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　　摘　要：目的　建立血清总蛋白（ＴＰ）参考方法，评价其性能，并评估其测量结果不确定度。方法　根据国际医学检验溯源联

合委员会（ＪＣＴＬＭ）相关文件要求建立血清ＴＰ参考方法，对仪器、试剂、加样、温度等主要试验条件进行确认和优化，对方法灵敏

度、精密度、线性、准确度进行评价，测量结果不确定度根据ＩＳＯ不确定度评估指南进行评估。结果　参考方法使用的仪器设备

及试剂性能满足方法要求；反应条件为３７℃孵育１０ｍｉｎ；方法灵敏度为０．００５８２，室内测量不精密度小于０．７％，０～１２０ｇ／Ｌ线

性范围良好；室间比对结果无统计学差异（犘＞０．０５）；参加ＴＰ国际参考实验室质量比对计划，样本测定结果在等效范围内，相对

标准不确定度１．８％。结论　成功建立血清ＴＰ参考方法，性能指标满足要求，初步评估了测量结果不确定度，可用于ＴＰ测定的

量值溯源和标准化。
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　　总蛋白（ＴＰ）是血清固体成分中含量最多的一类物质，包

括球蛋白和清蛋白，具有极其重要的生理功能。ＴＰ检测是临

床重要检测项目，对了解机体营养状况，以及肝脏和肾脏病变

的诊断、治疗判断与监测等具有重要作用［１］。参考方法用于检

测项目的量值传递和性能评估等，其建立是实现临床检测结果

准确性和可比性的重要条件［２］。本研究根据国际医学检验溯

源联合委员会（ＪＣＴＬＭ）的要求建立ＴＰ检测参考方法
［３４］，对

主要实验条件进行确认，并评估方法性能和测量结果不确定

度，以用于ＴＰ检测量值溯源和标准化。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＰＥ６５０紫外可见分光光度计

及配套石英比色杯，ＦＬＵＫＥ１５２１精密测温仪，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ

精密电子天平，ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＲｅｆｅｒｅｎｃｅ移液器；Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅ恒温

水浴槽；Ｚｅｉｓｓ三角坐标仪；ＳｃｈｏｔｔＡ级玻璃容量瓶。四水酒

石酸钾钠、五水硫酸铜、氢氧化钠、碘化钾为Ｓｉｇｍａ高纯试剂，

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水。标准物质ＳＲＭ９２７ｄ购于美国国家标准技

术研究院（ＮＩＳＴ），使用前２～８℃保存。新鲜冰冻人血清，无

溶血、黄疸、脂血，ＴＰ４０～１００ｇ／Ｌ，共４０份，双份制备，在测定

前发送至评估实验室，－７０℃保存，测试前复融使用。ＲＥＬＡ

国际比对样本由德国临床化学会（ＤＧＫＬ）提供，包含 Ａ、Ｂ两

个浓度水平，２～８℃保存，使用前以去离子水复溶。

１．２　ＴＰ参考方法测量条件　参考测量程序中使用的紫外可

见分光光度计、分析天平、温度计、移液器等由省级计量部门鉴

定合格，在试验前对其主要性能条件进行确认。

１．２．１　紫外可见分光度计　采用国家标准物质，在标示标准

波长下连续测量１０次，计算均值与靶值偏倚及相对变异

（犆犞％），评估吸光度准确度和重复性；使用三角坐标仪评估配

套使用石英比色杯光径。

１．２．２　分析天平和移液器　连续称量标准Ｅ２级砝码３次，结

果与标准值偏倚不大于０．１ｍｇ。使用称量法对１００、５０００μＬ

量程移液器加水称重各１０次，换算成室温条件下体积与标准

体积比较，考察加样精密度和准确性。

１．２．３　试剂性能和检测参数　试剂按ＤｏｕｍａｓＴＰ测定方法

配制，５４０ｎｍ下双缩脲试剂空白吸光度应满足参考方法要求。

１．２．４　孵育时间优化　确认水浴温度可稳定在（２５±１）℃和

（３７±１）℃，按测量程序分别在２５℃孵育６０ｍｉｎ和３７℃孵育

１０ｍｉｎ条件下，分别测量１０份新鲜人血清，结果进行狋检验

比较。

１．３　ＴＰ参考方法性能评价

１．３．１　灵敏度　按测量程序重复测定已知浓度ＳＲＭ９２７ｄ溶

液吸光度，计算分析灵敏度＝Ａ／Ｃ。

１．３．２　精密度　选择４份不同浓度新鲜人血清样本，每天进

行２批测试，每批连续重复测定５次，连续测量２ｄ，样本测试

前使用ＳＲＭ９２７ｄ校准。

·４０２２· 国际检验医学杂志２０１２年９月第３３卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１８



１．３．３　线性评价　以ＳＲＭ９２７ｄ为样本，改变测量程序，加样

量分别为０、４０、８０、１２０、１６０μＬ进行测定，各加样体积重复测

定２次，按照公式：Ａ×（５＋Ｖ样本）／５．１，计算实际加样量下的

吸光度（Ａ：样本吸光度），并对结果与浓度进行回归计算。

１．３．４　准确度　在不同实验室按所建立方法测定４０份人血

清，各样本重复２次，比较室间结果差异，判定重复性。对

２００９年ＴＰ参考方法ＲＥＬＡ比对样本 Ａ、Ｂ进行测定，连续５

ｄ，每天新鲜复溶测试样本后重复测定４次，计算并上报均值及

不确定度。将在等效限内测试合格的各实验室样本Ａ、Ｂ测试

结果的均值、１狊和２狊划线，评价测试结果是否在范围内。

１．４　结果不确定度评估　按ＩＳＯ测量不确定度指南（ＧＵＭ）

进行ＴＰ参考方法测量结果不确定度评估
［５］。

２　结　　果

２．１　ＴＰ参考方法测量条件确定

２．１．１　紫外可见分光度计性能确认　分别在４４０、５４６、６３５

ｎｍ波长下测定国家标准物质，各波长下实测结果犆犞％小于

０．０２％，偏倚小于１．０％。使用三角坐标仪测量石英比色杯透

光面光径为（１０±０．０１）ｍｍ，满足参考方法要求。

２．１．２　分析天平和移液器　电子分析天平称量０．５、１０ｇ标

准Ｅ２级砝码，重复３次，结果与标准值偏倚小于０．００５ｇ，在

０．５～１０ｇ范围内，称量准确性满足要求。１００、５０００μＬ量程

移液器犆犞％小于０．５％，不准确度小于０．３％，加样准确性和

重复性满足参考方法要求。

２．１．３　试剂性能和检测参数　实验室人员按建立的测量程序

标准操作规程熟练操作，５４０ｎｍ下测定配制的双缩脲试剂吸

光度为０．１００２，满足参考方法０．０９５～０．１０５的要求。

２．１．４　孵育时间优化　恒温水浴在设置的２５℃和３７℃下开

机稳定后，温度波动在±０．１℃以内，满足要求的温度范围。

对１０份新鲜人血清分别在２５℃孵育６０ｍｉｎ和３７℃孵育１０

ｍｉｎ条件下的测试结果见表１，配对ｔ检验显示结果无统计学

差异（犘＞０．０５），确认３７℃孵育１０ｍｉｎ为孵育反应条件。

表１　　不同孵育温度及时间血清测试结果比较

样本编号 ２５℃６０ｍｉｎ ３７℃１０ｍｉｎ 相对偏倚（％）

１ ４８．８ ４８．８ －０．０４

２ ４８．９ ４８．９ －０．０４

３ ６４．４ ６３．７ －０．９８

４ ７１．２ ７２．３ １．６７

５ ８１．２ ８１．９ ０．８６

６ ６９．９ ７０．３ ０．７０

７ ７７．９ ７８．２ ０．４０

８ ７２．６ ７１．７ －１．２３

９ ７４．９ ７４．５ －０．４９

１０ ７７．４ ７７．７ ０．３４

均值 ６８．７ ６８．８ ０．１２

２．２　ＴＰ参考方法性能评价

２．２．１　灵敏度　按测量程序重复测定浓度７０．１ｇ／Ｌ的

ＳＲＭ９２７ｄ，吸光度均值为０．４０８，计算灵敏度为０．００５８２。

２．２．２　精密度　４份不同浓度新鲜人血清样本连续检测２ｄ，

每天２批，共２０次测试，结果表明方法不精密度（犆犞％）小于

０．７％，结果见表２。

２．２．３　线性评价　以ＳＲＭ９２７ｄ为样本，改变测量程序加样

量，得到修正样本吸光度与浓度，回归方程为犢＝０．００５８２犡－

０．０００１６，狉２＝０．９９９８３，表明在０～１２０ｇ／Ｌ范围内线性良好，

回归方程截距与零无统计学差异（犘＞０．０５）。

２．２．４　准确度　迈瑞公司和北京航天总医院实验室按ＴＰ参

考方法测定相同的４０份人血清样本，各样本重复２次取均值，

实验室间各样本测定结果相对偏差在±２．５％以内，在参考实

验室室间能力评估等效限范围内。两家实验室均测定２００９年

ＴＰ参考方法国际比对ＲＥＬＡ样本Ａ、Ｂ，测试结果在等效限内

测试结果１狊～２狊范围内（原始数据见ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｇｋｌｒｆｂ．

ｄｅ：８１）。

表２　　ＴＰ参考方法精密度评价（狀＝２０）

样本 均值（ｇ／Ｌ） 犆犞％

１ ５４．２ ０．４２

２ ４９．６ ０．６６

３ ４７．７ ０．５４

４ ６０．４ ０．３７

２．３　结果不确定度评估

２．３．１　被测量的技术规定　使用ＳＲＭ９２７ｄ为标准物质，移

液器加样，自配双缩脲试剂，在３７℃下与待测样本进行反应，

５４０ｎｍ波长下测量样本反应体系吸光度，以标准物质的反应

吸光度为参考标准，计算待测样本ＴＰ浓度，计算公式为：

ＣＴＰ＝
Ａｔ
Ａｓ
×Ｃｓ［ＣＴＰ：ＴＰ浓度（ｇ／Ｌ）；Ａｔ：待测样本反应吸光

度；Ａｓ：标准溶液反应吸光度；Ｃｓ：标准溶液浓度（ｇ／Ｌ）］。

２．３．２　识别不确定度来源　根据ＴＰ参考方法测量条件、程

序步骤和计算公式，分析明确影响测量不确定度的来源，主要

包括：标准物质浓度，自配双缩脲试剂浓度，样本加样影响，反

应温度，测量仪器性能，待测样本取样影响（如复溶时天平称量

以及待测样本瓶间差）等，将可能因素绘制成因果关系图以助

于对重要影响因素和遗漏因素的识别（图１见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”）。ＴＰ参考方法中使用标准物质在

相同波长下校准参考方法后再进行样本测试，其中比色杯、温

度、试剂、检测波长等对于标准物质和样本条件均一致，其对测

量结果不确定度影响很小，可以忽略，将各条件下重复性因素

进行合并得到简化因果关系图（图２见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。

２．３．３　量化不确定度　（１）被测样本测量重复性。根据重复

测量２０次测量标准差（复溶样本包括多瓶），重复性标准不确

定度为犛犇／，标准不确定度为 Ｕ（狉），相对标准不确定度ｕｒｅｌ

（狉）＝Ｕ（狉）／量值，结果见表３。（２）加样引入的不确定度。加

样使用的移液器在仪器性能试验中其加样误差（偏倚）为

０．３％，按正态分布，样本和标准物质加样相对标准不确定度

ｕｒｅｌ（狊）＝ｕｒｅｌ（狊狋）＝０．００３／槡３＝０．００１７３，加样重复性已包括

在测量重复性中，不再计算。（３）标准溶液标准值不确定度。

标准物质ＳＲＭ９２７ｄ浓度为（７０．１±０．７４）ｇ／Ｌ，ｋ＝２，标准值标

准不确定度Ｕ（Ｃｓ）＝０．７４／２＝０．３７，ｕｒｅｌ（Ｃｓ）＝０．４２７３／７０．１

＝０．００５２８。（４）样本和标准溶液测试吸光度不确定度。在分

光光度计测量反应溶液吸光度，在仪器性能试验中，５４６ｎｍ吸

光度测量误差（偏倚）在０．６％以内，故仪器吸光度标准不确定

度ｕｒｅｌ（Ａｉ）＝０．００６／槡３＝０．００３５。参与结果计算的样本和标

准溶液吸光度为修正值Ａ修正值＝Ａ测试－Ａ样本空白－Ａ试剂空白。因

此，吸光度测量过程标准不确定度Ｕ（Ａ）＝

［ｕｒｅｌ（Ａｉ）×Ａ测试］
２＋［ｕｒｅｌ（Ａｉ）×Ａ样本空白］

２＋［ｕｒｅｌ（Ａｉ）×Ａ试剂空白］槡
２，

相对标准不确定度ｕｒｅｌ（Ａ）＝Ｕ（Ａ）／Ａ修正值，结果见表４。（５）样

本复溶。待测样本 ＫＳＡ和 ＫＳＢ为冻干粉，在测试前使用５

ｍＬ移液器复溶，移液器在仪器性能评价中其加样误差（偏倚）

为０．３％，样本复溶引入不确定度ｕｒｅｌ（ｄ）＝０．００１７３，计算相

对合成标准不确定度和扩展不确定度用不确定度各分量的相
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对不确定度平方和的根，求其相对合成相对标准不确定度ｕｒｅｌ

（ＣＴＰ）。

狌狉犲犾（犆犜犘）＝

狌２狉犲犾（狉）＋狌
２
狉犲犾（狊）＋狌

２
狉犲犾（狊狋）＋狌

２
狉犲犾（犆）＋狌

２
狉犲犾（犃犃犚犕）＋狌

２
狉犲犾（犃犓犛）＋狌

２
狉犲犾（犱槡 ）

待测样本扩展不确定度Ｕ（ＣＴＰ）＝ｋ×ｕ２ｒｅｌ（ＣＴＰ）×ＣＴＰ，包

含因子ｋ＝２，待测样本ＫＳＡ、ＫＳＢ测量不确定度结果见表５。

表３　　ＴＰ重复性测量不确定度

样本 次数 量值（ｇ／Ｌ） 犛犇 Ｕ（狉） ｕｒｅｌ（狉）

ＫＳＡ ２０ ４７．７ ０．２５７ ０．０５７ ０．００１２０３

ＫＳＢ ２０ ６０．４ ０．２２４ ０．０５０ ０．０００８２８

表４　　样本和标准溶液ＴＰ反应吸光度不确定度

样本 Ａ修正值
标准不确定度

Ｕ（Ａ）

相对标准

不确定度ｕｒｅｌ（Ａ）

ＳＲＭ ０．４０５ ０．００１７１ ０．００４２３

ＫＳＡ ０．２７３ ０．００１２９ ０．００４７６

ＫＳＢ ０．３４４ ０．００１５４ ０．００４４８

表５　　样本ＴＰ测量结果不确定度

样本 ＣＴＰ（ｇ／Ｌ）
相对标准

不确定度ｕｒｅｌ（ＣＴＰ）

扩展不确定度

Ｕ（ＣＴＰ）

ＫＳＡ ４７．７ ０．００８９ ０．８５

ＫＳＢ ６０．４ ０．００８７ １．０５

３　讨　　论

本研究建立ＴＰ参考方法，以实现常规检测系统的溯源性

和性能评价。在进行参考方法试验前，应对易受环境或使用影

响的和影响结果关键量的仪器设备进行校准或核查，以确认性

能满足要求，并将其结果用于测量结果不确定度评估。实验室

对仪器设备进行定期检定是不充分的，可能出现检定合格而某

些关键量并不能满足参考方法的使用要求，同时也无法有效评

估仪器设备的校准情况。

血清ＴＰ参考方法要求加样器不精密度不大于０．３％，比

色杯透光面光径为（１０±０．０１）ｍｍ，天平称量误差不超过

０．００５ｇ，分光光度计波长为（５４０±１）ｎｍ，带宽小于８ｎｍ，反应

温度波动±１℃
［３４］。本研究在试验前对分光光度计、移液器、

电子天平、比色杯子的关键性能进行了确认。分光光度计吸光

度准确性和重复性对于测试结果的影响较为显著，作为主要贡

献量体现在结果不确定度计算中。由于方法灵敏度为

０．００５８２，则吸光度测量重复性极差不能大于０．００５，否则参与

计算的样本反应吸光度（扣除试剂空白）将受到影响。因此，

ＴＰ参考方法应确保使用高精度分光光度计。Ｄｏｕｍａｓ双缩脲

方法中，样本反应条件设定为２５℃孵育３０ｍｉｎ，本试验对采用

３７℃孵育１０ｍｉｎ进行了确认，结果表明二者对多份血清样本

的检测结果无统计学差异。３７℃孵育温度与常规测试方法的

温度要求一致，并能缩短反应时间，故采用该反应条件。

建立的ＴＰ参考方法需进行性能验证，以评估是否符合要

求。对准确度的评估采用了室间比对和国际ＴＰ参考方法能

力验证，以ＪＣＴＬＭ对该项目的等效限作为接受指标。方法灵

敏度是测量体系对单位浓度的反应吸光度，可换算表示成摩尔

吸光系数，当在标准物质加样准确、试剂配制良好、光度计吸光

度准确、比色杯光径符合要求的条件下得到的摩尔吸光系数应

一致，可作为参考测量体系测量准确度评价指标之一。本研究

测试得到摩尔吸光系数为０．２９６８Ｌ·ｇ
－１·ｃｍ－１，与Ｄｏｕｍａｓ

评估试验（０．２９６８±０．００１８）Ｌ·ｇ
－１·ｃｍ－１报告一致

［４］。

每个完整的和可溯源的测量结果应附有合理评定的不确

定度，ＩＳＯ／ＩＥＣ１７０２５和ＩＳＯ１５１８９都对实验室的不确定度评

定提出了相应要求［６７］。参考方法测量样本的不确定度是进行

常规方法校准品不确定评估的重要来源之一，为常规临床检验

对样本结果不确定度的评估提供依据。本研究按 ＧＵＭ 评估

原则［５］对ＴＰ参考方法的重要影响量绘制成图进行分析和合

并，将加样重复性、抽样瓶间差、光度计测量重复性等一并归入

Ａ类重复性计算，在Ｂ类分量的评估中使用了仪器性能确认

中的校准数据，简化了测量结果不确定度分析过程，同时使评

估数据来源较为合理有效。

综上所述，本实验室依据ＪＣＴＬＭ 推荐方法建立的血清

ＴＰ参考方法，方法性能符合要求，测试结果通过ＲＥＬＡ参考

方法能力评估，同时建立了结果不确定度评估模型，可应用于

后续检测试剂盒的标准化。

（志谢：本研究得到了杨振华教授，北京航天总医院检验科

陈宝荣主任的大力支持，在此深表感谢！）
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