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糖化血红蛋白实验室检测指南
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·指南与共识·

The guideline for glycosylated hemoglobin laboratory assay of China National Center fo，．Clinical Laboratories，Beijing

Institute of Medical Device Testing，Peking University People 7S Hospital

为提高我国HbAl c测定质量，适应HbAlC临

床应用发展的需要，更科学、合理、有效地运用糖化

血红蛋白，充分发挥其作用，卫生部临床检验中心、

国家食品药品监督管理总局医疗器械检验所和糖尿

病学专家根据我国HbA。C检测现状，结合国内外相

关研究进展，共同制定糖化血红蛋白实验室检测指

南(下称“指南”)。指南在制定过程中，通过多种方

式广泛征求临床糖尿病学专家，检验医学工作者及

各级、各类医疗机构相关医务工作者意见，并以此作

为修改的一个重要参考依据。指南于2011年经卫

生部组织专家讨论、修改并通过。

鉴于指南是参考国内外大量相关研究并根据我

国HbA，e检测的具体国情而制定，所以，随着大量

新的研究结果及更多证据的出现，应适时修订指南，

以适应临床应用发展的需要。

指南分9部分规定了干扰因素分析、方法的选

择、方法的使用及测定结果质量监测4方面的内容。

糖基化蛋白的测定：目前，首选HbA，c。

HbAl C既是糖尿病血糖控制目标，又是评价糖尿病

血糖管理治疗方案的有效指标。HbAl e还是WHO

和许多国家糖尿病学会推荐的糖尿病首选诊断

标准[1-2]。

与传统的糖尿病诊断指标血糖相比，HbA，C具

有生物学变异性小、不易受血糖波动的影响、无需空

腹或特定时间取血、分析前的不稳定性小等特点，是

20世纪90年代中期在国际上逐步推广应用的一个

指标。
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一、范围

指南规定了HbA，C定义和保证检测质量的基

本原则。指南适用于临床实验室及从事流行病学研

究的实验室开展HbA。C的检测，试剂或仪器生产厂

商可参照使用。

二、术语和定义

1．分析系统(Analytical system)：适合对某检

验项目在规定浓度范围内给出分析结果的一组按规

定条件使用的仪器和装置，包括试剂和物品。

注：对于临床检验，分析系统主要由按规定条

件使用的仪器、试剂和校准物组成。

2．验证(Verification)：为给定项目满足规定要

求提供客观证据。

注：本文件中的验证主要是指分析系统的验证，

即某分析系统在本实验室的性能是否与规定性能指

标或厂商提供的性能指标一致。

3．HbAlC：HbAl C是人体血液中葡萄糖与血

红蛋白0链N末端缬氨酸残基以共价键结合的稳定

的化合物，全称为血红蛋白B链(血液)一N-(1一脱氧

果糖一1一基)血红蛋白8链[3‘4]。为避免混淆，国际专

家组织建议，糖化血红蛋白的术语应为HbA。c，在

指南或教育资料中可以使用缩写A1C描述

HbA、cm]．

三、分析方法概述

HbA，C是糖化血红蛋白的主要组成成分，占总

糖化血红蛋白(GHb)的60％。目前，临床定量测定

及应用的是HbAl C结果。HbAlc由葡萄糖的游离

醛基与HbA的8链N末端缬氨酸的氨基经非酶促

结合反应，先形成不稳定的Schiff碱(醛亚胺)，然后

经过Amadori(葡糖胺)重排，最后形成稳定的酮胺

化合物，其含量主要取决于血糖浓度及血糖与血红蛋

白的接触时间，可以反映测定前120 d的平均血糖水
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平，糖化血红蛋白的个体内生物学变异<2％[7-s]。

目前，临床实验室普遍采用的HbA，C测定方法

有多种，按原理可分为两大类：一类是基于糖化与非

糖化血红蛋白所带电荷不同，如离子交换层析法，电

泳法；另一类是基于糖化与非糖化血红蛋白的结构

不同，如免疫法、亲和层析法及酶法等。不同方法采

用的原理不同，所测组分不同，如离子交换色谱法测

定HbA，C，亲和层析法测定GHb等。但由于国际

临床化学与医学实验室联盟(IFCC)及美国国家糖

化血红蛋白标准化计划(NGSP)的标准化工作，糖

化血红蛋白的测定方法均应以“HbAl C”或相当于

“HbA】c”报告结果[¨2I。

四、干扰因素

1．概述：糖化血红蛋白是红细胞中血红蛋白与

葡萄糖的结合产物，因此，任何引起血红蛋白数量与

质量变化的因素都会干扰HbA，c测定，对结果产生

影响。干扰因素包括血红蛋白病、衍生血红蛋白、红

细胞生存周期的异常及药物等。有些干扰因素及干

扰程度取决于所采用的测定方法(方法学特异)，而

有些干扰无论采用何种方法都无法克服(非方法学

特异)。实验室应知晓HbAI c测定存在的干扰因素，

某些人群可能需要用某种特异的HbA。C测定方法或

不适宜采用HbAl C来反映体内平均血糖水平[1 3。。

2．非方法学特异的干扰因素：(1)红细胞生存

周期的异常。任何可能缩短红细胞寿命的因素，如

溶血性贫血、大量失血、脾肿大、风湿性关节炎及慢

性肝脏疾病等可使HbA，C的测定结果假性降低；任

何可引起红细胞平均寿命增加的因素，如脾切除、再

生障碍性贫血、维生素B，。缺乏及肾损伤等可使

HbAlC的测定结果假性升高。(2)血红蛋白病。目

前，许多测定方法可以在一定程度上克服大部分常

见变异血红蛋白的干扰，但仍有特殊的变异血红蛋

白干扰测定结果。(3)药物。维生素C和E可抑制

血红蛋白的糖基化，长期大剂量服用可以使HbA，c

测定结果假性降低；长期大剂量服用乙酰水杨酸盐、

嗜酒会导致血红蛋白乙酰化，使HbA，C测定结果假

性升高；长期使用慢性麻醉剂、羟基脲，可使HbA，C

测定结果假性升高。(4)妊娠。妊娠时血容量增加，

使HbA，C测定结果假性降低。(5)进展迅速的

T1DM。HbAl C不能真实反映急性血糖变化情况，

测定结果假性降低。(6)黄疸、高脂血症。严重的黄

疸、高脂血症可能干扰测定结果，使测定结果假性升

高及降低。

3．方法学特异的干扰因素：通常情况下，变异

血红蛋白及衍生血红蛋白主要干扰基于糖化与非糖

化血红蛋白所带电荷不同的离子交换色谱法，包括

离子交换高效液相色谱(HPLC)法。某些测定方法

在参考区间(范围)内不受变异血红蛋白及衍生血红

蛋白的干扰，但随着HbA，C值的增高，干扰也会增

加，需仔细观察测定结果图谱。(1)血红蛋白病。变

异血红蛋白HbS、HbC、HbD和HbE等可使测定结

果假性降低或升高，主要取决于变异血红蛋白的种

类和所采用的测定方法。(2)衍生血红蛋白。肾病

患者可使血红蛋白甲酰化，使测定结果假性升高。

(3)Schiff碱的干扰。Schiff碱是HbAa c形成过程的

中间体，也称“HbA。C前体”或“不稳定的HbAlC”，

主要干扰基于糖化与非糖化血红蛋白所带电荷不同

原理的离子交换色谱法，可参照厂家操作说明自动

或手工去除Schiff碱的干扰[14-17]。

目前，许多全自动的测定方法已经在很大程度

上消除了Schiff碱的干扰，但个别样品的干扰依然

存在，会使测定结果假性升高，离子交换HPLC法

亦包括在内，因此，应仔细观察测定结果图谱。

五、样品采集、处理和储存

1．样品采集：(1)检测样品不受饮食和采血时

间的影响；(2)按照适用于临床实验室检测的常规方

法采集静脉血，也可采指末端毛细血管血；(3)采用

含有乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝剂的采血管或根据

厂家要求使用采血管。

2．样品处理和储存：(1)不同测定方法的样品

稳定性是不同的；(2)一般情况下，全血样品在4℃

储存，可稳定1周；(3)在一70℃或更低温度可以长

期储存，至少稳定1年以上，但不宜在一20℃长期储

存；(4)任何对样品的不当处理，如置于高温环境，可

引入大量未知干扰，干扰程度取决于所用方法[]8-20]。

六、分析系统

1．分析系统选择：(1)应选用测定结果可溯源至

IFCA2参考方法(附录A)的分析系统，包括仪器、试剂

及校准物，如获得NGSP认证。可选用专用HbAlC

分析仪，或全自动生化、免疫分析仪。(2)NGSP认

证的分析系统(方法)有效期为1年(查询网址：

www．ngsp．org／docs／methods．pdf)。(3)不同分析

系统干扰因素是不同的，实验室应知晓所选分析系

统可能存在的干扰因素(常见的变异及衍生血红蛋
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白对HbAlc测定的影响参见狮^w．ngsp．org／

{actors．asp，多数POC方法的精准性不能满足临床

需求，目前不能用于糖尿病的诊断)E21-263。

2．分析系统性能指标：(1)报告结果。以

“HbA。c”或相当于“HbA。c”报告结果。(2)精密度。

室内CV(3％，以<2％为宜(目前许多测定方法的

室内CV<．2％。只有控制室内CV(2％，才能实现

室间CV(3．5％。HbAl C测定质量目标：<0．5％

HbA，c)。(3)精密度实验方法。分别采用不少于

2个水平的质控物或样品(高、低值)，每天测定2次

(2次时间间隔不少于2 h)，每次重复测2个结果，

测定20 d，以20 d的80个结果计算平均值、标准差

及CV(评价的有效性及可靠性随时间的延长而增

加)。(4)准确度。与可接受参考值的差值在±

0．5％HbAlC范围内，以控制在±0．3％HbAlC范围

内为宜[引。

准确度验证方法，包括但不限于以下方式：参

加室间质量评价(能力验证)活动；采用适当的有证

参考物质(CRM)；与运行经过认证分析系统的有资

质实验室的测定结果进行比对(只有无法得到验证

实验方法的其他替代材料或过程时，才能使用厂商

产品校准物或准确度控制物)。

3．分析系统使用：(1)实验室在准备使用一个

新的分析系统或新仪器、新试剂测定临床样品前，应

对系统性能进行验证。(2)使用经过认证的分析系

统，如厂商给出的性能指标不符合6．2要求时，应对

系统性能进行验证，符合“分析系统性能指标”要求

时，只验证准确度即可。(3)使用未经认证的封闭系

统或开放系统，应对分析系统性能进行充分验证，性

能指标除“分析系统性能指标”要求外，还应包括干

扰因素、测量范围等(封闭系统的仪器、试剂和校准

物来自于同一厂商。开放系统的试剂和校准物来自

同一厂商，仪器另选)。(4)不宜使用组合系统(组合

系统的仪器、试剂和校准物分别来自不同厂商，由实

验室自己组合)。

4．校准物和质控物：(1)校准物在所选用的仪

器、试剂条件下使样品测定结果能溯源至IFCC参

考方法。可使用冻干或冰冻校准物，校准物复溶或

融化后应平衡至室温并充分混匀后再使用，不可反

复冻融。(2)质控物应有良好的长期稳定性，至少

2个不同水平(高、低值)。(3)可选用冻千或冰冻全

血质控物，质控物复溶或融化后应平衡至室温并充
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分混匀后再进行测定，不可反复冻融。(4)冻干粉质

控物在更换试剂或色谱柱时可能会有基质效应，程

度取决于所用方法。(5)自制新鲜冰冻全血质控物

是HbA，C测定的良好质控物，如自制质控物应认真

选择原料和工艺，原料应为足够量的混合新鲜全血，

采用冻存管分装，并对均匀性进行考察评价(附录

B)，储存于一70℃或更低温度，可稳定1年以上[6|。

5．色谱(层析)柱(适用于使用色谱柱的方法)：

实验室应知晓本室所用色谱柱可检测样品的数量，

达到检测数量限应及时更换，不可超量使用(不同方

法的色谱柱可检测样品数量不同)。

七、测定

1．安全措施：血液样品及来源于血液的校准

物、质控物有可能合有致病微生物，应避免入口或与

皮肤接触，在使用后应按国家规定的具有危害性的

生物品处理L27]。

2．测定程序：(1)实验室应制定标准操作程序，

至少包括项目名称、方法学原理、样本(采血管／抗凝

剂、储存)、校准程序(校准日期间隔、校准方、校准方

法)、室内质量控制程序(附录C)、样品的测定程序、

干扰因素、参考区间(范围)、试剂、色谱柱(可测定样

品数量，适用于使用色谱柱的方法)，以及维护程序；

(2)所用试剂、耗材应按规定存放，在有效期内使用；

(3)所用色谱柱达到检测数量限应及时更换(适用

时)；(4)所用仪器应定期维护、保养。

3．室内质量控制；(1)应进行室内质控物的测

定，室内质控是测定结果是否足够可靠、报告能否发

出的判定依据。在每个测定目的开始和结束都应做

质控物分析，并同时测定至少2个不同水平(高、低

值)的质控物。(2)在同1 d内，每出现下列情况之

一时，应重新测定质控物：质控值超出控制限、更换

新的试剂、进行新的校准、更换新的色谱柱(适用

时)，以及按规定进行仪器特别保养后。(3)质控物

测定值应在控制限以内，否则应分析、查找失控原

因，直到查明原因并纠正失控，才可发出结果报告。

质量控制限的设定及失控判定规则见附录C。

4．异常结果的处理：(1)对于测定结果低于参

考区间下限或高于15％HbAl c(140 mmol／m01)的

样品应进行复查，并与临床医生沟通；(2)对测定结

果与临床表现不符的样品应进行进一步检测。

八、结果报告

1．单位：(1)以NGSP的传统单位％HbAlC

万方数据
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报告糖化血红蛋白测定结果，并同时报告IFCC的

国际单位制单位(mmol／m01)结果；(2)NGSP的传

统单位与IFCC的国际单位制单位换算公式为：

NGSP—HbA】c一0．0915(IFCC—HbA】c)+2．15％

(适用范围为：4％HbAlc～12％HbAl C)；(3)以％

HbAle为单位的结果小数点后保留1位小数；

(4)如临床需要，应提供方法学名称。

2．参考区间：HbAle源于DCCT／UKPDS的参

考区间为4％HbAlc～6％HbAc(20～42 rrmaol／m01)，

实验室应对此参考区间进行验证，如不适用，应建立

适用于自己实验室的参考范围，并在报告中注明

(DCCT／UKPDS为美国糖尿病控制与并发症试验／

英国前瞻性糖尿病研究Diabetes Contr01 and Corn—

plication Trial／United Kingdom Prospective Diabe—

tes Study)。

九、测定质量的监测和保证

1．应参加室间质量评价(能力验证，PT)计划，

室间质量评价计划是目前验证实验室测定结果可靠

性、可比性并提高测定质量的有效手段。

2．室间质量评价样品应与临床样品同样对待。

3．实验室应从4个环节保证测定结果质量：选

用一个可靠的分析系统；规范化使用分析系统；知晓

HbAlC检测的干扰因素；参加室间质量评价(能力

验证)计划。
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附 录A

HbAl C参考系统

一、参考方法

1．国际临床化学与医学实验室联盟(IFCC)：

测定HbA，e国际公认的参考方法为IFCC推荐的

高效液相色谱串联电喷雾电离一级质谱或高效液相

色谱串联毛细管电泳，2种方法结果一致。测定方

法主要分为3步：首先制备溶血液，然后采用蛋白内

切酶Glu-C将溶血液酶解消化，得到糖基化和非糖

基化的B链N末端六肽(HbAle六肽、HbAo六肽)，

最后采用高效液相色谱串联电喷雾电离一级质谱或

高效液相色谱串联毛细管电泳对HbA，C六肽和

Hb氏六肽进行定量分析。以标准物质IRMM／IF—

CC-466 HbAl C和IRMM／IFCG467 HbAo的混合

物作为校准品，同步进行酶解、分析，得到标准曲线，

根据HbA，C六肽、HbAo六肽的峰面积比计算得出

HbAlC的量。

2．HbA。e测定指定比对方法(DCM)：美国糖

化血红蛋白标准化计划(NGSP)使用离子交换高效

液相色谱法为参考方法，目前为HbA，C测定的指定

比对方法。方法原理主要基于HbA，C与其他组分

所带的电荷不同，分别洗脱检出，由于受技术条件的

限制，不能特异测定HbA，C，有其他组分同时检出。

因此，测定结果高于IFCC结果。IFCC参考实验室

及NGSP参考实验室经过几年的比对，得出结论：

NGSP测定结果与IFCC测定结果存在非常确定的

相关性，可用回归方程表示为：NGSP—HbAlC一

0．0915(IFCC—HbAl c)+2．15％(r2—0．998)。

因此，现行的NGSP结果可溯源到IFCC参考系统，

即可溯源到溯源链的最高等级国际单位(SI单

位)制。

另外，还有2个HbA，C测定的指定比对方法，

一个为日本的K0500方法，另一个为瑞典的Mono

S方法。3个指定比对方法测定结果与IFCC测定

结果存在非常确定的相关性，皆可用回归方程表示，

方法特异性从高到低的顺序依次为：IFCC方法、瑞

典方法、日本方法、美国方法。因此，测定结果从高

到低的顺序依次为：美国结果、日本结果、瑞典结果、

IFCC结果，如美国NGSP的7％HbAlC相"-3于IF—

CC的53 mmol／m01，日本的6．6％HbAlC，瑞典的

6．1％HbAl e。

二、标准物质

HbAlC有国际标准物质(Primary reference

material)为人血基质的IRMM／IFCC-466 HbAl C

(认证值：934 rnmol／mol，不确定度：22 mmol／m01)及

IRMM／IFCC-467 HbAo(认证值>976 mmol／m01)，

由比利时的标准物质及测量研究所研制，2个标准

物质以一定的比例混合为HbA，e测定的参考方法

校准。

三、IFCC参考系统在HbA，e标准化中的地位

及应用

IFCC参考系统是HbAl C测定标准化唯一有效

的参考系统。厂商应使用IFCC参考方法建立、校

准方法。
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四、参考系统的应用方式及范围

参考系统的应用方式包括应用参考物质或参考

方法：分析系统的溯源和质量评价；试剂的制备及质

量评价；校准物的制备、定值及质量评价；新常规方

法的发展及评价；室间质评计划中的靶值确定；协作

研究中分析的质量保证。

附 录B

(资料性附录)

质控物均匀性评价实例

以采用单因素方差分析血液中HbA，C的均匀

性为例。评价所用仪器应具有良好的精密度。

从样品总体中随机抽取21个(制备数量少于

500个，可抽取10个)，每个样品重复测定3次(不

少于2次)，重复测定的样品应分别单独取样，测定

顺序为：第一次：1—2—3⋯⋯⋯19 20—21；第二次：21—
20-19⋯⋯一3-2—1；第三次：1—2—3⋯⋯·一19—20一21。测

定结果见表1；采用Excel 2007作单因素方差分析

结果见表2。

·677·

表1血液中HbA，c测定结果(％HbA。c)

Tab 1 Result of blood HbAl c measurement

样品号

Sample No．

型塑堕堡!!型竺塑竺皇!!
第一次 第二次 第三次
1st time 2nd time 3rd time

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

总平均值
Overall average

表2方差分析结果

Tab 2 ANOVA result

方差来源Source of variance 平方和Sum of square 自由度Freedom 均方和Sum of mean square F P

样品间Between samples 0．044 20 0．002 1．158 0．334

样品内Within the sample 0．080 42 0．001

P>O．05，样品中HbAlc是均匀的。对测定中出现的异常值，在未查明原因之前，不应随意剔除HbAlC in the sample is uniform．The ab—

normality should not be removed before the cause is ascertained

附 录 C

(资料性附录)

HbAlC测定室内质量控制程序

一、质控物的选择

1．可选用冻干或冰冻全血质控物，稳定性宜在

1年以上，冻干粉质控物在更换试剂或色谱柱时可

能会有基质效应，程度取决于所用方法。

2．可是已知值质控物，也可是未知值质控物，

至少2个不同水平(高、低值)。

二、均值的建立

1．临时均值的建立：选定质控物后，每个工作

日测定每个水平质控物1次得到1个结果，以20 d

的20个结果的平均值作为质控物的临时均值。

2．均值的调整：每月底统计数据，将该月在控

制限内的结果与以前的所有质控结果汇总，计算累

积平均值，作为下个月的均值。

3．固定均值的建立：以最初20个数据和前5个

月的在控制限内的数据的累积平均值作为质控物有

效期内的固定均值，以后每月的室内质控采用此均值。

三、控制限的设定

1．控制限的表达：控制限一般采用标准差(s)

的倍数来表达，如果用z代表均值(平均值)，则(1)

以孑±2s作为警告限；(2)以虿±3s为失控限。

2．临时控制限的设定：以确定临时靶值的20

个数据的标准差作为临时标准差，以此临时标准差

作为下个月的控制限。

3．控制限的调整：每月底统计数据，将该月的

在控结果与以前的所有质控结果汇总，计算累积标

准差，作为下个月的控制限。

万方数据
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4．固定控制限的设定：以最初20个数据和前

5个月在控数据的累积标准差作为质控物有效期内

的固定控制限，以后每月的室内质控采用此控制限。

四、质控结果的记录及质控图的绘制

每次测定质控物后，都应记录原始数据，如有条

件，还应绘制质量控制图。

五、失控判定规则

判定规则有多种，包括但不限于出现下列情况

之一，即可判定为失控：1次超出3s；连续2次超出

2S；5～7次连续偏向横轴的一侧。

实验室通常采用前两种规则，后一种规则单独

依靠记录往往难以发现，但在质量控制图中可一目

了然。

六、失控处理

质控物测定结果失控时，不能测定患者样本及

发出结果报告，应查找失控原因，直到查明原因并纠

正失控，才能测定样本并发出结果报告。
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