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Plasma hemoglobin (pHb) is measured when hemolysis is suspected as a 
result of biochemical, immunological, and mechanical conditions. In this 
study, we evaluated the clinical feasibility of the hemolysis index (H-index) 
for pHb measurement using automated chemistry analyzers. A total of 
176 plasma samples were analyzed for pHb in the Severance Hospital 
using a Lambda 365 UV/Vis spectrophotometer (PerkinElmer, USA) and 
Fairbanks method 2. The remnant samples after pHb measurement were 
then analyzed for total bilirubin, and H-indices were determined using the 
automated Atellica CH930 system (Siemens, Germany) and Cobas c702 
system (Roche, USA). The equivalence and correlation among the methods 
were evaluated using Passing-Bablok regression analysis and Spearman’s 
correlation analysis. All the methods showed high correlations with each 
other. However, the H-indices showed a negative constant bias compared to 
the Fairbanks method 2. When a cut-off value of 33.2 mg/dL was applied for 
diagnosis of hemolysis, 13 samples were determined positive by Fairbanks 
method 2 but negative by H-indices. These discordant results occurred 
mostly among samples with total bilirubin levels higher than 3 mg/dL (12 out 
of 13 samples). The correlation between total bilirubin and pHb measured by 
Fairbanks method 2 showed the largest correlation coefficient (R=0.347) and 
slope. These results suggest that the pHb measured by Fairbanks method 
2 is more prone to bilirubin interference. In summary, our results suggest 
that H-indices from both automated chemistry analyzers possess excellent 
clinical feasibility for pHb measurements and have minimum total bilirubin 
interference compared to traditional measurement via Fairbanks method 2.
(Lab Med Qual Assur 2021;43:208-13)
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BRIEF COMMUNICATION

용혈(hemolysis)은 혈구세포의 세포 내 성분이 세포외액으로 
용출되는 현상으로 정의된다[1]. 혈중 혈색소(hemoglobin) 성
분은 일반적으로 적혈구의 세포막 내에 존재하나, 용혈이 일어
나는 경우 세포 외로 유리된 혈색소 성분을 혈장혈색소(plasma 
hemoglobin) 또는 유리혈색소(free hemoglobin)이라 한다. 용
혈 현상은 생화학적, 면역학적, 물리적, 화학적 기전에 의해 다양
하게 일어날 수 있으며[1,2], 혈장혈색소의 농도 측정은 특히 수혈 

부작용[3] 혹은 기계순환[4] 등의 상황에서 혈관 내 용혈의 정도를 
모니터링하는 데 유용한 지표가 된다. 혈장혈색소 측정은 또한 용
혈에 의한 검체의 검사 전 오류(pre-analytic error)를 미리 파악
함으로써 검사의 질 관리에 기여하는 역할에서도 그 중요성이 인
정받고 있다[5,6].

전통적으로 혈장혈색소의 측정은 분광광도법(spectro-
photometry)을 이용하여 혈색소 고유의 가시광선 영역 흡광대
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역(absorption band)에서의 특정 파장에서의 흡광도(absor-
bance)를 측정한 후 간섭물질에 대한 특정 파장에서의 흡광도
와 함께 대입한 계산법에 의해 이루어지며, 대표적인 계산법으로 
Harboe 방법, Noe 방법, Fairbanks 방법1/2 등이 널리 이용되고 
있다[7]. 그러나 혈색소의 흡광대역과 유사한 파장에서 흡광도 변
화가 일어날 경우 혈장혈색소 측정에 간섭이 일어날 수 있으며, 대
표적인 오차원인으로 혼탁도(turbidity)의 증가와 빌리루빈 농도
의 증가가 알려져 있다[5].

용혈 등 비정상 조건에 의한 검사 전 오류를 파악하기 위한 방
법으로, 검체의 용혈/황달/지질혈증 상태를 hemolysis/icterus/
lipemia index (HIL index)로 표현하여 측정 및 보고함으로써 잠
재적 비정상 검체를 자동 검출하는 방법이 임상검사실에서 유용
하게 사용되고 있다. HIL index는 진단적 목적이 아니라 간섭물질
의 탐지를 위하여 사용되는 값으로[8], 별도의 시약없이 자동화학
분석기에서 이중 파장(bichromatic wavelength) 측정치를 이용
한 보정계산을 통해 산출되며, 계산식과 보고방식은 검사장비마
다 개별적으로 설정되어 있다[9]. 이중 파장 측정은 주 파장(main 
wavelength) 흡광도와 부 파장(secondary wavelength) 흡
광도의 짝을 이용해 계산된다. 세브란스병원 검사실에서 HIL 
index가 적용된 장비는 Roche사의 Cobas c702 장비(Roche 
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA)와 Siemens사의 Atellica 
CH930 장비(Siemens, Erlangen, Germany)가 있으며, Roche
의 경우 각각 480/505 nm(황달 영역), 570/600 nm(용혈 영역), 
660/700 nm(지질혈증 영역) 세 영역을 측정하며, Siemens의 경
우에도 거의 유사하게 478/505 nm, 571/596 nm, 658/694 nm 
세 영역을 측정한다.

용혈 영역에 사용되는 파장은 빌리루빈 흡광도가 증가하는 
450–500 nm과 겹치지 않기 때문에, 혈중 빌리루빈 농도에 의한 
간섭효과가 낮을 것으로 예측된다. 따라서 H index 산출 시에는 
별도의 빌리루빈 측정을 위한 파장은 사용되지 않는다.

본 연구에서는 세브란스병원 검사실에서 사용 중인 Roche사 
및 Siemens사의 자동화학분석장비에서 측정된 H index와 기존
의 분광광도계를 이용하여 측정한 혈장혈색소 간의 일치도를 평가
하고, 추가적으로 혈중 빌리루빈 농도를 함께 측정하여, 각 검사법
에서 측정한 혈중 혈색소 농도와 빌리루빈 농도 간의 상관관계를 
분석하여 검사법에 따른 빌리루빈 간섭효과를 평가하고자 하였다.

연구대상은 2018년부터 2019년까지 세브란스병원 본 검사
실에서 혈장혈색소 검사가 의뢰된 검체들을 대상으로 하였다
(N=176). 검사가 시행되고 남은 잔여 검체를 이용하여, Atellica 
CH930 (Siemens)를 이용하여 total bilirubin 값을 측정하
고, Cobas c702 (Roche Diagnostics)와 Atellica CH930 각각
이 보고한 H index 값을 기록하였다. 또한 기존의 분광광도계

인 Lambda 365UV/Vis Spectrophotometer (PerkinElmer, 
Waltham, MA, USA)를 이용하여 혈장혈색소 측정에 사용되는 각 
파장 영역별(415 nm, 450 nm, 700 nm) 흡광도를 측정하였다. 
측정된 흡광도는 다음 계산식에 대입하여 혈장혈색소 농도를 산출
하였다[7,10].

Fairbanks 방법 2
CHb (mg/dL)=155.0A415–130.0A450–124.0A700

	CHb=혈장혈색소 농도(hemoglobin concentration), 	
Ax=X nm에서의 흡광도

Fairbanks 방법 2를 이용해 계산된 혈장혈색소 측정치와, 두 
장비가 보고한 H index 값 간의 일치도를 각각 Passing-Bablok 
회귀식을 이용하여 평가하였고, 본 검사실에서 자체 설정한 참고
구간을 기준으로 용혈 여부를 판정한 결과들의 일치도를 kappa 
value로 평가하였다. 또한 세 가지 측정법의 측정치와 total 
bilirubin과의 상관성을 Spearman’s correlation으로 계산하
였다. 각각의 통계는 Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft 
Corp., Redmond, WA, USA)의 Analyze-it 프로그램을 이용하여 
분석하였다. 통계적 유의성은 P<0.05인 경우를 기준으로 유의하
다고 판단하였다.

Fairbanks 방법 2를 이용해 계산한 혈장혈색소 측정치와 
Cobas c702 및 Atellica CH930 의 H index 간의 일치도를 상
호 평가한 결과, Cobas c702와 Atellica CH930의 H index 간
의 상관성과 일치도는 매우 우수하였다(Fig. 1A, B). Fairbanks 
방법 2와 Cobas c702 간의 상관계수는 0.949로 높았고, 회귀
식 기울기의 95% 신뢰구간이 1을 포함하고 있어 우수한 일치도
를 보였다(Passing-Bablok fit: plasma hemoglobin [pHb]_
Cobas [H index]=–2.908+1.007 pHb_Fairbanks2) (Fig. 1C, D). 
Fairbanks 방법 2와 Atellica CH930 역시 상관계수는 0.950로 
우수하였고, 회귀식 기울기의 95% 신뢰구간이 1을 포함하고 있
고 일치도가 우수하였다(Passing-Bablok fit: pHb_Atellica [H 
index]=–1.806+0.98 pHb_Fairbanks2) (Fig. 1E, F). 하지만 
difference plot을 통해 Fairbanks 방법 2에서 Cobas c702와 
Atellica CH930의 H index에 비해 20% 이상 높게 측정되는 검
체들이 일부 관찰되었다.

본 검사실에서는 육안상 용혈이 관찰되지 않은 157명의 용혈성
질환이 없는 환자 검체로 혈장혈색소 농도를 측정하여, 결과값이 
비정규분포함을 확인하였고 비모수적 방법으로 97.5 percentile
에 해당되는 pHb ≤33.2 mg/dL를 참고구간으로 자체 설정하
였다. 상기 참고구간을 기준으로, 측정한 값이 33.2 mg/dL을 초
과하는 경우 용혈이 양성인 것으로 판정하였을 때, 전체 176 검
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Fig. 1. Method comparison between each measurement via Passing-Bablok analysis. (A, B) Cobas c702 and Atellica CH930 cells: intercept, 
0.8545 (95% confidence interval [CI], 0.2412 to 1.556); slope, 0.9866 (95% CI, 0.9522 to 1.019). (C, D) Fairbanks method 2 and Cobas c702: 
intercept, –2.908 (95% CI, –4.008 to –1.868); slope, 1.007 (95% CI, 0.9595 to 1.052). (E, F) Fairbanks method 2 and Atellica CH930: intercept, 
–1.806 (95% CI, –2.981 to –0.5902); slope, 0.9800 (95% CI, 0.9282 to 1.042). The instrument was from the following company: Cobas c702 
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) and Atellica CH930 (Siemens, Erlangen, Germany). Abbreviation: pHb, plasma hemoglobin.
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체 중 용혈이 양성인 것으로 보고한 사례는 각각 53건(Fairbanks 
방법 2), 37건(Cobas c702), 42건(Atellica CH930)이었으며, 
agreement table로 비교한 결과 Cobas c702와 Atellica CH930 
간의 일치율(kappa=0.853)이 Fairbanks 2와 Cobas c702 
(kappa=0.734) 간의 일치율, 그리고 Fairbanks 2와 Atellica 
CH930 (kappa=0.727) 간의 일치율보다 우수하였다(Table 1). 
Fairbanks 방법 2의 경우 Cobas c702와 Atellica CH930에서 측
정된 H index 기준으로는 용혈이 음성인 검체에서 양성으로 판정
되는 경우가 많음을 알 수 있었다. 전체 176 검체 중 Fairbanks 방
법 2상으로는 용혈이 양성이지만 Cobas c702, Atellica CH930
의 H index상 음성으로 판정한 사례는 각각 15, 17건 발생하였으
며, 두 장비의 H index가 동시에 음성으로 판정된 사례는 13건이
었는데, 그 중 12건이 total bilirubin 농도가 3 mg/dL 이상으로 
높은 검체였음이 주목할 만한 소견이었다. H index는 각 자동화 
장비별로 상이한 보고방식을 따르지만, 검사실 간 평가결과 용혈
에 의한 부적절 검체 판정에 높은 일치도를 보이는 것으로 알려져 
있다[9].

다음으로 빌리루빈과 혈장혈색소 측정값의 연관성을 확인하기 
위해 Atellica CH930으로 측정한 total bilirubin 수치와 3가지 
방법으로 측정한 혈장혈색소 수치 간의 상관관계를 Spearman’s 
correlation analysis로 분석하였다. 본 연구에서 측정한 176 검
체 중 53건이 시약제조사(Siemens)에서 제시한 total bilirubin 
성인 참고구간(0.3–1.2 mg/dL)보다 높은 농도로 측정되었다. 
Total bilirubin 농도와 Fairbanks 방법 2로 산출된 혈장혈색소 
농도의 상관계수와 회귀식 기울기가 total bilirubin과 두 자동화
학분석기에서 산출된 H index 값과의 상관계수와 회귀식 기울기
보다 높음을 알 수 있었다(Fig. 2). 이를 통해 상대적으로 H index
가 기존의 Fairbanks 방법 2에 비해 빌리루빈에 의한 간섭으로부
터 자유로움을 확인할 수 있었다.

혈색소는 산화혈색소(oxyhemoglobin), 탈산화혈색소
(deoxyhemoglobin) 및 메트헤모글로빈(methemoglobin) 모

두 공통적으로 415 nm에서 최대 흡광도를 보인다. 두 번째로 높
은 흡광도는 540–580 nm 대역에서 나타나며, 산화혈색소는 
544/570 nm 두 파장에서 흡수극대를 보이나 탈산화혈색소는 
555 nm에서 흡수극대를 보이는 차이점이 있다[11]. 혈중 빌리루
빈의 흡광도는 450–500 nm 대역에서 증가하며, 상기 혈장혈색
소 검사법들은 대부분 415 nm 파장의 흡광도를 이용하기 때문에 
특히 빌리루빈에 의한 간섭을 심하게 받을 수 있다[12].

고빌리루빈혈증 검체에서 혈장혈색소를 측정하는 경우, 450 
nm 근방의 파장대역 흡광도가 과측정되는 경향에 의해 헤모글
로빈의 415 nm 파장대역 흡광도가 왜곡됨이 익히 알려져 있다. 
2002년의 국내 연구에 따르면, 고빌리루빈혈증에서 혈장혈색소 
측정 시 Kahn 방법(CHb mg/dL=155.0A578–86.1A562–68.9A598) 
및 Fairbanks 방법 2가 Harboe 방법{CHb mg/dL=83.64[2A415–
(A380+A450)]} 또는 Noe 방법(CHb mg/dL=165.0A415–93.0A380–
73.0A470)에 비해 빌리루빈에 의한 간섭이 상대적으로 낮은 양상
을 보였으나[10], 이번 연구에서와 마찬가지로 Fairbanks 방법 2
가 빌리루빈에 의한 간섭으로부터 완전히 자유롭지는 못하였다. 
2018년의 다른 비교실험에 따르면, 비황달(non-icteric) 검체와 
황달(icteric) 검체들을 구분하여 시행한 정확도 평가결과, 비황달 
검체군에서의 부정확도는 큰 변동이 없는 반면, 황달 검체군에서 
Harboe, Noe, Fairbanks 방법의 부정확도(inaccuracy)가 각각 
840%, 941%, 253%까지 높아지는 양상을 보였다[13].

이처럼 Fairbanks 방법 2를 포함해 415 nm 파장의 흡광도를 
사용하는 계산법은 빌리루빈의 영향에 근본적으로 취약하며, 고빌
리루빈혈증의 간섭을 해결하기 위해 bilirubin oxidase를 첨가하
는 방법이 개발되어 있으나[14], 별도의 절차가 필요하므로 검사
실 운영의 효율성과 자동화를 저해하게 된다. 반면에 H index는 
자동화학분석기 간섭물질을 모니터링하기 위해 항시 측정되는 값
으로, 별도의 절차나 소모품이 필요 없다. 따라서 이를 혈장혈색소 
측정에 응용할 경우 효율적이고 정확한 검사가 가능하다.

H index의 임상적 한계점은 유사하게 415 nm 파장 영역을 사

Table 1. Hemolysis determination based on the medical decision point (pHb ≤33.2 mg/dL)

Negative/positive
Fairbanks 2

Negative (≤33.2 mg/dL) Positive (>33.2 mg/dL)

Cobas c702 (H-index) Negative (≤33.2 mg/dL) 122 17

Positive (>33.2 mg/dL) 1 36

Atellica CH930 (H-index) Negative (≤33.2 mg/dL) 119 15

Positive (>33.2 mg/dL) 4 38

The instrument was from the following company: Cobas c702 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) and Atellica CH930 (Siemens, 
Erlangen, Germany). 
Abbreviation: pHb, plasma hemoglobin.
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용하지 않는 Kahn 방법의 경우에서 찾아볼 수 있다. Kahn 방법
의 경우 570 nm에서 흡수극대를 보이는 산화혈색소 성분만을 측
정하며, 용혈 시 함께 혈장에 노출되는 다른 형태의 혈색소(메트헤
모글로빈, 메트헴알부민 등)의 양이 매우 높은 경우에는 이를 반영
하지 못한다는 것이 보고되었다[7]. H index 또한 570 nm 이상
의 파장만을 이용한 측정법이므로, 메트헤모글로빈, 메트헴알부민
은 측정할 수 없는 단점이 있을 수 있다.

결론적으로, H index는 황달에 의한 영향이 최소화되는 혈장혈색
소 측정법으로, 기존의 분광광도계 분석과 높은 일치도를 보이면서
도 기존의 방법에 비해 total bilirubin에 의한 간섭이 적어 용혈의 
위양성률을 낮출 수 있는 장점이 있었다. 따라서 메트헤모글로빈과 

같은 다른 형태의 혈색소가 증가되는 경우를 제외하고는 H index가 
혈장혈색소를 측정하는 데 유용하게 사용될 수 있을 것이다.
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