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本期的文献导读的是一篇关于《真空采血管标本放置时间和温度对常见检验项目的影响》的综述，结合国内外行业标准指南和已有

的文献研究报道，简要归纳了真空采血管标本放置时间和温度对常见检验项目的影响，以便临床化验人员更好地处理标本。 

 

真空采血管标本放置时间和温度对常见检验项目的影响 
赵鹭龙 

广州市第一人民医院 

 

1. 概述 

真空采血管中的血液标本是进行各种检测的基础。在临床

检验中，血液标本被用于多种不同类型的项目检验，如血液检

验、化学检验、免疫学检验、分子生物学及细胞遗传学检验

等，这些检测结果对于疾病的诊断和治疗具有重要的作用。但

是，如果血液标本储存不当，会直接影响血液标本的质量以及

检测结果的准确性，从而对临床诊断和治疗产生不利影响。因

此对于真空采血管标本的处理方式非常重要。其中，标本放置

时间和温度是影响标本质量和检验结果的重要因素。本文将综

述真空采血管标本放置时间和温度对常见检验项目的影响，以

便临床化验人员更好地处理标本。 

 

2. 国内外行业标准对静脉血液标本处理的建议 

静脉血液标本处理是临床实验室中非常重要的一项工作，

它直接影响到检验结果的准确性和诊断结果的正确性。因此，

各个国家和地区都制定了相应的行业标准来规范静脉血液标本

的采集、处理和运输。《临床化学检验血液标本的收集与处

理》（WS/T 225-2002）[1]里关于全血处理为血清或血浆标本

指出：血清或血浆应尽快地、自然地从与细胞接触的全血中分

离出来（除非有结论性的证据证明较长时间与细胞接触对结果

的准确性没有影响）。从采集标本算起，必须在 2 h 内分离出

血清或血浆。已分离的血清/血浆，在 22℃保存不超过 8 h。

《全国临床检验操作规程》（第 4 版）[2]建议空腹血浆或全血

样本应在采集后 2 h 内分离离心，且应保存在 2 ~ 8℃下。《静

脉血液标本采集指南》（WS/T661-2020）[3]在关于血液标本采

集后的保存运送的部分指出，静脉血液标本采集后宜及时送

检，宜在 2 h 内完成送检及离心分离血清/血浆（全血检测标本

除外）。美国临床和实验室标准协会（Clinical and Laboratory 

Standards Institute，CLSI）[4]提到，分离的血清/血浆应在室温

下保存不超过 8 h。如果测定不能在 8 h 内完成，血清/血浆应

冷藏（2 ~ 8℃）。如果测定未在 48 h 内完成，或分离的血清/

血浆的存储时间超过 48 h，血清/血浆应在- 20℃或低于- 20℃

冷冻。在一般情况下，血清可在 4℃下在凝胶上储存长达   

48 h，但除外，如苯妥英、苯巴比妥、三环抗抑郁药（阿米替

林、丙咪嗪、卡马西平）、奎尼丁、利多卡因和雌二醇，这些

药物在吸收到分离凝胶后会随着时间的推移而减少。国际血液

学标准委员会（ICSH）[5]建议血液标本应在采集后 1 h 内送到

实验室，并在 4 h 内进行分离血清或血浆，血液标本在运输途

中应保持恒温。 

尽管已有不少相关标准指南对静脉血液标本处理进行相应

的推荐和建议，但在实际检验中，静脉血液标本的检测指标往

文献导读 
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往会受标本类型、采集容器、时间、温度、检验仪器等多种因

素的影响而显示出差异性。因此，在对标本进行分析处理时，

需根据具体检测项目和需要，参照有关国内外标准指南和文献

研究建议，选择适宜的处理方式，以确保检测结果的准确性。 

 

3. 标本放置时间和温度对常见检验项目的影响 

3.1 蛋白质测定 

血清总蛋白代表许多不同蛋白质的总和，其中许多蛋白质

彼此独立变化。由于血液中血清总蛋白浓度的测量可用于评

估、诊断和监测各种疾病和病症，因此它是调查电解质紊乱、

炎症或感染性疾病、初乳摄入量和健康状况的最常见的常规分

析之一。 

标本储存不当是分析前误差的潜在来源，可能会显著影响

生化变量的浓度。一些常规临床生化参数（总蛋白、白蛋白、

乳酸脱氢酶、肌酸激酶、微量元素和激素）的稳定性已在不同

实验室储存条件下的人类和一系列动物物种中进行了测试，这

些研究表明，温度和储存时间是重要因素，可能会影响生化分

析的结果[6]。《临床常用生化检验项目参考区间第 2 部分：血

清总蛋白、白蛋白》（WS/T 404.2-2012）[7]关于蛋白质测定的

血液样品处理建议：血液采用真空采血方式，样品在采集后  

2 h 内及时分离血清，检查并别除溶血、黄疸或乳糜样品，血

清分离后 2 h 内进行分析。Cray 等[8]研究了温度和贮存时间对

大鼠血清常见生化分析指标的影响。将大鼠血清样本在不同的

温度下（4℃、室温、37℃）和不同的存储时间（0 h、2 h、  

4 h、8 h、24 h）下对样本进行分析。研究发现，ALB 和 TP 的

浓度在室温下放置 2 h 后会逐渐下降，尤其是在高温条件下

（超过 25℃），ALB 和 TP 的降解速度更快。因此，在蛋白质

检测中，及时冷藏或低温保存血清样本可以有效保护 ALB 和

TP 的稳定性。 

此 外 ， 不 同 的 蛋 白 质 对 储 存 条 件 的 敏 感 程 度 不 同 。

Daniela 等[9]评估短期储存马血清的影响（收集后 3 h 内、

4℃/24 h 后、4℃/48 h 后以及 - 20℃/48 h）后分析对健康马的

总蛋白质和电泳组分（白蛋白和 α1-、α2-、β1-、β2- 和 γ-球蛋

白）的影响。结果表明血清在 4℃下储存 24 h 和 48 h 对总蛋

白、白蛋白和 γ-球蛋白没有显著影响，但对 α-球蛋白有显著影

响，并且血清在 - 20℃ 下储存 48 h 会显著改变所有这些参

数。该研究与 TOTHOVA[10]报道的牛物种的结果一致，说明了

除了 α-球蛋白以外，样本储存在 4℃ 时，可以在采血后 48 h

内评估血清蛋白组分，冷藏不会改变分析结果。Christensen[11]

研究了储存温度和时间对人血清蛋白生物标志物稳定性的影

响。发现在 4℃下储存 24 h，大部分蛋白质的含量没有显著变

化。而在 - 20℃或 - 80℃的低温下长时间储存，某些蛋白质

的含量会显著下降，如维生素 A 结合蛋白（RBP）和 A1 抗胰

蛋白酶（A1AT）等。此外，长时间储存会导致蛋白质降解和

聚集，影响其稳定性。因此，对于血清蛋白质生物标志物的储

存和分析，应该选择合适的温度和储存时间，并尽可能快地进

行分析。 

总的来说，对于血清标本的处理，应该尽量避免长时间的

存储和高温环境，以保证蛋白质的稳定性和准确性。了解血清

标本的存储条件对蛋白质检测结果的影响，可以帮助实验室技

术人员制定最佳的样本处理方法和测量条件，以确保结果的准

确性和可靠性。 

3.2 无机离子测定 

血清钾、钠、氯测定是临床常见的组合检测项目之一，

有助于水、电解质平衡和酸碱平衡紊乱的判断。标本放置的

时间和温度均会使电解质浓度和 PH 值发生明显的改变。

《全国临床检验操作规程》[2]指出，血清或血浆标本应及时

分离，因全血标本放置时间过长，体外红细胞能量代谢受到

抑制，能量不足导致红细胞膜上 Na+-K+ ATP 酶不能正常运

转，从而不能将红细胞内逸出的钾转运到胞内，造成血清钾

升高，使测定结果出现假性增高。正常情况下，红细胞内外

钠、钾离子的平衡由三磷酸腺苷酶维持，当标本冷藏时，三

磷酸腺苷酶的活性降低，造成血钾假性升高。测定血钾标本

时，室温放置 30 ~ 45 min 后离心分离血浆或血清。室温下，

从接收标本到上机检测的最长时间限制是 4 h，15 ~ 30℃的环

境下不应超过 8 h。如无法在 4 h 内完成，血清或血浆应该被

保存在 2 ~ 8℃，在 48 h 内完成测定。测定血钠时，血清、血

浆标本可以在 2 ~ 4℃或冷冻存放，红细胞中钠的含量仅为血

浆中的 1/10，即使溶血对钠浓度测定影响也不会太大。 

正常的血钠水平是 135 ~ 145 mmol/L。有研究报道[12]抗凝

全血在 4℃条件下保存 3 周，可导致细胞内的钠离子水平升高

和细胞内钾离子水平下降，同时伴随着悬浮血浆中钠离子和钾

离子水平的相反变化。正常血钾水平为 3.5 ~ 5.0 mmol/L，在第
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10 天和第 15 天，钾浓度分别增加了 21.4%和 60.7%。钾浓度

的增加可能是由于低温 Na+-K+ATP 酶的保钠储钾功能受抑造成

细胞内钾外移，使血清钾测定结果增高。 

血液离体后，细胞内外钾离子分布差异，以及细胞因代谢

需要消耗能量，细胞膜通透性增加、溶血以及血液凝固过程中

血小板破坏，均会导致细胞内钾离子发生转移和释放，所以测

定血钾的标本应尽早分离。CLSI 建议[13,14]室温下测定钠和钾

离子的标本应在收集后 60 min 内离心完。还建议在确定钙离

子浓度时，应在 30 min 内分析完，因为室温下全血标本储存

效果不如血清，应尽快离心。这类似于 IFCC 的建议[15]，该

建议表示用于检测钙离子浓度的全血样本应在室温 15 min 内

进行分析。Gerald 等[16]研究了静脉血标本分析前钠离子、氯离

子、钙离子在室温和冷藏条件下的稳定性，结果显示在室温条

件 下 ， 全 血 钠 、 钾 、 离 子 钙 和 氯 的 浓 度 保 持 稳 定 至 少      

109 min。在冷藏环境中，除钾离子外，所有电解质浓度都保

持稳定，最长可达 178 min。 

因此，在进行血清无机离子测定时，应该尽量避免将标本

长时间暴露于室温或高温下。不同研究报道中对同一指标验证

结果的差异仅可作为临床处理标本时的参考，在实际检验项目

开展时，往往还需要结合其他因素进行综合评估，以确保样本

在适当的条件下存储和处理，最终获得准确和可靠的结果。 

 

3.3 血清酶检测 

酶是能催化人体化学反应的一类特殊蛋白质。酶产生于人

体不同组织，体液中酶的浓度反映相应组织或器官的生理病理

状态，因而可用于临床诊断。通常，血清/血浆谷丙转氨酶

（ALT）和谷草转氨酶（AST）的活性被作为肝脏损伤的指标

来测量，血清/血浆碱性磷酸酶（ALP）的活性被用来评估胆

汁淤积症。然而，酶活性测定的结果会受到分析前因素的影

响，如血液标本在采血和分析时的保存、储存或处理方法不

当，可能产生可能导致错误的诊断结果。 

Divya 等[17]研究了存储温度和时间对常见的几种血清酶活

性的影响。对不同温度条件下（4℃、- 20℃和室温）血清中

酶的稳定性与第 1 天、2 天、5 天、8 天、11 天和 14 天的新鲜

血清样本（第 0 天）的酶活性进行比较，发现谷丙转氨酶

（ALT）在 4℃的条件下足够稳定，而在室温和 - 20℃下则不

稳定。谷草转氨酶（AST）在 4℃和 - 20℃下都稳定到 14 天，

而在室温下只稳定到 2 天。碱性磷酸酶（ALP）在储存时显示

出很大的变化，γ-谷氨酰转移酶（GGT）活性在 - 20℃时的稳

定性比在 4℃时的稳定性要差。同样，Nwosu 等[18]对比在冰箱

（2 ~ 8℃，平均 4℃）和室温（30 ~ 34℃，平均 32℃）下储存

120 h（5 天）的血清和血浆样品中谷丙转氨酶（ALT）、谷草

转氨酶（AST）和碱性磷酸酶（ALP）值的变化。发现检测的

这几种酶在冷藏的样品中比在室温下保存的样品更稳定，并且

在相同储存温度下，血清中的酶比血浆中的酶更稳定。其他研

究者[19]也报道了与血浆相比，血清中的酶更稳定，这使得血

清成为检测这些酶活性的首选样品。这些酶在血浆样品中的不

稳定性可能是由于在收集样品时使用的抗凝剂的干扰。 

已有的报道大多评估了短期内研究标本储存时间和温度对

血清酶的检测影响，对于需要长期保存的标本稳定性研究也是

非常必要的。Kolahdoozan[20]评估了几种肝胆酶在 - 70℃储存

5 年的稳定性，研究结果显示，ALT、AST 和 ALP 在最初储存

后的三个月都有明显的下降趋势，GGT 在 5 年后没有明显差

异，所以不建议将样本在 - 70℃储存超过 2 年，否则无法检测

到大部分的酶。 

血清标本的放置时间和温度是影响血清酶测定结果的重要

因素，对于不同的酶类，其在不同的温度和时间下的稳定性和

活性降解情况也不同。一般而言，较高温度下酶的降解会更

快，而低温（4℃）则会使酶的活性保持更长时间，但需要注

意标本冷冻保存的时间不宜过长，如需要长时间保存需要提前

做好稳定性验证，以确定最佳的保存时间。因此，在实际操作

中，应根据具体酶的特性和实验需求，选择合适的存储条件，

以保证测定结果的准确性和可靠性。 

3.4 血液葡萄糖检测 

细胞活动的大部分能量来自葡萄糖，人体所需的能量有

70%以上是由葡萄糖氧化过程提供的，这对维持人体的正常生

理功能非常重要。血液葡萄糖（glucose，Glu）测定在评估机

体糖代谢状态、诊断糖代谢紊乱相关疾病，指导临床医师制定

并适时调整治疗方案等方面具有重要价值。 

血糖的检测可以在全血、血清或血浆中进行。《全国临床

检验操作规程》[2]指出，全血葡萄糖浓度比血浆或血清低 12% 

~ 15%。取血后如全血放置室温，血细胞中的糖酵解会使葡萄

糖浓度降低，因此标本采集后应尽快分离血浆或血清。 
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[24]明确指出，静脉血浆是血糖评估的首选样本，并且强调需要

立即将血浆葡萄糖样品放冷藏环境中，在 30 min

血浆标本最常见的抑制剂是氟化钠，通常与抗凝剂草酸

钾 一 起 使 用 。 全 血 标 本 常 用 的 抗 凝 血 剂 是 乙 二 胺 四 乙 酸

（EDTA 盐）。当 EDTA 盐加入血液样本中时，它会螯合血液

凝结所需的钙，通过络合作用形成溶于水的络合物，从而防

止纤维蛋白的形成。Kehaled 等[21]以 30 min 为间隔，测定不同抗

凝标本在 3 h 内血糖水平的变化。发现无论使用何种抗凝剂标本

，葡萄糖的浓度在储存期间都不会一直处于稳定状态，但以氟

化钠/草酸钾抗凝标本的糖酵解速度最慢。因为氟化钠能抑制糖

酵解过程中烯醇酶的活性，从而减缓葡萄糖的分解。美国糖尿

病协会（ADA）[23]2002 年发布的建议和 2006 年世界卫生组织指

南

内进行离心。 

在实际临床检验中也常用血清标本检测葡萄糖水平，但其

稳定性与标本的放置时间和温度有关，是临床检验结果准确判

断的关键。Ahmed[22]研究了在 4℃（24 h、48 h、72 h）和 25℃

（0 h、2 h、6 h、12 h）的血浆和血清样本中葡萄糖水平的变

化，发现室温下储存的血清葡萄糖的稳定性在 2 h 内，而在

4℃储存的血清葡萄糖在 24 h 内稳定。血浆葡萄糖在室温下的

稳定性不超过 6 h，而在 4℃下储存时的稳定性为 48 h。 

因此，为了得到可靠的结果，建议临床优先选择氟化钠/

草酸钾抗凝血浆标本检测血液中的葡萄糖，也可以用血清或全

血标本。但不管使用哪种标本类型，均应控制好标本适宜的放

置时间和温度，在收集样本后立即或尽可能短的时间内进行葡

萄糖测定。 

3.5 血细胞分析 

根据国际血液学标准化委员会建议[25]，K2-EDTA 抗凝血

液是自动细胞计数的首选标本。血细胞分析标本的采集应使用

EDTA 抗 凝 剂 。 《 临 床 血 液 与 体 液 检 验 基 本 技 术 标 准 》

（WS/T 806-2022）[26]中关于标本的处理与储存建议：血细胞

分析的临床标本宜在采集后 8 h 内完成检测。 

全血细胞计数（CBC）和白细胞分类计数（DLC），是最

常见的血液学实验室检测之一。CBC 的结果可能会受到不同

的分析前因素的影响，例如温度和时间。根据国际血液学标准

化委员会的建议和后续审查，CBC 和 WBC 计数自动分类计

数的最大存储间隔在 4℃ 下稳定至少 24 h，甚至到 72 h，有

显著差异取决于自动血细胞分析仪的类型 [27]。Gunawardena 

等 [28]采用 Sysmex XS-500i（Sysmax）血细胞分析仪测量发

现，在 CBC 参数中，白细胞（WBC）、红细胞（RBC）、血

红蛋白（Hb）、平均细胞血红蛋白（MCH）、中性粒细胞和

淋巴细胞在所有三个温度（4℃、10℃、23℃）下都稳定长达   

48 h，除了血小板计数（PLT）应在采集后 6 h 内进行。 

Kayadibi 等人 [29]评估了 CBC 在含有 K3-EDTA 的样品

中的稳定性，发现标本在 4℃ 和室温下储存长达 240 min。

与 Cadamuro 等[30]研究的结果类似，在常温或低温条件下，

CBC 的大多数参数在 24 h 内保持稳定。而在进行 CBC 和 DLC

时，建议以 4℃保存 12 h 为最适保存条件。因此，也建议所有

处理大量血液学标本的实验室提前确定好不同检测指标对于样

本保存时间和温度的影响，以将误差降至最低。 

综上可知，临床检验标本保存时间和温度会对全血细胞计

数产生明显影响，应确保临床采集的全血标本及时送检，尽可

能在 3 h 内完成检验，并注意全程避免接触可使标本温度升高

的热源。对于未能及时送检的标本应及时放置于 4℃环境下保

存，并在 24 h 内尽快检测。对于保存时间延长的标本，检测结

果应充分考虑时间和温度因素的影响，从而为相关疾病早期筛

查、诊断和治疗提供真实可靠的依据。 

 

3.6 糖化血红蛋白检测 

糖化血红蛋白是红细胞中血红蛋白与葡萄糖的结合产物，

HbA1c 是糖化血红蛋白的主要组成成分，是糖尿病患者长期并

发症发展的指标。不同的样本储存条件可能会影响  HbA1c 

值，从而影响临床医生的诊断。 

通常大规模流行病学研究和临床试验的样本可能需要长期

保存，Bergmann 等[31]的一项研究表明，样品在 - 80℃下储存

2 ~ 12 周不会影响用高效液相色谱法（Bio-Rad D-10®分析仪）

测量的 HbA1c 浓度。对于许多常规临床样本一般在短时间内使

用 4℃的储存温度。Niazpour 等[32]采用 COBAS Integra 400 测

量评估不同储存条件对全血标本中糖化血红蛋白（HbA1c）浓

度的影响，研究发现在常温下储存的血液样本中，HbA1c 浓度

在储存 2 天后显著下降；而在 4℃下储存的样本中，HbA1c 浓

度仅在储存 7 天后才出现显著下降。我国卫生行业标准《糖化

血红蛋白检测》（WS/T 461-2015）[33]指出：糖化血红蛋白检

测需采用含有乙二胺四乙酸（EDTA）抗凝剂的采血管。一般

情况下，全血样品在 4℃储存，可以稳定 1 周。在 - 70℃或
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更低温度可以长期储存，至少稳定 1 年以上，但不宜在      

- 20℃长期储存。 

标本存放的时间和温度对糖化血红蛋白值有较大影响，因

此要结合行业标准推荐及有关文献报道，谨慎处理标本存放温

度与时间。 

 

3.7 血液流变学测定 

血液流变学（hemorheology）是研究血液流动与变形性及

其临床应用的，《全国临床检验操作规程》[2]中关于血液流变

学检查质量的要求明确：采血后的标本应立即送检进行测试，

样本 18 ~ 25℃保存，最好于 4 h 内完成测试。在室温下存放时

间过长，会引起测量结果偏高，若存于 4℃冰箱可延长至   

12 h。血样不宜在 0℃以下存放，因为在冷冻条件下红细胞会

发生破裂。 

有关文献报道[34]标本存放的温度为 4℃时血液流变学指标

较为稳定。而随着温度的上升，血液流变性质会发生改变，如

黏度、弹性模量等指标会产生较大的波动。Uyuklu 等[35]评估

了储存温度（即 4℃或 25℃）和持续时间对健康对照者和脓

毒症患者血液的红细胞变形性和聚集性的影响，对于健康的血

液标本，血液可以在 25℃下储存长达 6 h 以进行变形性研

究，但如果研究还包括红细胞聚集，则这段时间应限制在 4 h

内。而在 4℃下存储可将聚集度测量的存储期延长至 12 h，但

不能将变形性测量的存储期延长至 12 h。对于败血症患者的血

液样本受储存的影响较小。因此，建议采样和测量之间的时间

间隔应尽可能短，并与结果一起报告。 

血液标本放置时间与温度都是影响血液流变学检测结果的

重要因素。为了保证检测结果的准确性，必须严格控制这些因

素。此外，由于各种因素的影响可能不同，在进行血液流变学

检测时，还需要综合考虑不同的情况，确保最终结果的准确性

和可信度。 

 

3.8 红细胞沉降速率测定 

血沉作为一项常见的炎症指标，在临床检验中应用广泛。

红细胞沉降速率（ESR）是衡量血液黏稠度的指标，也是检测

炎症反应程度的标志物之一。常见的检测方法有魏氏检测法和

自动分析仪法，不同检测方法对标本的处理条件稍有差异。 

《全国临床检验操作规程》[2]指出：魏氏检测法血沉检测

采集完静脉血标本，垂直立于室温 1 h 后，读取上层血浆高度

的毫米数值即为红细胞沉降率。该检测应在标本采集后 3 h 内

测定完毕。存放时间超过 3 h 的样品，会出现假性增高。自动

分析仪法测定的抗凝血标本应在室温条件下（18 ~ 25℃），  

2 h 内测定。在测定期内温度不可上下波动，稳定在 ± 1℃之

内。室温过高时血沉加快，可以按温度系数校正。室温过低时

血沉减慢，无法校正，存放时间超过 3 h 的样品，结果会有假

性增加。根据 1993 年国际血液学标准化委员会（ICSH）[36]的

建议，当血沉检测的血液放置在室温下时，试验必须在 2h 内

完成，或在 4℃时在 6 h 内完成。美国临床实验室标准化委员

会（NCCLS）[37]建议血液样本可以在 4℃下保存 4 h 以上，但

任何这样长时间的保存都必须得到验证。如果将试样放在环境

（室温 18 ~ 25℃）温度下，必须在 4 h 内完成测试。如果标本

保存在 4℃，标本应恢复到室温，测试应在 12 h 内完成。 

有研究 [38]表明 ESR 的测量取决于样本储存的时间和温

度，在 4℃和 23 ± 2℃的环境下，魏氏检测法测定的 ESR 稳

定性分别为 8 h 和 6 h。意味着如果标本储存在冰箱里，必须

在 8 h 内进行测试；如果标本储存在室温下，ESR 测试应在 

6 h 内进行。因为 ESR 的稳定性会随着时间的推移而降低，

常温下放置时间过长会使红细胞变成球形难以聚集。同时，

红细胞膜表面和血浆蛋白之间的电荷相互作用也会发生改

变。低温下放置时间过长会因血浆粘度在较低温度下增加，

导致 ESR 稳定性降低。该研究与 Cladio[39]采用 TEST1 研究

的结果一致，在 15 ~ 25℃下 ESR 的稳定性长达 8 h，在 2 ~ 

8℃稳定性长达 24 h，进一步证明了这两种检测方法对于血沉

的检测适用性，不会影响检测结果。 

因此，为了在临床研究环境中获得最佳结果，红细胞沉降

率应该在采样后尽快测量，如需保存应进行有关验证或参考有

关指南建议进行，并综合考虑其他因素的影响。 

3.9 对血氨检测的影响 

血液和血浆中的氨浓度在采集后会自发增加，这种增加

主要是通过血浆和细胞蛋白脱氨和可能的溶血释放氨来实现

的。血氨浓度与红细胞、血小板计数、血浆 γ-谷氨酰转移酶

和丙氨酸氨基转移酶活性呈正相关。所以，为了减缓体外氨
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的产生，血液样本必须在采集后 15 min 内迅速运送到实验

室，并立即在 4℃下离心后分析，以阻止细胞新陈代谢，并

限制体外产生氨的酶的活性[41]。对于血液采集点位于离实验

室一段距离的地方，无法实现快速分离血浆和细胞的情况，

也有研究验证了用于氨浓度测量的新鲜血液样本通过气动传

输到实验室处理的时间对结果没有显著影响。离心前和离心

后 1 h，只要样品保持低温，氨浓度不受等待时间长达 1.75 h

的影响（即 105 min）。否则，最好将血浆样品在 - 80℃冷

冻保存[40]。 

《全国临床检验操作规程》对于血浆氨测定的标本采集要

求指出[2]，血氨检测标本应使用草酸钾、EDTA 或肝素抗凝的

血浆标本，不能用肝素铵和氟化物抗凝，将使测定值增高。标

本采集后，血液中氨基酸即可发生脱氨分解，可造成血氨浓度

升高。即使在 0℃，采血后 15 min 以上就可引起血氨浓度升

高；在 25℃时，血氨浓度增高速率约为 0.017 μg /（min·mL）

血液。因此，采血后必须立即置冰浴，尽快分离出血浆，及时

进行测定。Gifford 等[42]人开发了一种简单的方法，用于稳定

采血后超过 12 h 的血氨分析标本。该方法包括用酶抑制剂硼酸

钠/L-丝氨酸对血浆标本进行预处理，并在 4℃下运输和储存。

经过这样的预处理，他们表明，对于 ALT 或 GGT 活性正常和

升高的样本，体外氨的生成率低于 0.5 µmol/L/h。另外该研究

还证实了在  - 80℃下储存样本可以保持氨的稳定性，不受

ALT 或 GGT 活性的影响，但是样本必须在 30 min 内解冻完

毕。 

因此，对于血浆氨的检测应在采集完标本后立即进行分

析，特别是对于代谢或肝脏病理疾病患者的血液样本应尽快分

析，以尽量减少分析前血浆氨在不同储存条件中引起的不稳定

性对检测结果判断造成影响。 

 

3.10 止血与血栓检测 

常见检测凝血四项包括凝血酶原时间（PT）、活化部分

凝血活酶时间（APTT）、纤维蛋白原（FIB）和凝血酶时间

（TT）。其中，PT 主要用于评估外路凝血系统的功能，检测

凝血因子Ⅰ、Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ和纤维蛋白原等凝血因子的活性情

况。《全国临床检验操作规程》[2]建议标本采集到处理的时间

尽量缩短。这对某些检测很重要，如因子Ⅷ最不稳定，若无

法立即检测，可将标本置于  - 80℃冰箱中。血小板功能检

测，标本应该储存于 18 ~ 24℃，禁止存放于冰箱中。临床实

验室和标准协会（CLSI）[43]建议大多数凝血参数必须在室温 

4 h 内进行评估，但旨在监测全剂量普通肝素治疗的测试除

外 ， 其 延 迟 时 间 不 得 超 过 2 h 。 欧 洲 血 栓 形 成 协 调 行 动 

（ECAT）[44]和法国凝血酶与血栓形成研究组（GEHT）[45]也

提出了类似的建议。对于常规凝血测试，如凝血酶原时间

（PT）和活化部分凝血活酶时间（APTT），应在 2 h 内将标

本送到实验室进行测试。如果不能立即测试，则应将标本保存

在室温下，不超过 4 h。如果需要更长时间的存储，则应将标

本保存在冰箱中，温度在2 ~ 8℃之间，并在72 h内进行测试。 

《 临 床 血 液 与 体 液 检 验 基 本 技 术 标 准 》 （ WS/T 806-

2022）[25]中建议，用于血栓与止血常用检测项目的抗凝剂为 

105 mmol/L ~ 109 mmol/L（3.1% ~ 3.2%，通常为 3.2%）的枸

橼酸钠水合物（Na3C6H5O7·2H2O），血液与抗凝剂体积的比

例为 9：1。用于血栓与止血常用项目检测的标本，宜置于室

温（18℃ ~ 24℃）条件下，在标本采集后 1 h 内分离血浆，  4 

h 内完成检测；若标本无法在采集后 4 h 内检测，应分离血浆

并移至洁净干燥的不导致接触激活的试管（如聚丙烯材质的试

管）中，加可螺旋封口的盖子，冷冻于  - 20℃（最多保存   

2 周）或 - 70℃（最多保存 6 个月）。用于血小板聚集实验的

标本，宜在 18℃ ~ 24℃条件下处理，不能冷藏或冷冻。血小

板聚集实验宜在采血后 30 min 到 4 h 之间完成检测。  

有研究[46]显示标本放置时间过长、过短均会影响到检测

结果。当将标本放置于室温中 8 h 之后进行检测时，检测所得

PT、APTT 均显著高于即时检测结果；送检时间超过 4 h 就会

导致 TT 检测结果高于即时检测。Feng 等[47]研究发现用于 

Fbg、PT/INR 和 TT 测定的血浆样本可以在 4℃ 和 25℃ 下

安全储存长达 24 h；用于 APTT 测量的标本可以在 4℃ 下

安全储存 12 h，在 25℃ 下稳定储存 8 h。Toulon 等[48]报道了

未离心的柠檬酸盐血液样本在室温下不同储存时间对常规凝血

试验结果的影响，PT/INR、APTT、纤维蛋白原、FV 和 D-二

聚体可以在采血后室温下储存长达 8 h；对于 FVIII，最佳储

存时间是 6 h。 

因此，在临床中进行凝血四项检测时，需加强对标本的放

置时间和保存温度进行严格控制。在标本采集后送检时间需控

制在室温 2 h 之内完成，建议不超过 4 h。进而提高检测结果

的准确性。受实验室不同的条件或分析系统的影响，研究结论

可能会有所不同，需要综合评估判断。 



IMPROVE REVIEW 医学拾萃-论文速递 

©2023 IMPROVE MEDICAL All Rights Reserved 7 

4. 总结 

真空采血管标本检测结果受影响因素较多，包括真空采血

管类型、标本放置温度、标本放置时间及检验设备等，相同环

境条件中，同一项目的不同检测指标也会表现出差异性。而检

测结果的精确性对保证疾病治疗方案合理性及有效性具有重要

意义。因此，在临床实践中，需根据具体检测项目和需要，遵

循有关标准和指南的建议，以确保检测结果的准确性和可靠

性。同时，应选择适宜规格的真空采血管，并严格控制血液标

本放置温度及时间。此外，医护人员在进行标本采集、运送和

储存过程中，应严格遵循标准化操作指南，切实做好检验前标

本质量控制相关工作。因临床实际工作中不可避免会遇到标本

不合格情况，所以掌握不合格标本出现的可能因素及对检验造

成的影响，有利于临床对检验结果做出正确的客观评价，最大

程度降低误判风险。 
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本期的文献摘要，选取了综述中若干有关标本放置时间与温度对几种检验项目影响的参考文献，针对其中的文献摘要部分进行中文翻

译。这些文献或综述研究了关于静脉血液标本放置时间和温度对临床不同检验项目的影响及相关的标本分析过程处理建议。 

 

参考文献摘要翻译 

1. Jakubowski J, Aebischer V, Luetzelschwab J, et al. 

Stability of clinical chemistry parameter values in 

minipig serum under different storage conditions. [J]. 

Scandinavian Journal of Laboratory Animal Science, 

1998, 25: 197-204. 

摘要 

常规临床化学参数（葡萄糖、总蛋白、白蛋白、尿

素、肌酐、天冬氨酸转氨酶、丙氨酸转氨酶、碱性磷

酸酶、肌酸激酶、总胆红素、胆固醇、甘油三酯、无

机磷酸盐、钠、钾、镁、钙、氯）的稳定性和乳酸脱

氢酶）在不同实验室储存条件下在小型猪血清中进行

了测试。这些值是在 Beckman Synchron CX-5 的帮助

下确定的。根据 IFCC 的建议对所有酶进行了测定。

这些分析是在小型猪和质量控制的血清中进行的。表

中列出了各种酶活性、电解质和其他临床生化值。在

不同时间段后测定在室温和 - 20°C 下储存的 24 只小

型猪血清（12 只雄性和 12 只雌性）的参数值。在所

有血清（新鲜和储存）中发现了相似的临床化学值。

对测量值进行参数或非参数统计分析。未观察到新鲜

血 清 和 储 存 血 清 之 间 存 在 统 计 学 显 著 差 异  (p > 

0.05）。可以得出结论，在 - 20°C 下储存 70 或 90 

天不会导致小型猪血清样本的临床化学测量发生统计

学上的显著变化。 

 

 

2. Cray C, Rodriguez M, Zaias J, et al. Effects of storage 

temperature and time on clinical biochemical 

parameters from rat serum. [J]. Journal of the American 

Association for Laboratory Animal Science, 2009, 48(2): 

202-204. 

摘要 

血清通常被冷冻并储存起来，以备日后分析。这项研究

评估了大鼠血清中 17 种分析物在 4°C 冷藏和 - 20°C（无

霜和无霜冰柜）和 - 70°C 延长储存期间的稳定性。使用

自动干玻片化学分析仪在 0 时间对样品进行分析，然后

以等分的形式存储在 7 天、30 天、90 天和 360 天进行分

析。冷藏 7 d 后，只有肌酸激酶活性变化超过起始值的

10%。在 - 70°C 下冷冻明显优于 - 20°C，后者最早在第

30 天观察到二氧化碳的变化，在第 90 天观察到丙氨酸

转氨酶的变化。保存在无霜和无霜 - 20°C 冰柜中的样品

在 90 天内没有显著差异。在设计任何回溯性研究时，应

考虑储存时间和温度等因素。 

 

 

 

文献摘要 
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3. Alberghina Daniela,Casella Stefania,Giannetto Claudia 

et al. Effect of storage time and temperature on the total 

protein concentration and electrophoretic fractions in 

equine serum.[J] .Can J Vet Res, 2013, 77: 293-6. 

摘要 

血清蛋白电泳（SPE）是一种技术，可以被认为是临床

医生最有用的诊断辅助手段之一。评估了 24 匹健康马的

总蛋白和电泳馏分（白蛋白、α1-、α2-、β1-、β2-和 g-球

蛋白）的储存时间和温度的影响。通过颈部静脉穿刺收

集的所有样本都被离心，并分成 4 个等分样本。单向重

复测量方差分析（ANOVA）显示，不同的储存条件对

所有研究参数的浓度有显著影响（p < 0.05），白蛋白、

α1-球蛋白、α2-球蛋白和 g-球蛋白的百分比也有显著变

化。与时间 0 相比，- 20℃下 48 h 后总蛋白浓度明显增

加， - 20℃下 48 h 后白蛋白百分比下降，4℃下 24 h 后

α1-球蛋白百分比增加，4℃和 - 20℃下 48 h 后 α2-球蛋白

百分比增加，- 20℃下 48 h 后 g-球蛋白百分比增加。这

些结果应有助于兽医从业者适当地处理和储存马血清样

品。在不同的储存时间和温度下的进一步调查可能是有

用的。 

 

4. TOTHOVA C, Nagy O, Seidel H, et al. The effect of 

storage on the protein electrophoretic pattern in bovine 

serum. [J]. 2010. 

摘要 

本研究旨在评价不同贮藏条件对牛血清中主要蛋白质组

分相对浓度及其比例的影响。血液样本取自六头低地黑

斑奶牛及其杂交品种的奶牛。分离的血清被分成等份。

一种样品在分离后立即进行分析，不进行储存。第二份

样品在 4℃下保存 1 天，其余样品在 - 18℃下冷冻 2 天、

7 天和 21 天，然后分析。用琼脂糖凝胶电泳分析血清的

主要蛋白质组分：白蛋白（%）、α-球蛋白（%）、β-球

蛋白（%）和 γ-球蛋白（%）。随着时间的推移，在   

- 18℃储存期间，牛血清中白蛋白的相对浓度有显著降

低的趋势（p < 0.001）。α-球蛋白和 γ-球蛋白的百分比

则呈相反趋势，在研究期间均显著升高（p < 0.05）。在

冰冻血清样本中，β-球蛋白的相对浓度没有观察到显著

的变化。评估未储存样品与 4℃储存样品之间血清蛋白

组分的差异，冷藏样品中白蛋白的相对浓度无显著降

低，而 γ-球蛋白组分的百分比显著增加（p < 0.05）。结

果表明，血清样品的保存温度和保存时间可能会影响血

清蛋白的电泳模式。 

 

5. Christensen EI, Birn H. Effect of storage temperature 

and time on the stability of serum protein biomarkers. 

Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory 

Investigation, 2011, 71（7）: 573-579. 

摘要 

背景：血清蛋白质生物标志物在临床诊断和治疗中具有

广泛的应用。然而，储存条件的变化可能会影响这些生

物标志物的稳定性和准确性，从而影响临床诊断和治疗

的结果。 

方法：本研究使用免疫测定和电泳方法，对 11 种蛋白质

进行了测试，研究了储存温度和时间对血清蛋白生物标

志物稳定性的影响。将血清样品分别储存在 4℃、- 20℃

和  - 80℃的条件下，并在不同时间点（0 h、24 h、   

48 h、72 h）进行测试。 

结果：不同的蛋白质对储存条件的敏感程度不同。在

4℃下储存 24 h，大部分蛋白质的含量没有显著变化。然

而，在 - 20℃或 - 80℃的低温下长时间储存，某些蛋白

质的含量会显著下降（p < 0.01），如 RBP、A1AT 和 C3

等。此外，长时间储存会导致蛋白质降解和聚集，影响

其稳定性。 

结论：对于血清蛋白质生物标志物的储存和分析，应该

选择合适的温度和储存时间，并尽可能快地进行分析。

在临床实践中，我们需要注意储存条件对生物标志物测

量结果的影响，以确保准确的临床诊断和治疗。 
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6. Ono T,Kitaguchi K,Takehara M et al. Serum-

constituents analyses: effect of duration and temperature 

of storage of clotted blood.[J] .Clin Chem, 1981, 27: 35-8. 

摘要 

我们研究了血清与非抗凝血液接触的时间和温度对 25 个

分析物的影响。测定胆红素、白蛋白、硫酸锌混浊度、

百里香酚混浊度、胆碱酯酶（EC 3.1.1.8）、碱性磷酸酶

（EC 3.1.3.1）、亮氨酸氨基肽酶（EC 3.4.11.1）、淀粉

酶（EC 3.2.1.2）、总胆固醇、甘油三酯、脂蛋白、尿素

氮、肌酐、尿酸。在 4℃、24℃和 30℃条件下保存    

48 h，对谷氨酰转氨酶（EC 2.3.2.2）的影响不大。与细

胞接触 24 h 的血清钾和 4℃条件下 48 h 后的无机磷含量

差异不大，但在 4℃条件下 8 h 有所增加，30℃条件下略

有下降。总蛋白和总钙在 30℃下 48 h 变化有统计学意

义：天冬氨酸氨基转移酶（EC 2.6.1.1）和丙氨酸氨基转

移酶（EC 2.6.1.2）在 23℃下 8 ~ 24 h，30℃下最快 6 h；

乳酸脱氢酶（EC 1.1.1.27）在 30℃下放置 8 h，在 23℃

下放置 8 ~ 24 h；葡萄糖在 4℃、23℃或 30℃保存 24 h、

4 h 或 2 h，无机磷在 23℃放置 48 h 或 30℃放置 8 h；钾

在 4℃放置 4 h 或 30℃放置 24 h；钠在 4℃下 48h 或在

23℃或 30℃下 6 h。 

7. Boink AB, Buckley BM, Christiansen TF, Covington AK, 

Maas AHJ, Mullerplathe O, et al. IFCC recommendation 

on sampling, transport and storage for the determination 

of the concentration of ionized calcium in whole blood, 

plasma and serum. Clin Chim Acta 1991; 2021;202: S13-

S21. 

摘要 

分析前血液、血浆或血清中电离钙 [ c（Ca2+）] 的物质

浓度可能会受到样品的 PH 值变化、肝素对钙的结合以

及抗凝血剂溶液的稀释的影响。全血的 PH 值变化可以

通过厌氧取样以避免 CO2 的损失，尽快测量，或将样品

储存在冰水中以避免乳酸的形成来减少。血浆或血清：

如果在封闭的试管中离心，并立即测量，样品的 PH 值

将接近原始值。如果在离心和测量之间发生了延迟，导

致 CO2 大量流失，建议在测量前用相当于 pCO2 = 5.3 kPa

的混合气体对样品进行平衡。只有当 PH 值在 7.2 ~ 7.6

范围内时，将测量值转换为 c（Ca2+）（7.4）才有效。 

肝素与 Ca2+的结合可以通过使用以下任何一种来减少：

（1）肝素钠或肝素锂的最终浓度为 15 IU/ml 血或更少；

（2）钙滴定肝素的最终浓度低于 50 IU/ml 血。在毛细管

或注射器中使用干肝素可以避免稀释效应。当使用肝素

溶液时，通过使用含有与正常血浆中电离钙平均浓度相

对应的游离钙离子的肝素溶液的注射器，可以减少稀释

或钙结合引起的误差。本文介绍了避免分析前误差的采

血、储存和运输的条件。 

 

8. Gerald S Zavorsky, Xander M R van Wijk, Samuel 

Gasparyan, Nicholas S Stollenwerk, Rebecca A Brooks, 

Stability of Whole Blood Electrolyte Specimens at Room 

Temperature vs. Slushed Ice Conditions, The Journal of 

Applied Laboratory Medicine, Volume 7, Issue 2, March 

2022, Pages 541–554. 

摘要 

背景：关于全血电解质稳定性的数据仅限于小样本量。

我们试图确定在室温和切片条件下，在一家主要医院中

心的人类患者的全血电解质的稳定性。 

方法：对 203 例因不同病理生理状况住院的患者进行全

血标本采集。在 3 h 内的 5 个不同时间点测量了钠、钾、

离子钙和氯化物的电解质浓度。样品在分析前储存在室

温（22 ~ 24℃）或冰冻条件（0.1 ~ 0.2℃）下。 

结果：在这两种条件下，钠、离子钙和氯化物在 109 min

时与基线相比没有明显变化，但 在冰冻冰块中储存  

138 min 后，钾离子平均增加了 0.0032 [ 0.0021（第 5 个

百分位数）~ 0.0047（95 个百分位数）] mmoL/L/min

（调整后的 R2 ≈ 0.62，p < 0.001）。5%的标本在冰冻保

存 67 min 后，钾离子较基线有 0.3 mmol/L 的变化。相比

之下，在室温下储存的 1%的标本在相同的时间点显示

出相同的变化。 

结论：在室温下，全血钠、钾、离子钙和氯化物浓度保

持稳定至少 109 min。然而，在冰冻保存不超过 67 min

的 全 血 样 本 显 示 ， 与 基 线 相 比 ， 钾 浓 度 增 加 至 少     

0.3 mmol/L 的可能性为 5%。其他分析物在长达 178 min

的冰冻储存时间内不会不稳定。 
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9. Divya P D, Jayavardhanan K K. Effect of time and 

temperature on the storage stability of hepatobiliary 

enzyme activities in cattle serum. [J]. Indian Journal of 

Animal Research, 2014, 48(2): 129-133. 

摘要 

本研究旨在选择一种理想的牛血清样品保存条件，用于

测定肝胆酶，即丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸

氨基转移酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）和 γ-谷氨酰

基转移酶（GGT）。这项研究是在 2008 年 4 月至 10 月

期间对成年健康雌性杂交牛进行的。比较了在室温（22 

~ 27℃）、4℃和 - 20℃下储存的血清中酶的稳定性，并

与新鲜血清样品（第 0 天）在第 1 天、2 天、5 天、8

天、11 天和 14 天的酶活性进行了比较。丙氨酸氨基转

移酶在 4℃下稳定到 14 天，而在室温和 - 20℃下不稳

定，天冬氨酸转氨酶在 4℃和 - 20℃下都稳定到 14 天，

而在室温下只稳定到 2 天。与其他肝胆酶相比，碱性磷

酸酶在储存过程中表现出较大的变化，建议在新鲜血清

样品中进行其测定，以获得准确 的结果。牛血清在     

- 20℃时对 GGT 活性表现出较差的稳定性，而在 4℃

时，观察到的稳定期分别为 8 天和 11 天，并且在室温下

该酶仅稳定一天。因此，在保存血清样品之前，建议分

别考虑不同动物血清中各肝胆酶的稳定性，以获得更有

效和可靠的结果。 

10. Nwosu O K, Aloh G S, Ihedioha J L. Changes in alt, ast 

and alp values of plasma and serum samples stored at 

refrigerator (4℃) and room temperature (32℃) for up 

to five days. [J]. Bio-Research, 2009, 7(2). 

摘要 

本文研究了在冰箱（2 ~ 8℃，平均 4℃）和室温（30 ~ 

34℃，平均 32℃）中放置 120 h（5 天）的血清和血浆样

品 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 （ ALT ） 、 天 冬 氨 酸 转 氨 酶

（AST）和碱性磷酸酶（ALP）值随时间的变化。血液

样本来自尼日利亚阿巴卡利基的埃博尼州立大学教学医

院总共 20 名出现肝功能障碍的患者。在样本收集和分离

后立即进行酶分析以获得基线值（BV），然后在 120 h

内以指定的时间间隔进行酶分析。结果表明，在不同温

度下，在规定的保存时间内，血清和血浆样品的 BV 值

无显著差异（p > 0.05）：血清 ALT 为 4℃ - 48 h、32℃ 

- 16 h；血浆 ALT 为 4℃ - 36 h、32℃ - 10 h；血清 AST

为 4℃ - 36 h、32℃ - 10 h；血浆 AST 为 4℃ - 36 h、32℃ 

- 8 h；血清和血浆 ALP 为 4℃ - 30 h、32℃ - 10 h。所有

的酶在冷藏的样品中比在室温下保存的样品更稳定；而

且在所有的储存温度下，这些酶在血清中的稳定性比在

血浆中的更稳定。结论是，一般情况下，如果在采血和

分离后 30 h 内对冷藏样品进行分析，可以获得可靠的血

清和血浆 ALT、AST 和 ALT 值（数值与 BV 没有显著差

异），而对于室温（32℃）保存的样品，分析应在 8 h

内进行。超过这两个时间点（冷藏 30 h，室温保存     

8 h），所研究的血清和血浆酶的值与 BV 有显著差异 

（p < 0.05），因此诊断不可靠。 

 

11. Kachhawa Kamal,Kachhawa Poonam,Varma Meena et 

al. Study of the Stability of Various Biochemical Analytes 

in Samples Stored at Different Predefined Storage 

Conditions at an Accredited Laboratory of India.[J] .J 

Lab Physicians, 2017, 9: 11-15. 

摘要 

背景：由于技术问题，实验室通常需要储存血清和其他

血液制品，或为后续研究保存样本。本研究的目的是确

定生化分析物的稳定性是否受储存条件的影响。 

材料和方法：对 10 例患者储存后的血清中 17 种生化指

标进行检测。在确定基线测量后，每个患者的血清被等

分，并在 - 20°C 下存储 7 天、15 天和 30 天，然后进行

稳定性分析。将结果与从新鲜样品获得的初步分析测量

结果进行了比较。对与基线（T0）浓度相比的平均变化

进行统计学和临床评估。 
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结果：钠、钾、尿素、肌酐、尿酸、总钙、磷、直接胆

红素、总胆红素、天冬氨酸氨基转移酶、丙氨酸氨基转

移酶、碱性磷酸酶、总蛋白、白蛋白、胆固醇和甘油三

酯在所有条件下都是稳定的。血清淀粉酶是唯一显示长

时间储存后不稳定的分析物；淀粉酶水平在 7 天、15 天

和 30 天时显著变化 （p < 0.05）。 

结论：除淀粉酶外，大多数常见生化分析物在- 20°C 保

存 30 天后，血清中淀粉酶表现出足够的稳定性。血清淀

粉酶分析应在实验室收到样品的同一天进行。 

 

12. Kolahdoozan S, Sepanlou S G, Sharafkhah M, et al. 

Effect of storage temperature and time on stability of 

liver enzymes in blood serum. [J]. Archives of Iranian 

Medicine, 2020, 23（5）: 296-301. 

摘要 

背景：收集和储存标本用于未来的非特定研究是越来越

普遍了。然而，长期储存对血清中分析物的稳定性和质

量的影响还没有得到很好的研究。我们旨在确定从储存

在基线的冷冻生物样本中提取的肝酶的稳定性是否受到

储存条件的影响。 

方法：对 400 名患者血清中共有的四种肝酶进行了储存

后的检测。在确定了基线测量值后，每个病人的血清被

抽出，在 - 70℃下储存 3 个月和 6 个月，以及在收集原

始样本后储存 1 年、2 年和 5 年。从统计学和临床上计

算出与基线测量值的百分比变化。还使用了线性模型来

校正基于样品冷冻时间的结果。 

结果：在几乎所有的样本中，肝酶的基线两年后才能被

检测到，而在相当大比例的样本中，基线五年后最终也

检测不到酶。对酶的对数转换水平的线性回归分析表

明，在基线后一年之前，性能是可以接受的。预测模型

的性能在基线后两年和五年内大幅下降，但谷氨酰胺除

外。 

结论：血清样本的长期储存使肝脏酶的浓度与基线相比

明显下降，GGT 除外。不建议将样本储存超过两年，因

为之后就无法检测到肝酶了。 

13. Al Salhen K S, Saad E K, Aznine A J. The effect of 

storage time and different anticoagulants on fasting 

blood glucose concentration. [J]. Al-Mukhtar Journal of 

Sciences, 2018, 33（2）: 104-111. 

摘要 

采用分光光度法比较了冷藏保存时间和抗凝剂氟化钠/草

酸钾、EDTA、柠檬酸钠、血清对空腹血糖的稳定作

用。取 75 名非糖尿病男性空腹血样，每隔 30 min 测定

一次血糖水平，最长时间为 3 h。我们的结果表明，血糖

随时间变化的速率因特定的抗凝剂而异。从实验结果可

以看出，不同的抗凝剂，血糖随时间下降的速率不同。

结果表明，冷藏环境下柠檬酸钠、EDTA、氟化钠/草酸

钾和血清中的血糖在 3 h 后的平均值分别为 28.4 mg /dL、

58 mg/dL、15.4 mg/dL 和 60.2 mg/dL。关于储存前的葡

萄糖浓度，这表明使用草酸氟化物作为抗凝剂储存血液

往往会在较长时间内更好地保持血糖水平。冰浆转运和

30 min 内快速分离血清可抑制糖酵解，而不添加任何抗

凝剂（减少 1.3%）。因此，从我们的发现来看，很明

显，无论标本类型、采集时间或抗凝剂类型，血糖浓度

在储存过程中都保持不稳定。因此，建议应在采集标本

后立即进行血糖分析，或在抗凝剂中储存后尽可能短的

时间内进行，以获得可靠的结果。 

14. Ahmed M O H M. Effects of Storage Temperature and 

Duration on Glucose Levels in Serum and Plasma. [D]. 

Sudan University of Science and Technology, 2018. 

摘要 

背景：葡萄糖是人类的主要能量来源。包括大脑在内的

神经系统——完全依赖葡萄糖提供能量。血糖在糖尿病

等疾病的常规分析和监测中被认为是最重要的参数之

一。 

目的：探讨不同保存温度和保存时间对血清和血浆血糖

水平的影响。 

材料和方法：本研究于 2018 年 3 月 ~ 8 月在喀土穆进

行。包括 100 名健康志愿者，年龄在 18 岁 ~ 28 岁之

间。将血液样本分配到普通容器中用于血清制备，并加

入适量的草酸氟化物抗凝剂用于血浆制备。用全自动分
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光光度化学法测定血清和血浆中的血糖，并用 SPSS 软

件对数据进行统计分析。 

结果：常温和 4℃下保存的血清和血浆中的血糖水平均

显著降低。 

结论：室温下保存的血糖在 4℃保存后，在 2 h 内和 24 h

内失去稳定性。发现血浆在室温下稳定不超过 6 h，在

4℃下储存 48 h。 

15. Unalli Ozmen Sevda,Ozarda Yesim,Stability of 

hematological analytes during 48 hours storage at three 

temperatures using Cell-Dyn hematology analyzer.[J] .J 

Med Biochem, 2021, 40: 252-260. 

摘要 

背 景 ： 全 血 细 胞 计 数 （ CBC ） 与 白 细 胞 差 异 计 数

（DLC）是医生最常要求的测试之一。该测试的结果受

储存温度和孵化时间的影响。本研究旨在评估血液标本

在三种温度下储存 48h 的稳定性。 

方法：从 22 名健康成年人身上采集 K2-EDTA-血液。在

4°C、10°C 或 23°C 下储存 48 h 后，立即使用血液分析仪

进行 CBC 检测；0 h、4 h、8 h、12 h、16 h、20 h、24 h

和 48 h。 

结果：红细胞、血小板、血红蛋白和平均血红蛋白在

4℃、10℃或 23℃储存 48 h 期间是稳定的。血细胞和平

均血管容积增加，而白细胞在 23℃下储存 48 h 后减少。

淋巴细胞、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞

在 23℃储存 12 h 后表现出明显的差异。 

结论：红细胞、血小板、血红蛋白和平均血管血红蛋白

是 24 h 储存期间唯一不需要冷藏的合适参数。当进行

CBC 和 DLC 时，可推荐 4℃作为 12 h 储存的最合适的

储存温度。 

16. Gunawardena D, Jayaweera S, Madhubhashini G, 

Lokumarakkala DD, Senanayake SJ. Reliability of 

Parameters of Complete Blood Count With Different 

Storage Conditions. J Clin Lab Anal. 2017;31（2）: 

e22042.  

摘要 

背景：全血细胞计数（CBC）是当今经常进行的实验室

检测。本研究评估了温度和样品储存时间对 CBC 参数

的影响，这可能会产生具有临床意义的误导性结果。 

方法：在一项横断面研究中，对 102 名随机选择的健康

个体进行了 CBC 检查，并使用 Sysmex XS 500i 全自

动血液分析仪对基线测量值进行了分析。在 4 ± 2°C、23 

± 2°C 和 31 ± 2°C 的温度下，对样品进行 CBC 长达 48 h

的储存。以 6 h、24 h 和 48 h 的时间间隔检查值。 

结果：在 CBC 参数中，白细胞、红细胞、血红蛋白、

平均细胞血红蛋白（MCH）、中性粒细胞和淋巴细胞在

所有三个温度下均稳定长达 48 h。单核细胞、嗜酸性粒

细胞、MCH 浓度、血细胞比容（Htc）和红细胞分布宽

度变异系数在 23 ± 2°C 和 31 ± 2°C 时显示出具有统计

学意义的变化。在长达 48 h 的所有研究温度下都观察到

血小板计数（PLT）显著下降以及平均血小板体积和嗜

碱性粒细胞计数增加。 

结论：本研究表明，CBC 的大多数参数不受所研究的

长达 48 h 的储存温度的影响，除了 PLT 应在采集后 6 h

内进行。为避免一些参数（如 HTC）发生变化，如果

预计会有任何延迟，最好将样品储存在 4 ± 2°C。 

 

17. Kayadibi H, Acar IA, Cam S. Stability of complete blood 

count parameters depends on the storage 

temperature,storage time,transport position and selected 

stability criterion. Scandinavian Journal of Clinical and 

Laboratory Investigation 2020: 1–9. 

摘要 

目的：通过比较不同的稳定性标准，评估 Hema&Tube

品牌排空管中含有 K3-EDTA 的样本在 4℃和室温下直

立、水平和倒置运输位置长达 240 min 的 CBC 参数的稳

定性。 

方法：共有 450 份门诊样本，每种情况 75 份，储存  

240 min。使用 SysmexVR XT-4000i 血液分析仪在储存时

间的基线、第 60 min、120 min 和 240 min 对血样进行分

析。根据配对样本 t 检验、一个 CV%的变化、CVI、BV 
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DES 2014、RCPA、IQMH、EFLM Biological Variation 

2019、ESfEQA 和 CLIA 稳定性标准对 CBC 结果进行了

比较。 

结果：在所有运输条件下，根据配对样本 t 检验，几乎

所有的 CBC 参数都是不稳定的。根据一个 CV%的变

化，RBC、血红蛋白、血细胞比容、RDW-CV、中性粒

细胞、血小板、MPV、PDW 在某些运输条件下是不稳

定的。然而，除了 MCH、MPV、PDW 和血小板外，大

多数参数在所有条件下都是稳定的，而根据较低和较高

的 CVI，只有 MPV 和 PDW 在 RT 所有运输条件下是不

稳定的。 

结论：成对样本 t 检验和一个 CV%变化的稳定性标准并

不适合决策。临床实验室应建立各 CBC 参数的储存时

间、储存温度和运输位置的影响，同时根据生物变异数

据稳定性标准的较低 CVI 关注抽空管的品牌，因为它更

关系到分析偏差对临床决策的影响，防止误诊。 

 

18. Cadamuro J, Lippi G, von Meyer A, et al. European 

survey on preanalytical sample handling - Part 1: How 

do European laboratories monitor the preanalytical 

phase? On behalf of the European Federation of Clinical 

Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM) Working 

Group for the Preanalytical Phase (WG-PRE). Biochem 

Med (Zagreb).2019;29(2):020704.  

摘要 

背景：目前还没有关于如何检测或记录血样中溶血、黄

疸或脂血（HIL）的指南，也没有关于这些信息后续使

用的指南。EFLM WG-PRE 进行了一项调查，以评估欧

洲实验室目前在 HIL 监测方面的做法。这两篇文章的第

二部分主要是关于 HIL。 

材料和方法：在 EFLM 成员国中分发了一份在线调查，

其中包含 39 个关于分析前问题的问题。17 个问题专门

针对常规血样中 HIL 的评估、管理和后续行动。 

结果：总体而言，收到了来自 37 个国家的 1405 份有效

答复。总共有 1160 个（86%）回答者表示对血样进行分

析——监测 HIL。HIL 主要在临床化学样本中检查，而在

那些用于凝血、治疗性药物监测和血清学/传染病检测的

样本中检查的频率较低。通过自动 HIL 指数或目视检查

来检测 HIL，以及溶血截止值的定义，在答复者中差异

很大。四分之一的应答者在进行自动 HIL 检查时使用了

内部质量控制。在溶血/黄疸/脂肪血症样品中，大多数响

应者（70%）只拒绝 HIL 敏感参数，而大约 20%的响应

者公布了所有的测试结果，并作了一般性评论。其他应

答者没有分析，但拒绝了整个样品，而一些人公布了所

有的测试结果，没有评论。总的来说，26%监测 HIL 的

回应者使用这一信息来监测抽血或样本运输质量。 

结论：在欧洲，监测和处理溶血性、冰冻性或脂血性样

本的策略是相当不一致的。欧洲共同体工作组将利用这

些见解来制定和提供建议，以协调整个欧洲的战略。 

19. Bergmann K, Sypniewska G. The influence of sample 

freezing at - 8℃ for 2 - 12 weeks on glycated 

haemoglobin (HbA1c) concentration assayed by HPLC 

method on Bio-Rad D-10® auto analyzer. Biochem Med 

(Zagreb) 2016;26(3):346-52. 

摘要 

前言：研究的目的是评估一次冻/融循环对用市售 HPLC

方法测量的 HbA1c 浓度的影响：本研究的目的是评估一

次冻/融循环对用市售 HPLC 方法测量的 HbA1c 浓度的影

响。 

材料和方法：研究包括从糖尿病患者（N = 60）和健康

志愿者（N = 68）收集的 128 份全血样本。 

HbA1c 的浓度是在新鲜血液样本中测量的。然后将样品

在 - 80℃下冷冻 12 周。HbA1c 在 Bio-Rad D-10®分析仪

上用离子交换 HPLC 方法进行检测。用 Wilcoxon 和方差

分析 Kruskal-Wallis 检验来比较变量。计算了在新鲜和冷

冻样品中测量的 HbA1c之间的偏差。HbA1c浓度的可比性

用 Bland-Altman 图来评估。 

结果：新鲜样本的 HbA1c 浓度中位数（IQR）为 45.3

（36.6 ~ 61.2）mmol/mol，冷冻/解冻样本为 45.3（36.6 ~ 

60.6）mmol/mol。在全组以及健康和糖尿病受试者中，

比较新鲜和冷冻/解冻的样本，没有发现 HbA1c 浓度的明

显差异（p = 0.070）。在全组和健康受试者中，新鲜和

冷冻/解冻样品之间的计算偏差中值为 0%，而在糖尿病
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患者中为 1.19%。根据基线 HbA1c 值的不同，没有发现

偏差的明显差异（p = 0.150）。Bland-Altman 图分析显

示正偏差为 0.4%（95% CI：- 2.8 ~ 3.7%），这表明

HbA1c值之间的符合性很高，样品冷冻对 HbA1c 测量的临

床意义没有相关影响。 

结论：在 - 80℃下储存长达 12 周，并进行一次冻/融循

环，不会影响在 Bio-Rad D-10®分析仪上用 HPLC 方法测

量的 HbA1c 浓度。 

20. Niazpour F, Bandarian F, Nasli-Esfahani E, Ebrahimi R, 

Abdollahi M, Razi F. The Effect of Blood Sample Storage 

Conditions on HbA1c Concentration. Clin Lab. 2019 Jul 

1;65(7). 

摘要 

背景：HbA1c 浓度是糖尿病患者长期并发症发展的指

标。不同的样本储存条件可能会影响 HbA1c 值，从而

影响临床医生的诊断。在本研究中，我们研究了不同储

存温度随时间推移对 HbA1c 结果的影响。 

方法：总共选择了 40 份具有不同 HbA1c 水平的新鲜

全血样本，在随后的几天（0 天、7 天、14 天、和样品

收集后 21 天）使用  Cobas Integra 400 分析（Roche 

Diagnostics，德国曼海姆）。 

结果：初始测量时的 HbA1c 值 （7.05 ± 1.45）略高于  

- 20°C 和 4°C 的结果，但与 25°C 温度下的结果相比，

（ 6.08% ± 0.86 % 第  7 天 ，第  14 天 后为  5.52% ± 

0.80，第 21 天后为 4.81% ± 0.66）初始测量值明显更

高。 

结论：我们得出结论，冷藏或冷 冻储存温度适用于 

Cobas Integra 400 测量 HbA1c，且不会对随后几天的样

品稳定性产生不利影响。 

21. Uyuklu M, Cengiz M, Ulker P, et al. Effects of storage 

duration and temperature of human blood on red cell 

deformability and aggregation. Clin Hemorheol 

Microcirc. 2009;41（4）:269-278.  

摘要 

血液流变学研究中使用的血液样本可能会被储存一段时

间，但储存的影响还没有被充分探讨。本研究评估了储

存温度（即 4℃或 25℃）和时间对健康对照组和败血症

患者血液的 RBC 变形性和聚集的影响。我们的结果表

明，对于正常的血液，无论储存温度如何，超过 0.3 ~  

50 Pa 的 RBC 变形性在 6 h 内是稳定的；在 8 h 内，EI 没

有明显差异，但通过 Lineweaver-Burk 方法计算的 SS1/2

表明变形性受损。储存温度影响了 RBC 聚集的稳定期：

在 25℃时，安全时间较短，而在 4℃时，聚集可稳定到

12 h。有趣的是，来自败血症患者的血液样本受储存的

影响较小。因此，血液在 25℃下可以储存 6 h 进行变形

性研究，但对于 RBC 聚集应限制在 4 h 内；在 4℃下储

存可能会使聚集的储存时间延长到 12 h，但不能进行变

形性测量。因此，采样和测量之间的时间间隔应尽可能

短，并与结果一起报告。 

 

22. Hu, QL., Li, ZJ., Lin, L. et al. Effect of storage 

temperature and time on erythrocyte sedimentation rate. 

Eur J Med Res 27, 76 (2022). 

摘要 

目的：用魏氏法探讨血样保存温度和时间对红细胞沉降

率（ESR）的影响。 

方法：采集 80 例患者的全血，用柠檬酸钠溶液 1：9 稀

释。每个样品被分成两个试管。使用魏氏检测方法，在

采集后 1 h 内测试 ESR，一个样品放置在 4°C，另一个放

置在室温（23 ± 2°C）。分别于 2 h、4 h、6 h、8 h、   

12 h、24h 测量血沉。在考虑温度和时间的情况下，对数

据进行了统计分析。 

结果：在室温下，血沉在 6 h 内逐渐降低，但差异无统

计学意义。同样，在 4℃条件下，样品在 8 h 内的 ESR

下降没有显著差异，但在室温下储存 6 h 或在 4℃下储存

8 h 后，ESR 结果显著下降，在 4℃下储存的样品在相同

时间内的 ESR 减少率低于室温储存的样品。 

结论：血样保存温度和保存时间对魏氏法测定血沉有影

响。在临床工作中，血沉检测应在标本采集后 4 h 内完

成。 
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23. Ilardo Claudio,Richerd Christiane,Rostain 

Vanessa,Impact of preanalytical storage on the 

measurement of erythrocyte sedimentation rate using an 

infrared microphotometer system (TEST1).[J] .Scand J 

Clin Lab Invest, 2020, 80: 523-524. 

摘要 

本研究考察了温度和时间对 TEST1 系统上测量的红细胞

沉降率（ESR）分析前稳定性的影响。第一个实验包括

在室温下储存的 102 个样本，第二个实验包括 112 名受

试者，并调查了冷藏（2 ~ 8℃）储存。我们的研究显

示，在室温（15 ~ 25℃）下，ESR 的结果稳定到 8 h（p 

= 0.512）。在 2 ~ 8℃下储存 24h 的样品是稳定的（p = 

0.280）。 

24. Ib A, Pep B, Ja A, et al. Transportation and handling of 

blood samples prior to ammonia measurement in the real 

life of a large university hospital – ScienceDirect. [J]. 

Clinica Chimica Acta, 2020, 510:522-530. 

摘要 

背景：高氨血症具有神经毒性，因此可能是医疗急症。

分析前因素极大地影响血氨浓度结果。 

目的和方法：将气力输送血样后和离心前不同时间段在

大型医院的真实环境中测得的氨浓度与根据试剂制造商

的指示测得的氨浓度进行比较。在相同的常规环境中，

确定了离心样品等待时间或血浆在 - 20°C 和 - 80°C 下

储存后的影响。 

结果：尽管采用气动传输，但样本到达实验室的前置时

间甚至比推荐的在氨测定之前的完整处理时间还要长。

氨浓度结果不受血液样本的气动 传输和离心前最长  

1.75 h 和离心后 1 h 的等待时间的影响。当血浆储存在  

- 80 °C 时，氨稳定性更好。 

结论：如果等待时间限制在离心前 1.75 h 和离心后 1 h，

并且样品保持低温，我们实验室常规实践中的气动传输

和样品处理不会影响氨浓度结果。否则，最好将血浆冷

冻在 - 80°C。 

25. Dukic L, Simundic AM. Short-term and long-term 

storage stability of heparin plasma ammonia. J Clin 

Pathol. 2015;68（4）:288-291. 

摘要 

目的：氨是一种极不稳定的分析物，在采样、运输和储

存过程中需要特别注意。本研究的目的是评估肝素锂血

浆中氨在短期（4°C）和长期（ - 20°C）储存期间的稳

定性。 

方法：使用 20 份血浆样本进行短期稳定性评估。每个样

品被分成五个等分试样，并在 4°C 下储存在带塞管中，

从初始测试开始分别保存 1 h、2 h 、3 h、4 h 和 24 h。

十五个血浆样品用于长期稳定性评估。每个样品被分成

八份，并在 - 20°C 下储存在带塞管中 3 h、24 h、48 h

以及从初始测试开始的 1 周、2 周、4 周、8 周和 12 周。

氨浓度在 Beckman Coulter AU2700 化学分析仪上使用 

Randox 氨酶促 UV 法测定。根据每个时间点的初始值

计算偏差，并与澳大拉西亚皇家病理学家学院定义的质

量规格进行比较。 

结果：样品在 4°C 下储存 1 h，在 - 20°C 下储存 3 h

后，平均偏差超过了总允许误差。 

结论：氨在 4°C 和 - 20°C 下储存在肝素锂血浆中并不

稳定，因此应立即进行分析。 
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26. J.L. Gifford, W.N.T. Nguyen, L. de Koning, I. Seiden-

Long, Stabilizing specimens for routine ammonia testing 

in the clinical laboratory, Clin. Chim. Acta. 478 

（2018） 37–43. 

摘要 

背景：体外脱氨作用会在新采集的血液样本中产生氨。

为防止这种情况，通常将用于氨测试的样品收集在冰上

并快速运行（例如，在 1 h 内）。我们开发了一种稳定

氨分析标本的方法。 

方法：血浆分离后，将 500 μmol/L 环丝氨酸或 2 mmol/L 

硼酸钠与 5 mmol/L L-丝氨酸的组合加入到具有正常或增加

浓度的 ALT 或 GGT 的样品池中以抑制脱氨作用；和/或

残留的血小板通过离心去除。然后将样品池在室温或 4°C

下孵育。未经处理的样品池也在 - 80°C 下孵育。在 0 h、 

1 h、2 h、4 h、8 h、16 h 和 24 h 测量氨。 

结果：当在 4°C 下孵育而不处理时，酶在其参考限值内

的样品池增加了 0.5 μmol/L/h，而 ALT 或 GGT 活性高

于 其 参 考 上 限 的 样 品 池 增 加 了  3.6 μmol/L/h （ p < 

0.001）。当样品池在 4°C 下与硼酸钠/L-丝氨酸一起孵

育时，具有正常（0.3 μmol/L/h，与未处理对照相比 p < 

0.001）或高酶活性的样品中氨增加的速率显著降低

（ 0.1 μmol/L/h，p < 0.001 对比未处理的对照）。独立

于 ALT 和/或 GGT 浓度，将样本储存在 - 80°C 也保存

了用于氨分析的样本（0.2 μmol/L/h，p < 0.001 与未处理

的对照相比）。 

结论：通过将硼酸钠/L-丝氨酸与冷藏相结合，血浆氨标

本至少可以稳定 12 h。 

27. Feng L, Zhao Y, Zhao H, Shao Z. Effects of storage time 

and temperature on coagulation tests and factors in fresh 

plasma. Sci Rep. 2014 Jan 27; 4:3868.  

摘要 

凝血试验和因子测量已被广泛应用于临床实践中。这

里，我们旨在确定储存时间和温度对新鲜血浆中活化部

分凝血活酶时间（APTT）、纤维蛋白原（Fbg）、凝血

酶原时间（PT）、国际正常化比率（INR）、凝血酶时

间（TT）、第八因子活性（FVIII:C）和第九因子活性

（FIX：C）的影响。在两个中心的 25℃（室温）和 4℃

（冷藏）储存 0 h（基线）、2 h、4 h、6 h、8 h、12 h 和

24 h 后，对 72 份血样进行了测试。用大于 10%的平均百

分比变化和大于 10%的百分比变化超过 25%的样本数来

确定临床相关的差异。我们证明，空腹血糖、PT/INR 和

TT 的样本可以安全地保存在 ≤ 24 h；FVIII：C 在 ≤    

2 h；FIX：C 在 4℃和 25℃下都可以保存 ≤ 4 h；APTT

在 4℃和 25℃下分别保存 ≤ 12 h 和 ≤ 8 h。 

28. Toulon P,Metge S,Hangard M et al. Impact of different 

storage times at room temperature of unspun citrated 

blood samples on routine coagulation tests results. 

Results of a bicenter study and review of the literature. 

[J]. Int J Lab Hematol, 2017, 39: 458-468. 

摘要 

介绍：大多数指南都建议在采血和凝血测试之间最长延

迟 4 h。由于有关最佳储存时间的信息有限，我们研究了

不同的未纺管储存时间（即 ≤ 2 h、4 h、6 h 和 8 h）对

常规凝血测试结果的潜在影响。 

方法：从 144 名患者中抽取了含有 0.109 mol/L 柠檬酸三

钠的四支排空聚合物管，包括 39 名服用维生素 K 拮抗

剂的患者。除储存时间外，所有试管都经历了相同的分

析前过程。两个中心使用相同的技术条件对凝血酶时间

（PT）/ 国际标准化比率（INR）、活化部分凝血活酶

时间（APTT）、纤维蛋白原、因子 V（FV）、FVIII 和

D 二聚体进行了评估。 

结果：延长储存时间后评估的 APTT、纤维蛋白原、FV

和 FVIII 结果与小于 2 h 储存的分析比较显示出显著的差

异，而 PT/INR 和 D-二聚体在 8 h 内保持不变。除了储

存 6 h 和 8 h 后评估的 FVIII 外，所有研究参数在延长储

存时间后获得的测试结果之间的平均偏差仍低于理想

值，但只有在 FVIII 超过 100 IU/dL 的患者中。尽管相应

的偏差分别为 - 5.2%和 - 8.5%，仍在 GEHT 推荐的变异

范围内，但其在 8 h 储存后的评估可能导致 FVIII 的显著

低估。 

结 论 ： 这 些 结 果 表 明 ， 在 所 研 究 的 技 术 条 件 下 ，

PT/INR、APTT、纤维蛋白原、FV 和 D-二聚体可以在采

血后在室温下储存 8 h 内可靠地评估。FVIII 的最佳延迟

时间应该是 6 h。 
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分析前样品处理因素对阿尔茨海默病血浆生物标志物的影响 

摘要 

在临床实验室环境中，存在对淀粉样蛋白病理的可靠血浆生物标志物的未得到满足的需求，以简化阿尔茨海默病（AD）的诊

断。对于常规的临床使用，生物标志物必须在分析前样品处理条件下提供稳健和可靠的结果。我们调查了不同的分析前样本处理

程序对 7 个正在开发中的血浆生物标志物水平的影响，这些标记物可能是 AD 的常规使用。使用（1）新鲜（从未冷冻）和（2）

预先冷冻的血浆，我们评估了（A）保存时间和温度、（B）冷冻/解冻（F/T）循环、（C）抗凝剂、（D）管转移和（E）塑料管

类型的影响。血液样本是从在记忆诊所接受调查的认知障碍患者中前瞻性采集的。用 ELECTYS®血浆原型免疫分析法检测 β-淀粉

样蛋白 1-40（A-β40）、β-淀粉样蛋白 1-42（A-β42）、载脂蛋白 E4、胶质纤维酸性蛋白、神经细丝轻链、磷酸化 tau181 和磷酸化

tau217。计算了每个血浆生物标志物和样品处理参数的恢复信号。对于所有测量的血浆生物标志物，新鲜（从未冷冻）和以前冷

冻的样品的分析前效果是相似的。当以全血和乙二胺四乙酸血浆保存时，所测试的所有血浆生物标志物在 4°C 下 ≤ 24 h 内都是稳

定的。回收信号可用于最多五个管传输，或两个 F/T 循环，以及在聚丙烯和低密度聚乙烯管中都可以接受。对于除 A-β42 和 A-β40

之外的所有血浆生物标志物，EDTA、肝素锂和柠檬酸钠试管之间的分析物水平基本相似。A-β42 和 A-β40 对分析前处理最敏感，

A-β42/A-β40 的比值只能部分补偿这种影响。我们为淀粉样变性 AD 的血浆生物标记物分析的最佳样品处理方案提供了建议，以提

高未来血浆生物标记物分析的重复性和在常规临床实践中的潜在应用。 

1. 前言 

阿尔茨海默病（AD）是老年人最常见的痴呆症形式。最

近的预测预测，到 2050 年，全球将有超过 1.52 亿人患有痴呆

症，其中高达 70%的病例归因于 AD（Nichols et al，2022；世

界卫生组织，2022 年）。AD 通常以大脑中的 β-淀粉样蛋白

（Aβ）沉积（淀粉样蛋白病理）和 tau 病理为特征（DeTure & 

Dickson，2019）。 

直到最近，还没有可用的疾病改善疗法（DMTs）可以减

轻与 AD 相关的认知和功能下降，并改善患者的生活质量

（Rasmussen & Langerman，2019）。然而，在 2021 年 6 月，

美国食品和药物管理局加速批准了 aducanumab，一种 Aβ 定向

单克隆抗体，用于治疗轻度症状性 AD 患者（Esang & Gupta，

2021），并在 2022 年 9 月，宣布了 lecanemab 用于治疗由 AD

引起的轻度认知障碍和脑中确认存在淀粉样蛋白病理的轻度

AD 的三期临床试验结果（Eisai，2022）。这种新型的 dmt 可

能在 AD 的早期阶段最有效；因此，需要常规临床使用与脑淀

粉样蛋白和 tau 病理相关的血浆生物标志物，以早期识别需要

进一步评估和开始 DMTs 的患者（Rasmussen & Langerman，

2019；Rózga 等，2019）。考虑到痴呆症有许多潜在的原因，

共同病理在 AD 患者中很常见，因此能够将临床综合征与潜在

的 病 理 过 程 区 分 开 来 ， 以 得 出 AD 的 诊 断 也 很 重 要

（Rabinovici 等人，2017，斯塔瓦罗尼等人，2017）。 

经验证的脑脊液（CSF）生物标志物 [ 包括 Aβ，总 tau 和

磷酸化 tau（磷酸化 - tau）] 和正电子发射断层扫描（PET）生

物标志物检测通常用于AD的诊断；然而，这些手术费用昂贵，

具有侵入性，并且在初级保健环境中可用性有限（Blennow 等

人，2015；格里默等人，2009；Janelidze 等人，2020）。目前

文献精读 
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尚不满足对可靠的淀粉样蛋白病理和 AD 的血浆生物标志物的

需求，这些标志物可获得、微创且易于使用，以帮助确定哪些

患者将受益于 CSF 和 PET 的确诊性诊断评估，并排除淀粉样蛋

白病理和 AD 的低可能性患者（Rózga 等人，2019）。 

与腰椎穿刺和 PET 成像收集脑脊液相比，通过抽血收集

血浆的风险更低，侵入性更小，成本更低。此外，在脑脊液和

血 浆 中 发 现 的 几 种 生 物 标 志 物 之 间 观 察 到 很 强 的 相 关 性

（Barthélemy 等人，2020；Blennow 等人，2015；Karikari 等

人，2020；Khoury & Ghossoub，2019 年；Ovod 等人，2017；

Tatebe 等人，2017；Zetterberg，2019）。特别是，血浆 β-淀粉

样蛋白 1 - 42/β-淀粉样蛋白 1 - 40 （A-β42/A-β40）和脑脊液磷

酸 - tau/A-β42 比值反映了大脑中的淀粉样蛋白病理，与 PET

相 比 ，诊 断 准确 率 约为 90% ，取 决 于所 使 用的 分 析平 台

（Doecke 等人，2020；汉森等人，2018；；Nakamura 等人，

2018；Ovod 等人，2017；Zetterberg，2019）。 

在分析之前，用于处理血浆和脑脊液样本的程序在不同机

构之间存在差异，这些程序的差异可能导致以往脑脊液生物标

志物研究中观察到的实验室间和批次间的显著差异（Hansson 

et al，2021；斯奈德等人，2014；瓦特等人，2012）。最近的

研究评估了常见的分析前参数对淀粉样蛋白病理和 AD 的血浆

生物标志物测量的影响，并提供了标准化样本处理程序和提高

这些生物标志物分析可靠性的建议（Rózga 等人，2019；

Verberk 等人，2021）。为了在常规实验室实践和临床试验中

对淀粉样蛋白病理和 AD 的血浆生物标志物进行可靠分析，需

要对新鲜（从未冷冻）样本中广泛的血浆生物标志物进行适当

的分析前样本处理程序的进一步研究，使用全自动平台。 

这项探索性研究旨在评估新鲜（从未冷冻）和先前冷冻血

浆的存储时间和温度的影响；这些评估是使用从应激全血

（WB）分离的血浆，以及从 WB 分离后的应激血浆进行的。

此外，研究了冷冻/解冻（F/T）循环在新鲜（从未冷冻）血浆

中的影响，抗凝剂和导管转移在先前冷冻血浆中的影响，以及

塑料管类型在新鲜（从未冷冻）和先前冷冻血浆中的影响（表

1；图 S1）。 

2. 方法 

2.1 研究设计 

这项前瞻性、非介入性研究于 2020 年 12 月至 2021 年 10

月在德国进行（样本收集于德国慕尼黑 LMU 慕尼黑大学医

院；Roche Diagnostics GmbH，Penzberg，Germany）。这项研

究是根据赫尔辛基宣言和国际协调理事会良好临床实践指南的

原 则 进 行 的 。 所 有 参 与 者 都 提 供 了 书 面 知 情 同 意 ， 参 与

PsyCourse 生物样本库项目，包括样本的收集、存储、分析、

科学利用和分发。血液样本匿名，没有临床数据共享。心理课

程由慕尼黑大学精神病学和心理治疗系进行，并获得了慕尼黑

大学伦理委员会的批准（项目编号 18 - 716）。 

血浆 A-β40、A-β42、载脂蛋白 E4、胶质纤维酸性蛋白、

神经细丝轻链、磷酸化 tau-181 和磷酸化 tau-217 的血浆水平在

Cobas®e601 分析仪（All Roche Diagnostics International Ltd.）

上用全自动 ELEXSYS®血浆原型免疫分析仪检测。Electrsys A-

β40、A-β42、载脂蛋白 E4、GFAP、NFL、磷酸-tau-181 和磷

酸-tau-217 血浆原型免疫分析用于调查/研究目的，目前未被批

准用于临床或商业用途。根据来自欧洲药品管理局的生物分析

方法验证指南 EMEA/CHMP/EWP/192217/2009Rev.1 Corr.2 改

编的内部程序对原型免疫分析进行验证。批内、批间和仪器间

精密度的变异系数汇总于表 S1。根据在每个分析评估过程中

获得的 A-β40 和 A-β42 测量结果计算 A-β42/A-β40 比率。 

2.2 参与者和样本收集/处理 

符合条件的参与者是根据国家老龄 - 阿尔茨海默氏症协

会标准（McKhann 等，2011）可能或可能的 AD 导致的认知障

碍患者，在慕尼黑 LMU 大学医院进行常规临床访问。接受血

浆生物标记物测量样本的实验室地点没有进一步的患者信息。

因此，在这项研究中，没有进行随机分配个体，没有必要进行

盲法，也没有采用预先确定的样本量计算。我们没有为这项分

析进行功率计算，因为结果是基于信号恢复率与参考样本的比

较，并且没有产生 p 值。尽管样本量很小，但对患者的影响是

一致的，这让我们相信所看到的变化是强大的影响。没有样品

被排除在分析之外。 

除第 2.3 节另有规定外，所有样本均在三次独立献血活动

中采集，并按前述方式处理（Rózga 等人，2019 年）。按标准

操作程序进行静脉穿刺术，保证血液畅通，轻度抽吸，避免溶

血。WB 样品收集在三钾（K3）乙二胺四乙酸（EDTA）    

S-Monovette 试管（Sarstedt Inc.）。在样品采集后立即将试管

倒置五次，以确保 WB 与试管中存在的抗凝剂充分混合。为了

达到正确的 WB 与抗凝血剂的比例，根据制造商的说明，每种

管型都被填充到标称体积。除非另有说明，WB 样本在室温

（RT）下储存在收集管中，并在收集后 1 h 内在 2000 × g 的

RT 下在摇桶离心机中离心 10 min。然后，分离的血浆在离心

后 1 h 内转移到聚丙烯（PP）管中，多次倒置以确保样品充分

混合，并立即将其等分到 PP 管中。表 2 提供了所用管子的更

多细节。 
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表 1. 本研究中评估的分析前样品处理参数和测定方法及其结果的总结 

 

注：小时表示血浆生物标志物水平在预先定义的接受标准内的时间。勾号（✓）表示血浆生物标志物水平在预先规定的接受标准内的参数；交叉（X）

表示血浆生物标志物水平不符合预先规定的接受标准的参数。横线（-）表示没有收集数据的参数。 

缩略语：A-β40，β-淀粉样蛋白（1-40）；A-β42，β-淀粉样蛋白（1-42）；EDTA，乙二胺四乙酸；FNF，新鲜（从未冷冻）；F/T，冷冻/解冻；

GFAP，胶质纤维酸性蛋白；h，小时；LiHep，肝素锂；NaCit，柠檬酸钠；NFL，神经丝轻链；PE - LD，低密度聚乙烯；phospho - tau - 181，磷酸化

tau - 181；phospho - tau - 217，磷酸化 tau - 217；PF，先前冷冻；PP，聚丙烯；RT，室温；WB，全血。 

2.3 分析前样品处理参数评估 

评估了以下分析前样品处理参数对血浆生物标志物水平的

影响： 

（A）储存时间和温度 

（B）F/T 循环 

（C）抗凝剂类型 

（D）管转移 

（E）塑料管类型。 

2.3.1 储存时间和温度评估 

为了评估储存时间和温度对血浆分离前 WB 稳定性的影

响，在离心和血浆采集之前，将一组 WB 样品保持在 4℃以下

不到 6 h。由于后勤条件的原因，这种长达 6 h 的延误是不可避

免的。在本实验时，已经收集了关于分析物在 4℃下的稳定性

的足够信息，并认为在 4℃下储存 6 h 内是可以接受的。 

因此，新鲜的（从未冷冻的）基线血浆样品在制备前在

4℃下保存 6 h，之前冻结的基线血浆样品在制备前在 RT 下  

保 存 30  min ， 在 分 析 之 前 在 - 20℃ 下 冷 冻 。 血 浆 样 本用       

A-β40、A-β42、载脂蛋白 E4、胶质纤维酸性蛋白、NFL、磷

酸-tau-181 和磷酸-tau-217 血浆原型免疫分析法进行评估，以

确定每个被测生物标志物的基线测量值。 

额外的 WB 样本集在离心和血浆分离之前，通过将它们保

持在 RT 或 4°C 额外的 2  h、6  h 或 24  h 来进行“压力”。这

些“压力”程序旨在模拟实验室的情况，在这种情况下，样品

在处理之前或之后可能无人看管，从而导致处理延迟。然后立

即测量样品（以下称为“来自压力 WB 的新鲜（从未冻结的）

血浆”）或在分析前在 - 20°C 下冷冻的样品（以下称为“来

自压力 WB 的先前冻结的血浆”）。 

为了评估储存时间和温度对血浆稳定性的影响，对 WB 样

品进行如上所述的处理。然后将分离的血浆混合并分成等份。

立即检测或冷冻液化血浆样本以建立基线测量，或通过将其保

持在 RT 或 4°C 额外的 2  h、6  h 或 24  h 来进行“应激”，然

后在延迟后立即进行分析 [“新鲜（从未冻结）的压力血浆”

样本 ] 或在 - 20°C 下冷冻并在解冻后立即进行分析（“先前

冻结的应激血浆”样本）。 

对于之前冻结的血浆样本，研究了三种可能的处理方案，

即在血浆分离后的不同时间进行“应力”模拟。在这些情况

下，（1）在冷冻前将血浆转移到测量管中并施加压力；（2）

在原始血液采集管中施加压力然后转移到测量管中进行冷冻；

（3）在解冻后转移到测量管中进行冻结和压力。注意，没有

在以前冻结的样品中测量到的磷酸-tau-181 的数据。 

2.3.2 F/T 周期评估 

进行 F/T 循环分析的样品在离心前在 4℃保存 6 h。为评价

F/T 循环对血浆生物标记物水平的影响，分别在新鲜（从未冷

冻）或 F/T 循环 1 次、2 次、3 次或 4 次后立即测定血浆中各

生物标志物的基线水平。在每个 F/T 循环中，样品在 RT 解冻
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前在 - 20°C 或  - 80°C 下冷冻 8 h。 

2.3.3 抗凝剂评估 

除了 K3 EDTA 管外，还在 S- Monovette 肝素锂（LiHep）

和 S- Monovette 柠檬酸钠（NaCit）管（均为 Sarstedt 公司）中

收集 WB，以评估抗凝剂对血浆生物标志物水平的影响。采集

后，WB 样品按照 2.2 节所述进行处理，并在 - 20°C 下冷冻。

解冻后，按上述方法评估血浆生物标志物水平。注意，目前还

没有抗凝血剂样品中磷-tau-181 的测量数据。 

2.3.4 管子转移评估 

为了确定试管转移对血浆生物标志物稳定性的影响，先前

冷冻的血浆样品 [ 按 2.2 节所述处理；0 号试管（基线水

平），PP 试管 ] 在 RT 下解冻，然后转移到下一个 PP 试管

（1 号试管）。这个过程完成了一次、三次和五次。每次转移

都使用一个新的移液器吸头。然后测定 0 管、1 管、3 管和 5

管中每个血浆样本的血浆生物标志物水平。 

2.3.5 塑料管类型评估 

为了评估塑料管类型对血浆生物标志物水平的影响，收集

WB 样本，然后按照第 2.2 节所述进行处理，或者在离心之前

将 WB 在 4℃下延长储存时间小于 6 h。分离的血浆被转移到

PP 或低密度聚乙烯（PE-LD）测量管中（分别为 Sarstedt 公司

和罗氏诊断国际有限公司），并在转移后立即进行检测 [“新

鲜（从未冷冻）”] 或在测量前冷冻（“先前冷冻”）。 

2.4 数据分析 

本分析中包括的大多数血浆生物标志物都是一次性测定

的。在有重复测量的情况下，计算了平均值。对于所有测试的

样品处理参数，报告了与参考样品相比，A-β40、A-β42、脂

蛋白 E4、GFAP、NFL、磷脂酰 tau-181 和磷脂酰 tau-217 的恢

复信号。对于每个参与者和样本，以及所有测量的血浆生物标

志物，接受标准是与参考样本相比信号恢复率的 ± 10%。根

据分析物浓度计算 A-β40/A-β42 比率，并报告与参考样本相比

的比率的恢复信号。表 S3 中提供了用于比较所测试的每个样

品处理参数的信号恢复的参考值摘要。检测血浆脂蛋白 E4 是

为了确定携带者 APOE ε4 状态；但是，它不能确定同质性与

异质性。对于脂蛋白 E4 的分析，分析结果被分为脂蛋白 E4 阳

性（即至少存在一个 APOE ε4 等位基因）和阴性（即没有

APOE ε4 等位基因）。使用 JMP 15.2.0 版（SAS Institute Inc.）

生成分析物水平的箱形图。由于样本量小，对数据的正态性评

估被省略了。此外，由于假定数据分布不正常，分析中没有包

括对异常值的参数检验。 

3. 结果 

在三次独立的献血活动中，共收集了 N = 16 名患者的 WB

样本。表 1 提供了本研究中进行的分析和获得的结果的概述。 

3.1 储存时间和温度对 WB 和血浆的影响 

所有被测试的血浆生物标志物在以 WB 和 EDTA 血浆形

式储存时，在 4℃下最多可稳定 24 h（图 1）。A-β42、    

A-β40 和 A-β42/A-β40 比率如果以 WB 和 EDTA 血浆在 RT 下

储存超过 2 h 则不稳定。Phospho-tau-181、GFAP 和 NFL 在

WB 和 EDTA 血浆中在 RT 下最多稳定 24 h；Phospho-tau-217

在 WB 中在 RT 下最多稳定 24 h，在血浆中稳定 6 h。对于所

有测量的血浆生物标志物和分析前效应，新鲜（从未冷冻）

和先前冷冻的血浆样本之间的中位恢复信号没有明显的差

异。此外，对先前冷冻的血浆采用的三种处理方案之间没有

明显的差异（图 S2）。 

3.2 F/T 循环对新鲜（未冷冻）血浆的影响 

除 A-β42 和 A-β40 外，所有血浆生物标志物的恢复信号在

最多四个 F/T 周期内都是可接受的（图 2a）。对于 A-β42 和

A-β40，最多两个 F/T 周期是可以接受的，而 A-β42/A-β40 比

率对于最多四个 F/T 周期是可以接受的。所有测定的血浆生物

标志物的恢复信号在冰冻在 - 20°C 的样品和冰冻在 - 80°C 的

样品之间具有可比性。 

3.3 抗凝剂类型的影响 

除 A-β42 和 A-β40 外，所有血浆生物标志物的分析物水平

在 EDTA、LiHep 和 NaCit 管之间基本相当（EDTA 被用作参

考；图 3a）。将 LiHep 管与 EDTA 管相比，LiHep 管的 A-β42

和 A-β40 的中位回收信号分别增加了 10%和 9%。与 EDTA 管

相比，使用 NaCit 管时，A-β42 和 A-β40 的中位恢复信号分别

下降了 6%和 4%。此外，与 EDTA 和 LiHep 管相比，使用

NaCit 管，GFAP 和 NFL 有下降趋势。没有来自脂蛋白 E4 阳

性供体的样本可用于该分析。 

3.4 管子转移的影响 

在先前冷冻的 EDTA 血浆中，所有被评估的血浆生物标志

物在五次试管转移中都很稳定（图 3b）。A-β42 和 A-β40 的中

位恢复信号在一次、三次和五次试管转移之间逐渐减少；然

而，这种减少是在预定的接受标准之内，即中位恢复信号的 

± 10%。 
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3.5 塑料管类型的影响 

在新鲜（从未冷冻）血浆中测量的任何血浆生物标志物，

在 PP 管和 PE- LD 管之间没有观察到明显的恢复信号变化（图

2b）。新鲜（从未冷冻）和先前冷冻的血浆样本之间，所有测

量的血浆生物标志物的中位恢复信号是可比的（图 2b；图

S3）。 

 

图 1. 储存时间和温度对（A）4°C 和（B）RT 储存的 WB 以及（C）4°C 和（D）RT 储存的血浆 [ 在新鲜（从未冷冻的）血浆中测量 ] 中血浆生物

标志物水平的影响。除载脂蛋白 E4 阳性和阴性外，所有血浆标志物 n = 6，其中 n = 1 和 n = 5。显示的框图包括来自 n = x 个的个人捐赠者数据和每

个捐赠者的一个数据点。方框表示中位数和四分位数范围；胡须越低，表示最小值和第 25 个百分位数（Q1）到 1.5*IQR 中的较高者；胡须越高，表

示最大值和第 75 个百分位数（Q3）到 1.5*IQR 中的较低者。A-β40，β-淀粉样蛋白 1-40；A-β42，β-淀粉样蛋白 1-42；GFAP，胶质纤维酸性蛋白；

iqr，四分位数范围；nfl，神经丝轻链；磷酸-tau-181，磷酸化-tau-181；磷酸-tau-217，磷酸化-tau-217；q，四分位数；RT，室温；WB，全血。 

 

图 2. （A）F/T 循环和（B）塑料管类型对新鲜（从未冷冻）血浆中血浆生物标志物水平的影响。除载脂蛋白 E4 阳性和阴性外，所有血浆标志物 n = 
6，其中 n = 1 和 n = 5。显示的框图包括来自 n = x 个个人捐赠者的数据和每个捐赠者的一个数据点。对于 B 板，使用 PP 管作为参照物。方框表示中

位数和四分位数范围；胡须越低，表示最小值和第 25 个百分位数（Q1）到 1.5*IQR 中的较高者；胡须越高，表示最大值和第 75 个百分位数（Q3）

到 1.5*IQR 中的较低者。胡须上方或下方的值将绘制为点。A-β40，β-淀粉样蛋白 1-40；A-β42，β-淀粉样蛋白 1-42；F/T，冷冻/解冻；GFAP，胶质

纤维酸性蛋白；IQR，四分位范围；nfl，神经丝轻链；磷酸化-tau-181，磷酸化-tau-181；磷酸化-tau-217，磷酸化-tau-217；q，四分位。 
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图 3. （a）抗凝剂和（b）试管转移对先前冷冻血浆中血浆生物标志物水平的影响。对于 A 组，所有测量的血浆生物标志物 n = 4，除了脂蛋白 E4 阳

性和阴性，n = 0 和 n = 4，分别。对于 B 组，所有测量的血浆生物标志物 n = 5，除了脂蛋白 E4 阳性和阴性，其中 n = 3 和 n = 2，分别。箱形图包括

来自 n = x 个捐赠者的数据，每个捐赠者一个数据点。框内代表中位数和四分位数范围；下须代表最小值和第 25 百分位数（Q1）至 1.5*IQR 的较高

值；上须代表最大值和第 75 百分位数（Q3）至 1.5*IQR 的较低值。A-β40，β-淀粉样蛋白 1-40；A-β42，β-淀粉样蛋白 1-42；GFAP，胶质纤维酸性

蛋白；IQR，四分位数范围；LiHep，肝素锂；NaCit，柠檬酸钠；NFL，神经丝轻链；phospho-tau-217，磷酸化-tau-217；Q，四分之一。 

4. 讨论 

本研究评估了储存时间和温度对新鲜（从未冷冻）和预先

冷冻的血浆中 A-β40、A-β42、A-β42/A-β40 比率、脂蛋白

E4、GFAP、NFL、磷酸-tau-181 和磷酸-tau-217，以及从应激

WB 分离的血浆与分离后应激的血浆相比，保存时间和温度的

影响。此外，还研究了新鲜（从未冷冻）血浆中 F/T 循环的影

响，预先冷冻血浆中抗凝剂和管子转移的影响，以及塑料管类

型在新鲜（从未冷冻）和预先冷冻血浆中的影响。 

所有被测试的血浆生物标志物在 4℃时在 WB 和 EDTA 血

浆中的稳定性可达 24 h。这意味着 WB 可以直接储存在冰箱的

采血管中，不需要立即处理。此外，EDTA 血浆可以在离心后

储存在原来的采血管中，温度为 4°C（模拟样本被错误地留在

离心机中的情况）。除 A-β42 和 A-β40 外，所有血浆生物标志

物的测量水平在四个 F/T 周期内都是可以接受的；对于 A-β42

和 A-β40 来说，最多可以达到两个 F/T 周期是可以接受的。对

于所有测试的血浆生物标志物，新鲜（从未冷冻）和先前冷冻

的样本之间的预分析效果是可比的，尽管由于只有一个样本可

用于新鲜（从未冷冻）的血浆分析，对脂蛋白 E4-阳性的数据

更难解释。我们还证明了血浆“应激”（即在 RT/4°C 储存）

的时间可以发生在冷冻周期之前或之后。同样，这一发现将使

样品的处理和加工更加简单，因为样品不需要立即测量，而是

可以进行冷冻。综合来看，这些发现使分析前的血样处理和加

工具有更大的灵活性，这意味着测试可以在例如初级保健中心

进行，这反过来又使大规模的淀粉样病理和 AD 评估更加可

行。 

先前在罗氏诊断公司（德国彭斯堡）使用早期版本的

Electrsys A-β42 和 A-β40 血浆原型免疫分析方法进行的一项研

究报告称，先前冷冻的血浆样本中的 A-β42 和 A-β40 水平在测

量前保持在 4°C 时最多稳定 6 h；如果报告了 A-β42/A-β40 比

率，则这些分析物在 RT 和 4°C 下保持稳定长达 24 h（Rózga

等人，2019 年）。相反，目前的发现表明，A-β42 和 A-β40 在

4°C 解冻的 EDTA 血浆中保持稳定长达 24  h，但如果报告   

A-β42/A-β40 的比率，则仅在 RT 下保持稳定长达 2 h。我们的

结果显示，与 A-β40 相比，A-β42 水平随着时间的推移下降得

更快，从而降低了 A-β42/A-β40 比率对这种影响的补偿能力。 

我们的数据与之前的一份报告（Liu 等人，2020 年）大体

一致，报告中指出，随着 F/Tβ 周期的增加，A-β42 和 A-β 40

的水平呈下降趋势，与这里观察到的情况类似。尽管先前的报

告没有发现新鲜（从未冷冻）血浆中 A-β42 和 A-β40 的水平与

经历五个 F/T 周期的血浆相比在统计学上没有显著差异 [（而

我们发现新鲜（从未冷冻）血浆中 A-β42 和 A-β40 最多两个

F/T 周期是可以接受的）]，但我们认为这种差异可能是由于数

据解释的刚性不同所致。 

目前的研究结果表明，载脂蛋白 E4、GFAP、NFL、磷

酸化-tau-181 和磷酸化-tau-217 的水平在 EDTA、LiHep 和

Nacit 管之间是相似的。这是令人鼓舞的，因为磷酸-tau 是

目前正在研究的最有前途的血浆生物标志物之一；这种分析

物在 EDTA、LiHep 和 NaCit 管之间的类似稳定性有利于未来

的大规模研究。然而，我们没有测试这些样本矩阵的稳定

性，因此我们的结果应该在这种情况下解释。与目前的研究

结果相反，先前的研究发现，与 EDTA 管相比，NaCIT 管中
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的磷酸-tau-181、GFAP 和 NFL 的水平较低（中位回收率范

围：74% ~ 103%），而 LiHep 管中的磷酸-tau-181、GFAP 和

NFL 的水平较高（Ashton 等人，2021 年；Verberk 等人，

2021 年）。本文中观察到的 LiHep 和 Nacit 管中 A-β42 和  

A-β40 恢 复 信 号 的 增 加 和 减 少 与 先 前 研 究 的 结 果 一 致

（Ashton 等人，2021 年；Rózga 等人，2019 年；Verberk 等

人，2021 年）。使用 NaCit 试管时观察到分析物水平下降的

一种解释可能是试管中的柠檬酸盐溶液稀释了样品。我们的

研究提供了进一步的证据，表明 LiHEP 和 NaCIT 管的使用会

影响血浆中 A-β42 和 A-β40 的测定，并表明如果 A-β42 和  

A-β40 是感兴趣的分析物，那么 EDTA 管可能是更可取的。 

先前的一项研究发现，脑脊液样本在管道之间的连续转移

显著影响 A-β42 和 A-β40 的测量水平（Toombs 等人，2014

年）。相反，另一份报告表明，试管转移对血浆中的 A-β42 和

A-β40 没有影响，这支持了本研究结果（Rózga 等人，2019

年）。其中，随着试管转移数量的增加，A-β42 和 A-β40 水平

呈下降趋势；然而，这在预先定义的接受标准范围内，很可能

可以用 A-β42 的疏水性导致聚集和附着在管子表面来解释

（Willemse 等人，2017 年）。 

以前的研究表明，AD 生物标志物的测量水平，特别是  

A-β42 和 A-β40，与使用不同的塑料管处理脑脊液样本有关

（ Lehmann 等 人 ， 2014 年 ； Perret-Liaudet 等 人 ， 2012

年）。在这项研究中，我们使用两个通常用于电子分析的

试管对数据进行评估，发现血浆生物标记物恢复信号的中

位数没有明显变化。 

根据这项研究的结果，我们根据新鲜（从未冷冻）样本的

测量结果，为分析淀粉样变性和 AD 的血浆生物标记物的血液

采集和样本处理提供了最佳处理方案（图 4）。我们的建议与

阿尔茨海默病血液生物标记物标准化工作组的最新发现基本一

致，包括使用 EDTA 抗凝管进行血液采样，最多五管转移，以

及最多两次 F/T 循环（ - 20°C 或  - 80°C），以保持血浆样本

中生物标记物的稳定性（Verberk 等人，2021 年）。A-β42 和

A-β40 是对分析前样品处理最敏感的分析物，其影响只能通过

使用 A-β42/A-β40 的比率来部分补偿。 

 

图 4. 淀粉样病理学和 AD 的血浆生物标志物分析的采血和分析前样品处理建议摘要。AD，阿尔茨海默氏病；EDTA，乙二胺四乙酸；F/T，冷冻/解
冻；h，小时；max.，最大；PE-LD，低密度聚乙烯；PP，聚丙烯；RT，室温。 

这项研究的一个关键发现是，WB 和 EDTA 血浆可以在 4°C

下存储长达 24  h，而在 RT 下存储应避免或限制为最多 2 h。这

些发现可以（1）提高进行 AD 测试的可行性，这意味着这种评

估可以在例如初级保健机构进行；（2）简化实验室对样本的处

理。 

这项研究的优势包括测量新鲜（从未冷冻）血浆样本中的

一大组血浆生物标记物，以及使用全自动和高精度的 Electrsys

血浆原型免疫分析，这允许全球可扩展；与以前的研究相比，

这显示出新颖性（Rózga 等人，2019 年；Verberk 等人，2021

年）。这项研究的其他创新方面包括将生物标志物的分析扩展

到 A-β42 和 A-β40 之外，在进一步处理之前评估存储在 4°C 的

样本，以及使用来自可能或可能的 AD 认知障碍患者的临床样

本，而不是来自健康患者的样本。我们的结果证实了先前研究

的发现，因此可能是可靠的（Rózga 等人，2019；Verberk 等，

2021）；然而，未来涉及其他制造商的血浆生物标记物免疫分
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析的研究需要允许平台之间的比较。 

我们承认，这项研究也有一些局限性。样本来自相对较少

的患者（每项实验 4 ~ 6 例，来自总共 16 名捐赠者），很少是

载脂蛋白 Eε4 携带者。尽管样本量很小，但在患者中观察到的

效果是一致的，这让我们相信结果是稳健的。此外，研究人群

反映了 ELELESYS A-β40、A-β42、载脂蛋白 E4、GFAP、

NFL、磷酸-tau-181 和磷酸-tau-217 血浆原型免疫分析的真实使

用情况（即，在认知障碍患者中）。 

这里提出的用于分析淀粉样蛋白病理学和 AD 的血浆生物

标志物的最佳采血和样品处理方案的建议将提高未来血浆生物

标志物检测研究的可重复性，并可能支持将这些检测方法应用

于常规临床实践。 
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Abstract
An unmet need exists for reliable plasma biomarkers of amyloid pathology, in the 
clinical laboratory setting, to streamline diagnosis of Alzheimer's disease (AD). For 
routine clinical use, a biomarker must provide robust and reliable results under pre- 
analytical sample handling conditions. We investigated the impact of different pre- 
analytical sample handling procedures on the levels of seven plasma biomarkers 
in development for potential routine use in AD. Using (1) fresh (never frozen) and 
(2) previously frozen plasma, we evaluated the effects of (A) storage time and tem-
perature, (B) freeze/thaw (F/T) cycles, (C) anticoagulants, (D) tube transfer, and (E) 
plastic tube types. Blood samples were prospectively collected from patients with 
cognitive impairment undergoing investigation in a memory clinic. β- amyloid 1– 40 
(Aβ40), β- amyloid 1– 42 (Aβ42), apolipoprotein E4, glial fibrillary acidic protein, neu-
rofilament light chain, phosphorylated- tau (phospho- tau) 181, and phospho- tau- 217 
were measured using Elecsys® plasma prototype immunoassays. Recovery signals for 
each plasma biomarker and sample handling parameter were calculated. For all plasma 
biomarkers measured, pre- analytical effects were comparable between fresh (never 
frozen) and previously frozen samples. All plasma biomarkers tested were stable for 
≤24 h at 4°C when stored as whole blood and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
plasma. Recovery signals were acceptable for up to five tube transfers, or two F/T 
cycles, and in both polypropylene and low- density polyethylene tubes. For all plasma 
biomarkers except Aβ42 and Aβ40, analyte levels were largely comparable between 
EDTA, lithium heparin, and sodium citrate tubes. Aβ42 and Aβ40 were most sensitive 
to pre- analytical handling, and the effects could only be partially compensated by 
the Aβ42/Aβ40 ratio. We provide recommendations for an optimal sample handling 
protocol for analysis of plasma biomarkers for amyloid pathology AD, to improve the 
reproducibility of future studies on plasma biomarkers assays and for potential use in 
routine clinical practice.
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1  |  INTRODUC TION

Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia in 
the elderly. Recent forecasts predict that by 2050, there will be more 
than 152 million people living with dementia worldwide, with up to 
70% of cases being attributed to AD (Nichols et al., 2022; World 
Health Organisation, 2022). AD is commonly characterized by  
β- amyloid (Aβ) deposition (amyloid pathology) and tau pathology in 
the brain (DeTure & Dickson, 2019).

Until recently, there were no disease- modifying therapies 
(DMTs) available that could attenuate the cognitive and functional 
decline associated with AD and improve the patient's quality of life 
(Rasmussen & Langerman, 2019). However, in June 2021, the United 
States Food and Drug Administration granted accelerated approval 
for aducanumab, an Aβ- directed monoclonal antibody for the treat-
ment of patients with mild symptomatic AD (Esang & Gupta, 2021) 
and in September 2022, phase three clinical trial results for leca-
nemab for the treatment of mild cognitive impairment due to AD and 
mild AD with confirmed presence of amyloid pathology in the brain 
were announced (Eisai, 2022). Such novel DMTs will likely be most 
effective during the early stages of AD; as such, routine clinical use 
of plasma biomarkers that correlate with cerebral amyloid and tau 
pathologies are required to enable early identification of patients 
requiring further evaluation and initiation of DMTs (Rasmussen & 
Langerman, 2019; Rózga et al., 2019). Given that there are many un-
derlying causes of dementia, and co- pathology is common in indi-
viduals with AD, it is also important to be able to differentiate the 
clinical syndrome from the underlying pathological process to arrive 
at a diagnosis of AD (Rabinovici et al., 2017; Staffaroni et al., 2017).

Validated cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers (including Aβ, 
total- tau and phosphorylated- tau [phospho- tau]) and positron emis-
sion tomography (PET) biomarker testing are routinely used for the 
diagnosis of AD; however, these procedures are expensive, invasive, 
and have limited availability in the primary care setting (Blennow 
et al., 2015; Grimmer et al., 2009; Janelidze et al., 2020). There exists 
an unmet need for reliable plasma biomarkers of amyloid pathology 
and AD that are accessible, minimally invasive and easy to use, to 
aid identification of patients who would benefit from confirmatory 
diagnostic evaluation using CSF and PET, and rule out patients with 
a low likelihood of amyloid pathology and AD (Rózga et al., 2019). 
Collection of plasma via blood draw is associated with less risks, 
is less invasive, and inexpensive compared with CSF collection via 
lumbar puncture and PET imaging. Furthermore, a strong correlation 
has been observed between several of the biomarkers found in CSF 
and plasma (Barthélemy et al., 2020; Blennow et al., 2015; Karikari 
et al., 2020; Khoury & Ghossoub, 2019; Ovod et al., 2017; Tatebe 
et al., 2017; Zetterberg, 2019). In particular, the plasma β- amyloid 
1– 42/β- amyloid 1– 40 (Aβ42/Aβ40) and CSF phospho- tau/Aβ42 

ratios are reflective of amyloid pathology in the brain, with a diag-
nostic accuracy of approximately 90% versus PET, dependent on the 
analytical platform used (Doecke et al., 2020; Hansson et al., 2018; 
Nakamura et al., 2018; Ovod et al., 2017; Zetterberg, 2019).

Variability exists between institutions in the procedures used to 
process plasma and CSF samples prior to analysis, and differences in 
these procedures may contribute to the significant inter- laboratory 
and batch- to- batch variability observed in previous studies on 
CSF biomarkers (Hansson et al., 2021; Snyder et al., 2014; Watt 
et al., 2012). Recent studies have evaluated the impact of common 
pre- analytical parameters on the measurement of plasma biomark-
ers for amyloid pathology and AD, and provide recommendations 
to standardize sample handling procedures and improve the reli-
ability of analyses on these biomarkers (Rózga et al., 2019; Verberk 
et al., 2021). Further investigation into appropriate pre- analytical 
sample handling procedures across a wide range of plasma biomark-
ers, in fresh (never frozen) samples, using fully automated platforms 
is required to aid the reliable analysis of plasma biomarkers for am-
yloid pathology and AD in routine laboratory practice and in clinical 
trials.

This exploratory study aimed to evaluate the effects of storage 
time and temperature in fresh (never frozen) and previously frozen 
plasma; these evaluations were conducted using plasma separated 
from stressed whole blood (WB), and plasma stressed following sep-
aration from WB. In addition, the effects of freeze/thaw (F/T) cycles 
were studied in fresh (never frozen) plasma, the effects of anticoag-
ulants and tube transfer in previously frozen plasma, and the effects 
of plastic tube type in both in fresh (never frozen) and previously 
frozen plasma (Table 1; Figure S1).

2  |  METHODS

2.1  |  Study design

This prospective, non- interventional study was conducted between 
December 2020 and October 2021 in Germany (sample collection at 
University Hospital, LMU Munich, Munich, Germany; measurement at 
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany). The study was con-
ducted in accordance with the principles of the Declaration of Helsinki 
and the International Council for Harmonisation Good Clinical Practice 
guidelines. All participants provided written informed consent to par-
ticipate in the PsyCourse biobank project, including the collection, stor-
age, analysis, scientific utilization, and distribution of samples. Blood 
samples were anonymized, and no clinical data was shared. PsyCourse 
was conducted by the Department of Psychiatry and Psychotherapy, 
LMU Munich, and received approval from the ethics committee of 
LMU Munich (project number 18- 716).

K E Y W O R D S
Alzheimer's disease, beta- amyloid (Aβ), phosphorylated- tau (phospho- tau), pre- analytical 
stability, glial fibrillary acidic protein (GFAP), neurofilament light chain (NFL)
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TA
B

LE
 1

 
Sum

m
ary of pre- analytical sam

ple handling param
eters and assays evaluated in this study and their results

A
ssay

Sam
ple handling param

eter

Storage tim
e and tem

perature

N
um

ber of F/T cycles 
(– 20°C or – 80°C)

A
nticoagulant

N
um

ber of 
tube transfers

Tube type

RT
4°C

ED
TA

 plasm
a 

(reference)
LiH

ep
N

aCit
PP 
(reference)

PE- LD

W
B (h)

ED
TA

 plasm
a (h)

W
B (h)

ED
TA

 plasm
a (h)

FN
F

PF
FN

F
PF

FN
F

PF
FN

F
PF

A
β40

2
6

2
2

24
24

24
24

2
✓

X
✓

5
✓

✓

A
β42

2
2

2
2

24
24

24
24

2
✓

X
✓

5
✓

✓

A
β42/ A

β40
2

6
6

2
24

24
24

24
4

✓
✓

✓
5

✓
✓

A
polipoprotein 

E4
– 

– 
6

2
– 

– 
24

24
4

✓
– 

– 
5

✓
✓

G
FA

P
24

24
24

24
24

24
24

24
4

✓
✓

✓
5

✓
✓

N
FL

24
24

24
24

24
24

24
24

4
✓

✓
✓

5
✓

✓

phospho- tau- 181
24

– 
24

– 
24

– 
24

– 
4

✓
– 

– 
– 

✓
✓

phospho- tau- 217
24

24
6

24
24

24
24

24
4

✓
✓

✓
5

✓
✓

N
ote: H

ours indicate the tim
e for w

hich the plasm
a biom

arker levels w
ere w

ithin pre- defined acceptance criteria. Tick m
arks (✓

) indicate param
eters for w

hich plasm
a biom

arker levels w
ere w

ithin pre- 
defined acceptance criteria; crosses (X

) indicate param
eters for w

hich plasm
a biom

arker levels did not m
eet pre- defined acceptance criteria. En dashes (– ) indicate param

eters for w
hich no data w

ere 
collected.
A

bbreviations: A
β40, β- am

yloid(1– 40); A
β42, β- am

yloid(1– 42); ED
TA

, ethylenediam
inetetraacetic acid; FN

F, fresh (never frozen); F/T, freeze/thaw
; G

FA
P, glial fibrillary acidic protein; h, hours; LiH

ep, lithium
 

heparin; N
aC

it, sodium
 citrate; N

FL, neurofilam
ent light chain; PE- LD

, low
- density polyethylene; phospho- tau- 181, phosphorylated- tau 181; phospho- tau- 217, phosphorylated- tau 217; PF, previously 

frozen; PP, polypropylene; RT, room
 tem

perature; W
B, w

hole blood.

 1
4

7
1

4
1

5
9

, 
0

, 
D

o
w

n
lo

ad
ed

 f
ro

m
 h

tt
p

s:
//

o
n

li
n

el
ib

ra
ry

.w
il

ey
.c

o
m

/d
o

i/
1

0
.1

1
1

1
/j

n
c.

1
5

7
5

7
 b

y
 T

es
t,

 W
il

ey
 O

n
li

n
e 

L
ib

ra
ry

 o
n

 [
3

0
/0

1
/2

0
2

3
].

 S
ee

 t
h

e 
T

er
m

s 
an

d
 C

o
n

d
it

io
n

s 
(h

tt
p

s:
//

o
n

li
n

el
ib

ra
ry

.w
il

ey
.c

o
m

/t
er

m
s-

an
d

-c
o

n
d

it
io

n
s)

 o
n

 W
il

ey
 O

n
li

n
e 

L
ib

ra
ry

 f
o

r 
ru

le
s 

o
f 

u
se

; 
O

A
 a

rt
ic

le
s 

ar
e 

g
o

v
er

n
ed

 b
y

 t
h

e 
ap

p
li

ca
b

le
 C

re
at

iv
e 

C
o

m
m

o
n

s 
L

ic
en

se



33©2023 IMPROVE MEDICAL All Rights Reserved 文献原文  | Original Article Reading 

4  |    KURZ et al.

The plasma levels of Aβ40, Aβ42, apolipoprotein E4, glial 
fibrillary acidic protein (GFAP), neurofilament light chain (NFL), 
phospho- tau- 181, and phospho- tau- 217 were measured using fully 
automated Elecsys® plasma prototype immunoassays on the cobas® 
e 601 analyzer (all Roche Diagnostics International Ltd). The Elecsys 
Aβ40, Aβ42, apolipoprotein E4, GFAP, NFL, phospho- tau- 181, and 
phospho- tau- 217 plasma prototype immunoassays are intended for 
investigational/research purposes and are not currently approved 
for clinical use or commercially available. The prototype immuno-
assays were validated according to internal procedures adapted 
from the bioanalytical method validation guideline EMEA/CHMP/
EWP/192217/2009 Rev.1 Corr.2 from the European Medicines 
Agency. The coefficients of variation for intra- assay, inter- assay and 
inter- instrument precision are summarized in Table S1. The Aβ42/
Aβ40 ratio was calculated from the Aβ40 and Aβ42 measurements 
obtained in each analytical assessment procedure.

2.2  |  Participants and sample collection/handling

Eligible participants were patients with cognitive impairment due 
to possible or probable AD according to the National Institute on 
Aging- Alzheimer's Association criteria (McKhann et al., 2011), pre-
senting for routine clinical visits at the University Hospital, LMU 
Munich. The laboratory site that received the samples for plasma 
biomarker measurement had no further patient information. Thus, 
no randomization was performed to allocate individuals in this study, 
no blinding was necessary, and no pre- determined sample size calcu-
lations were employed. We did not conduct power calculations for 
this analysis, as the results were based on signal recovery rates ver-
sus the reference sample, and no p- values were produced. Despite 
the small sample size, the effects were consistent across patients, 
which gives us confidence that the changes seen are robust effects. 
No samples were excluded from the analyses.

All samples were collected at three independent blood donation 
events and processed as previously described (Rózga et al., 2019), 
unless otherwise specified in Section 2.3. Venepuncture was per-
formed according to a standard operating procedure and free flow of 
blood with mild aspiration was ensured to avoid hemolysis. WB sam-
ples were collected in tripotassium (K3) ethylenediaminetetraacetic 
acid (EDTA) S- Monovette tubes (Sarstedt Inc.) and the tubes were 
immediately inverted five times after sample collection to ensure 
sufficient mixing of the WB with the anticoagulant present in the 
tube. To achieve the correct WB to anticoagulant ratio, each tube 
type was filled to a nominal volume according to the manufacturer's 
instructions. Unless otherwise stated, WB samples were stored in 
the collection tube at room temperature (RT) and centrifuged within 
1 h of collection for 10 min at 2000xg at RT in a swing bucket cen-
trifuge. Separated plasma was then transferred within 1 h of cen-
trifugation into a polypropylene (PP) tube, inverted several times to 
ensure sufficient mixing of the sample, and immediately aliquoted 
into PP tubes. Further details of the tubes used are provided in 
Table S2.

2.3  |  Pre- analytical sample handling parameter 
assessments

The effects of the following pre- analytical sample handling param-
eters on plasma biomarker levels were assessed: (A) storage time and 
temperature, (B) F/T cycles, (C) anticoagulant type, (D) tube transfer, 
and (E) plastic tube type.

2.3.1  |  Storage time and temperature assessment

To assess the effects of storage time and temperature on the sta-
bility of WB prior to plasma separation, one ‘baseline’ WB sample 
set was kept at 4°C for <6 h prior to centrifugation and plasma 
collection. This delay of up to 6 h was unavoidable due to logistical 
circumstances. At the time of this experiment, sufficient informa-
tion had already been collected on the stability of the analytes 
at 4°C and storage of <6 h at 4°C was considered acceptable. 
Thus, fresh (never frozen) baseline plasma samples were stored 
for <6 h at 4°C prior to preparation, and previously frozen baseline 
plasma samples were stored for 30 min at RT prior to preparation 
and frozen at −20°C prior to analysis. Plasma samples were as-
sessed using the Elecsys Aβ40, Aβ42, apolipoprotein E4, GFAP, 
NFL, phospho- tau- 181, and phospho- tau- 217 plasma prototype 
immunoassays to determine a baseline measurement for each of 
the biomarkers tested.

Additional WB sample sets were ‘stressed’ by keeping them at 
RT or 4°C for an additional 2, 6, or 24 h before centrifugation and 
plasma separation. These ‘stress’ procedures were intended to sim-
ulate laboratory situations in which samples may be left unattended 
prior to, or after, processing, causing a delay in handling. The sam-
ples where then either measured immediately (hereafter referred 
to as ‘fresh (never frozen) plasma from stressed WB’) or frozen at 
−20°C prior to analysis (hereafter referred to as ‘previously frozen 
plasma from stressed WB’).

To evaluate the effects of storage time and temperature on the 
stability of plasma, WB samples were processed as described above. 
Separated plasma was then pooled and split into aliquots. Aliquoted 
plasma samples were assayed or frozen immediately to establish a 
baseline measurement, or ‘stressed’ by keeping them at RT or 4°C 
for an additional 2, 6, or 24 h, and either assayed immediately after 
the delay (‘fresh (never frozen) stressed plasma’ samples) or frozen 
at −20°C and assayed immediately after thawing (‘previously frozen 
stressed plasma’ samples).

For previously frozen plasma samples, three possible handling 
scenarios were investigated, whereby ‘stress’ simulation occurred 
at different times after plasma separation. In these scenarios, 
plasma was (1) transferred to a measuring tube and stressed prior to 
freezing, (2) stressed in the original blood collection tube and then 
transferred to measuring tubes for freezing, or (3) transferred to a 
measuring tube, frozen and stressed after thawing. Note, there are 
no data available for phospho- tau- 181 measured in previously fro-
zen samples.
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2.3.2  |  F/T cycle assessment

Samples undergoing a F/T cycle analysis were kept at 4°C for <6 h 
prior to centrifugation. To evaluate the effects of F/T cycles on 
plasma biomarker levels, aliquoted plasma was assayed immediately 
to determine the baseline level of each plasma biomarker in fresh 
(never frozen) plasma, or after one, two, three, or four F/T cycles. 
During each F/T cycle, samples were frozen at either −20°C or −80°C 
for ≥8 h before thawing at RT.

2.3.3  |  Anticoagulant assessment

In addition to K3 EDTA tubes, WB was also collected in S- Monovette 
lithium heparin (LiHep) and S- Monovette sodium citrate (NaCit) 
tubes (both Sarstedt Inc.) to assess the effects of anticoagulants 
on plasma biomarker levels. After collection, WB samples were 
processed as described in Section 2.2 and frozen at −20°C. After 
thawing, the level of plasma biomarkers were assessed as described 
above. Note, there are no data available for phospho- tau- 181 meas-
ured in anticoagulant samples.

2.3.4  |  Tube transfer assessment

To determine the effects of tube transfer on the stability of plasma 
biomarkers, previously frozen plasma samples (processed as de-
scribed in section 2.2; tube 0 [baseline level], PP tube) were thawed 
at RT, before being transferred into the next PP tube (tube 1). This 
process was completed one, three, and five times. For every transfer, 
a new pipette tip was used. Plasma biomarker levels were then de-
termined for each plasma sample in tubes 0, 1, 3, and 5.

2.3.5  |  Plastic tube type assessment

To assess the effect of plastic tube type on plasma biomarker levels, 
WB samples were collected and then processed either as described 
in Section 2.2, or with prolonged storage of WB for <6 h at 4°C 
prior to centrifugation. Separated plasma was transferred into a PP 
or low- density polyethylene (PE- LD) measuring tube (Sarstedt Inc. 
and Roche Diagnostics International Ltd, respectively), and assayed 
immediately after transfer (‘fresh [never frozen]’) or frozen before 
measurement (‘previously frozen’).

2.4  |  Statistical analysis

Most of the plasma biomarkers included in the present analysis were 
measured in single determination. Where duplicate measurements 
were available, mean values were calculated. For all sample handling 
parameters tested, recovery signals for Aβ40, Aβ42, apolipoprotein 
E4, GFAP, NFL, phospho- tau- 181, and phospho- tau- 217 compared 

with the reference sample were reported. For each participant and 
sample, and for all of the plasma biomarkers measured, the accept-
ance criteria were ±10% of the signal recovery rate compared with 
the reference sample. The Aβ40/Aβ42 ratio was calculated based 
on analyte concentrations, and the recovery signal of the ratio com-
pared with the reference sample was reported. A summary of the 
reference values used to compare the signal recovery for each sam-
ple handling parameter tested is provided in Table S3. The detec-
tion of plasma apolipoprotein E4 is intended to determine carrier 
APOE ε4 status; however, it does not establish homozygosity versus 
heterozygosity. For apolipoprotein E4 analysis, analyte results were 
separated into apolipoprotein E4 positive (i.e., presence of at least 
one APOE ε4 allele) and negative (i.e., no APOE ε4 alleles). Box plots 
of the analyte levels were generated using JMP version 15.2.0 (SAS 
Institute Inc.). Assessment of the normality of the data was omitted 
due to the small sample size. In addition, no parametric tests for 
outliers were included in the analyses as an abnormal distribution of 
the data was assumed.

3  |  RESULTS

WB samples were collected from a total of N = 16 patients across 
three independent blood donation events. An overview of the 
analyses performed in this study and results obtained is provided 
in Table 1.

3.1  |  Effect of storage time and temperature on 
WB and plasma

All of the plasma biomarkers tested were stable for up to 24 h at 4°C 
when stored as WB and EDTA plasma (Figure 1). Aβ42, Aβ40, and 
the Aβ42/Aβ40 ratio were unstable if stored for more than 2 h at 
RT in WB and EDTA plasma. Phospho- tau- 181, GFAP, and NFL were 
stable for up to 24 h at RT in WB and EDTA plasma; phospho- tau- 217 
was stable at RT for up to 24 h in WB and 6 h in plasma. For all of the 
plasma biomarkers and pre- analytical effects measured, there was 
no marked difference in the median recovery signal between fresh 
(never frozen) and previously frozen plasma samples. Furthermore, 
there were no marked differences between the three handling sce-
narios employed for previously frozen plasma (Figure S2).

3.2  |  Effect of F/T cycles on fresh (never 
frozen) plasma

Recovery signals for all plasma biomarkers except Aβ42 and Aβ40 
were acceptable for up to four F/T cycles (Figure 2a). For Aβ42 and 
Aβ40, up to two F/T cycles were acceptable, whereas the Aβ42/
Aβ40 ratio was acceptable for up to four F/T cycles. Recovery sig-
nals for all plasma biomarkers measured were comparable between 
samples frozen at −20°C and samples frozen at −80°C.
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3.3  |  Impact of anticoagulant type

For all plasma biomarkers, except Aβ42 and Aβ40, analyte levels were 
largely comparable between EDTA, LiHep, and NaCit tubes (EDTA was 
used as a reference; Figure 3a). Comparing LiHep tubes with EDTA 
tubes, the median recovery signals for Aβ42 and Aβ40 increased by 10% 
and 9%, respectively, with LiHep tubes. In NaCit tubes compared with 
EDTA tubes, the median recovery signals for Aβ42 and Aβ40 decreased 
by 6% and 4%, respectively, when using NaCit tubes. Furthermore, with 
NaCit tubes, a downward trend was observed for GFAP and NFL when 
compared with both EDTA and LiHep tubes. There were no samples 
from apolipoprotein E4 positive donors available for this analysis.

3.4  |  Effect of tube transfer

All plasma biomarkers assessed were stable for up to five tube trans-
fers in previously frozen EDTA plasma (Figure 3b). The median recovery 

signals for Aβ42 and Aβ40 decreased progressively between one, three, 
and five tube transfers; however, this decrease was within the pre- 
defined acceptance criteria of ±10% of the median recovery signal.

3.5  |  Effect of plastic tube type

There was no marked change observed in the median recovery signal be-
tween PP and PE- LD tubes for any of the plasma biomarkers measured 
in fresh (never frozen) plasma (Figure 2b). Median recovery signals for all 
plasma biomarkers measured were comparable between fresh (never 
frozen) and previously frozen plasma samples (Figure 2b; Figure S3).

4  |  DISCUSSION

The present study evaluated the impact of storage time and tem-
perature on Aβ40, Aβ42, the Aβ42/Aβ40 ratio, apolipoprotein E4, 

F I G U R E  1  Effect of storage time and temperature on plasma biomarker levels in WB stored at (a) 4°C and (b) RT, and plasma stored at (c) 
4°C and (d) RT (measured in fresh (never frozen) plasma). For all plasma biomarkers measured n = 6, except for apolipoprotein E4 positive 
and negative, where n = 1 and n = 5, respectively. Box plots shown comprise data from n = x individual donors and one data point per donor. 
Boxes represent the median and interquartile range; the lower whisker represents the higher of the minimum values and the 25th percentile 
(Q1) to 1.5*IQR; the higher whisker represents the lower of the maximum values and the 75th percentile (Q3) to 1.5*IQR. Aβ40, β- amyloid 
1– 40; Aβ42, β- amyloid 1– 42; GFAP, glial fibrillary acidic protein; IQR, interquartile range; NFL, neurofilament light chain; phospho- tau- 181, 
phosphorylated- tau 181; phospho- tau- 217, phosphorylated- tau 217; Q, quartile; RT, room temperature; WB, whole blood.
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GFAP, NFL, phospho- tau- 181, and phospho- tau- 217 in fresh (never 
frozen) and previously frozen plasma, and the effects of storage time 
and temperature in plasma separated from stressed WB compared 
with plasma stressed following separation. In addition, the effects of 
F/T cycles in fresh (never frozen) plasma, the effects of anticoagu-
lants and tube transfer in previously frozen plasma, and the effects 
of plastic tube types in both in fresh (never frozen) and previously 
frozen plasma were studied.

All plasma biomarkers tested were stable for up to 24 h at 4°C in 
WB and EDTA plasma. This means that WB can be stored directly 
in the collection tube in the fridge with no immediate processing 
needed. Moreover, EDTA plasma can be stored in the original blood 
collection tube at 4°C after centrifugation (mimicking a scenario 
when the sample is mistakenly left in the centrifuge). Measured lev-
els of all plasma biomarkers except Aβ42 and Aβ40 were accept-
able for up to four F/T cycles; for Aβ42 and Aβ40, a maximum of 

F I G U R E  2  Effect of (a) F/T cycles and (b) plastic tube type on plasma biomarker levels in fresh (never frozen) plasma. For all plasma 
biomarkers measured n = 6, except for apolipoprotein E4 positive and negative, where n = 1 and n = 5, respectively. Box plots shown 
comprise data from n = x individual donors and one data point per donor. For panel B, a PP tube was used as the reference. Boxes represent 
the median and interquartile range; the lower whisker represents the higher of the minimum values and the 25th percentile (Q1) to 1.5*IQR; 
the higher whisker represents the lower of the maximum values and the 75th percentile (Q3) to 1.5*IQR. Values above or below the whiskers 
are plotted as dots. Aβ40, β- amyloid 1– 40; Aβ42, β- amyloid 1– 42; F/T, freeze/thaw; GFAP, glial fibrillary acidic protein; IQR, interquartile 
range; NFL, neurofilament light chain; phospho- tau- 181, phosphorylated- tau 181; phospho- tau- 217, phosphorylated- tau 217; Q, quartile.
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two F/T cycles were acceptable. For all plasma biomarkers tested, 
pre- analytical effects were comparable between fresh (never fro-
zen) and previously frozen samples, although the data for apolipo-
protein E4- positive were more difficult to interpret due to having 
only a single sample available for fresh (never frozen) plasma analy-
sis. We also demonstrated that the timing of plasma ‘stressing’ (i.e., 
storage at RT/4°C) can occur either before, or after, the freezing 
cycle. Again, this finding will make sample handling and processing 
more straightforward as samples will not need to be measured im-
mediately and can instead be frozen. In combination, these findings 
allow for greater flexibility in pre- analytical blood sample handling 
and processing meaning that testing could take place at e.g., primary 
care centers, which in turn, would make large scale assessment for 
amyloid pathology and AD more feasible.

A previous study, conducted using earlier versions of the 
Elecsys Aβ42 and Aβ40 plasma prototype immunoassays at Roche 
Diagnostics GmbH (Penzberg, Germany), reported that Aβ42 and 
Aβ40 levels in previously frozen plasma samples were stable for up 
to 6 h when kept at 4°C prior to measurement; if the Aβ42/Aβ40 
ratio was reported, these analytes remained stable for up to 24 h 
at RT and 4°C (Rózga et al., 2019). Conversely, the present find-
ings indicate that Aβ42 and Aβ40 remain stable for up to 24 h at 
4°C thawed EDTA plasma but were only stable for up to 2 h at RT if 
reporting the Aβ42/Aβ40 ratio. Our results show that Aβ42 levels 
decreased faster over time compared with Aβ40, reducing the ability 
of the Aβ42/Aβ40 ratio to compensate for this effect.

Our data are broadly in line with a previous report (Liu 
et al., 2020), in which a downwards trend in the levels of Aβ42 and 
Aβ40 with increasing number of F/T cycles was noted, similar to that 
observed here. Although the prior report did not find a statistically 
significant difference in the levels of Aβ42 and Aβ40 in fresh (never 
frozen) plasma compared with plasma experiencing five F/T cycles 
(whereas we found maximum of two F/T cycles were acceptable for 
Aβ42 and Aβ40 in fresh [never frozen] plasma), we consider that 
this discrepancy is likely due to differences in the rigidity of data 
interpretation.

Present findings indicate that apolipoprotein E4, GFAP, NFL, 
phospho- tau- 181, and phospho- tau- 217 levels were comparable 
between EDTA, LiHep, and NaCit tubes. This is encouraging given 
that phospho- tau is one of the most promising plasma biomarkers 
currently being investigated; the comparable stability of this analyte 
between EDTA, LiHep and NaCit tubes is beneficial for future large- 
scale studies. However, we did not test stability in these sample ma-
trices, and so our results should be interpreted in that context. In 
contrast with present findings, previous studies found that levels of 
phospho- tau- 181, GFAP, and NFL were lower in NaCit tubes (range 
of median recovery: 74%– 103%) and higher in LiHep tubes (103%– 
206%) compared with EDTA tubes (Ashton et al., 2021; Verberk 
et al., 2021). The increase and decrease in recovery signal observed 
herein for Aβ42 and Aβ40 in LiHep and NaCit tubes, respectively, 
is in accordance with findings from previous studies (Ashton 
et al., 2021; Rózga et al., 2019; Verberk et al., 2021). One explanation 
for the decrease in analyte levels observed when using NaCit tubes 

may be that the citrate solution in the tubes dilutes the sample. Our 
study provides further evidence that use of LiHep and NaCit tubes 
can impact the measurement of Aβ42 and Aβ40 in plasma and indi-
cate that EDTA tubes may be preferable if Aβ42 and Aβ40 are the 
analytes of interest.

A previous study found that consecutive transfer of CSF sam-
ples between tubes significantly affected measured levels of Aβ42 
and Aβ40 (Toombs et al., 2014). Conversely, another report demon-
strated that tube transfers had no effect on Aβ42 and Aβ40 in 
plasma, which supports the present findings (Rózga et al., 2019). 
Herein, a downwards trend in Aβ42 and Aβ40 levels was observed 
with increasing numbers of tube transfers; however, this was within 
the pre- defined acceptance criteria and can most likely be explained 
by the hydrophobicity of Aβ42, which leads to aggregation and ad-
herence to tube surfaces (Willemse et al., 2017).

Previous studies have indicated a sensitivity in measured levels 
of AD biomarkers, especially Aβ42 and Aβ40, related to the use 
of different plastic tubes used to process CSF samples (Lehmann 
et al., 2014; Perret- Liaudet et al., 2012). In this study, we evalu-
ated data using two tubes commonly utilized for Elecsys assays 
and found no noticeable change in median plasma biomarker re-
covery signals.

Based on the results of this study, we provide recommenda-
tions for an optimal handling protocol for blood collection and 
sample handling for analysis of plasma biomarkers for amyloid 
pathology and AD based on measurement in fresh (never frozen) 
samples (Figure 4). Our recommendations are largely in line with 
recent findings from the Standardization of Alzheimer's Blood 
Biomarkers working group and include the use of EDTA anticoag-
ulant tubes for blood sampling, a maximum of five tube transfers, 
and a maximum of two F/T cycles at −20°C or −80°C to maintain 
biomarker stability in plasma samples (Verberk et al., 2021). Aβ42 
and Aβ40 were the analytes most sensitive to pre- analytical sam-
ple handling and the effects could only be partially compensated 
by using the Aβ42/Aβ40 ratio.

One key finding from the study is that WB and EDTA plasma can 
be stored at 4°C for up to 24 h, while storage at RT should be avoided 
or limited to 2 h maximum. These findings could (1) improve the fea-
sibility of conducting AD testing meaning that such assessments 
could be carried out at, for example, primary care facilities, and (2) 
simplify the handling of the samples in laboratories.

Strengths of this study include the measurement of a large set 
of plasma biomarkers in fresh (never frozen) plasma samples and 
the use of the fully automated and highly precise Elecsys plasma 
prototype immunoassays, which allow for global scalability; this 
demonstrates novelty in comparison to previous studies (Rózga 
et al., 2019; Verberk et al., 2021). Other novel aspects of this study 
include expanding the analysis of biomarkers beyond that of Aβ42 
and Aβ40, evaluating samples stored at 4°C before further process-
ing, and using clinical samples from patients with cognitive impair-
ment due to possible or probable AD, as opposed to samples from 
healthy patients. Our results confirm findings from previous studies 
and are therefore likely to be reliable (Rózga et al., 2019; Verberk 
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et al., 2021); however, future studies involving plasma biomarker 
immunoassays from other manufacturers are required to allow for 
comparison between platforms.

We acknowledge that this study also has some limitations. 
Samples were included from a relatively small number of patients 
(n = 4– 6 per experiment, from a total of 16 donors), and very few 
were APOE ε4 carriers. Despite the small sample size, the effects 
observed were consistent across patients, which gives us confi-
dence that the results are robust. Additionally, the study popu-
lation is reflective of real- world use of the Elecsys Aβ40, Aβ42, 
apolipoprotein E4, GFAP, NFL, phospho- tau- 181, and phospho- 
tau- 217 plasma prototype immunoassays (i.e., in patients with 
cognitive impairment).

The recommendations for an optimal handling protocol for blood 
collection and sample handling for analysis of plasma biomarkers for 
amyloid pathology and AD presented here will improve the repro-
ducibility of future research into plasma biomarker assays and may 
support the adoption of these assays into routine clinical practice.
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