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　　摘　要：目的　参照ＣＬＳＩＥＰ方案对自主研发的唾液酸（ＳＡ）试剂分析性能进行评价，了解其是否满足临床需求。方法　参

照文件测定试剂空白吸光度及变化率、检测限、分析灵敏度、精密度、准确度、线性范围、干扰试验和稳定性等技术指标。结果　试

剂空白吸光度大于１．０，吸光度变化率小于０．００２，检测限为０．１５ｍｇ／ｄＬ，分析灵敏度大于０．０８，高、低值血清批内变异系数分别

为０．２８％和０．４２％，批间变异系数分别为１．０３％和０．９３％，准确度测定相对偏差小于２％，方法比对实验结果犢＝０．９２８１犡－

５．０９４４，狉２＝０．９９７７；线性范围为０～２５０．０ｍｇ／ｄＬ，１．７１ｍｍｏｌ／Ｌ结合胆红素，３．４２ｍｍｏｌ／Ｌ非结合胆红素，０．３ｇ／Ｌ维生素Ｃ，

５０ｇ／Ｌ血红蛋白浓度，１４５００ＦＴＵ乳糜对检测结果无干扰，试剂稳定。结论　该试剂分析性能可满足临床实验室的需要。
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　　唾液酸（ｓｉａｌｉｃａｃｉｄ，ＳＡ）是九碳糖神经氨酸衍生物的总称，

是细胞膜上糖蛋白和糖脂的重要成分，存在于各种组织细胞膜

上，参与细胞表面多种生理功能［１］。ＳＡ在细胞恶性转化时起

着特殊的作用，其含量与恶性肿瘤细胞增殖、转移、浸润、细胞

粘附性降低、肿瘤抗原性及逃避宿主细胞免疫监视等密切相

关，是一种广泛有效的肿瘤标志物［１］。研究者依照临床和实验

室标准协会（ＣＬＳＩ）制订的评价方案对自主研发的ＳＡ试剂在

分析性能方面进行了评价，旨在为临床检测应用提供数据

参考。

１　材料与方法

１．１　材料　日立７１８０全自动生化分析仪购于日本日立公司；

岛津２４５０分光光度计购于日本岛津公司；游离胆红素及结合

胆红素购于百灵威科技有限公司（批号分别为 ＬＫ５０Ｌ１９和

ＪＨ１０４２８６）；血红蛋白购于上海瑞齐生物科技有限公司（批

号：２０１０１２０３）；中／长链脂肪乳注射液（Ｃ６Ｃ２４）购于华瑞制药

有限公司（批号：８０ＤＨ０６６）。ＳＡ测定试剂盒及标准、质控购于

日本和光公司。

１．２　实验方法

１．２．１　检测原理　神经氨酸苷酶断裂结合ＳＡ的糖苷键，生

成游离的Ｎ乙酰神经氨酸；Ｎ乙酰神经氨酸在神经氨酸醛缩

酶的作用下生成Ｎ乙酰甘露糖胺和丙酮酸；丙酮酸与 ＮＡＤＨ

在乳酸脱氢酶的作用下生成乳酸和ＮＡＤ＋，ＮＡＤＨ在３４０ｎｍ

有特异度吸收，通过检测 ＮＡＤＨ 的减少量来检测样本中的

ＳＡ。

１．２．２　测试参数　采用速率法，反应温度为３７℃，光径为

１．０ｃｍ，检测主波长３４０ｎｍ，副波长４０５ｎｍ，样品（校准管以校

准品做样品）加Ｒ１混匀，孵育３～５ｍｉｎ后加入Ｒ２混匀，反应

９０ｓ后，监测９０ｓ吸光度变化，其中样本用量８μＬ，试剂１用

量２４０μＬ，试剂２用量８０μＬ，根据仪器使用说明及分析参数

编制检测程序。

１．２．３　性能评价测定方案　有关试剂空白吸光度及变化率、

检测限、分析灵敏度、精密度、准确度、线性范围、干扰试验和稳

定性等评价指标参照相关ＥＰ文件及国内外惯用方法进行。

空白吸光度及变化率：在波长３４０ｎｍ（光径１．０ｃｍ）处检测，以

蒸馏水为样本，重复测定２次。检测限：以蒸馏水为样本，用试

剂重复测定２０次。分析灵敏度：以６０ｍｇ／ｄＬ标本为样品，用

试剂测定，记录在试剂规定参数下产生的吸光度改变，换算为

吸光度变化率。精密度按ＥＰ５Ａ文件评价
［２］：取高值和低值

的患者混合血清各１份，测定２０次，计算批内精密度。取上述

高、低值混合血清各自分装成２０份，并于－２０℃避光冰冻保

存。每天取高、低值混合血清各１份，完全溶解后测定，计算批

间精密度。准确度试验按ＣＬＳＩＥＰ９Ａ文件评价
［３］：相对偏差

以高、中、低三个浓度水平样本对试剂进行测试，重复测定３

次；方法学比对实验采用４０例临床样品对试剂进行测试，并将

结果与日本和光试剂进行数据统计分析，计算其相关系数和回

归方程。线性评价按ＥＰ６Ａ文件评价
［４］：取ＳＡ高、低值血清

标本各一份。将高值和低值血清分别按不同比例混合稀释成

不同浓度梯度的样本，并将这些样本随机排列进行测定，各个

浓度重复测定５次，取其均值为测定值，与预期值做线性对比。

干扰实验按照ＣＬＳＩＥＰ７Ａ文件评价
［５］：分别测定加入干扰物

的高、低值混合血清。试剂热稳定性通过将试剂置于３７℃水

浴，分别于水浴前及水浴１、４、７ｄ后对高、低浓度的ＳＡ标本进

行测定；试剂开口稳定性实验通过将试剂定标后，开口放置于

生化分析仪的试剂仓，分别在开口０、３、５、７、１４、２１、３０ｄ，选用

高、低浓度的ＳＡ标本进行不定标检测，比较开口前后的检测

结果偏差。

１．３　统计学处理　数据统计和存储应用ＳＰＳＳ１０．０软件，相

关性分析作曲线拟合（ＣｕｒｖｅＥｓｔｉｍａｔｉｏｎ），回归方程应用线性

回归分析。

２　结　　果

２．１　试剂空白吸光度及吸光度变化率　试剂空白吸光度分别

为１．３４和１．３３，大于１．０，符合试剂设计要求；试剂空白吸光

变化率分别为０．００１８和０．００１７，小于０．０２，符合试剂设计

要求。

２．２　检测限　结果显示最低检测限为０．１５ｍｇ／ｄＬ。

２．３　分析灵敏度　６０ｍｇ／ｄＬ样本吸光度变化率为０．０８７，大

于０．０１，符合试剂设计要求。

２．４　精密度　结果显示，该试剂对高、低值血清的批内变异系

数分别为０．２８％和０．４２％，批间变异系数分别为１．０３％和

０．９３％。

２．５　准确度　测定低、中、高浓度质控品，相对偏差小于２％，

满足临床要求（误差小于或等于±１０％），结果见表１。测定临

床标本４０例，将测定结果与日本和光试剂测定结果进行相关

回归分析，结果见图１，计算出相关方程和相关系数为犢＝

０．９２８１犡－５．０９４４和狉２＝０．９９７７。

２．６　线性范围测定　结果如图２所示，相关方程及相关系数
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分别为犢＝０．９８７５犡 ＋３．１０４和狉２＝０．９９９２（浓度范围０～

２５０．０ｍｇ／ｄＬ）。

表１　　准确度（相对偏差）实验结果

项目 低浓度标本 中浓度标本 高浓度标本

靶值（ｍｇ／ｄＬ） ５４．５ １０６．７５ １５９．０

平均值 ５４．８ １０８．８ １５９．７

相对偏差 ０．６％ １．９％ ０．４％

图１　　试剂方法学比对结果

图２　　试剂线性范围实验结果

２．７　干扰实验　以相对偏差大于或等于１０％作为有明显干

扰的评判指标，结果显示，１．７１ｍｍｏｌ／Ｌ结合胆红素，３．４２

ｍｍｏｌ／Ｌ非结合胆红素，０．３ｇ／Ｌ维生素Ｃ，５０ｇ／Ｌ血红蛋白浓

度，１４５００ＦＴＵ乳糜对高、低值浓度ＳＡ样本检测结果均无干

扰，见图３；常规剂量的肝素锂、肝素钠、Ｋ２ＥＤＴＡ、氟化钠／草

酸钾抗凝剂对检测结果亦无干扰。

　　Ａ：试剂抗结合胆红素干扰结果；Ｂ：试剂抗游离胆红素干扰结果；

Ｃ：试剂抗维生素Ｃ干扰结果；Ｄ：试剂抗血红蛋白干扰结果；Ｅ：试剂抗

乳糜干扰结果。

图３　　试剂抗干扰结果

２．８　稳定性观察　试剂经７ｄ热破坏（３７℃）和试剂瓶开口

（２～８℃）３０ｄ后，高、低值标本和线性实验测定结果与热破坏

前相比无显著偏差，结果见图４。

　　Ａ：试剂７ｄ热破坏结果；Ｂ：试剂开瓶３０ｄ检测结果；Ｃ：试剂７ｄ

热破坏后线性；Ｄ：试剂开瓶３０ｄ后线性。

图４　　试剂稳定性观察结果

３　讨　　论

随着对ＳＡ研究的不断深入，其临床检测价值已经逐渐得

到认可和重视［１，６７］。相比某些特异度的肿瘤标志物［８］，如

ＡＦＰ、ＣＥＡ、ＣＡ１２５、ＣＡ５０，仅应用于诊断某种特定的恶性肿

瘤，ＳＡ作为肿瘤的一种非特异度标志物，其特点在于可适用于

多种恶性肿瘤的诊断，被广泛应用于肝癌、肺癌、胃癌、恶性血

液病、头颈鳞状细胞癌等的诊断及鉴别诊断中，也被用作常见

恶性肿瘤分期的参考指标及病例治疗效果的评价指标［９］。ＳＡ

也适用于大批人群健康筛查，以便对肿瘤患者做到早期发现、

诊断和治疗；还可作为肿瘤疗效观察指标，监测肿瘤的消长，估

计预后［１０］。

目前ＳＡ的检测方法很多，如 ＨＰＬＣ、酶法、化学比色法

（常见的有硫代巴比妥酸法、间苯二酚法）［７］。其中 ＨＰＬＣ方

法具有灵敏度高、特异度好的优点，但仪器昂贵且不适合临床

批量样本检测。化学比色法虽然价格较低，但特异度低，操作

复杂繁琐，需要高温萃取，不适合自动化分析，并且其试剂成分

具有一定的腐蚀性和人体危害性。酶法具有高特异度，操作简

单快捷、准确安全、可自动化分析等优点，本研究参考ＣＬＳＩＥＰ

系列文件［２５］，对自主研发的酶法ＳＡ试剂进行分析性能的系

统评价，结果表明自主研发的ＳＡ试剂空白吸光度大于１．０，吸

光度变化率小于０．００２，检测限为０．１５ｍｇ／ｄＬ，分析灵敏度大

于０．０８，高、低值血清批内变异系数分别为０．２８％和０．４２％，

批间变异系数分别为１．０３％和０．９３％，准确度测定相对偏差

小于２％，线性范围为０～２５０．０ｍｇ／ｄＬ，抗干扰能力较强，与

日本和光试剂在分析性能上差异无统计学意义，与其比对实验

结果狉２＝０．９９７７，可实现对其的替代应用于临床实验室。
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ｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＦＰ）ａｎｄｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｎｉｃｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ（ｈＣＧ）

ｌｅｖｅｌｓｉｎｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｃｙｏｆｓｏｌｉｔａｒｙｐｕｌｍｏｎａｒｙｎｏｄ

ｕｌｅｓ［Ｊ］．ＪＩｎｔＭｅｄＲｅｓ，２００９，３７（２）：４３８４４５．

［９］ 张嘉宁，汪淑晶．唾液酸生物学与人类健康和疾病［Ｊ］．生命科学，

２０１１，２３（７）：６７８６８４．

［１０］刘沛，王舒，李变荣．血清唾液酸在恶性肿瘤诊断中的临床应用
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·检验仪器与试剂评价·

ＨＩＶ酶免试剂在献血标本中检测效果评价

黄秀琳，李　维，程　颖，尹　丹，刘　东，杨　虎，秦伟斐，韩继姝

（重庆市血液中心检验科，重庆４０００１５）

　　摘　要：目的　评价 ＨＩＶ酶免试剂在献血标本中的检测效果，从而为检测试剂的选择和献血员屏蔽策略的制定提供依据。

方法　统计该中心抗ＨＩＶ复检项目试剂转国产前３个月（２０１０年１１月至２０１１年１月）和后３个月（２０１１年１１月至２０１２年１

月）再检率、反应重复率和不合格相对重合率并做配对狋检验分析及２０１２年２月酶免全项目的再检率和反应重复率。结果　复

检抗ＨＩＶ试剂转国产后稳定性明显下降，再检率由０．２０％提高至０．４４％，反应重复率由７６．３％降至５１．４％，不合格相对重合率

由４７．５％降至１９．６％（犘＜０．０５）。２０１２年２月再检标本结果显示初检单试剂阳性率低于复检试剂，初检试剂的再检率明显低于

复检试剂。初检试剂稳定性整体好于复检试剂。结论　再检率和反应重复率可以反映检测系统（包括检测试剂）的稳定性，尽量

选用稳定性高的检测试剂；酶免检测结果的影响因素极多，用“只要出现一次抗ＨＩＶ检测结果呈反应性就判不合格的标准规程”

是不合理的。

关键词：酶联免疫检测；　再检率；　实验室技术和方法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１０．０４７ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１０１２９７０２

　　２０１１年５月复检试剂 ＨＢｓＡｇ和抗ＨＩＶ两项目转国内生

产后，先出现了 ＨＢｓＡｇ项目单试剂强阳性且再检标本明显增

多，再检双孔复试结果差异极大（表现为首次检测强阳性，再检

双孔阴性或一孔强阳一孔阴性）的情况。随后还发现 ＨＩＶ项

目再检标本也明显增多且双孔复试结果重复率明显下降，因上

层领导对艾滋初筛结果判读规则的理解不同，当然也是为血液

安全考虑，多年来本中心 ＨＩＶ项目只要出现１次阳性（＋）或

灰区（？）（０．８≤Ｓ／ＣＯ＜１），该袋血报废且对献血员进行永久屏

蔽，禁止其终生献血。为了了解本实验室酶免检测系统及试剂

的稳定性，从而为检测试剂的选择和献血员屏蔽策略的制定提

供依据，对 ＨＩＶ进口试剂转国产前３个月（２０１０年１１月至

２０１１年１月）和后３个月（２０１１年１１月至２０１２年１月）再检

标本结果及２０１２年２月酶免全项目的再检标本结果进行统计

分析，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　ＨＩＶ进口试剂项目转国产前、后３个月再检

标本结果及２０１２年２月酶免全项目的再检标本结果。酶免项

目灰区（？）设为０．８≤Ｓ／ＣＯ＜１，再检标本为：抗ＨＩＶ单／双试

剂检测首次Ｓ／ＣＯ≥０．８标本和 ＨＢｓＡｇ、抗ＨＣＶ及抗ＴＰ单

试剂检测首次Ｓ／ＣＯ≥０．８的标本。

１．２　仪器与试剂　初、复检分别采用 ＴｅｃａｎＲＳＰ２００和 Ｔｅ

ｃａｎＲＳＰ１５０全自动加样器加样，再检标本采用移液器（经校准

合格）手工加样，后处理全部采用ＦＡＭＥ２４／２０和ＦＡＭＥ２４／３０

全自动后处理系统；本中心常规检测试剂。

１．３　方法　再检率＝再检标本数／检测标本数×１００％；反应

重复率＝再检结果呈（＋或？）标本数／再检标本数×１００％；不

合格相对重合率＝双试剂呈（＋或？）标本数／该试剂不合格标

本数×１００％。

１．４　统计学处理　采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３进行统计分析。

２　结　　果

２．１　ＨＩＶ进口试剂转国产前后３个月及酶免全项目再检标

本结果比较　见表１～２。

２．２　２０１２年２月酶免再检统计中结果异常情况　ＨＩＶ双试

剂检测不合格的标本７例，占反应重复率的１２．３％，５例双试

剂检测均呈强阳性，２例双试剂检测结果有差异，见表３；１０例

标本 ＨＢｓＡｇ复检试剂首次检测呈强阳或较强阳性的标本，该

试剂双孔复试均为阴性，见表４。

表１　　ＨＩＶ进口试剂转国产前后３个月再检标本结果比较（％）

转国产前

检测时间 狀 再检率 反应重复率 不合格相对重合率

转国产后

检测时间 狀 再检率 反应重复率 不合格相对重合率

２０１０年１１月 ９８９７ ０．２０ ７０．０ ４０．０ ２０１１年１１月 ９１７６ ０．５４ ５２．０ １４．０

２０１０年１２月 ９４４５ ０．２２ ８５．７ ６１．９ ２０１１年１２月 ９２３８ ０．３２ ５０．０ ３０．０

２０１１年１月 １０４８２ ０．１７ ７２．２ ３８．９ ２０１２年１年 ６１７１ ０．４４ ５１．９ １８．５

合计 ２９８２４ ０．２０ ７６．３ ４７．５ 合计 ２４５８５ ０．４４ ５１．４ １９．６

　　：犘＜０．０５，与转国产后比较。
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