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尿液复合室内质控物的研制与评价

袁咏梅，刘和录，何　亚，杨鸿雅，於艳霞，林　洁，杨庆伟
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　　摘　要：目的　研制出包含（ＮＡＧ）和尿微量清蛋白（ＵＭＡ）两项的复合室内质控物，并初步评价其质量。方法　收集临床肾

病患者新鲜尿液，经过处理，制成包含尿ＮＡＧ和尿ＵＭＡ两个项目的复合室内质控物；并依据ＣＮＡＳＧＬＯ３及ＩＳＯＧｕｉｄｅ３５的

要求，对研制的质控物均匀性、稳定性进行评价。结果　均一性检测 ＮＡＧ和 ＵＭＡ计算的Ｆ值分别为２．３２和１．５４，均小于

犉０．０５（９．１０）；稳定性检测ＮＡＧ和ＵＭＡ所得ｔ值均小于狋０．０５（２９）。结论　本次研制的尿ＮＡＧ和ＵＭＡ２项复合室内质控物在合适的

保存条件下，具备较好的均一性与稳定性，符合临床使用要求。
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　　很多专家学者致力于室内质控物的研制
［１５］，以期能弥补

非常规检测项目因缺乏商品化室内质控物而无法实施质量监

控的空白，达到满足室内质控的需要。如何验证研制出的质控

物质量是否达到要求，是否适用于临床，其均一性与稳定性检

测是必不可少的重要环节。本实验室有成功研制室内质控物

的经历［４］，本研究设计出尿 ＮＡＧ和尿 ＵＭＡ２项复合室内质

控物的配制方法，选用合适的质控物基质材料与添加物，按设

计方法配制出质控物。参照中国合格评定国家认可委员会的

标准文件ＣＮＡＳＧＬＯ３能力验证样品均匀性和稳定性评价指

南［６］及ＩＳＯＧｕｉｄｅ３５
［７］的要求，通过对研制的尿 ＮＡＧ与尿

ＵＭＡ复合质控物进行稳定性和均一性检测及数据的统计分

析，初步评价其质量。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　贝克曼库尔特（ＢＥＣＫ ＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ）

ＤＸＣ８００全自动生化分析仪，由美国进口。尿 ＮＡＧ和 ＵＭＡ

试剂与校准品为宁波美康生物科技股份有限公司生产，由深圳

市艾瑞生物科技有限公司代理提供。

１．２　方法

１．２．１　质控物的配制　（１）收集尿ＮＡＧ＞５０Ｕ／Ｌ，ＵＭＡ＞６０

ｍｇ／Ｌ（ＨＢＳＡＧ阴性，ＨＣＶ抗体阴性，ＨＩＶ及梅毒阴性）尿液

足量；（２）离心后取上清液经０．２２μｍ滤膜过滤除菌后加入酶

稳定剂和蛋白稳定剂及适量叠氮钠；（３）充分混匀，吸取混合液

按样本检测，符合预期效果后按２００μＬ一支的规格分装（分装

容器均已用小牛血清封闭过），密封胶封口。

１．２．２　瓶间均一性测定　参照文献［６］中均匀性检验“４．２单

因子方差分析”方法和文献［７］的要求进行评价及数据的统计

分析。质控物分装后即刻随机抽取１０管，先按１到１０的顺序

检测，再从１０到１的顺序重复测定，所得检测结果计算其总体

均值，样品间和样品内的平方和与均方，并由此计算出Ｆ值。

１．２．３　质控物的保存与稳定性检测　参照文献［６］中稳定性

检验“５．２．１测量平均值与参考值的比较”方法进行评价及数

据的统计分析。在保证仪器状态良好的情况下，将配制的质控

物分装后随即抽取３０支上机检测，重复测定２次，所得６０个

数据计算出均值（即刻），即为本实验的参考值。其余质控物分

成２份，分别保存于－２０℃、－８０℃条件下备用。在保存３

（－２０℃）、６（－２０℃）、９（－８０℃）、１２（－８０℃）个月时，各随

机抽取３０支自制质控物上机检测，并分别计算出均值和标准

差与即刻均值比较，求出ｔ值。

１．３　统计学处理　均一性评价采用单因子方差分析，若计算

的犉值小于Ｆ临界值（显著性水平α＝０．０５），则表明样品内和

样品间差异无统计学意义，样品是均匀的。稳定性检测采用狋

检验（平均值与参考值的比较）：质控物 ＮＡＧ和 ＵＭＡ两个项

目在３、６、９、１２个月检测的均值与即刻检测的均值比较，若计

算出的狋＜狋０．０５（２９），表明保存后自制质控物检测的各均值与即
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刻检测的均值之间差异无统计学意义。

２　结　　果

２．１　均一性实验　尿ＮＡＧ的测试，见表１。尿ＵＭＡ的测试，

总平均值 为４４．０ｍｇ／Ｌ，总平均值为４７．８３Ｕ／Ｌ，见表２。单因

子方差分析，查得Ｆ临界值犉０．０５（９．１０）＝３．０２，计算的犉值分别为

２．３２和１．５４，均小于犉临界值。尿ＮＡＧ与ＵＭＡ测试。

表１　　尿ＮＡＧ的测试结果（Ｕ／Ｌ）

样本号 检测次数１ 检测次数２

１ ４８．７８ ４８．３９

２ ４７．７５ ４８．０６

３ ４６．０８ ４７．１５

４ ４７．７７ ４７．７４

５ ４８．７３ ４７．７２

６ ４６．７４ ４７．７５

７ ４８．７９ ４９．６８

８ ４７．７２ ４６．６９

９ ４５．７９ ４７．７６

１０ ４７．７５ ４９．７６

表２　　尿ＵＭＡ的测试结果（ｍｇ／Ｌ）

样本号 检测次数１ 检测次数２

１ ４５．２ ４４．９

２ ４４．２ ４３．８

３ ４２．９ ４４．０

４ ４３．９ ４２．８

５ ４３．８ ４３．２

６ ４３．９ ４４．８

７ ４３．７ ４４．７

８ ４３．８ ４５．３

９ ４３．８ ４３．９

１０ ４３．９ ４４．２

２．２　稳定性实验结果　尿 ＮＡＧ稳定性检测结果分析，见表

３。尿 ＵＭＡ 稳定性检测结果分析，见表 ４。查狋界值表

狋０．０５（２９）＝１．６９９。质控物 ＮＡＧ和 ＵＭＡ两个项目保存３、６、９、

１２月检测的均值与即刻检测的均值比较，计算出的狋值均小于

狋０．０５（２９），这表明自制质控物ＮＡＧ和 ＵＭＡ两个项目３、６、９、１２

个月检测的均值与即刻检测的均值之间比较，差异无统计学

意义。

表３　　尿ＮＡＧ稳定性检测结果分析表

保存时间／温度 均值（Ｕ／Ｌ） 狀 狊 狋

即刻／室温 ４７．７８ ６０ ２．６９２ －

３月／－２０℃ ４８．５１ ３０ ２．４８９ １．６０６

６月／－２０℃ ４７．３７ ３０ ２．１４６ １．０４６

９月／－８０℃ ４６．９６ ３０ ２．８５７ １．５７２

１２月／－８０℃ ４６．９５ ３０ ２．８６６ １．５８６

表４　　尿ＵＭＡ稳定性检测结果分析表

保存时间／温度 均值（Ｕ／Ｌ） 狀 狊 狋

即刻／室温 ４４．０ ６０ ２．５８ －

３个月（－２０℃） ４４．７ ３０ ２．４８ １．５４６

６个月（－２０℃） ４３．２ ３０ ２．９４ １．４９０

９个月（－８０℃） ４４．９ ３０ ２．９９ １．６４９

１２个月（－８０℃） ４３．４ ３０ ２．６８ １．２２６

　　－：无数据。

３　讨　　论

尿液ＮＡＧ、ＵＭＡ与血肌酐、胱抑素Ｃ及视黄醇结合蛋白

（ＲＢＰ）等多项联合检测，对早期糖尿病肾损、高血压早期肾损、

妊娠高血压、窒息新生儿早期肾损的早期诊断提供可靠的诊断

依据［８１１］。尿ＮＡＧ和尿ＵＭＡ在临床辅助诊断中具有如此重

要的作用，其检测结果的准确性就越发重要。目前，像尿ＮＡＧ

和ＵＭＡ等非常规检测项目的室内质控物，因为研制过程较烦

琐，耗费时间较长，购买群相对较低，市面上难以找到合适的室

内质控物，所以导致这部分检测项目无法实施室内质控，造成

实验室质量监控中的空白。本研究旨在研制出一种包含尿

ＮＡＧ和尿ＵＭＡ两项复合室内质控物，该质控物应该具备良

好的均一性，在一定的保存温度及时间内应具备良好的稳定

性。本次研制质控物的材质选自临床肾病患者尿液，如何维持

质控物稳定是此次研究的关键。维持质控物稳定性的一个重

要手段就是除菌，装载质控物的容器均经过灭菌处理，收集的

标本经０．２２μｍ滤膜过滤除菌，加入添加物等均采用无菌操

作在生物安全柜中进行。本实验室之前已经建立的一套用于

质控物稳定性测试的程序［４］。在此基础上，参考中国合格评定

国家认可委员会的文件稳定性评价“５．２．１测量平均值与参考

值的比较”方法对自制的质控物进行评价及数据的统计分

析［６］。研制的质控物 ＮＡＧ和 ＵＭＡ两个项目保存３、６、９、１２

个月检测的均值与即刻检测的均值比较无明显性差异，即稳定

性良好。本实验为保证质控物的均匀性符合要求，分装前对质

控物进行充分混匀；并对于均一性检测采用ＡＮＮＯＶ方式
［１２］，

ＡＮＮＯＶ方式是抽取有代表性的样本数，每瓶重复测量２～３

次；均一性检验必须考虑测量的方法、抽样方法、抽样数量、取

样量、测量顺序等对结果的影响，以及测量结果的数据分析。

对检测结果进行统计学分析，单因素方差分析结果表明质控物

瓶间无差异，均匀性良好。本实验研制的尿液２项复合室内质

控物的均匀性和稳定性评价显示，其在－２０℃、－８０℃温度

保存下具备较好的均一性，能在大于３６５天的时间保持稳定，

该自制质控物能满足室内质量控制的要求。
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抑制其它细菌，只有脑膜炎奈瑟菌、淋病奈瑟菌和阴道加特纳

菌三种菌在ＳＰＳ周围有抑菌环，而脑膜炎奈瑟菌、淋病奈瑟菌

对万古霉素耐药，它们在万古霉素周围没有抑菌环，这样在

ＳＰＳ和万古霉素２个药片周围都有抑菌环的就只有阴道加特

纳菌了。这样用２个药敏纸片就能将阴道加特纳菌鉴定出来，

既简便又经济；而仪器法是利用阴道加特纳菌的生化反应来鉴

定的，如果遇到有的细菌的生化反应与阴道加特纳菌的生化反

应相似，或阴道加特纳菌的生化反应不明显，就必须补充手工

生化反应来鉴别，既繁琐成本又高，故用聚茴香脑磺酸钠

（ＳＰＳ）和万古霉素两个药敏纸片的简便方法来鉴定阴道加特

纳菌应是一个很好的方法。有很多细菌都是用药敏纸片来鉴

定的，如用于肺炎链球菌鉴定用奥普托欣（Ｏｐｔｏｃｈｉｎ）纸片，用

于化脓性链球菌鉴定用杆菌肽（Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ）纸片，用于腐生葡

萄球菌鉴定用新生霉素（Ｎｏｖｏｂｉｏｃｉｎ）纸片。

在实际工作中，研究者都会在接种宫颈分泌物后，用宫颈

分泌物标本直接涂片革兰染色，这样有一个好处，就是对后面

的阴道加特纳菌的鉴定有一个提示作用，因为用标本直接涂片

革兰染色，可以发现线索细胞和革兰染色不定的多形性杆菌，

可提示可能有阴道加特纳菌的存在；而且在细菌长出后，如果

是阴道加特纳菌，它的菌落形态和革兰染色涂片也很有特征，

就是针尖大小、圆形、光滑、半透明、形似露滴状的菌落，它和奈

瑟菌的形态差别很大，而且涂片革兰染色的镜下形态也完全不

同，所以应重视原始标本的涂片，它对研究者的后续鉴定很有

帮助。但不是所有的阴道加特纳菌都会发现线索细胞，阴道加

特纳菌分２个生物型，一个是黏附型，一个是分散型
［９］，如果是

黏附型，则很容易见到线索细胞；如果是分散型，则见不到线索

细胞，但这不影响研究者鉴定，因为还有菌落形态和细菌涂片

革兰染色给研究者的提示。

临床采集宫颈分泌物标本时，有可能会碰到阴道壁，这时

标本类型已经发生了变化，从“无菌部位”的宫颈分泌物标本

（ＥＣＳ）变成了有正常菌群生长的高位阴道拭子（ＨＶＳ），阴道加

特纳菌有可能就成为一种共生菌，就要分几种情况进行处理：

一种情况是从生长情况看，只有少量阴道加特纳菌，不是优势

菌群，则不需要鉴定；另一种情况是从生长情况看，阴道加特纳

菌很多，明显是优势菌群，则需要鉴定［１０］。对于生殖道的阴道

加特纳菌，是不需要做常规药敏的，如果有需要，灭滴灵是一种

可选择的治疗药物［１０］。这就需要微生物检验人员平时多总结

经验，努力提高业务水平。总之，希望这种简便又经济的鉴定

阴道加特纳菌的方法能给大家带来一些帮助。
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