑｌｉｇａｓｅ，在 ＭＴ

管中加入５０ｆｍｏｌ突变型特异性检测探针和公用检测探针，

ＷＴ管中加入５０ｆｍｏｌ野生型特异性检测探针和公用检测探

针，去离子水补足３０μＬ。对于每个检测位点，设定一对照管

ＣＴ，对照管中不加入模板序列，其它成分与检测管相同。反应

条件为：９４℃变性４０ｓ，６０℃ 退火５ｍｉｎ；５个循环；９５℃变性
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５ｍｉｎ。

１．２．３　纯化反应　按照Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ磁珠操作说明，对各

ＳＮＰ位点对应各管扩增产物进行纯化。加入２０μＬＴｒｉｓＨＣｌ

（１０ｍｍｏＬ，ｐＨ７．５）重新悬浮磁粒。

１．２．４　通用扩增反应　取１５μＬ２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ，５μＬ各

管对应纯化磁性微粒，２μｍｏｌ／Ｌ的通用扩增引物 Ｔａｇ１ 和

ＣＴａｇ２，去离子水补足３０μＬ。９５℃预变性３０ｓ；９５℃ 变性２５

ｓ，６０℃ 退火４５ｓ，７２℃延伸２０ｓ；２０个循环，７２℃ 延伸１ｍｉｎ

进行扩增反应。

１．２．５　扩增产物检测　分别取各ＳＮＰ突变位点对应 ＭＴ管、

ＷＴ管和ＣＴ管扩增产物５Ｌ进行３．５％琼脂糖凝胶电泳，根

据３个反应管对应泳道在目标位置电泳条带出现的情况判定

检测突变位点基因型。如果 ＷＴ管和 ＭＴ管对应泳道均出现

条带，则该ＳＮＰ位点为野生／突变型；如果只有 ＷＴ管对应泳

道出现条带，则该ＳＮＰ位点为纯合野生型；如果只有 ＭＴ管对

应泳道出现条带，则检测ＳＮＰ为纯合突变型。

２　结　　果

２．１　检测方法流程　通过连接反应，ＷＴ管中野生型检测探

针和公用探针能够完成连接，而 ＭＴ管中突变型检测探针和

公用探针不能连接。经链亲和素磁性微粒的纯化反应，ＷＴ管

中完成连接反应的探针被纯化固定在链亲和素磁性微粒上。

以Ｔａｇ１和ＣＴａｇ２作为通用引物，对 ＷＴ管和 ＭＴ管中磁性微

粒纯化产物进行通用扩增反应，最后在琼脂糖凝胶电泳水平对

突变位点进行分型检测。通过观察 ＷＴ管和 ＭＴ管对应电泳

泳道条带的出现情况进行结果判定。ＷＴ管对应泳道出现条

带，而 ＭＴ管对应泳道无条带，说明检测ＳＮＰ位点为野生纯合

子基因型。野生纯合子ＳＮＰ位点的检测示意图，见图２。

　　○：表示生物素标记；●：表示链亲和素磁性微粒。

图２　　分型方法检测流程图

２．２　连接温度的优化　进行连接反应时，退火温度是影响反

应灵敏度及特异性的一个重要因素，特异性会随着退火温度的

升高而有所提高，但是较高的退火温度也会使得退火效率降低

从而影响检测的灵敏度。以Ｌ８５８Ｒ野生型质粒模板为检测对

象，分别在５５、６０、６５℃的退火温度条件下，经检测探针的连

接，纯化和ＰＣＲ扩增，扩增产物的凝胶电泳结果如图３所示，

在５５、６０℃两个温度梯度条件下，均明显在 ＷＴ管对应泳道

出现扩增条带，而其余泳道均无扩增条带出现；但是当退火温

度上升为６５℃时，３个泳道均无扩增条带出现。说明检测探

针在检测模板上的退火能力随着反应温度的升高而降低，在

５５～６０℃时能够有效的保证检测探针在检测模板上的退火从

而完成连接反应。但是在６５℃条件下，检测探针无法有效的

退火到模板上，使得连接反应不易完成，从而无目的扩增条带

的出现。因为在对检测探针设计时，将所有检测探针上 Ｈ１、

Ｈ２序列的Ｔｍ值均设计为５８～６０℃，所以为了即能够保证探

针在模板上的有效退火，又能够保证连接反应的特异性，选定

６０℃作为连接反应的温度。

图３　　连接温度的优化

２．３　特异性检测　通过扩增反应中的循环次数对本方法的特

异性进行检测，分别对Ｌ８５８Ｒ野生／突变混合模板和Ｌ８６１Ｑ 、

Ｇ７１９Ｃ两个野生型等位基因模板进行检测。分别作２０和３０

个循环的扩增，将各管５μＬ扩增产物做３．５％琼脂糖凝胶电

泳，结果如图４所示。两种循环条件下，在Ｌ８５８Ｒ位点的 ＭＴ

管和 ＷＴ管对应泳道中均出现明显扩增条带，而 Ｇ７１９Ｃ 和

Ｌ８６１Ｑ两个位点对应的 ＷＴ管泳道出现扩增条带，ＭＴ泳道

均未有条带出现。同时，３个位点对应ＣＴ管泳道均未出现条

带。说明此方法具有较高的检测特异性和扩增容量。

图４　　分型方法特异性检测

２．４　敏感性检测　以Ｌ８５８Ｒ位点为检测对象，分别设定突变

等位基因在总检测模板中的比例为 ５０．００％、２５．００％、

５．００％、２．５０％，对不同比例的混合等位基因进行检测。结果

如图５所示，各条件下，在 ＭＴ和 ＷＴ管对应的泳道中均有扩

增条带出现，且随着突变型等位基因所占比例的减少，ＭＴ管

对应泳道中扩增条带亮度逐渐减弱，但当突变等位基因在混合

等位基因中比例低至２．５０％时，仍能够在 ＭＴ管对应泳道中

检测出扩增条带，说明本方法有着较高的检测灵敏度，适合于

从不均一的样本中对突变等位基因进行检测。

图５　　Ｌ８５８Ｒ位点琼脂糖凝胶电泳水平敏感度检测

２．５　样本检测　利用本方法对６２例样本中 ＥＧＦＲ，ｃ．２５７３

Ｔ＞Ｇ（Ｌ８５８Ｒ），ＥＧＦＲ，ｃ．２５８２Ｔ＞Ａ（Ｌ８６１Ｑ）和 ＥＧＦＲ，ｃ．

２１５５Ｇ＞Ｔ（Ｇ７１９Ｃ）３个ＳＮＰ位点进行了检测，并与直接测序

结果进行了比较。两种方法未检测到Ｌ８６１Ｑ和 Ｇ７１９Ｃ位点

的突变，但均检测到Ｌ８５８Ｒ位点有杂合子突变。如图６所示，

通过直接测序方法仅可以明确检测出８＃和１５＃两例样本是
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Ｌ８５８Ｒ位点杂合子突变，２３＃样本出现类似杂峰的突变碱基

对应峰，故无法给出明确的基因型判断。而通过连接酶琼脂

糖凝胶电泳方法共检测出８＃，１５＃，２３＃，６＃，１１＃，１４＃共６

例样本是Ｌ８５８Ｒ杂合子突变（图７）。结果证明，连接酶琼脂

糖凝胶电泳方法比直接测序方法具有更高的灵敏度，适合于对

不均一样本或杂合子突变位点的检测。

图６　　循环ＤＮＡ样本ＥＧＦＲ，ｃ．２５７３Ｔ＞Ｇ（Ｌ８５８Ｒ）位点突变测序图

图７　　样本ＥＧＦＲ，ｃ．２５７３Ｔ＞Ｇ（Ｌ８５８Ｒ）位点突变检测图

３　讨　　论

随着人类生物信息学资源的爆炸性积累，极大地推动了

ＳＮＰ突变检测技术的发展。但是，ＳＮＰ突变检测技术在检测

成本、灵敏性和常规性等方面仍需要进行改进。如传统的

ＤＮＡ直接测序方法的灵敏度只有２０％
［１３１４］，检测位点突变等

位基因对应测定峰线很低，无法明确从背景峰中分离（图６），

因此，不能够从不均一样本中对突变等位基因进行检测。虽然

实时定量ＰＣＲ、焦磷酸测序，以及质谱等检测方法的灵敏度较

高，文献报道称可达到１％
［１４１５］，但是这些检测方法都要求具

备昂贵的检测设备和实验试剂，因而不能够在常规实验条件下

进行突变检测，限制了其在基层医疗或研究机构的应用。

本研究建立的ＳＮＰ突变检测方法基于连接酶反应原理，

通过检测探针的连接反应，链亲和素磁性微粒对连接探针的纯

化反应以及通用扩增引物的扩增反应，利用琼脂糖凝胶电泳方

法进行ＳＮＰ突变位点的分型检测。本方法具有较高的检测灵

敏度，能够从野生／突变位点所在混合质粒模板中检测出低至

２．５０％的突变型等位基因，因此，适合于从不均一样本中对突

变等位基因进行检测。而且，与其他检测方法如荧光定量

ＰＣＲ，质谱，ＤＮＡ直接测序等方法相比，本方法操作简单，不需

要借助昂贵的实验仪器设备，只需普通ＰＣＲ仪、凝胶电泳等简

单实验条件即能完成，同时，所需探针长度均小于５０ｂｐ，合成

成本低，没有对荧光探针等昂贵试剂及高质量检测样本的要

求，具有较低的实验成本和易操作性，因此，更适合于在常规、

简单实验条件下的突变检测。

本方法较高的检测特异性通过以下条件保证：（１）在设计

检测探针时，除了依靠特异性检测探针３′端碱基与突变碱基

的配对识别能力外，还在其３′端上游第３个碱基处引入１个错

配碱基以增强探针的识别能力；（２）特异性检测探针和公用探

针的 Ｈ１和 Ｈ２序列的Ｔｍ值与通用扩增引物Ｔａｇ１和 Ｔａｇ２

序列的Ｔｍ值相差７～８度，以减少连接反应和后续的扩增反

应之间的影响；（３）高保真性ＴａｑＤＮＡ连接酶对错配碱基的识

别作用。本方法同时具有较高检测灵敏度，其是通过在探针序

列上设计通用扩增引物序列Ｔａｇ１和Ｔａｇ２，完成连接反应后，

进行了连接产物的二次扩增以极大增加连接产物的数量，从而

能够在琼脂糖凝胶电泳水平进行快速检测。但琼脂糖凝胶电

泳的检测灵敏度具有局限性，因此，当突变等位基因在不均一

样本总的比例低至２．５０％时，就不能够得以检测。同时，在检

测通量上也有限制，不适合于进行高通量的突变检测。

综上所述，本研究建立了一种基于连接酶凝胶电泳的

ＳＮＰ分型新方法，并对与酪氨酸激酶抑制剂个体化用药密切

相关的ＥＧＦＲ基因的３个常见ＳＮＰ位点ＥＧＦＲ，ｃ．２５８２Ｔ＞Ａ

（Ｌ８６１Ｑ），ＥＧＦＲ，ｃ．２５７３Ｔ＞Ｇ（Ｌ８５８Ｒ）和 ＥＧＦＲ，ｃ．２１５５Ｇ＞

Ｔ（Ｇ７１９Ｃ）进行了检测。该方法操作简便，有较高的检测特异

性和灵敏度，适合于在一般实验条件下对不均一样本进行常规

突变检测。
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［３］ 王春侠，林加娟，刘宣宣，等．海门山羊 ＭＤＦＩ基因 ＳＮＰ

及其与体尺性状的关联分析［Ｊ］．生物技术通报，２０１３

（９）：９９１０４．

［４］ 王倩，罗凯．一种ＥＧＦＲ基因突变检测方法的建立及初步

应用［Ｊ］．重庆医学，２０１４，４３（１１）：１３５１１３５６．

［５］ 黄小英，王超，黄炳臣，等．ＸＲＣＣ４与ＸＰＣ编码区突变与

肝细胞癌的关联性研究［Ｊ］．上海交通大（下转第１３７７页）
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明确要求具体抗凝剂，作者查阅资料也未见相关的研究与报

道，与厂家沟通，其也未曾做过相关的研究。为此，本研究对这

３种不同抗凝剂进行了比较试验。选取结果中具有临床应用

价值的常用指标（ＨｂＡ１ｃ％）进行比较，结果显示，３种抗凝管

所测得 ＨｂＡ１ｃ％结果差异无统计学意义（犘＞０．０５），表明酶

法测定 ＨｂＡ１ｃ时，３种抗凝剂均可以作为标本常规抗凝剂。

综上所述，酶法测定 ＨｂＡ１ｃ其精密度、抗干扰性、准确性、

线性范围均符合临床要求，与常规方法比较相关性良好且偏差

较小，可完全满足临床对 ＨｂＡ１ｃ检测需求，但在标本前处理过

程中要注意标本离心速度不能过低。
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