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Med informert samtykke ble det tatt venøse 
blodprøver i gelrør uten tilsetninger av 125 
friske blodgivere for analysering av fritt kalsium 
i serum. Det ble også målt pH og regnet ut fritt 
kalsium standardisert til pH 7,40. Hos et min-
dre utvalg ble det dessuten tatt prøver til analy-
sering av de samme analyttene i venøst serum 
fra gelrør tilsatt trombin (n=35) og i venøst blod 
fra sprøyter av typen Radiometer safePICO-as-
pirator, tilsatt 80 IU elektrolyttbalansert, tørr 
heparin (n=31). Referanseområder i serum ble 
estimert til 1,17-1,32 mmol/L for fritt kalsium, 
aktuell og til 1,19-1,33 mmol/L for fritt kalsium 
standardisert til pH 7,40. Median fritt kalsium, 
aktuell, var 0,03 mmol/L høyere i serum enn i 
blod, og median fritt kalsium standardisert til 
pH 7,40 var 0,04 mmol/L høyere i serum. For-
skjellen mellom de to serumtypene (framstilt 
med og uten trombin) var liten (0,01 mmol/L).

Nøkkelord: Fritt kalsium, ionisert kalsium, prø-
vemateriale, referansegrenser, standardisert 
fritt kalsium, venøse blodgassanalyser
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 n Veldokumenterte referansegrenser for 
fritt kalsium i serum er vanskelige å finne. 
Noen bruker de samme grensene for serum 
som for fullblod, men fritt kalsium er høyere i 
venøst serum enn i venøst fullblod.
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Innledning
Kalsium i plasma er delvis bundet til pro-
teiner, spesielt albumin, og delvis kom-
pleksbundet, mens omtrent halvparten 
er fritt (1). Fritt kalsium i plasma kalles 
ofte «ionisert» kalsium, men alt kalsium 
i kroppen er ionisert (1), så i denne artik-
kelen bruker vi betegnelsen fritt kalsium. 
Man regner med at kun fritt kalsium er 
biologisk aktivt (2). Det er da også holde-
punkter for at fritt kalsium har bedre diag-
nostisk nøyaktighet enn total kalsium 
(3,4). Derfor er det fritt, og ikke total, kal-
sium vi burde måle i plasma eller serum. 
Likevel er det tekniske, logistiske og øko-
nomiske grunner for å velge total kal-
sium framfor fritt kalsium. Analysering 
av total kalsium er automatisert, mens 
analysering av fritt kalsium fortsatt skjer 
ved manuell betjening av blodgass-in-
strumenter, selv om mer automatisert 
utstyr nå er tilgjengelig (5). Det er også en 
viss usikkerhet om valg av det beste prø-
vematerialet for måling av fritt kalsium. 
I akuttavdelinger måles gjerne fritt kal-
sium, aktuell, i arterielt blod, der elektro-
den registrerer konsentrasjonen i plasma. 
Hos pasienter som utredes for kalsium-
forstyrrelser, for eksempel som følge av 
endokrine sykdommer eller kreft, er det 
mer vanlig å måle fritt kalsium i venøst 
serum. Noen laboratorier utgir fritt kal-
sium, aktuell, i venøst serum, mens andre 
standardiserer til pH 7,4 for å kompen-
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sere for eventuelt tap av karbondioksid 
under oppbevaring av prøvene (6). Tapes 
karbondioksid, stiger pH mens fritt kal-
sium faller (1). Referanseområdet er det 
heller ingen enighet om. For venøst blod 
har vi beregnet referanseområdene 1,16-
1,29 mmol/L for fritt kalsium, aktuell, og 
1,13-1,27 mmol/L for fritt kalsium stand-
ardisert til pH 7,40 (7). For venøst serum 
har vi i mange år brukt referanseområdet 
1,18-1,32 mmol/L for fritt kalsium stand-
ardisert til pH 7,40. Det har en viss støtte 
i litteratur (8), men der ender sporet uten 
noen beskrivelse av referansepopulasjon, 
prøvehåndtering og analysemetode. Vi 
har ikke funnet andre og bedre kilder. 
Hensikten med denne undersøkelsen var 
derfor å estimere referansegrenser for 
fritt kalsium i venøst serum og se om de 
var forskjellige fra referansegrensene for 
venøst blod. Vi ville også sammenlikne 
resultater fra serum framstilt på van-
lig måte fra gelrør uten tilsetninger med 
serum fra gelrør tilsatt trombin for hurtig 
koagulering.

Materiale og metode
Blodgivere som var innkalt til ordinær 
tapping ved Blodbanken, Sykehuset 
Levanger, ble spurt om de ville avgi ekstra 
blodprøver til prosjektet «Referansegren-
ser for fritt kalsium i venøst serum». De 
fikk utlevert skriftlig informasjon, der 
det også ble opplyst om at vi ville gi fast-
legen beskjed hvis ett eller flere av prøve-
resultatene var «helt forskjellig» fra prø-
veresultater vi fant hos andre blodgivere. 
Blodgiverne erklærer seg friske ved blod-
giving og kan ikke gi blod hvis de bruker 
andre legemidler enn det som er godkjent 
ifølge Veileder for transfusjonstjenesten 
i Norge. Eventuell bruk av godkjente 
legemidler antas ikke å ha noen betyd-
ning for måling av fritt kalsium. For hver 
blodgiver ble det registrert informasjon 
om identitet, fastlege og analyseresulta-
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ter i programmet eForsk (https://helse-
forskningsportalen.no), som er designet 
for sikker innsamling og lagring av kli-
niske forskningsdata. Prosjektet var god-
kjent av Regional komité for medisinsk 
og helsefaglig forskningsetikk (112604/
REK midt) og av Helse Nord-Trøndelag sin 
interne komité for godkjenning av forsk-
ningsprosjekt.

Man bør ha blodprøver fra minst 120 
personer for å kunne beregne ikke-para-
metriske 90 % konfidensintervall for 2,5- 
og 97,5-persentiler i fordelingen av refe-
ranseverdiene (9). I perioden 26.08.2020 
– 19.10.2020 ble det tatt prøver av 125 
blodgivere, 73 kvinner og 52 menn.

Før bloddonasjon ble det fra hver blod-
giver tatt venøse blodprøver med prøve-
takingsnål (21 G) og holder for vakuum-
rør. Fra alle ble det tappet blod i et 3,5 mL 
Vacuette (G454067R, Greiner) vakuum-
rør med gel, og ingen tilsetninger. Fra 35 
givere ble det i tillegg tappet blod i et 5 mL 
Vacuette vakuumrør med gel tilsatt trom-
bin (G456310, Greiner) for hurtig koagule-
ring. 31 av disse 35 blodgiverne fikk også 
tappet 1 mL venøst blod i en sprøyte av 
typen safePICO-aspirator (REF 956-622, 
Radiometer), tilsatt 80 IU elektrolytt-ba-
lansert, tørr heparin. De fleste giverne 
fikk tatt prøvene mellom kl. 07.30 og 
12.30. Giverne hadde vært i sittende stil-
ling 10-15 minutter før prøvetaking. Blod-
prøvene ble tatt med minimal bruk av 
stase. Etter henstand i 30-60 minutter 
ble blodprøvene i vakuumrør sentrifu-
gert med 2200 g i 10 minutter ved 20°C. 
Serum ble analysert innen 60 minutter 
etter sentrifugering. Utenom sentrifug-

ering ble prøvene oppbevart i romtem-
peratur. Rørene hadde proppen på inntil 
analysering. Blodprøvene i Radiometer 
safePICO-aspirator ble oppbevart i rom-
temperatur og analysert innen 10 minut-
ter etter prøvetaking. 

Både serum- og blodprøver ble ana-
lysert med samme instrument, ABL 825 
FLEX (Radiometer), som var laboratori-
ets rutineinstrument for blodgassanaly-
ser. Instrumentet ble vedlikeholdt og kali-
brert i henhold til våre rutiner, og hadde 
godkjent kalibrering før analysering. 
Sprøytene ble analysert i FLEX-mode, som 
gir en standardisert blanding før analyse-
ring. Vi registrerte følgende parametere 
(målte og beregnede): pH, fritt kalsium, 
aktuell, og fritt kalsium standardisert til 
pH 7,40. For beregning av fritt kalsium 
standardisert til pH 7,40 brukte instru-
mentet ligningen: 

(Fritt kalsium, aktuell) × (1 – 0,53 × 
(7,40 – pH)), som er gyldig for pH i områ-
det 7,20-7,60. I perioden 26.08.2020 til 
19.10.2020 var dag-til-dag-variasjonskoef-
fisient (total-CV) 0,74 % for fritt kalsium, 
aktuell, ved bruk av kontrollmaterialet 
S7735 AUTOCHEK 5+ (Radiometer), der 
gjennomsnittsverdien for perioden var 
1,029 mmol/L. Tilsvarende tall for pH var 
0,01 % og 7,40 ved bruk av kontrollmate-
rialet S7745 AUTOCHEK 5+ (Radiometer). 

Programvarene Stata (versjon 16) og 
MedCalc (versjon 19) ble brukt til statis-
tiske beregninger. Referansegrenser ble 
estimert med ikke-parametrisk metode 
som 2,5- og 97,5-persentilene i fordelin-
gene av fritt kalsium, aktuell, og fritt kal-
sium standardisert til pH 7,40, etter eks-

klusjon av sterkt avvikende resultater 
(“slengere”). De ble oppdaget ved hjelp 
av visuell vurdering av fordelingene og 
ved hjelp av prosedyren «Generalized 
Extreme Studentized Deviate», som kan 
oppdage flere «slengere» i én operasjon 
(10). Persentiler ble estimert som angitt i 
CLSI-dokumentet C28-A3c (11). For å stu-
dere om kjønn og alder var assosiert med 
de to persentilene, brukte vi kvantilregre-
sjon (kommandoen «sqreg» i Stata). Hver 
persentil ble da modellert som en funk-
sjon av kjønn og alder. Sammenlikning 
av resultater fra ulike prøvematerialer ble 
utført med bruk av Passing & Bablok-re-
gresjon, og testing av median forskjell 
med Wilcoxons test for pardata. Sam-
menlikning av median forskjell mellom 
denne populasjonen og en tilsvarende 
populasjon undersøkt i 2016 for fritt kal-
sium, aktuell, og fritt kalsium standard-
isert til pH 7,40 i venøst blod (7) ble utført 
med Wilcoxons rangsumtest. P-verdier 
under 0.05 ble betraktet som statistisk 
signifikante.

Resultater
To blodgivere hadde måleverdier i venøst 
serum som ble vurdert til å være sterkt 
avvikende, og ble derfor ekskludert. Fritt 
kalsium, aktuell, og fritt kalsium stand-
ardisert til pH 7,40 var henholdsvis 1,43 
mmol/L og 1,41 mmol/L for den ene, og 
henholdsvis 1,49 og 1,46 mmol/L for den 
andre. De 123 inkluderte blodgiverne var 
71 kvinner i alderen 23-69 (median 45) år 
og 52 menn i alderen 25-70 (median 48) år. 
Aldersfordelingen til de inkluderte blod-
giverne er vist i figur 1. Verdier for pH, fritt ➤

A) B)

Figur 1: Aldersfordeling av de inkluderte 123 referansepersonene. A) Kvinner (n = 71), B) Menn (n = 52).
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kalsium, aktuell, og fritt kalsium stand-
ardisert til pH 7,40 for de tre prøvemateria-
lene er gitt i tabell 1. Figur 2 viser fordeling 
av fritt kalsium, aktuell, og fritt kalsium 
standardisert til pH 7,40, for både inklu-
derte og ekskluderte blodgivere. Referan-
segrenser for fritt kalsium, aktuell, og fritt 
kalsium standardisert til pH 7,40 i venøst 
serum er gitt i tabell 2. Kjønn og alder 
hadde ingen statistisk signifikant assosia-
sjon med noen av referansegrensene.

For de 31 blodgiverne der fritt kalsium 
også ble undersøkt i blod, er sammenhø-
rende verdier av fritt kalsium, aktuell, og 
fritt kalsium standardisert til pH 7,40 i 
venøst serum fra gelrør uten tilsetninger 
og venøst blod fra Radiometer safePICO 
aspirator vist i figur 3, med tilhørende 
Passing og Bablok-regresjonslinje. For 
både fritt kalsium, aktuell og fritt kal-
sium standardisert til pH 7,40 var sam-
menhengen mest forenlig med en kon-
stant forskjell, for stigningskoeffisienten 
ikke var statistisk signifikant forskjellig 
fra 1. Median fritt kalsium, aktuell, var 
0,03 mmol/L høyere i serum enn i blod 
(p<0,0001) mens median fritt kalsium 
standardisert til pH 7,40 var 0,04 mmol/L 
høyere i serum enn i blod (p<0,0001).

For underutvalget med de 35 blod-
giverne der fritt kalsium også ble under-
søkt i serum fra gelrør tilsatt trombin, var 
median fritt kalsium, aktuell, 1,26 mmol/L 
i serum fra gelrør uten tilsetninger og 1,25 
mmol/L i serum fra gelrør tilsatt trom-

bin. Den forskjellen var ikke statistisk sig-
nifikant (p=0,31). Tilsvarende tall for fritt 
kalsium standardisert til pH 7,40 var hen-
holdsvis 1,25 og 1,24 mmol/L. Den forskjel-
len var statistisk signifikant (p<0,0001).

Sammenliknet med den blodgiverpo-
pulasjonen vi undersøkte i 2016 (7), var 
det ingen statistisk signifikant forskjell 
i median fritt kalsium, aktuell, i venøst 
blod fra Radiometer safePICO aspira-

tor, med henholdsvis 1,23 mmol/L i 2020 
(n=31) og 1,22 mmol/L i 2016 (n=129) 
(p=0,12). Median fritt kalsium standard-
isert til pH 7,40 var 1,20 mmol/L i venøst 
blod fra Radiometer safePICO aspirator i 
begge populasjoner. Instrumentene var 
av samme type og likt kalibrert.

Diskusjon
I denne referansepopulasjonen av friske 

B)A)

Figur 2: Fordeling av A) s-fritt kalsium, aktuell, og B) s-fritt kalsium standardisert til pH 7,40 hos 125 antatt friske blodgivere, 73 kvinner og 52 

menn. De to verdiene over 1,40 mmol/L tilhører de samme individene i begge figurene. Disse verdiene ble betraktet som «slengere», og uteluk-

ket fra estimering av referansegrensene. De grønne linjene markerer referansegrensene, mens de røde linjene markerer referansegrensenes 90 % 

konfidensintervall. I figuren for fritt kalsium, aktuell, er nedre grense av 90 % konfidensintervallet for øvre referansegrense angitt til 1,315 mmol/L, 

mens tilsvarende tall i tabell 2 er avrundet til 1,32 mmol/L.

Tabell 1: Mediane verdier i vanlig serum fra gelrør uten tilsetninger og i serum fra gelrør tilsatt 

trombin, samt i blod fra Radiometer safePICO aspirator. Tallene i parentes angir laveste og høy-

este verdi. Resultater fra to blodgivere med sterkt avvikende verdier i vanlig serum er eksklu-

dert. Av de ekskluderte ble det ikke tatt prøver i gelrør tilsatt trombin eller i Radiometer safePICO 

aspirator.

Analytt Prøvemateriale

Serum fra gelrør uten 
tilsetninger, n=123

Serum fra gelrør tilsatt 
trombin, n=35

Blod fra Radiometer 
safePICO aspirator, 

n=31

pH 7,39 (7,33 – 7,52) 7,38 (7,33 – 7,43) 7,37 ( 7,31 – 7,42)

Fritt kalsium, aktuell, 
mmol/L

1,25 (1,15 – 1,34) 1,25 (1,19 – 1,33) 1,23 (1,17 – 1,29)

Fritt kalsium standard-
isert til pH 7,40, mmol/L

1,24 (1,13 – 1,34) 1,24 (1,20 – 1,32) 1,20 (1,15 – 1,28)

Tabell 2: Referansegrenser for fritt kalsium i venøst serum fra gelrør uten tilsetninger, oppgitt 

i mmol/L. Grensene er 2,5- og 97,5-persentilene (90 % konfidensintervall) i fordelingene av refe-

ranseverdier målt hos 123 friske blodgivere.

Analytt Nedre referansegrense Øvre referansegrense

Fritt kalsium, aktuell 1,17 (1,15-1,21) 1,32 (1,32-1,34)

Fritt kalsium standardisert til pH 7,40 1,19 (1,13-1,21) 1,33 (1,31-1,34)
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blodgivere var fritt kalsium høyere i 
venøst serum enn i venøst blod. Derfor er 
det rimelig at vi estimerte høyere referan-
segrenser i venøst serum basert på resul-
tater fra denne populasjonen enn i venøst 
blod basert på resultater fra en annen 
referansepopulasjon av blodgivere i 2016 
(7). De to populasjonene var helt like 
bedømt ut fra median fritt kalsium stand-
ardisert til pH 7,40, som var 1,20 mmol/L 
i begge, og forskjellen i median fritt kal-
sium, aktuell, var minimal, 0,01 mol/L. 

De referansegrensene vi estimerte for 
venøst serum, 1,17 og 1,32 mmol/L for fritt 
kalsium, aktuell, og 1,19 og 1,33 for fritt 
kalsium standardisert til pH 7,40, avvi-
ker ikke mer enn 0,01 mmol/L fra refe-
ransegrensene 1,18 og 1,32 mmol/L som 
er publisert i (8). Bredden av disse refe-
ranseområdene er henholdsvis 0,15, 0,14 
og 0,14 mmol/L. For fritt kalsium, aktuell, 
i venøst blod beregnet vi tidligere et refe-
ranseområde på 1,16-1,29 mmol/L med 
bredde 0,17 mmol/L og for fritt kalsium 
standardisert til pH 7,40 et referanse-
område på 1,13-1,27 mmol/L med bredde 
0,14 mmol/L (7). Klæstrup et al. fant hen-
holdsvis 1,14-1,28 og 1,16-1,28 for arteri-
elt blod, med bredde henholdsvis 0,14 og 
0,12 mmol/L (12). At bredden av referan-

seområdene for ulike prøvematerialer 
og undersøkelser er så like, styrker tro-
verdigheten av våre referansegrenser for 
venøst serum. Dessuten viser bredden av 
referanseområdene at forskjellen mellom 
serum og blod ikke er triviell. For eksem-
pel er øvre referansegrense 1,33 mmol/L 
for serum og 1,27 mmol/L for blod for 
fritt kalsium standardisert til pH 7,40. 
Den forskjellen, 0,06 mmol/L, tilsvarer 
0,06/0,14 = 0,43 av referanseområdets 
bredde. Til sammenlikning er tillatt bias 
definert som 1/4 av det totale biologiske 
standardavviket (13), som tilsvarer 1/16 = 
0,0625 av referanseområdets bredde for 
Gauss-fordelte referanseverdier. Det blir 
knapt 0,01 mmol/L i dette tilfellet. Den 
forskjellen vi fant mellom vanlig serum 
og serum fra rør tilsatt trombin (0,01 
mmol/L høyere i vanlig serum) er dermed 
neppe av klinisk betydning, selv om for-
skjellen var statistisk signifikant for fritt 
kalsium standardisert til pH 7,40. 

Hvorfor fritt kalsium er høyere i serum 
enn i blod (dvs. blodplasma) er ikke lett å 
forstå. Det kan ikke skyldes forskjell i pH, 
for serum var litt mer alkalisk enn blod-
plasma, og dermed skulle litt mer kal-
sium bindes til albumin i serum enn i 
blodplasma, og forårsake lavere konsen-

trasjon av fritt kalsium i serum. Vi tror 
neppe det skyldes at kalsium ble bun-
det til heparin i blodplasma, siden bruk 
av andre Radiometer-sprøyter med 80 IU 
elektrolyttbalansert heparin har gitt rik-
tige gjennomsnittsresultater (14). Likevel 
kan vi ikke helt utelukke den muligheten. 
Enklere å forklare er det at forskjellen 
mellom serum og blod var større for fritt 
kalsium standardisert til pH 7,40 enn for 
fritt kalsium, aktuell, siden standardise-
ringen reduserte blodverdien mer enn 
serumverdien (median pH var 7,37 i blod 
og 7,39 i serum).

Ikke alle har funnet at fritt kalsium er 
høyere i serum enn i blod. Toffaletti og 
Wildermann fant at fritt kalsium, aktu-
ell, gjennomsnittlig var 0,033 mmol/L 
lavere i venøst serum enn i venøst blod. De 
brukte sprøyter fra Radiometer med elek-
trolyttbalansert heparin og et Radiome-
ter ICA-2-instrument (15). Hvordan serum 
ble utvunnet og oppbevart, var ikke 
beskrevet, men forfatterne mente at fritt 
kalsium ble lavere i serum fordi pH i gjen-
nomsnitt var 0,05 høyere i serum. Perović 
et al. fant ingen statistisk signifikant for-
skjell mellom median fritt kalsium, aktu-
ell, i venøst serum og arterielt blod (16). 
Deres resultater er vanskelige å sammen-

A) B)

Figur 3: Sammenhørende verdier av A) fritt kalsium, aktuell, og B) fritt kalsium standardisert til pH 7,40 i venøst serum (S-) fra gelrør uten til-

setninger og venøst blod (B-) fra Radiometer safePICO aspirator hos 31 friske blodgivere. Passing og Bablok-regresjonslinje (rød) og likhetslinje 

(svart) er tegnet inn.

➤
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likne med våre, siden de brukte heparini-
serte sprøyter og blodgassinstrument fra 
en annen produsent (Siemens). Kompli-
serende er det også at Perović et al. fant 
statistisk signifikant lavere median pH 
i venøst serum enn i arterielt blod (7,373 
mot 7,419), noe som i og for seg skulle ha 
gitt høyere fritt kalsium, aktuell, i venøst 
serum.

De varierende funn viser at våre resul-
tater ikke uten videre kan generaliseres til 
andre laboratorier med andre metoder for 
prøvetaking og analysering.

En styrke ved denne undersøkelsen er 
at referansepopulasjonen er relevant og 
beskrevet slik at den er gjenkjennelig for 
andre, og at preanalytiske, analytiske og 
statistiske metoder er beskrevet slik at 
våre funn kan etterprøves. 

En mulig svakhet ved vår undersøk-
else er at vi ikke registrerte prøvetakings-
tidspunkt i forhold til matinntak, siden 
fritt kalsium kan bli lavere etter et måltid 
(17). Imidlertid er det ikke vanlig å ta slike 
hensyn ved prøvetaking til måling av fritt 
kalsium, så de referansegrensene vi esti-
merte bør være gyldige for vanlig prak-
sis. En annen mulig svakhet er at vi ikke 
undersøkte fritt kalsium i venøst blod fra 
Radiometer safePICO aspirator hos alle 

blodgiverne. Vi hadde imidlertid ingen 
grunn til å tvile på de referansegrensene 
vi beregnet tidligere (7), og ønsket bare, 
ved å undersøke et mindre utvalg, å se om 
median fritt kalsium i venøst blod var lik i 
de to populasjonene. Det fikk vi bekreftet.

Konklusjon
Ved bruk av våre metoder for prøvetak-
ing og analysering er referanseområ-
der i venøst serum estimert til 1,17-1,32 
mmol/L for fritt kalsium, aktuell, og til 
1,19-1,33 mmol/L for fritt kalsium stand-
ardisert til pH 7,40. n

Takk
Vi takker bioingeniørene i Blodbanken, 
Sykehuset Levanger, ved Birgit Hoel 
Stubbe for hjelp med det praktiske arbei-
det med prøvetakingen av blodgiverne. 
En takk også til alle ansatte ved medisinsk 
biokjemi som var behjelpelig med analy-
sering av prøvene.
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