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溴甲酚绿法与免疫比浊法联合应用 
避免尿微量白蛋白检测假阴性结果

陈素芸 冯艳 李朝贵 

【摘要】 目的 预防尿微量白蛋白（mALB）检测因发生钩状效应导致结果与临床实际情况不符，对

发生钩状效应的标本使用溴甲酚绿法联合检测，并验证其可行性。方法 收集 2023 年 1 月—2023 年 5 月

武警重庆总队医院检验科的 20 份新鲜高白蛋白尿液标本，根据免疫比浊法按原倍或稀释模式确定理论浓

度；考虑到溴甲酚绿法的检测低限和检测线性范围上限，将溴甲酚绿法样本增量 5 倍定位浓度梯度。将免

疫比浊法标准样本量测定白蛋白的结果与理论浓度绘制曲线，评估钩状效应。同时采用溴甲酚绿法取样

本增量 5 倍检测，每份样本检测 3 次，计算均值、变异系数（CV）以及与已知理论浓度的偏移（Bias）。评估

发生钩状效应的标本使用溴甲酚绿法检测的可行性。结果 当尿 mALB 浓度大于 1 082 mg/L 时，免疫比

浊法出现钩状效应，直接测定结果与临床不相符。而溴甲酚绿法在尿 mALB 浓度达到 412 mg/L 时，样本

增量 5 倍测定结果可满足临床要求。结论 在尿 mALB 浓度达到 412 mg/L 时 , 可用溴甲酚绿法样本增量

5 倍测定替代免疫比浊法，两种方法联合应用可避免尿 mALB 检测结果因发生钩状效应导致与临床实际

情况不相符。
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【Abstract】 Objective To prevent the occurrence of discrepancies between urinary microalbumin 

(mALB) detection results and clinical actual situation due to hook-like effect, using bromocresol green method in 

combination with detection for specimens with hook-like effect, and to verify its feasibility. Methods Twenty 

fresh high-albumin urine samples were collected from the clinical laboratory department of Chongqing Armed 

Police Force Hospital from January 2023 to May 2023, and the theoretical concentration was determined according 

to the immunoturbidimetric method in original fold or dilution mode. Considering the low limit of detection and 

the upper limit of detection linear range of bromocresol green method, the concentration gradient of bromocresol 

green method was determined through increasing the sample by 5 times. The results of albumin determination 

with standard sample capacity of immunoturbidimetry and theoretical concentration were plotted to evaluate the 

hook-like effect. At the same time, bromocresol green method was used to detect the sample size increasing by  

5 times, each sample was tested for 3 times, and the average value, coefficient of variation (CV) and deviation from 

the known theoretical concentration (Bias) were calculated. The feasibility of using bromocresol green method 

to detect samples with hook-like effect was evaluated. Results When the urinary mALB concentration was 

greater than 1 082 mg/L, the hook-like effect appeared by immunoturbidimetry, and the direct results were not 

consistent with the clinical results. When the concentration of urinary mALB reached 412 mg/L, the results of 

sample increment for 5 times could meet the clinical requirements. Conclusions When the concentration 

of urinary mALB reaches 412 mg/L, the bromocresol green method with 5 times increase of the sample could be 

used to replace the immunoturbidimetric method. The combined detection of the two methods could avoid the 

incompatibility of the detection results of urinary mALB due to hook-like effect.
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 尿微量白蛋白（microalbumin，mALB）水平升高是 

糖尿病患者进展至终末期肾病的独立危险因素［1］，

该指标也是血管通透性增加的生物标志物，与心血

管疾病的发病率和病死率增加有关［2-4］。尿 mALB

检测可广泛应用于各种原因导致的肾小球早期病变

的诊断。尿白蛋白 / 肌酐比值（albumin to creatinine 

ratio，ACR）已成为慢性肾脏疾病筛查和分期的重要

指标之一［5-6］。

 目前临床多采用免疫透射比浊法测定尿 mALB， 

该方法简便快速，适用于自动化设备分析。近年来

我们发现部分患者尿 mALB 检测结果与尿常规中

蛋白定性检测结果不相符，肾病综合征患者检测

mALB 结果假性偏低，稀释后再次检测证实是由于

尿液中的高浓度白蛋白（albumin，ALB）导致反应过

程中出现钩状效应，使检测结果为假阴性或假性降

低［7-8］。mALB 检测发生钩状效应会导致高浓度样

本被误报为低浓度或正常浓度，可能误导临床制定

治疗方案［9］，为防止这种情况，本研究旨在评估两

种不同方法联合检测尿 mALB 的结果差异，避免尿

mALB 结果与临床实际不符，现将结果报告如下。

1 材料和方法 

1.1 样本收集　收集 2023 年 1 月—2023 年 5 月本

院检验科接收的 20 份新鲜高白蛋白尿液标本，浑浊

尿液采用 1 500 r/min 离心 10 min 取上清液，排除检

测中的非病理性因素干扰，已知 ALB 浓度通过免疫

比浊法按原倍或稀释模式，即根据固定时间 - 吸光

度预警参数提示钩状效应对标本进行稀释测定，稀

释倍数测定考虑免疫比浊法的检测线性，稀释测定

结果带入误差小，预设稀释倍数为 10 倍，如提示钩

状效应则稀释 20 倍复测，测定结果接近溴甲酚绿法

样本增量 5 倍检测线性范围 。

1.2 仪器和试剂　检测仪器为迈瑞 BS-2200M 全自

动生化分析仪。尿 mALB 试剂盒（免疫比浊法）及配

套校准品采用北京利得曼生物有限公司试剂，检测

线性范围为 0～1 000 mg/L。ALB 试剂盒（溴甲酚绿

法）及配套校准品采用重庆中元汇吉生物有限公司

试剂，样本与试剂比例为 1︰100，检测线性范围为 

5～60 g/L，检测低限为 0.44 g/L［10］；样本增量 5 倍则 

样本与试剂比例为 1︰20，可提高检测敏感度，线性

范围为 1～12 g/L。

 本实验室 2022 年度尿 mALB 质控品中高水平室 

内变异系数（coefficient of variation，CV）分别为 5.11

和 3.23，ALB 室内质控品中高水平 CV 分别为 1.38

和 1.33 ；2023 年度国家卫生健康委临床检验中心室

间质评成绩合格。

1.3 研究方法

1.3.1 免疫比浊法钩状效应评估　将收集的 20 例

尿液标本已知浓度设为理论浓度 x，采用免疫比浊

法标准样本量测定 mALB，标准样本量测定浓度结

果为 y，绘制两组数据散点图，评估钩状效应。当标

准样本量测定浓度结果与理论浓度达到负偏移 15%

（1/2 国家卫生健康委室间质量评价标准）时，标准样

本量测定结果则与临床数据不匹配。

1.3.2 溴甲酚绿法检测结果对比　将收集的 20 例 

尿液样本同时采用溴甲酚绿法样本增量 5 倍测定

mALB 浓度，每份样本测试 3 次，计算均值、CV 以及

与理论浓度的偏移（heoretical concentration deviation， 

Bias），CV≤10%（1/3 国家卫生健康委室间质量评价

标准），Bias≤±15%（1/2 国家卫生健康委室间质量

评价标准）；以理论浓度为 X，溴甲酚绿法样本增量

5 倍测定 ALB 浓度结果为 Y，采用线性拟合方式，计

算评估溴甲酚绿检测结果与理论值的回归方程 Y＝ 

a+bx 和相关系数（correlation coefficient，R2）。R2 > 0.95， 

b 值为 0.97～1.03 则评估合格。

1.4 统计学处理　应用 Microsoft Excel 2013 软件

分别对两组数据绘制散点图和线性拟合曲线。

2 结果 

2.1 钩状效应评估　当尿 mALB 的理论浓度达到

1 082 mg/L 时，标准样本量测定结果为 915 mg/L，与

理论结果偏移达到 -15.4%，大于 15%（1/2 国家卫

生健康委室间质量评价标准），表明免疫比浊法标准

样本量测定结果不可靠。当理论浓度为 3 119 mg/L

时，反应曲线出现拐点，当理论浓度达到 6 192 mg/L

时，实测值为 897 mg/L，小于厂家线性上限。散点图

见图 1，评估结果见表 1。

图 1 免疫比浊法直接测定与理论浓度散点图
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2.2 理论浓度与溴甲酚绿法检测结果比较　3 次

计算 CV 均小于 10%，偏移 Bias＜±15%，与理论值

相关性良好（R2＝0.997 4），回归方程为 y＝0.973x+ 

71.214，b 值为 0.97～1.03。可见在尿 mALB 浓度为

412 mg/L 时，采用溴甲酚绿法增量 5 倍测定尿 mALB

所得结果与理论浓度相关性良好，当样本尿 mALB 

浓度达到 412 mg/L 时，溴甲酚绿法增量 5 倍检测结

果可满足临床需要。两种方法学联合应用能避免免

疫比浊法因发生钩状效应导致与临床实际情况不相

符。溴甲酚绿法样本增量 5 倍测定结果见表 1，线

性拟合曲线见图 2。

3 讨论 

　　免疫比浊法是基于抗 

原 - 抗 体 反 应 的 检 测 方

法，该方法的特点是敏感

度高，线性范围窄，当抗原

与抗体比例不合适时会

产生钩状效应。尿 mALB 

的浓度分布范围差异较

大，可能超过参考区间上

限 的 1 837 倍，且 超 过 的

倍数越多，发生钩状效应

的概率越高［11-13］。当出

现钩状效应而检测者未

发现时，则会发出错误报

告。溴甲酚绿法的检测线

性范围较宽，但敏感度较

低，无法满足尿 mALB 的

检测需要。

　　为保证尿 mALB 临床

检验结果的准确性，仪器

和试剂厂家采取各种措施来避免发生钩状效应［14］： 

① 迈瑞生化仪可设置前带检测提示钩状效应的发

生，但由于该仪器为开放系统，参数建立过程复杂，

仪器的计算公式不完全透明，试剂的批次差异性影

响难以评估 ；② 抗原再添加增加了试剂成本，测试

流程复杂，降低仪器的测试效率等因素影响参数设

置［15-17］；③ 有部分厂家采用样本预稀释的方法来解

决上述问题［14］，通过对样本进行预稀释，降低反应

体系中的抗原浓度，可以有效扩大检测范围，但是该

方案同时会影响检测结果的敏感度［18-19］；④ 优化 

试剂配方，通过试剂配方优化直接使可见浓度范围

内不会发生抗原过剩，但该方法会导致试剂成本的

增加，对样本浓度分布不是特别宽的项目较实用［11］。 

部分开放系统甚至无任何钩状效应的预防措施。

 鉴于以上因素，联合应用免疫比浊法和溴甲酚

绿法判断是否发生钩状效应，为问题提供了新的解

决方法和思路。本研究在实验室信息系统（laboratory 

information system，LIS）中将尿 mALB 定性设置为

关联项目，同时结合尿总蛋白，血清 mALB 以及临

床诊断，当尿 mALB 定性为“-”“+-”到“+”，则可

以直接采用免疫比浊法标准样本量模式测定 ；当尿 

mALB 定性为大于“++”时，mALB 定量采用免疫比 

浊法标准样本量模式测定，同时联合溴甲酚绿法样

表 1 溴甲酚绿法与免疫比浊法检测结果比较

理论值
（mg/L）

蛋白
定性

理论值
稀释倍数

溴甲酚绿样本增量
5 倍均值（mg/L）

CV
（%）

与理论值
Bias（%）

免疫比浊法原倍
检测值（mg/L）

与理论值
Bias（%）

412 + 原倍      398 0.4 -3.3    412

498 + 原倍      467 0.8   0.8    498

585 ++ 原倍      547 0.7 -6.0    585

591 ++ 原倍      625 0.4   5.8    591

663 ++ 原倍      709 0.7   6.9    663

812 ++ 10 倍      849 0.7   4.5    757   -6.8

1 052 +++ 10 倍   1 110 0.6   5.5    900 -14.4

1 082 +++ 10 倍   1 067 0.3 -1.4    915 -15.4

1 181 +++ 10 倍   1 290 0.7   9.2    945 -20.1

1 638 +++ 10 倍   1 536 0.7 -6.2 1 040 -36.5

1 942 +++ 10 倍   1 896 0.7 -2.4 1 113 -42.7

2 118 +++ 10 倍   2 078 0.3 -1.9 1 170 -44.8

2 380 +++ 10 倍   2 351 0.3 -1.2 1 210 -49.2

2 468 +++ 10 倍   2 808 0.8 13.8 1 283 -48.0

3 119 +++ 10 倍   3 045 0.7 -2.4 1 285 -58.8

3 583 +++ 10 倍   3 961 0.9 10.5 1 219 -66.0

3 996 +++ 10 倍   3 850 0.3 -3.6 1 194 -70.1

6 192 +++ 10 倍   6 237 0.7   0.7    897 -85.5

9 632 +++ 20 倍   9 506 0.2 -1.3    849 -91.2

11 234 +++ 20 倍 10 782 0.4 -4.0    811 -92.8

注 ：CV 为变异系数，Bias 为与理论值的偏移 ；空白代表未稀释测定无数值

图 2 溴甲酚绿法与免疫比浊法所得结果的
线性拟合曲线
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本增量 5 倍模式测定，在两者均 < 1 082 mg/L 且结

果相符时，直接报告免疫比浊法结果 ；当溴甲酚绿

法所得测定值≥1 082 mg/L，而免疫比浊法测定值

< 1 082 mg/L 时，则表明在免疫比浊法检测过程中

发生了钩状效应，可直接参考溴甲酚绿法测定结果

报告。如果关联项目均无，则两种方法学联合应用，

可避免因发生钩状效应而导致与临床实际情况不相

符。如果溴甲酚绿法所得检测结果 > 11 234 mg/L，

则直接启用溴甲酚绿法标准量测定。

 综上所述，溴甲酚绿法与免疫比浊法联合应用，

试剂成本看似增加约 5%，但减少了免疫比浊法因发

生钩状效应稀释和复测的成本 ；同时可节约样本稀

释复测时间，缩短周转时间（turnaround time，TAT）；

避免尿液 mALB 检测出现钩状效应导致与临床实际

情况不相符。
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