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甲功五项化学发光免疫分析的基质效应对临床测值的影响

赵 敏 1 笪宏华 1 杨贤芳 1 徐天祥 2 吴在荣 2

(1 句容市中医院检验科；2 句容市人民医院检验科 江苏 句容 212400)

摘要 目的：探索评价基质效应在化学发光免疫分析中对甲状腺功能五项指标的影响。方法：选取甲状腺功能五项高值血清，用 10
种基质牛血清、马血清、山羊血清、水解明胶、BSA、PBS、生理盐水、正常人血清、甲减人血清、甲亢人血清分别对 T3、T4、FT3、FT4、
TSH 的高值血清进行倍比稀释，观察基质效应，另将 10 种基质用考马斯亮兰法检测蛋白含量，分析蛋白含量与基质效应的关系。
结果：T3 项目牛血清、水解明胶、BSA 有明显基质效应；T4 和 FT3 项目牛血清、水解明胶、BSA、PBS、生理盐水有明显基质效应；

FT4 项目牛血清、马血清、水解明胶、BSA、PBS、生理盐水有明显基质效应；TSH 项目没有发现基质效应，正常人血清、甲减人血清

和甲亢人血清对甲状腺功能五项无基质效应。检测结果显示蛋白含量多少与基质效应无关。结论：人血清基质是用于稀释样本，

基质效应最小的液体，针对个体差异性进行的选择，稀释 T3、T4、FT3、FT4 高值血清选择甲减人血清，稀释 TSH 高值血清选择甲

亢人血清，可以得到较为满意的结果。
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ABSTRACT Objective: To evaluate clinical test interference by matrix effect of five analytes of thyroid using chemiluminescent

immunoassay. Methods: Collected high value serum of five analytes of thyroid. In order to test matrix effect, the high value serum of T3,
T4, FT3, FT4, TSH were diluted by bovine serum,horse serum,goat serum, hydrolyzed gelatin,BSA,PBS, physiological saline solution,
normal human serum, hyperthyroidism human serum and hypothyroidism human serum. Compared protein concentration of the ten
matrix for finding relationship between protein concentration and matrix effect. Results: Bovine serum, hydrolyzed gelatin and BSA
made matrix effect in T3 assay; Bovine serum, hydrolyzed gelatin, BSA, PBS and physiological saline solution made matrix effect in T4
and FT3 assay; Bovine serum, horse serum, hydrolyzed gelatin, BSA, PBS and physiological saline solution made matrix effect in FT4
assay; None of 9 matrix made matrix effect in TSH assay. There was no matrix effect to use normal,hyperthyroidism and hypothyroidism
human serum for the five analytes of thyroid.There was no relationship between protein concentration and matrix effect. Conclusions:
Human serum was the minimum effect of the total matrix, it was needed to select suitable solution for different individual sample for
getting good result. High valve sample of T3, T4, FT3, FT4 selected hypothyroidism human serum to dilute; High valve sample of TSH
selected hyperthyroidism human serum to dilute.
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1977 年，Tsuji 等[1]基于放射免疫分析的基本原理，将酶促

化学发光与免疫反应结合起来，发展了化学发光免疫分析

(Chemi-luminescence Immunoassay，CLIA)。它是将发光物质或

酶标记在抗原或抗体上，免疫反应结束后，加入酶底物而发光，

通过测量发光强度和被测物浓度关系，建立光信号与浓度数学

模型，根据标准曲线测定待测物的浓度。CLIA 的主要优点是灵

敏度高、线性范围宽、标记物有效期长、无放射性危害等。
检测血清中甲状腺激素水平被公认为甲状腺疾病诊断和

分型的一组重要的指标，虽然 CLIA 相对于放射免疫分析和酶

联免疫分析有更宽的检测范围[2]，但由于临床样本个体差异性，

在临床检验工作中，会遇到特殊病人的某个血清样本浓度测值

超过了诊断试剂盒检测线性范围上限，为了得到准确结果，一

般会将样本进行系列稀释后再进行检测，得到的结果乘以稀释

倍数来确定样本真实浓度，但在操作过程中却发现有些样本倍

比稀释后的结果，明显不成比例，这主要是由于 " 基质效应 "
引起的差异。本文通过实验设计，在线性范围内进行比较实验，

分析不同基质在甲状腺功能五个项目上基质效应影响，并进行

了相关分析，找出清除基质效应的方法，将实验结果报道如下：

1 材料和方法

1.1 仪器设备
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Matrix

Diluent fold

Bovine

serum

Horse

Serum

Goat

Serum

Hydrolyzed

gelatin
BSA PBS

Normal

saline

Normalhuman

serum

Hhypothyroidism

serum

Pre-dilute 5.61 5.61 5.61 5.61 5.61 5.61 5.61 5.61 5.61

1/2 5.53 3.11 3.10 1.61 1.92 3.56 3.51 3.25 2.85

1/4 5.42 1.62 2.10 0.72 0.96 2.48 2.54 2.05 1.46

1/8 5.36 0.90 1.10 0.33 0.45 1.99 1.96 1.43 0.77

1/16 5.35 0.59 0.20 0.12 0.21 1.44 1.31 1.21 0.39

Matrix 5.32 0.21 0.10 0.01 0.02 0.04 0.01 0.89 0.11

表 1 T3 项目高值血清不同稀释基质液的基质效应统计表（ng/mL）
Table 1 T3 matrix of different dilution stroma in high level serum（ng/mL）

北京科美生物公司 CDM-Ⅰ型化学发光半自动免疫分析

系统微量移液器（德国 Eppendorf 公司），LG15-W 型离心机（北

京医用离心机厂），DEM-3 型自动洗板机 （北京拓普仪器公

司），电热恒温水浴箱（北京长安科学仪器公司），分光光度计

（上海精密仪器仪表公司），旋涡混合器（海门其林贝尔公司），

电子分析天平（上海精密科学仪器公司）

1.2 诊断试剂盒

甲功五项试剂盒包括三碘甲状腺原氨酸（T3）测定试剂盒，

批号 20091126；甲状腺素（T4）测定试剂盒，批号 20091124；游

离三碘甲状腺原氨酸（FT3）测定试剂盒，批号 20091104；游离

甲状腺素（FT4）测定试剂盒，批号 20091028；促甲状腺激素

（TSH）测定试剂盒，批号 20091117。
1.3 原料及样本

牛血清（杭州四季青公司）、马血清（北京元亨圣马公司）、
山羊血清 （兰州民海生物公司）、水解明胶 （上海熬江明胶公

司）、牛血清白蛋白 BSA（德国 Merck 公司）。
化学试剂均为分析纯：Na2HPO4·12H2O、KH2PO4·2H2O、

NaCL、KCL（均购自北京化学试剂公司）。
甲亢人血清、甲减人血清、正常人血清采自本院院自 2009

年 12 月 -2010 年 4 月间住院、门诊甲状腺治疗中或疑似患者，

空腹静脉取血，迅速离心处理（3500r/min,15min）吸取血清。
1.4 基质液体制备

1.4.1 血清灭活 将用于做稀释基质的牛血清、马血清、山羊血

清、正常人血清、甲亢人血清、甲减人血清置于 56℃灭活

30min。
1.4.2 生理盐水的配制 称取 0.9gNaCL 置于玻璃瓶中, 量取蒸

馏水 100 mL，混匀。
1.4.3 PBS 的配制 称取 Na2HPO4·12H2O 1.44g, KH2PO4·2H2O
0.24g，Nacl 8.0g, Kcl 0.2g 置于玻璃瓶中,量取蒸馏水 1000 mL，

混匀。
1.4.4 水解明胶基质的配制 取水解明胶 0.5 g，溶解于 100 mL
蒸馏水中，混匀。
1.4.5 BSA 基质的配制 取 BSA 1.0 g，溶解于 100 mL 蒸馏水

中，混匀。
1.5 样本稀释

1.5.1 T3 和 T4 项目 选取一例高于正常参考值 2 倍测值的甲

亢血清，分别用牛血清、马血清、山羊血清、水解明胶基质、BSA
基质、PBS、生理盐水、正常人血清、甲减人血清。不同基质液进

行 2 倍、4 倍、8 倍、16 倍稀释平衡 1h 后同时进行检测。
1.5.2 FT3 和 FT4 项目 选取一例高于正常参考值 3 倍测值的

甲亢血清，分别用牛血清、马血清、山羊血清、水解明胶基质、
BSA 基质、PBS、生理盐水、正常人血清、甲减人血清。不同基质

液进行 2 倍、4 倍、8 倍、16 倍稀释平衡 1h 后同时进行检测。
1.5.3 TSH 项目 选取一例高于正常参考值 7 倍测值的甲减血

清，分别用牛血清、马血清、山羊血清、水解明胶基质、BSA 基

质、PBS、生理盐水、正常人血清、甲亢人血清。不同基质液进行

2 倍、4 倍、8 倍、16 倍稀释平衡 1h 后同时进行检测。
1.6 试剂盒检测

严格按照 T3、T4、FT3、FT4、TSH 试剂盒说明书操作，原倍

样本与稀释 2 倍、4 倍、8 倍、16 倍的样本同时进行平行实验，

根据说明书要求的数学模型计算统计结果，并将结果汇总分

析。
1.7 不同基质的蛋白含量测定

使用考马斯亮兰法（Bradford 法）测定 10 种基质的蛋白浓

度，用牛血清白蛋白配制标准蛋白溶液，绘制标准曲线，测量牛

血清、马血清、山羊血清、水解明胶基质、BSA 基质、PBS、生理

盐水、正常人血清、甲减人血清、甲亢人血清等基质液的蛋白浓

度，进行比较分析。
1.8 数据处理

应用 chemclin3.2 版发光分析软件数据处理。

2 结果

2.1 T3 项目基质效应

将同一份高值血清用不同基质进行倍比稀释的结果，请相

见表 1，以高值血清倍比稀释的理论值作为横坐标，实测值作

为纵坐标作图，见图 1，图中字母表示牛血清（A）、马血清（B）、
山羊血清（C）、水解明胶基质（D）、BSA 基质（E）、PBS（F）、生理

盐水（G）、正常人血清（H）、甲减人血清（I）。
结果显示，T3 项目牛血清、水解明胶基质、BSA 基质有明

显的基质效应；正常人血清、甲减人血清无基质效应。
2.2 T4 项目基质效应

将同一份高值血清用不同基质进行倍比稀释的结果，请相

见表 2，以高值血清倍比稀释的理论值作为横坐标，实测值作

为纵坐标作图，见图 2，图中字母表示牛血清（A）、马血清（B）、
山羊血清（C）、水解明胶基质（D）、BSA 基质（E）、PBS（F）、生理

盐水（G）、正常人血清（H）、甲减人血清（I）。
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Matrix

Diluent fold

Bovine

serum

Horse

Serum

Goat

Serum

Hydrolyzed

gelatin
BSA PBS

Normal

saline

Normalhuman

serum

Hypothyroidism

serum

Pre-dilute 16.29 16.29 16.29 16.29 16.29 16.29 16.29 16.29 16.29

1/2 17.06 11.36 10.95 5.22 6.13 14.99 14.25 9.61 8.44

1/4 18.24 7.86 7.32 4.13 4.29 11.86 11.34 6.31 4.51

1/8 18.66 5.97 5.53 1.69 2.55 10.64 9.23 4.62 2.54

1/16 18.69 4.65 4.11 0.66 1.12 6.87 6.45 3.77 1.55

Matrix 18.91 3.89 2.36 0.01 0.01 0.04 0.01 2.93 0.56

Matrix

Diluent fold

Bovine

serum

Horse

Serum

Goat

Serum

Hydrolyzed

gelatin
BSA PBS

Normal

saline

Normalhuman

serum

Hhypothyroidism

serum

Pre-dilute 21.54 21.54 21.54 21.54 21.54 21.54 21.54 21.54 21.54

1/2 24.06 14.66 14.56 6.55 8.56 20.56 20.11 14.89 11.23

1/4 25.28 11.27 10.31 5.35 6.63 16.21 17.12 11.52 6.07

1/8 26.73 9.51 9.11 4.70 4.21 13.69 14.23 9.91 3.51

1/16 26.88 8.63 7.66 3.50 2.77 8.97 9.14 8.97 2.09

Matrix 26.91 6.71 4.27 0.81 0.01 0.02 0.01 8.13 0.89

表 2 T4 项目高值血清不同稀释基质液的基质效应统计表（μg/dL）
Table 2 T4 matrix of different dilution stroma in high level serum（μg/dL）

结果显示，T4 项目牛血清、水解明胶基质、BSA 基质、

PBS、生理盐水有明显的基质效应；正常人血清、甲减人血清无

基质效应。
2.3 FT3 项目基质效应

将同一份高值血清用不同基质进行倍比稀释的结果，请相

见表 3，以高值血清倍比稀释的理论值作为横坐标，实测值作

为纵坐标作图，见图 3，图中字母表示牛血清（A）、马血清（B）、
山羊血清（C）、水解明胶基质（D）、BSA 基质（E）、PBS（F）、生理

盐水（G）、正常人血清（H）、甲减人血清（I）。
结果显示，FT3 项目牛血清、水解明胶基质、BSA 基质、

PBS、生理盐水有明显的基质效应；正常人血清、甲减人血清无

基质效应。
2.4 FT4 项目基质效应

将同一份高值血清用不同基质进行倍比稀释的结果，请相

表 3 FT3 项目高值血清不同稀释基质液的基质效应统计表（pg/mL）
Table 3 FT3 matrix of different dilution stroma in high level serum（pg/mL）
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Matrix

Diluent fold

Bovine

serum

Horse

Serum

Goat

Serum

Hydrolyzed

gelatin
BSA PBS

Normal

saline

Normalhuman

serum

Hyperthyroidism

serum

Pre-dilute 36.57 36.57 36.57 36.57 36.57 36.57 36.57 36.57 36.57

1/2 17.56 18.11 18.22 18.36 18.19 18.29 18.34 19.42 18.28

1/4 8.50 9.03 9.11 9.28 9.17 9.06 9.28 10.89 9.19

1/8 4.25 4.55 4.34 4.71 4.63 4.37 4.69 6.66 4.62

1/16 2.11 2.29 2.18 2.39 2.39 2.21 2.31 4.46 2.37

Matrix 0.03 0.01 0.01 0.05 0.04 0.01 0.01 2.26 0.01

Matrix

Diluent fold

Bovine

serum

Horse

Serum

Goat

Serum

Hydrolyzed

gelatin
BSA PBS

Normal

saline

Normalhuman

serum

Hhypothyroidism

serum

Pre-dilute 7.12 7.12 7.12 7.12 7.12 7.12 7.12 7.12 7.12

1/2 7.32 5.12 4.51 2.88 2.29 6.61 6.55 4.24 3.58

1/4 7.57 3.19 2.67 1.79 1.67 5.37 5.21 2.88 1.82

1/8 7.97 2.57 1.89 1.16 1.12 4.19 4.12 2.19 0.93

1/16 8.06 1.94 1.55 0.69 0.87 3.16 2.98 1.78 0.48

Matrix 8.12 1.55 0.98 0.01 0.01 0.01 0.01 1.41 0.04

见表 4，以高值血清倍比稀释的理论值作为横坐标，实测值作

为纵坐标作图，见图 4，图中字母表示牛血清（A）、马血清（B）、
山羊血清（C）、水解明胶基质（D）、BSA 基质（E）、PBS（F）、生理

盐水（G）、正常人血清（H）、甲减人血清（I）。
结果显示，FT4 项目牛血清、马血清、水解明胶基质、BSA

基质、PBS、生理盐水有明显的基质效应；正常人血清、甲减人

血清无基质效应。
2.5 TSH 项目基质效应

将同一份高值血清用不同基质进行倍比稀释的结果，请相

见表 5，以高值血清倍比稀释的理论值作为横坐标，实测值作

为纵坐标作图，见图 5，图中字母表示牛血清（A）、马血清（B）、

山羊血清（C）、水解明胶基质（D）、BSA 基质（E）、PBS（F）、生理

盐水（G）、正常人血清（H）、甲亢人血清（J）。
结果显示，上述 9 种基质对 TSH 项目均无明显基质效应

影响。
2.6 不同基质的蛋白浓度对比

使用考马斯亮兰法对 10 种基质牛血清、马血清、山羊血

清、水解明胶基质、BSA 基质、PBS、生理盐水、正常人血清、甲
减人血清、甲亢人血清的蛋白浓度对比，结果见图 6，发现 " 基

质效应 " 的多少与蛋白含量无关。

3 讨 论

表 4 FT4 项目高值血清不同稀释基质液的基质效应统计表（ng/dL）
Table 4 FT4 matrix of different dilution stroma in high level serum（ng/dL）

表 5 TSH 项目高值血清不同稀释基质液的基质效应统计表（μIU/mL）
Table 5 TSH matrix of different dilution stroma in high level serum（μIU/mL）
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临床生物化学分析中 " 基质效应 "，已日益受到重视，最早

是在酶活力测定中用人工制备的参考物质时发现的。
基质效应几乎存在于所有样品中，测定样品中任何一个分

析物时，都不可避免地受基质效应的影响。多年来，基质效应的

存在一直是困扰实验室检测的严重问题。在酶法分析、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[3]。由于基

质效应与检测的方法及校准品选择有关[4]，因此也直接导致定

标后测定结果出现偏差[5-6]。在微量分析方法方面基质效应更加

明显[7-9]。S Dean 等研究去除基质效应的方法[10]。
按美国临床实验室标准化委员会（NCCLS）文件的定义，"

基质效应是指：标本中除分析物以外的其它成分对分析物测定

值的影响；基质对分析方法准确测定分析物的能力的干扰。
在化学发光免疫分析中，基质效应往往对分析物的测量过

程有显著的干扰，并影响分析结果的准确性。本文进行的甲状

腺功能五项指标，实验结果反映出不同的基质效应现象。
甲状腺功能异常是较为常见的内分泌疾病[11]。甲状腺分泌

的两种主要激素 T3 和 T4，T3 分子量 651D；T4 分子量 777D。
血循环中的 T3 有 80%来自游离 T4 通过酶的作用下在外周组

织脱去一个碘原子而成，直接来自甲状腺的 T3 只占 20%。血

中的 T3 和 T4 有 99.7%与甲状腺结合球蛋白(TBG)、甲状腺结

合前蛋白（TBPA）和白蛋白（Albumin）等结合，只有极少部分呈

游离状态形成 FT3 和 FT4，其中 FT3、FT4 仅占 T3、T4 的 0.3%
和 0.04%，与 TBG 等蛋白结合的 T3 和 T4 无生物活性，而只有

游离的甲状腺激素才能通过细胞膜进入细胞，与细胞内受体结

合，发挥其特有的生理作用。所以甲状腺的功能状态取决于

FT3、FT4 浓度的高低，因此测定血清中的 FT3 和 FT4 对了解

甲状腺功能比 TT3 和 TT4 更有价值[12]。T3、T4、FT3、FT4 由于

是小分子，一般测定试剂盒采用的方法原理为竞争法，用

T3/T4 抗体作为固相捕获抗体，用示踪物标记 T3/T4 抗原与血

清中的 T3/T4 竞争，检测信号与 T3/T4 浓度成反比，选择合适

的数学模型，绘制标准曲线检测 T3/T4 含量。从实验结果看，

T3、T4、FT3、FT4 都有基质效应现象存在。分析原因，在动物血

清中的 T3/T4 与人血清中的 T3/T4 结构完全一致，动物血清

（如牛血清） 本身的 T3/T4 含量就对人血清 T3/T4 测值产生影

响。另外动物血清蛋白成分和含量与人血清不同，在两者进行

混合的过程中，会破坏人血清内部原有的结合激素与游离激素

的平衡，产生基质效应。生理盐水和 PBS 在稀释的过程中改变

了人血清中 TBG、TBPA、Albumin 含量，同样破坏破坏人血清

内部原有的结合激素与游离激素的平衡系数，产生基质效应，

四种激素指标体内的含量不同，动态平衡的系数也有差异，反

映出的基质效应各有差异。
腺垂体分泌的 TSH 是调节甲状腺功能的主要激素。TSH

是一种糖蛋白激素，分子量为 28000，由 α 和 β 两个亚单位组

成，α 亚单位有 96 个氨基酸残基，其氨基酸顺序与 LH、FSH 和

hCG 的 α 亚单位相似；β 亚单位有 110 个氨基酸残基，其顺序

与以上三种激素 β 亚单位完全不同[12]。一般 TSH 测定试剂盒

采用的方法原理是双抗体夹心法，用一株单克隆抗体作为固相

捕获抗体与 α 亚单位结合，另一株单克隆抗体作为检测抗体

（标记示踪物）与 β 亚单位结合，单能与某一个亚单位（α 或 β）
结合的物质不能形成夹心结构，会被洗脱掉，降低类似物的干

扰，所以双抗体夹心法特异性较高。从实验结果看，9 种基质对

TSH 项目几乎没有基质效应，分析原因牛血清、马血清和山羊

血清等动物血清的 TSH 结构与人类不同，所以两株单克隆抗

体夹心结构可以最大限度降低交叉干扰，使得基质效应不明

显。
比对实验结果，发现人血清基质是用于稀释样本时基质效

应最小的基质液体，笔者认为减少基质效应，在选择稀释液时，

应该选择检测项目含量低的人血清作为基质，这种方法能够排

除其他外源性干扰，能够最大限度地降低基质效应引起的误

差，针对个体差异性进行的选择，稀释 T3、T4、FT3、FT4 高值血

清选择甲减人血清，稀释 TSH 高值血清选择甲亢人血清，可以

得到较为满意的结果。
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对异位妊娠的诊断尤为常用，阴道 B 超检查较腹部 B 起程检

查准确性更高；④诊断性刮宫；⑤后穹隆穿刺；⑥腹腔镜检查；

⑦其他生化标记。
黄体是人体内含血流最高的组织，妊娠黄体血流更加丰

富。宫内孕合并卵巢黄体囊肿破裂时发病急，当腹腔内出血不

多、无休克、也不再继续出血者，可行保守观察，若患者无生

育要求, 应行诊刮术。因为手术切除黄体，往往导致宫内孕流

产。保守治疗效果不确切，在保守治疗期间 HCG 持续升高，或

发生内出血仍需手术治疗[11]。若出血量大，血压进行性下降，患

者出现休克者，急诊开腹手术止血是挽救生命的最好方法[12]。
手术方式可行病灶切除后卵巢修补，或卵巢楔形切除，尽量保

留卵巢功能。因此手术时要常规仔细探查双侧卵巢、输卵管，甚

至其它盆腹腔脏器,以免漏诊或误诊，防止术后继续内出血导

致严重后果。
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