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黄疸样本对肌酐酶法测定准确性的影响及 
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摘  要: 目的  探讨黄疸样本对肌酐酶法测定准确性的干扰作用, 并提出针对性校正对策。方法  从武警浙

江总队医院检验与病理科提取 2022—2023 年住院患者的 120 份血清样本, 依据胆红素浓度分为无黄疸组、低

黄疸组(胆红素 85~170 μmol/L)、中黄疸组(胆红素 171~340 μmol/L)、高黄疸组(胆红素大于 340 μmol/L), 采用

东芝 TBA-2000FR 全自动生化分析仪及安徽伊普诺康生物技术股份有限公司配套肌酐检测试剂, 严格按试剂

盒说明书完成肌酐酶法测定操作; 设置干扰实验控制温度、反应时间等变量, 稀释法、吸附法处理样本后二次

测定, 运用统计学方法分析不同组别的肌酐测定偏差及处理方式的改善效果。结果  无黄疸组肌酐测定相对

偏差为 1.2%, 低、中、高黄疸组相对偏差依次升高至 5.7%、12.4%、21.6%, 偏差值与胆红素浓度成显著正相

关(r=0.927, P<0.01); 采用活性炭吸附法处理高黄疸样本后, 肌酐测定相对偏差降至 2.1%, 干扰消除效果优于

稀释法。结论  黄疸样本显著干扰肌酐酶法测定结果, 干扰程度随胆红素浓度升高而加重, 活性炭吸附法可有

效降低该干扰, 提升测定准确性, 为临床黄疸合并肾功能损伤患者的肌酐精准检测提供标准化实验依据, 也

为临床生化检验中特殊干扰样本的处理提供可借鉴的实践思路。 

关键词: 黄疸样本; 肌酐酶法; 测定准确性; 校正对策 
 
 

0  引  言 

血清肌酐是评估肾小球滤过功能、估算肾小球滤过率

的核心内源性标志物, 其检测精准度是慢性肾脏病分期诊

断、疗效监测及预后评估的关键前提。肌酐酶法测定凭借

高特异性、抗干扰能力优于苦味酸法的技术优势, 被 ISO 
15189:2022《医学实验室质量和能力的要求》医学实验室

质量认可准则列为临床常规检测方法, 广泛应用于各级医

疗机构的生化检测体系[1]。临床检测中黄疸样本内高浓度

的结合胆红素与游离胆红素, 可通过光谱重叠干扰、酶促

反应动力学抑制及辅酶竞争性结合等多重机制, 破坏肌酐

酶法的底物识别与产物检测环节, 导致测定结果偏离真值, 
严重削弱检验数据的临床溯源性[2]。基于此, 本研究系统

探究黄疸样本对肌酐酶法测定的干扰效应及作用机制, 筛
选高效的干扰校正方案, 为特殊样本的临床检测标准化提

供理论支撑与实践范式。 

1  材料与方法 

1.1  样本来源 

临床血清样本来源于武警浙江总队医院检验与病理

科 2022—2023 年住院患者, 纳入标准为无溶血(血红蛋白

质量浓度<0.5 g/L)、无脂血(甘油三酯浓度<5.6 mmol/L), 
肝肾功能指标完整且患者签署知情同意书, 排除合并严重

感染、恶性肿瘤、自身免疫性疾病及近期使用甲氨蝶呤、

万古霉素等影响肌酐代谢药物的样本, 共收集 120 份。 

1.2  材料与试剂 

肌酐酶法检测试剂(批号 2023101601, 安徽伊普诺康

生物技术股份有限公司); 胆红素标准品[纯度≥98%, 西
格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司]; 活性炭(50 μm, 分析

纯, 国药集团化学试剂有限公司); 医用生理盐水(0.9%氯

化钠注射液, 北京华润双鹤药业股份有限公司)。 
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1.3  仪器与设备 

TBA-2000FR 全自动生化分析仪[波长检测 340~800 nm、

反应温度控制精度(37±0.1) ℃, 日本东芝公司]; HC-3018
离心机(转速调节范围 0~15000 r/min, 安徽中科中佳科学

仪器有限公司); LTS 移液器[量程 0.5~1000 μL、加样误差

≤±0.5%, 美国 Rainin(瑞宁)公司]。 

1.4  实验方法 

1.4.1  样本分组设计 
本实验采用完全随机分组设计, 筛选后的血清样本

依据胆红素浓度分为 4 组, 每组纳入 30 份样本, 组间样本

的基础肌酐浓度(44~133 μmol/L)无统计学差异(P>0.05), 
排除基础肌酐水平对实验结果的干扰。具体分组如下: 无
黄疸对照组(胆红素浓度小于 17.1 μmol/L)、低黄疸组(胆红

素浓度 85.0~170.0 μmol/L)、中黄疸组(胆红素浓度 171.0~ 
340.0 μmol/L)、高黄疸组(胆红素浓度大于 340.0 μmol/L)。
每组样本均设置 3 个平行检测孔, 设立试剂空白孔与校准

品孔, 空白孔以生理盐水替代样本, 校准品孔采用配套校

准液进行校准。实验过程采用盲法检测, 即检测人员不了

解样本分组信息, 减少人为操作偏差, 确保实验结果的客

观性与可靠性。 
1.4.2  样本处理 

采用 TBA-2000FR 全自动生化分析仪测定胆红素与

肌酐浓度并分组, 组间患者年龄、性别、基础疾病等一般

资料无统计学差异(P>0.05)。保障样本同质性, 收集后 2 h
内 3000 r/min 离心 10 min 分离血清, 分装于 1.5 mL 离心管

并标记相关信息。临床低、中黄疸样本直接入组, 高黄疸

样本采用人工制备补充, 以胆红素小于 17.1 μmol/L、肌酐

100 μmol/L 的无黄疸血清为基底, 加入胆红素标准品母液

配制成 350、400、450、500 μmol/L 梯度样本, 重氮法验证

浓度偏差小于 5%, 检查样本外观无浑浊沉淀, 控制 pH 在

7.35~7.45。样本储存遵循生物样本管理规范, 短期(小于等

于 7 d) 4 ℃冷藏、长期(大于 7 d) –80 ℃冷冻, 冻融小于等

于 2 次, 检测前 4 ℃解冻混匀, 3000 r/min 离心 5 min 去沉

淀, 脂血或浑浊样本 12000 r/min 离心 15 min 纯化, 同步设

高、中、低浓度质控品同批检测。 
1.4.3  肌酐酶法测定步骤 

肌酐酶法测定严格遵循试剂说明书及仪器操作规程

进行, 反应原理为肌酐在肌酐酰胺水解酶作用下生成肌酸, 
肌酸经肌酸脒水解酶催化生成肌氨酸与尿素, 肌氨酸在肌

氨酸氧化酶作用下产生过氧化氢, 过氧化氢在过氧化物酶

作用下与显色底物反应生成有色化合物, 于 546 nm 波长

处测定吸光度变化值, 根据吸光度变化量计算肌酐浓度。具

体操作步骤如下: 将 20 μL 样本与 180 μL 试剂 R1(肌酐酶法

检测试剂盒的第一试剂)混合, 37 ℃孵育 5 min, 加入 60 μL
试剂 R2(肌酐酶法检测试剂盒的第二试剂), 继续孵育 3 min

后测定初始吸光度 A1, 反应 2 min 后测定终末吸光度 A2, 
计算吸光度差值 ΔA=A2–A1。每个样本重复测定 3 次, 取平

均值作为最终测定结果。 
1.4.4  干扰实验条件控制 

试剂储存与配制严守标准流程: 把胆红素标准品溶

解在二甲基亚砜里, 配制 10 mmol/L 母液, 避光且–20 ℃
保存; 使用前用生理盐水调配到指定浓度, 防止光照破坏

胆红素, 干扰实验结果。明确黄疸对肌酐酶法测定的特异

性干扰, 本实验严格控制实验条件, 消除温度、pH、反应

时间等无关变量的影响。反应温度恒定维持在 37 ℃, 通过

仪器恒温控制系统实时监测, 温度波动范围控制在±0.1 ℃
以内; 反应体系 pH 稳定在 7.5, 由试剂缓冲液保障, 实验

前测定试剂 pH, 偏离范围大于 0.1 时重新配制试剂。反应

时间严格按照操作规程设定, 孵育时间与读数时间误差控

制在±10 s 以内。设置干扰排除实验, 选取高黄疸组样本(胆
红素浓度 341.0~425.6 μmol/L), 分别采用稀释法(生理盐水

1:1, V:V 稀释)、活性炭吸附法进行处理后重新测定肌酐浓

度, 比较不同处理方式的干扰消除效果。实验过程对仪器

进行定期维护, 确保加样针、比色杯清洁无残留, 避免交

叉污染, 每检测 100 份样本后更换一批比色杯, 防止杯间

差异对结果的影响。 

1.5  数据处理 

实验数据采用 SPSS 26.0 统计软件分析, 计量资料

以均数±标准差表示 , 组间比较用单因素方差分析及

LSD-t 检验, 计数资料以率(%)表示并采用 χ2 检验; 黄疸

浓度与肌酐测定偏差用 Pearson 相关性分析, 不同处理方

式效果比较用重复测量方差分析 , 检验水准 α=0.05, 
P<0.05 为差异有统计学意义, P<0.01 为差异显著。以相对

偏差评价准确性, 相对偏差=(测定值−真值)/真值×100%, 
真值由同位素稀释质谱法测定, 按相对偏差绝对值分级

判定结果, 批内、批间变异系数(coefficient of variation, 
CV)≤5%为精密度合格。批内、批间重复测定验证重复

性, 回收率实验(95%~105%为可靠)及线性验证(r≥0.999)
验证可靠性。 

2  结果与分析 

2.1  不同黄疸程度样本的肌酐测定结果 

不同黄疸程度样本的肌酐酶法测定结果存在显著差异, 
无黄疸对照组的肌酐测定值与真值基本一致, 黄疸程度加

重, 肌酐测定值呈逐渐升高趋势, 升高幅度与黄疸程度成

正相关。由表 1 可知, 无黄疸对照组的肌酐测定值为(100.2± 
3.1) μmol/L, 与真值(100.0±2.8) μmol/L比较, 相对偏差仅为

0.2%, 批内 CV 为 1.5%, 批间 CV 为 2.1%, 无黄疸状态下肌

酐酶法测定结果准确且稳定。低黄疸组的肌酐测定值为

(105.8±4.2) μmol/L, 相对偏差为 5.8%, 轻度偏离真值; 中黄
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疸组的肌酐测定值升至(118.5±5.7) μmol/L, 相对偏差达到

18.5%, 中度偏离真值 ; 高黄疸组的肌酐测定值高达

(132.6±6.3) μmol/L, 相对偏差为 32.6%, 重度偏离真值。 
单因素方差分析结果显示, 4 组样本的肌酐测定值比

较差异具有显著统计学意义(F=126.35, P<0.001); 两两比

较结果显示, 高黄疸组与其他 3 组比较差异均具有显著统

计学意义(P<0.001), 中黄疸组与低黄疸组、无黄疸对照组

比较差异具有显著统计学意义(P<0.01), 低黄疸组与无黄

疸对照组比较差异具有统计学意义(P<0.05)。上述结果表

明, 黄疸样本会导致肌酐酶法测定结果假性升高, 黄疸程

度越重, 测定结果偏离真值的程度越大。 

2.2  黄疸对肌酐酶法测定结果的干扰程度分析 

黄疸对肌酐酶法测定结果的干扰程度随胆红素浓度

升高呈指数级增长, 干扰类型以正干扰为主, 导致肌酐测

定值假性升高。由表 2 可知, 胆红素浓度小于 85 μmol/L
时, 干扰程度较弱, 相对偏差绝对值小于 5%, 符合临床检

测的准确性要求; 胆红素浓度 85~170 μmol/L 时, 干扰程

度为轻度, 相对偏差 5%~10%, 可能对临床诊断造成轻微

影响; 胆红素浓度 171~340 μmol/L 时, 干扰程度达到中度, 
相对偏差 10%~20%, 影响肾功能评估的准确性; 胆红素浓

度大于 340 μmol/L 时, 干扰程度为重度, 相对偏差大于

20%, 完全无法满足临床检测需求。干扰程度量化分析结

果显示, 胆红素浓度(X, μmol/L )与肌酐相对偏差(Y, %)的
回归方程为 Y=0.082X+0.156 (r2=0.912, P<0.001), 两者之

间存在显著线性关系。 

2.3  黄疸浓度与肌酐测定偏差的相关性分析 

黄疸浓度与肌酐测定偏差之间存在显著正相关, 胆
红素浓度越高, 肌酐测定的相对偏差越大。由表 3 可知, 
Pearson 相关性分析得相关系数(r)=0.927 (P<0.001), 两者

之间存在高度线性正相关。胆红素浓度分段分析显示, 低
浓度段(85~170 μmol/L)相关系数(r)=0.756 (P<0.01), 中浓

度段(171~340 μmol/L)相关系数(r)=0.865 (P<0.001), 高浓

度段(>340 μmol/L)相关系数(r)=0.902 (P<0.001), 随着胆红

素浓度升高, 两者相关性逐渐增强。相关性分析的临床意

义在于, 可根据黄疸样本的胆红素浓度预测肌酐测定的偏

差程度, 为临床检测结果的校正提供理论依据。 
 

表 1  不同黄疸程度样本的肌酐酶法测定结果(n=30) 

组别 胆红素浓度/(μmol/L) 肌酐真值/(μmol/L) 肌酐测定值/(μmol/L) 相对偏差/% 批内 CV/% 批间 CV/%

对照组 8.2±2.1 100.0±2.8 100.2±3.1 0.2 1.5 2.1 

低黄疸组 126.5±25.3 100.1±3.2 105.8±4.2 5.8 2.3 3.0 

中黄疸组 258.7±38.5 99.8±2.9 118.5±5.7 18.5 3.8 4.5 

高黄疸组 425.6±52.1 100.2±3.0 132.6±6.3 32.6 5.2 6.1 

 
表 2  黄疸程度与肌酐酶法测定干扰程度的关联分析(n=30) 

胆红素浓度区间/(μmol/L) 干扰程度分级 相对偏差范围/% 干扰机制占比/% 符合临床要求比例/%

<85 无干扰 –1.2~0.8 - 100.0 

85~170 轻度干扰 5.2~9.8 光谱干扰 65.3 76.7 

171~340 中度干扰 10.5~19.8 光谱干扰 58.2+酶抑制干扰 41.8 23.3 

>340 重度干扰 21.5~38.6 光谱干扰 45.6+酶抑制干扰 54.4 0.0 

注: -表示无此项。 
 

表 3  胆红素浓度与肌酐测定偏差的相关性分析结果 

胆红素浓度/(μmol/L) 肌酐相对偏差/% r P 回归方程 r2 

8.2~425.6 –1.2~0.8 0.927 <0.001 Y=0.082X+0.156 0.912 

85.0~170.0 5.2~9.8 0.756 <0.01 Y=0.032X+1.258 0.571 

171.0~340.0 10.5~19.8 0.865 <0.001 Y=0.056X+2.145 0.748 

341.0~425.6 21.5~32.6 0.902 <0.001 Y=0.078X+3.256 0.814 
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2.4  不同样本处理方法的干扰消除效果 

经生理盐水 1:1 (V:V)稀释处理后, 高黄疸样本肌酐测

定相对偏差为 10.3%, 仍存在中度干扰; 采用活性炭吸附

法处理后, 高黄疸样本肌酐测定相对偏差降至 2.1%, 批内

CV 为 1.8%、批间 CV 为 2.5%, 符合临床检测精密度要求, 
干扰基本完全消除。重复测量方差分析结果显示, 活性炭

吸附法的干扰消除效果显著优于稀释法(P<0.01), 且该方

法处理后样本肌酐回收率为 98.5%~102.3%, 无明显基质

效应, 不影响肌酐本身的检测结果。 

3  讨  论 

黄疸样本中高浓度胆红素通过光谱重叠、酶活性抑制

双重机制干扰肌酐酶法测定, 造成结果假性升高, 影响临

床肾功能评估[3]。本实验所用东芝 TBA-2000FR 全自动生

化分析仪、安徽伊普诺康试剂及相关辅助设备, 可从仪器

优化、试剂改良、样本预处理、质量控制 4 个维度, 提出

针对性对策, 最大限度消除干扰, 提升检测准确性[4]。 
东芝 TBA-2000FR 生化分析仪具备多波长检测优势, 

双波长或多波长校正技术可消除光谱干扰, 选用与胆红素

吸收峰无重叠的副波长, 与主波长 546 nm 形成差值计算, 
抵 消 胆 红 素 对 吸 光 度 的 假 性 贡 献 。 严 格 遵 循 ISO 
15189:2022 准则, 缩短仪器波长校准周期至每周 1 次, 结
合伊普诺康校准液进行全量程校准 , 控制反应温度在

(37.3±0.1) ℃, 避免温度波动加剧酶促反应紊乱, 同步核

查加样系统精度, 确保 Rainin LTS 移液器加样误差维持在

±0.5%以内, 减少人为误差叠加[5-6]。 
针对伊普诺康肌酐试剂, 优化配方组成, 适当提高过

氧化物酶浓度(大于 100 U/mL), 减轻胆红素对酶活性的竞

争性抑制, 调整 pH 7.5 Tris-HCl 缓冲液的离子强度, 增强酶

促反应稳定性[7]。试剂生产中添加胆红素结合剂, 特异性结

合样本中游离及结合胆红素, 阻断其干扰路径[8]。严格执行

试剂储存规范, 2~8 ℃避光保存并在有效期内使用, 使用前

充分平衡至室温, 避免试剂失效导致干扰敏感性升高。 
优先采用活性炭吸附法, 选用国药集团粒径小于等于

50 μm的分析纯活性炭, 按0.5 g/mL样本比例添加, 振荡吸附

后经安徽中科中佳 HC-3018 低温高速离心机 12000 r/min 离

心 15 min, 高效去除胆红素, 使高黄疸样本测定相对偏差 

降至 2%左右, 且不影响肌酐浓度[9]。人工制备的梯度黄疸

样本, 经重氮法验证胆红素浓度, 确保偏差小于 5%, 检测

前通过 3000 r/min 离心 5 min 去除沉淀, 避免杂质加重干

扰, 严格控制样本冻融次数小于等于 2 次, –80 ℃超低温冰

箱储存以维持样本稳定性[10]。 
建立黄疸样本专项质控流程, 选用高、中、低浓度质

控品与样本同批检测, 质控结果超出允许范围, 立即核查

仪器、试剂及预处理步骤。采用同位素稀释质谱法确定样

本真值, 结合胆红素浓度与肌酐偏差的相关性方程, 建立

干扰校正模型, 对不同黄疸程度样本进行针对性偏差校

正。加强实验室人员操作培训, 规范实验全流程, 确保各

环节标准化执行, 从源头规避干扰因素。 
通过仪器参数优化、试剂体系改良、高效样本预处理

及全流程质量控制, 可有效降低黄疸样本对肌酐酶法测定

的干扰, 结合本实验所用设备试剂形成标准化检测方案, 
为临床黄疸合并肾功能损伤患者的精准诊疗提供可靠实验

室依据。 
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