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儿童化学发光免疫分析中稀释方法的探讨
顾凡磊 赵瑞芳 季志英 吴 哈△ 李益卫

(复旦大学附属儿科医院核医学科上海 201102)

摘要 目的：探讨儿童化学发光免疫分析中标本量过少时，用怎样的稀释介质以及稀释方法解决这个问题，分析不同的稀释介质

产生的基质效应。方法：本实验以儿童常规筛查检测项目血清三碘甲状腺原氨酸（TT3）为例，选取血清样本 30例，分别使用美国
贝克曼库尔特公司 UniCel DXI800 Access化学发光免疫分析仪测试药盒三碘甲状腺原氨酸（TT3）配套 TT3定标液 S0（简称
TT3S0）、0.9％氯化钠、医用蒸馏水作为稀释介质进行手工 2倍（1:1）及 4倍（1:3）后测定。计算稀释测定结果与原始数据的差异，
观察基质效应对检测结果的影响。寻找实际工作中可运用的稀释介质和稀释倍数。结果：不同稀释组与原始值之间比较，TT3S02

倍（t=0.7937, P＞ 0.05）、4倍稀释（t=-0.2503, P＞ 0.05），以及蒸馏水 2倍稀释（t=-0.2845, P＞ 0.05）差异均无统计学意义。而 0.9 ％氯
化钠 2倍（t=-6.4686, P＜ 0.05）、4倍稀释(t=-3.9842, P＜ 0.05)，以及医用蒸馏水 4倍稀释（t=-1.9957, P＜ 0.05）差异有统计学意义。
结论：三碘甲状腺原氨酸 TT3S0定标液 2倍，4倍稀释方法及医用蒸馏水 2倍稀释方法均可以得到较为满意的结果。三碘甲状腺
原氨酸（TT3）配套 TT3定标液 S0可用于标本 2倍及 4倍稀释。当定标液获取困难，蒸馏水 2倍稀释同样可以运用。
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The Discussion of Dilution Method in Children using
Chemiluminescent Immunoassay

To address the problem of undersampling in child chemiluminescene immunoassay by investigating the
influence of dilution medium and method on detection of serum triiodothyronine(Total T3) concentration. Serum triiodothyron-
ine (Total T3) concentration, a routinely screened indicator in children physical examinations, was tested. Serum samples were collected
from 30 children. UniCel DXI800 appliance produced by Beckman Coulter Inc was used to test the concentration of serum
triiodothyronine as diluted two and four times by Access Total T3 Calibrators S0 (TT3S0), 0.9 % sodium chloride injection, and sterile
water for injection respectively. By comparing the concentration test results before and after dilution, the matrix effect on test results was
investigated. Based on the experimental results, the workable diluents and dilution multiples can be identified to be applied in medical
tests. Paired t-tests between before-and after-dilution groups showed that the difference is statistically insignificant in samples
diluted by TT3S0 two times (t=0.7937, P>0.05), TT3S0 four times dilution (t= -0.2503, P>0.05), and sterile water two times dilution (t=
-0.2845, P>0.05). The difference is statistically significant in samples diluted by 0.9 %sodium chloride injection two times (t= -6.4686,
P<0.05), 0.9 %sodium chloride injection four times (t= -3.9842, P<0.05) and sterile water four times (t= -1.9957, P<0.05).
TT3S0 two times and four times dilution, as well as sterile water two times dilution can work as satisfactory dilution method.TT3S0 can
be diluted 2 or 4 times to be applied as dilution medium. When it is difficult to get access to the above dilution medium, sterile water two
times dilution can also be used.
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前言

化学发光免疫分析技术(Chemi-luminescence Immunoassay,

CLIA)[1,2]根据放射免疫分析的基本原理，将高灵敏的化学发光

技术与高特异性的免疫反应结合起来，建立了化学发光免疫分

析法。CLIA具有灵敏度高、特异性强、线性范围宽、操作简便、

无辐射、标记物有效期长并可实现全自动化等优点[3]。

化学发光免疫分析技术广泛用于儿童内分泌类激素，以及

生长发育，代谢类激素方面的检测。大部分全自动化学发光免

疫仪器标本的需要量由测试需要量，反应管死腔量，探针多吸

量以及样本容器死腔量构成，一个检测项目就需要大量的标

本。但在儿童临床检验实际工作中，常常遇到 1、血液样本采集
困难尤其是新生儿、早产儿、血球压积过高血清量少。2、当检测
结果出现疑问需要复查。3、出现无法预计的机器故障导致标本
浪费等各种原因，致使血清样本量难以满足检测需要。为解决
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工作中的实际问题，将剩余少量的标本进行稀释再检测，如果

要得出与原始数据相近的结果，适当的稀释液及稀释方法就尤

为关键，从而减少病人为某一个检测项目再次抽血，缓解了病

孩抽血困难及反复抽血的医患矛盾。本文作者通过对稀释试验

的阐述并进行可行性探讨。通过对稀释液产生基质效应的分

析，为检测项目选择适当的稀释介质、稀释方式提供依据。

1 材料和方法

1.1 仪器设备

检测设备为美国贝克曼库尔特公司 UniCel DXI800 Access

化学发光免疫分析仪。

1.2 试剂

试剂为该仪器配套检测试剂三碘甲状腺原氨酸（TT3）。批

号 118056。

采用 BIO-RAD质控品（批号 40250）对本实验检测项目三

碘甲状腺原氨酸（TT3）试剂盒进行批内质控检测，低、中、高 3

个浓度水平 CV均＜ 5 %。

1.3 原料及样本

三碘甲状腺原氨酸（TT3）S0定标液批号 116972（美国贝

克曼库尔特公司）、0.9 ％氯化钠（成都平原药业有限公司）、医

用蒸馏水（上海长征富民金山制药有限公司）。

样本采自本院 2012年 1月至 3月间住院和门诊血清三碘

甲状腺原氨酸（TT3）检测病人血清样本 30 例，均在检测线性

范围内（13.02-800.78 ng/dl）。

1.4 稀释试验

将收集到的 30 例血清样本分别使用三碘甲状腺原氨酸

（TT3）S0定标液、0.9 ％氯化钠、医用蒸馏水作为稀释介质进行

手工 2倍（1:1）及 4倍（1:3）稀释进行测定。

1.5 数据处理

所有数据采用平均数± 标准差(x ± s)表示，两组间比较采

用配对 t检验；计算不同稀释组与原始值之间的相对偏移；使

用 Pearson相关分析法计算不同稀释组与原始组的相关系数，

并拟合线性回归方程。数据分析采用 STATA11统计分析软件，

以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

经配对 t 检验比较不同稀释组与原始值之间的差异，

TT3S0标准品 2倍稀释 (t =0.7937，P＞ 0.05)、4 倍稀释 (t= -0.

2503，P＞ 0.05)，以及医用蒸馏水 2倍稀释(t= -0.2845, P＞ 0.05）

，差异均无统计学意义。而 0.9 %氯化钠 2倍稀释(t= -6.4686，
P＜ 0.05)、4倍稀释(t= -3.9842, P＜ 0.05)，以及蒸馏水 4倍稀释
(t= -1.9957，P＜ 0.05)差异有统计学意义。各稀释组结果与原始

值之间的差值、Pearson相关系数与直线回归方程如表 1所示。

3 讨论

化学发光免疫分析原理可知，检测过程包含 4个环节:加

样—孵育—洗涤—光检[4]，对加样环节精度提出了更高的要求，

其中病人血清的加注量直接影响待测物浓度的计算，在儿童化

学发光免疫分析的实际工作中遇到的问题与成人不同，在加样

环节会遇到标本量无法满足仪器检测需要量的问题，主要由于

Test Groups TT3S0 0.9 %sodium chloride injection Sterile Water

n

T value (paired t-test)（p value）

Relative difference a

Correlation (r)

Regression equation b

R2

Test Groups

n

T value (paired t-test)（p value）

Relative difference a

Correlation (r)

Regression equation b

R2

(2 times dilution)

30

0.7937( P>0.05)

6.80%

0.970

Y=22.6037+0.8247X

0.9416

TT3S0 (4 times dilution)

30

-0.2503(p>0.05)

3.57%

0.893

Y=27.3630+0.8305X

0.7982

(2 times dilution)

30

-6.4686(p<0.05)

19.00%

0.989

Y=7.5734+1.0865X

0.9780

0.9 %sodium chloride injection

(4 times dilution)

30

-3.9842(p<0.05)

20.89%

0.964

Y=-8.1505+1.2474X

0.9300

(2 times dilution)

30

-0.2845(p>0.05)

0.62%

0.985

Y=-0.9706+1.0122X

0.9710

Sterile Water

(4 times dilution)

30

-1.9957(p<0.05)

3.97%

0.975

Y=-25.2194+1.2559X

0.9510

表 1稀释测定值与原始值的相关系数与回归方程(n=30)

Table 1 Correlation and Regression Analysis of the Relationship between Test Results before and after Dilution(n=30)

注: a相对差值计算公式为: (测定值 -原始值)/原始值× 100 %；b回归方程 Y为测定值,X为原始值。

Note: a Relative difference is calculated as:（test result after dilution－ test result before dilution）/ test result before

dilution× 100 %; b Regression equation Y= test result after dilution X= test result before dilution.
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1、血液样本采集困难尤其是新生儿、早产儿、血球压积过高血

清量少。2、当检测结果出现疑问需要复查。3、无法预计的机器

故障导致标本浪费等各种原因。当出现以上情况为避免小儿

反复抽血，抽血困难等因素，需要将个别标本稀释满足仪器

检测的需要量，为了解决这个问题必须寻找合适的稀释介

质和方法。通过大量关于稀释文献的阅读，发现文献中关于

标本稀释的问题主要是讨论当检测结果超出仪器线性范

围 [5-13]，不能准确检测出浓度，从而将标本稀释再进行测定。而

在大量的儿童检测结果中发现超出线性范围的结果很少，那

何种稀释介质和方法可以用于线性范围内检测结果的稀释，

从而解决实际工作中的问题。免疫化学分析中普遍存在基质

效应影响测定准确性的问题[13],不同稀释介质产生的基质效应对

检测结果存在影响[14,15]。选取原始数值在线性范围内的血清标本

进行稀释实验，从结果中找出合适的稀释介质和方法。

本实验结果表明，通过配对 t检验血清三碘甲状腺原氨

酸（TT3）定标液 S0，2倍、4 倍稀释以及医用蒸馏水 2倍稀释

结果与原始结数据最为接近，无统计学意义，可用于稀释。0.9

％氯化钠和医用蒸馏水 4倍稀释不可用。分析原因，TT3S0定

标液的主要成分是人血清含有零浓度的三碘甲状腺原氨酸。

零浓度三碘甲状腺原氨酸人血清成份与样品血清基本相近，

二者互相混合稀释力强。零浓度人血清胶体稳定性好，另外零

浓度三碘甲状腺原氨酸人血清成分单一，排除了其它成分对

样本血清的干扰，减少了基质效应对结果的影响。因此 TT3S0

作为稀释液无论是 2倍还是 4倍稀释结果相对偏差较小。医

用蒸馏水不含杂质，基质效应影响相对较小。可用于稀释。当

4倍稀释时可能是因为同一种稀释液随着稀释倍数的增加偏

差也增大。故待测样本量太少不能用医用蒸馏水 4倍稀释。结

果同样显示 0.9 ％氯化钠不能用于稀释，0.9 %氯化钠作为稀

释液无蛋白质和血清成份，对样品血清稀释则缺少胶体稳定

性，吸光度范围波动大，则稀释结果相对偏差增大。

化学发光免疫分析测定的稀释液和稀释方法在工作中经

常会用到，直接影响到检测的结果是否准确。稀释液的选择既

要简单方便，同时不影响结果的准确性[16]。本文以三碘甲状腺

原氨酸为例，发现试剂配套的 S0定标液作为稀释液最好，而

每一种检测项目的 S0定标液的成分都是该试剂的零浓度人

血清。所以其它检测项目的标本稀释同样可以借鉴。但是，是

否可以用于超过 4倍以上的标本稀释还需要探讨。医用蒸馏

水是比较容易得到的稀释液，但试验显示只限于 2 倍稀释。

0.9 %氯化钠无法作为稀释液。

在儿童化学发光免疫分析的工作中，标本不够是经常遇

到的问题，本文的意义在于对工作中遇到的实际问题进行了

针对性的探讨以及用现有的资源进行解决，标本不够最好的

方法是重新抽血再检测，如果在一定范围内可以用稀释的方

法避免小孩反复抽血和抽血困难产生的医生与患者之间的矛

盾，也是必不可少的。
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