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　　［摘　要］　目的　探讨酶法测定糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）方法学性能及其影响因素。方法　采用酶法测定 ＨｂＡ１ｃ，评价该方

法学的精密度、抗干扰性、回收率、准确性以及标本前处理（抗凝、保存、离心）对结果的影响，分析与高效液相法（ＨＰＬＣ）相关性及

偏倚程度。结果　酶法批内高、中、低值变异系数（犆犞）为１．０４％、１．２６％、１．３７％，批间为１．８３％、２．２４％、２．６４％，与 ＨＰＬＣ法呈

线性相关（狉＝０．９９６，犘＜０．０１）；ＨｂＡ１ｃ靶值浓度为５．２０％、６．４０％、７．６０％、８．８０％、１０．００％、１１．２０％，其回收率分别为

１００．１５％、９８．９１％、９８．８４％、９８．２０％、１０３．６２％、９９．８２％；当葡萄糖小于１５．５０ｍｍｏｌ／Ｌ、尿酸小于５１６．００μｍｏｌ／Ｌ、胆红素小于

２１７．００μｍｏｌ／Ｌ、三酰甘油小于１０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ、尿素小于１１．５０ｍｍｏｌ／Ｌ、清蛋白小于５０ｇ／Ｌ、球蛋白小于５０ｇ／Ｌ时，对结果无明

显干扰。肝素钠、乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）、枸橼酸钠抗凝标本ＨｂＡ１ｃ结果在－２０～２０℃保存３ｄ无明显改变（犘＞０．０５）；

标本５００、１０００ｒ／ｍｉｎ（犚＝１５ｃｍ）离心不同时间（１、２、５、１０ｍｉｎ）以及２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，其检测结果与３０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　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

规方法相比其相关性良好且偏差较小，可完全满足临床对 ＨｂＡ１ｃ检测需求。
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　　糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）是血红蛋白两条Ｂ链的Ｎ端缬氨

酸与葡萄糖非酶化结合而成，其水平不受血糖水平暂时波动的

影响，可反映８～１２周血糖的平均水平，是判定糖尿病长期控

制的良好指标。２００２年美国糖尿病协会明确将 ＨｂＡ１ｃ作为

糖尿病血糖控制的金标准［１２］。临床上测定 ＨｂＡ１ｃ方法有几

十种，目前常用的基本上可分为两大类：一类是基于 ＨｂＡ１ｃ与

血红蛋白（Ｈｂ）的电荷不同如离子交换层析法 、电泳法；另一

类是基于 Ｈｂ上糖化基团的结构特点，如亲和层析法、免疫法、

离子捕捉法［３４］。其中高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）被列为 ＨｂＡ１ｃ

测定的参考方法，被认为是金标准，但需要昂贵的仪器设备。

酶法是近年来新推出的一种新方法，该方法不需要特殊的仪

器，可在生化仪上完成检测，具有简便、快速、重复性好、成本
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低、收费低廉等优点，有着更好的应用前景［５６］。但关于该方法

的方法学性能及其影响因素目前还少有报道。本文就该方法

学的精密度、线性范围、干扰因素、准确性、相关性、标本抗凝保

存及离心等影响因素进行探讨，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取在本院门诊或住院就诊的糖尿病患者

５２例，和非糖尿病患者５７例，留取静脉血液标本，根据试验需

要，进行不同的前处理，备用。

１．２　方法

１．２．１　仪器与试剂　美国伯乐ＢｉｏＲａｄＶａｒｉａｎｔⅡ型全自动

ＨｂＡ１ｃ分析仪及原装配套试剂（批号 ＡＡ３１３３１）及质控物

（ＡＡ６３６６５）。日立７６００型全自动生化分析仪（日本，日立公司

产品）；酶法试剂盒：日本积水 ＮｏｒｕｄｉａＨｂＡ１ｃ试剂。试剂主

要成分：（１）试剂１（批号８０１ＲＤＫ），Ｎ（羧甲基氨羰基）４，４′二

甲氨基二苯胺化钠。（２）试剂２（批号８０１ＲＤＫ），过氧化物酶，

果糖基氨基酸氧化酶。（３）标准品（批号９１８ＲＤＫ）的浓度①，

６１０ｍｇ／ｄｌ（Ｈｂ）、１４．１ｍｇ／ｄｌ（ＨｂＡ１ｃ）；浓度②，９０１ｍｇ／ｄｌ（Ｈｂ）、

７５ｍｇ／ｄｌ（ＨｂＡ１ｃ）。（４）ＨｂＡ１ｃ 定 值 质 控 靶 值 （批 号 为

９１８ＲＤＫ），高值（８．８０±０．４３）％、中值（６．３０±０．３７）％、低值

（４．５０±０．２９）％。

１．２．２　仪器状态确认　按照要求对仪器进行日常维护，严格

按照试剂盒说明书及厂家的规定进行 ＮｏｒｕｄｉａＨｂＡ１ｃ的参数

设置，使用配套的标准液进行定标，并检测配套的质控品，确认

准确性和精密度均符合要求后，对不同前处理的标本或质控物

进行检测。

１．２．３　精密度实验　取高、中、低值质控物分别测定２０次，然

后每天测定１次，连续测定２０ｄ，分别得出批内及批间变异系

数（犆犞），按照全国临床检验操作规程临床化学质量控制允许

偏倚范围，ＨｂＡ１ｃ的允许误差限值为Ｔ±１５％，批内犆犞均小

于１／４允许误差限值（３．７５％），批间ＣＶ均小于１／３允许误差

限值（５．００％）
［７］。

１．２．４　线性试验　将 ＨｂＡ１ｃ水平（酶法测定结果）为５．２０％

（低值）和１１．２０％（高值）的标本按线性递增的比例关系稀释。

高值∶低值从０∶５、１∶４、２∶３、３∶２、４∶１、５∶０的比例充分

混合后，每个混合标本检测３次，计算其平均值，与理论靶值相

比较得出回收率。

１．２．５　干扰试验　在 ＨｂＡ１ｃ水平为５．９６％（酶法检测结果）

的标本中分别添加不同终浓度葡萄糖（３．７１、６．１１、１５．５０

ｍｍｏｌ／Ｌ）、尿酸（８９、４１６、５１６μｍｏｌ／Ｌ）、胆红素（５．１０、１９、２１７

μｍｏｌ／Ｌ）、三酰甘油（１．０１、１．７０、１０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ）、尿素（１．８１、

７．１２、１１．５０ｍｍｏｌ／Ｌ）、清蛋白（２０、４０、５０ｇ／Ｌ）和球蛋白（２５、

３５、５０ｇ／Ｌ）。充分混匀后，重复检测３次，将３次检测均值与

靶值（５．９６％）进行比较，计算偏差。

１．２．６　相关性实验　分别用酶法、ＨＰＬＣ测定１０９份全血标

本的 ＨｂＡ１ｃ％水平，分析两种方法的差别及其相关性。

１．２．７　标本储存温度和时间　将同一份标本分成几等份，分

别在０、－２０、２０℃储存０、１、２、１２、２４、３６、７２ｈ后上机检测，共

试验２０份标本，以２０℃储存０时（即时）为对照组，其他为观

察组，比较每组与对照组间的差异。

１．２．８　离心力及离心时间　将标本分别以５００、１０００、２０００、

３０００ｒ／ｍｉｎ离心（犚＝１５ｃｍ）１、２、５、１０ｍｉｎ，共试验２０份标

本，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ组为对照组（试剂盒说明书要求

的离心速度和时间），其他为观察组，比较各观察组与对照组间

的差异。

１．２．９　抗凝剂　同一份标本，分别用肝素钠、ＥＤＴＡ２Ｋ、枸橼

酸钠商品化抗凝试管抗凝，共２０份标本，统计３种抗凝管之间

的差异。

１．３　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１０．０统计分析软件进行统

计学分析，计量资料用狓±狊表示，组间比较采用配对的狋检

验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组批内和批间精密度比较　批内和批间精密度均小于

３％，见表１。

表１　　酶化学法测定质控 ＨｂＡ１ｃ批内

　　　及批间变异结果（狀＝２０，％）

组别 狓 狊 犮狏 ９５％犆犐

批内低值组 ４．５６ ０．０６ １．３７ ４．４４～４．６８

批内中值组 ６．３２ ０．０８ １．２６ ６．１６～６．４８

批内高值组 ８．６９ ０．０９ １．０４ ８．５１～８．８７

批间低值组 ４．９２ ０．１３ ２．６４ ４．６６～５．１８

批间中值组 ６．３８ ０．１４ ２．２４ ６．１１～６．６６

批间高值组 ８．７３ ０．１６ １．８３ ８．４１～９．０５

２．２　线性试验　６个浓度 ＨｂＡ１ｃ平均回收率为９９．９２％。回

归方程犢＝１．０２５５犡－０．２０３９（狉＝０．９９７，犘＜０．０１）。不同浓

度 ＨｂＡ１ｃ回收率及偏差检测结果，见表２。

表２　　不同浓度（混合比）ＨｂＡ１ｃ回收率

　　　及偏差检测结果比较

项目 ０∶５ １∶４ ２∶３ ３∶２ ４∶１ ５∶０

靶值（％） ５．２０ ６．４０ ７．６０ ８．８０ １０．００ １１．２０

测定均值（％） ５．２１ ６．３３ ７．５１ ８．６４ １０．３６ １１．１８

回收率（％） １００．１５ ９８．９１ ９８．８４ ９８．２０ １０３．６２ ９９．８２

绝对偏差 ０．０１ －０．０７ －０．０９ －０．１６ ０．３６ －０．０２

２．３　干扰试验　加入不同浓度干扰物后 ＨｂＡ１ｃ检测值无明

显变化，偏差为－１．２３％～１．４５％，平均０．１８％。

２．４　 相关性实验 　ＨＰＬＣ 及 酶 法 结 果 分 别 为 （６．９３±

１．７２）％、（６．８９±１．８５）％，作两种方法配对狋检验，差异无统

计学意义（犘＞０．０５，狀＝１０９）；回归方程犢＝１．０６４犡－０．４８５６

（狉＝０．９９６，犘＜０．０１），二者相关性良好，偏差为－７．２３～

７．４５％。

表３　　不同温度储存不同时间 ＨｂＡ１ｃ检测

　　　结果比较（狓±狊，狀＝２０，％）

时间 －２０℃ ０℃ ２０℃

０ｈ ６．７９±２．２５ ６．８４±２．２３ ６．８１±２．３２

１ｈ ６．７５±２．２６ ６．８６±２．２８ ６．８２±２．３２

２ｈ ６．８１±２．２３ ６．８９±２．２４ ６．８５±２．２９

１２ｈ ６．８２±２．２７ ６．８２±２．３２ ６．７７±２．３０

２４ｈ ６．９０±２．３３ ６．７８±２．２２ ６．８４±２．３５

３６ｈ ６．８２±２．３６ ６．８４±２．２４ ６．８８±２．３６

７２ｈ ６．８４±２．２７ ６．７９±２．３５ ６．８４±２．３３

５７３１重庆医学２０１５年４月第４４卷第１０期



２．５　不同储存温度和时间比较　不同温度储存不同时间，各

组结果差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表３。

２．６　不同离心力离心时间比较　离心速度过低，其 ＨｂＡ１ｃ检

测结果偏低。标本５００、１０００ｒ／ｍｉｎ离心不同时间（１、２、５、１０

ｍｉｎ）以及２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，其检测结果与３０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见表４。

表４　　标本离心不同速度、时间 ＨｂＡ１ｃ检测结果

　　　比较（狓±狊，狀＝２０，％）

离心速度（ｒ／ｍｉｎ） １ｍｉｎ ２ｍｉｎ ５ｍｉｎ １０ｍｉｎ

５００ ６．２７±１．７８ａ ６．３８±１．８７ａ ６．２８±１．７９ａ ６．２５±１．８ａ

１０００ ６．２４±１．８２ａ ６．４０±１．８８ａ ６．５４±１．８５ｂ ６．５０±１．７８ｂ

２０００ ６．５８±２．０２ｂ ６．９０±１．９７ ６．９３±１．９９ ７．０２±１．９４

３０００ ７．０４±１．９９ ７．０５±２．０９ ７．０２±２．０５ ７．０５±２．０８

　　ａ：犘＜０．０１，ｂ：犘＜０．０５，与３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ比较。

２．７　 不同抗凝剂比较 　３ 种抗凝剂保存 ７２ｈ 在各组

ＨｂＡ１ｃ％检测结果比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见

表５。

表５　　不同抗凝剂保存不同时间标本 ＨｂＡ１ｃ

　　　结果比较（狓±狊，狀＝２０，％）

抗凝剂 即时 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＥＤＴＡ－２Ｋ ６．１９±１．１４ ６．１６±１．１５ ６．２１±１．１２ ６．１７±１．１０

枸橼酸钠 ６．２６±１．１９ ６．１８±１．１１ ６．２５±１．２２ ６．１７±１．１７

肝素钠 ６．２２±１．２４ ６．２２±１．１２ ６．２１±１．１１ ６．２３±１．１７

３　讨　　论

ＨｂＡ１ｃ检测的方法有很多种，不同检验设备和检测方法

其测定结果的准确度、精密度往往存在一定差异或偏倚，按照

美国临床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）文件要求的批内、批

间犆犞＜５％，本次酶法批内及批间均犆犞＜３％，精密度较高且

符合ＮＣＣＬＳ的要求，也完全符合临床要求。根据美国临床化

学协会（ＡＡＣＣ）的 ＨｂＡ１ｃ标准化分会和国际生物化学与分子

生物学联盟的 ＨｂＡ１ｃ标准化工作组建议，以 ＨＰＬＣ方法作为

检测 ＨｂＡ１ｃ的金标准，希望以此使大多数的实验方法能够参

照“指定的方法”实现标准化。本研究中选取１０９份临床标本，

结果显示与 ＨＰＬＣ法相关良好（狉＝０．９９６，犘＜０．０１），相关性

结果表明酶法与目前临床上测定 ＨｂＡ１ｃ金标准方法（ＨＰＬＣ）

高度相关；进一步比较和分析，通过对两种方法作配对狋检验，

结果显示差异无统计学意义（犘＞０．０５），因此，本研究认为酶

法检测结果与 ＨＰＬＣ基本相当。但本结果显示，与 ＨＰＬＣ还

是存在偏差（－７．２５％～７．４５％），１０９例标本酶法平均低于

ＨＰＬＣ１％，这种偏差可能是随机误差造成的，也可能是方法差

异造成，具体原因还有待于进一步研究。

酶法的反应原理是，首先利用反应液中蛋白分解酶的催化

分解 ＨｂＡ１ｃ的β链生成糖化甘氨酰谷氨酰胺，根据分解前后

吸光度的差异计算得出 Ｈｂ水平；然后向反应液中加入果糖基

氨基酸氧化酶（ＦＰＯＸ），糖化甘氨酰谷氨酰胺生产红色的 Ｎ

（羧甲基氨羰基）４，４′二甲氨基二苯胺化钠（显色剂），通过反

应前后吸光度的差异计算出 ＨｂＡ１ｃ水平
［８］。在本次干扰试验

中，结果显示在加入浓度小于１５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖、５１６μｍｏｌ／

Ｌ尿酸、２１７ｍｏｌ／Ｌ胆红素、１０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ三酰甘油、１１．５０

ｍｏｌ／Ｌ尿素、５０ｇ／Ｌ清蛋白、５０ｇ／Ｌ球蛋白的干扰物质后，

ＨｂＡ１ｃ检测结果的偏差均小于１．５０％，偏差效应小于本试验

的变异系数（２．６４％），偏差小于系统变异系数，这说明上述物

质可能对检测结果无干扰。在回收试验中，本次样本 ＨｂＡ１ｃ

水平 为 ５．２０％ ～１１．２０％，其 回 收 率 最 低９８．２０％，最 高

１０３．６２％，平均回收率９９．９２％。回收率试验及干扰试验结果

表明该方法具有较高的准确性和特异性，且完全能够满足临床

的检测需要。

有较多的前处理因素对 ＨｂＡ１ｃ检测有影响，全血标本的

质量直接影响到检验结果的准确性及可靠性。全血标本质量

包括标本抗凝与保存以及离心力与离心时间等，前处理日常工

作中也往往是被忽视的问题，如何规范前处理操作规程，也是

成为该领域当前的关注热点。有文献报道，应用 ＨＰＬＣ法，发

现在－２０℃低温冰箱冷冻保存的全血标本ＨｂＡ１ｃ％从第１天

就开始发生变化，分析认为这是由于 Ｈｂ结果降低所致，第１０

天变化更为显著，在４～８℃冰箱冷藏保存的全血标本 ＨｂＡ１ｃ

在１０ｄ内均保持稳定
［９］；有报道显示，采用 ＨＰＬＣ 检测

ＨｂＡ１ｃ％，标本贮存时间、温度影响 ＨｂＡ１ｃ检测结果，随着样

本贮存时间延长，测定结果会逐渐升高［１０１１］。然后，不同检测

方法得出的结论也不同，与其他方法相比，离子交换色谱法和

硼酸盐亲和色谱法在任何温度下稳定性都较好，可在－７０℃

低温冻干条件下保存１年，检测结果不受标本储存时间的影

响［１２１３］；在４℃时，全血样本可保存７ｄ，在室温条件下，全血样

本稳定性较差，只能保存数天；在３７℃条件下，未经任何处理

的全血样本稳定性最差，无论何种检测方法，样本有效保存时

间均小于１ｄ
［１４１６］。目前关于酶法其标本保存温度与时间的

相关要求尚少见报道，本次酶法研究结果显示－２０、０、２０℃保

存３ｄ，ＨｂＡ１ｃ结果无显著性改变，因此，本研究认为酶法检测

时其全血标本在－２０～２０℃可以保存３ｄ。关于离心速度和

时间方面，试剂盒说明书要求３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，在日常

工作中发现，往往存在离心不规范现象，比如离心速度过低或

者时间过短，离心是否会对结果产生影响，目前尚少见文献报

道，本研究主要是人为设计不同的离心速度离心不同的时间，

观察结果的变化（以３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ为对照）。本研究

结果显示，当离心速度低于１０００ｒ／ｍｉｎ（Ｒ＝１５ｃｍ）、≤２０００

ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，其检测结果偏低（犘＜０．０５），当离心速度大

于或等于２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ（Ｒ＝１５ｃｍ），与试剂说明书

要求３０００ｒ／ｍｉｎ（Ｒ＝１５ｃｍ）离心５ｍｉｎ比较，差异无统计学

意义（犘＞０．０５），据此可以认为酶法检测其标本离心速度应该

大于或等于２０００ｒ／ｍｉｎ且不低于１ｍｉｎ；离心速度过低会导致

其检测结果偏低，这可能是由于血细胞层含有血浆成分干扰酶

法检测结果。当然不同的方法，其对标本的离心力要求也可能

是有差别的。有文献报道采用免疫比浊法，结果显示３０００ｒ／

ｍｉｎ离心１ｍｉｎ会使结果偏低，而离心２、３、４ｍｉｎ检测的结果

之间无显著性差异［１３，１７］，这与本研究结果基本一致。在标本

抗凝方面，应用 ＨＰＬＣ法，临床上常以ＥＤＴＡＫ２抗凝管作为

测定 ＨｂＡ１ｃ的标准用管
［１５］；有文献报道采用ＥＤＴＡＫ２抗凝

管、枸橼酸钠抗凝管、肝素锂抗凝管对 ＨｂＡ１ｃ检测结果无影

响，但肝素锂抗凝的全血检测结果略有偏高，大约比 ＥＤＴＡ

Ｋ２和枸橼酸钠抗凝标本高０．５０左右
［１５１８］。而酶法厂家并未
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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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