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血清总胆汁酸检测的临床可报告范围建立和评价
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　　摘　要：目的　探讨应用四川迈克试剂在ＢｅｃｋｍａｎＬＸ２０生化仪上检测血清总胆汁酸（ＴＢＡ）功能灵敏度（ＦＳ）、最大允许稀释

度（ＭＡＤ）、分析测量范围（ＡＭＲ）和临床可报告范围（ＣＲＲ），为临床提供可靠的检测结果。方法　参照ＣＬＳＩ（ＥＰ６Ａ）文件，选用

覆盖厂家声明ＡＭＲ的高、低值患者混合标本配制系列等间距不同浓度样本进行ＴＢＡ重复测定２次，对所得数据利用ＳＰＳＳ１９．０

软件进行多项式回归分析ＡＭＲ；直接选用５份较低浓度患者标本进行日间重复测定ＴＢＡ，以相应的变异系数与检测均值关系确

定ＦＳ；选用３份高浓度ＴＢＡ标本用生理盐水进行不同倍数稀释后测定，计算回收率，在９０％～１１０％内确定 ＭＡＤ，并结合ＦＳ确

定ＣＲＲ。结果　ＴＢＡ检测的 ＡＭＲ为２．７０～１０４．７０ｍｍｏｌ／Ｌ；ＦＳ为２．２６ｍｍｏｌ／Ｌ；最大允许稀释度为１∶３；ＣＲＲ为２．２６～

３１４．１０ｍｍｏｌ／Ｌ。结论　应用四川迈克试剂在ＢｅｃｋｍａｎＬＸ２０生化仪上进行血清ＴＢＡ检测的ＡＭＲ比厂家声明的宽；用生理盐

水作为介质稀释患者标本的 ＭＡＤ比较小；所建立的ＣＲＲ还可满足临床常规需要。
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　　国际标准化组织颁布的《医学实验室质量和能力的专项要

求》（ＩＳＯ１５１８９）和中国《医疗机构临床实验室管理办法》要求

对自建系统方法学性能需进行验证达到相应标准后才能用于

临床。验证实验有：准确度、精密度、灵敏度、分析特异性、可报

告范围、最大稀释度等［１］。本研究的总胆汁酸检测是一种自建

系统；参照美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）ＥＰ６Ａ文件
［２］

对该系统功能灵敏度、分析测量范围、最大允许稀释度和临床

可报告范围进行探讨。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　美国贝克曼ＢｅｃｋｍａｎＬＸ２０全自动生化分

析仪；四川迈克公司生产的总胆汁酸生化试剂（试剂盒批号：

０５１２１６１）；英国Ｒａｎｄｏｘ公司生产的质控品（批号：６６７ＵＮ）；一

系列经校准的Ｔｈｅｒｍｏ高精度移液枪。

１．２　实验操作及标本要求　严格遵守各项试验标准操作规

程。严格按仪器操作说明书进行操作、维护保养和校准，确保

仪器处于良好状态。使用四川迈克生化试剂配合 Ｂｅｃｋｍａｎ

ＬＸ２０全自动生化分析仪经过校准并质控在控的。根据试剂

说明书，实验所用患者标本均来自广东省人民医院惠福分院；

标本要求新鲜、所含胆红素小于８５５μｍｏｌ／Ｌ、无脂浊和无

溶血。

１．３　ＡＭＲ实验　参照ＣＳＬＩＥＰ６文件，收集足够量高值患

者血清混合标本，要求超过厂家线性范围２０％～３０％，离心后

取上清液作为高值标本（Ｈ）；以同样方法收集低值标本（Ｌ）。

将标本 Ｈ和Ｌ按４０Ｌ＋０Ｈ，３９Ｌ＋１Ｈ，３８Ｌ＋２Ｈ，３６Ｌ＋４Ｈ，

３２Ｌ＋８Ｈ，２４Ｌ＋１６Ｈ，２０Ｌ＋２０Ｈ，１６Ｌ＋２４Ｈ，８Ｌ＋３２Ｈ，４Ｌ＋

３６Ｈ，２Ｌ＋３８Ｈ，１Ｌ＋３９Ｈ，０Ｌ＋４０Ｈ混合配制得到１３个试验

样本（Ａ１～Ａ１３）。对每个样本重复测定２次。记录检测结果。

各种操作当天内完成。应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行重复性

误差和多项式回归分析。设定实验重复性和线性允许误差分

别为５％和１０％。

１．４　ＦＳ试验　收集５个足够量的分别标记为Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４、

Ｂ５的低浓度患者标本（接近厂家声明 ＡＭＲ下限），然后分装，

－２１℃保存；每天１批，每批重复测定２次，连续１０ｄ。ＦＳ是

指日间重复犆犞为２０％时对应检验限样品具有的平均浓度。

应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件计算每个标本的检测均值、标准差和

变异系数，并以变异系数为犡 轴和检测均值为犢 轴进行多项

式回归分析，根据最适回归方程来确定ＦＳ。

１．５　ＭＡＤ及ＣＲＲ试验　收集３个高浓度患者标本（Ｃ１、Ｃ２、

Ｃ３浓度分别为４２．５、８４．２、１００．８ｍｍｏｌ／Ｌ），用生理盐水分别

进行２～５倍稀释，然后进行检测。记录稀释后实测值。计算

稀释回收率，以回收率在９０％～１１０％范围内确定 ＭＡＤ。

ＣＲＲ是指患者标本经稀释、浓缩或其他处理后，向临床所能报

告的结果范围。ＣＲＲ的下限为ＦＳ，它的上限是 ＡＭＲ上限乘

以 ＭＡＤ。

２　结　　果

２．１　ＡＭＲ试验结果　在 Ａ１～Ａ１３中 Ａ１的重复性差，舍掉

后分析得随机误差犆犞ｒ＝２．８７％，小于５％的设定目标。以加

入 Ｈ相对量为犡与实测均值为犢 作多项式回归分析得最适

多项式为二次，在偏倚分析中Ａ２、Ａ３点超过设定的１０％允许

偏差。经绘制散点图，见图１（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”）。观察到 Ａ１３点存在较明显偏差后舍掉该点

在Ａ２至Ａ１２点再作回归修正分析得直接判断为线性，最适为

一次多项式犢＝２．６８８犡＋１．３４０，确定 ＡＭＲ为２．７０～１０４．７０

ｍｍｏｌ／Ｌ。见表１～４。

表１　　１３个不同浓度试验样本Ａ１～Ａ１３

　　　检测结果（ｍｍｏｌ／Ｌ）

试验样本编号ｉ 测量结果１ 测量结果２ 测量均值 差值

Ａ１（４０Ｌ＋０Ｈ） １．２ ０．５ ０．８５ ０．７

Ａ２（３９Ｌ＋１Ｈ） ２．６ ２．８ ２．７ －０．２

Ａ３（３８Ｌ＋２Ｈ） ６．７ ６．１ ６．４ ０．６

Ａ４（３６Ｌ＋４Ｈ） １２．４ １３．１ １２．７５ －０．７

Ａ５（３２Ｌ＋８Ｈ） ２２．９ ２３．９ ２３．４ －１．０

Ａ６（２４Ｌ＋１６Ｈ） ４４．９ ４４．８ ４４．８５ ０．１

Ａ７（２０Ｌ＋２０Ｈ） ５４．８ ５５．６ ５５．２ －０．８

Ａ８（１６Ｌ＋２４Ｈ） ６６．５ ６５．７ ６６．１ ０．８

Ａ９（８Ｌ＋３２Ｈ） ８８．１ ８７．１ ８７．８ １．０

Ａ１０（４Ｌ＋３６Ｈ） ９９．４ ９８．６ ９９．０ ０．８

Ａ１１（２Ｌ＋３８Ｈ） １０２．７ １０３．９ １０３．３ －１．２

Ａ１２（１Ｌ＋３９Ｈ） １０４．３ １０５．１ １０４．７ －０．８

Ａ１３（０Ｌ＋４０Ｈ） １０５．６ １０５．０ １０５．３ ０．６

·０５４２· 国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１８



表２　　Ａ２～Ａ１３样本检测数据多项式线性回归分析结果

阶别 系数符号 系数值 系数ＳＥ 狋 犘 回归标准误

１ ｂ０ １．５９５ ０．６５６ ２．４３１ ０．０３５ －

１ ｂ１ ２．６６３ ０．０２５ １０６．０９１ ０．０００ １．２７２

２ ｂ０ ０．４９６ ０．７１７ ０．６９３ ０．５０６ －

２ ｂ１ ２．８７５ ０．０９３ ３１．０３０ ０．０００ －

２ ｂ２ －０．００５ ０．００２ －２．３５４ ０．０４３ １．０５５

３ ｂ０ １．０６３ ０．９３８ １．１３３ ０．２９０ －

３ ｂ１ ２．６４２ ０．２６５ ９．９８８ ０．０００ －

３ ｂ２ ０．０１０ ０．０１６ ０．６１７ ０．５５５ －

３ ｂ３ ０．０００ ０．０００ －０．９４４ ０．２９０ １．０６１

　　－：无数据。

表３　　Ａ２～Ａ１３样本检测数据多项式线性回归分析

　　　线性偏倚结果（ｍｍｏｌ／Ｌ）

测量均值
二次多项式

预期值（２ｎｄ）

一次多项式

预期值（１ｓｔ）
２ｎｄ－１ｓｔ 线性偏离（％）

２．７ ３．３３６ ４．２５８ －０．８９２ －２０．９５

６．４ ６．２２６ ６．９２１ －０．６９５ －１０．０４

１２．７５ １１．９１６ １２．２４７ －０．３３１ －２．７０

２３．４ ２４．２７５ ２２．８９９ １．３７６ ６．０１

４４．８５ ４５．２１６ ４４．２０３ １．０１３ ２．２９

５５．２ ５５．９９６ ５４．８５５ １．１４１ ２．０８

６６．１ ６６．６１６ ６５．５０７ １．１０９ １．６９

８７．８ ８７．３７６ ８６．８１１ ０．５６５ ０．６５

９９．０ ９７．５１６ ９７．４６３ ０．０５３ ０．０５

１０３．３ １０２．２５６ １０２．７８９ －０．５３３ －０．５２

１０４．７ １０５．０１６ １０５．４５２ －０．４３６ －０．４３

１０５．３ １０７．４９６ １０８．１１５ －０．６１９ －０．５７

表４　　多项式回归修正分析结果

阶别 系数符号 系数值 系数ＳＥ 狋 犘 回归标准误

１ ｂ０ １．３４０ ０．４３１ ３．１２２ ０．０１２ －

１ ｂ１ ２．６８８ ０．０１８ １５２．９７５ ０．０００ ０．８２５

２ ｂ０ ０．７０９ ０．４９１ １．４４６ ０．１８６ －

２ ｂ１ ２．８１５ ０．０６５ ４３．０３９ ０．０００ －

２ ｂ２ －０．００３ ０．００２ －１．９８５ ０．０８２ ０．７１６

３ ｂ０ ０．６７２ ０．６９０ ０．９７５ ０．３６２ －

３ ｂ１ ２．８３０ ０．２０１ １４．０４９ ０．０００ －

３ ｂ２ －０．００４ ０．０１３ －０．３３２ ０．７５０ －

３ ｂ３ ７．７１３Ｅ－５ ０．０００ ０．０８２ ０．９３７ ０．７６５

　　 －：无数据。

２．２　ＦＳ试验结果　将 Ｂ１～Ｂ５样本重复检测的变异系数

犆犞％与实测均值作回归分析得最适曲线方程为犢＝－０．０７９

犡＋３．８４１。将２０％代入该方程计算得功能灵敏度ＦＳ为２．２６

ｍｍｏｌ／Ｌ。见表５。

表５　　５个低浓度患者标本Ｂ１～Ｂ５重复检测结果

样品 实测均值（ｍｍｏｌ／Ｌ） 狊 变异系数（犆犞％）

Ｂ１ ０．７５ ０．３０２８ ４０．３７

Ｂ２ １．６２ ０．４３６６ ２６．９５

Ｂ３ ２．２８ ０．４０２２ １７．６４

Ｂ４ ２．８３ ０．２８６９ １０．１４

Ｂ５ ３．６０ ０．２５８２ ７．１７

２．３　ＭＡＤ及ＣＲＲ实验结果　３份高浓度样本用生理盐水作

１∶３倍数稀释时其稀释回收率在设定的９０％～１１０％范围内，

因此确定 ＭＡＤ为１∶３，见表６。结合上述试验所得ＦＳ２．２６

ｍｍｏｌ／Ｌ、ＡＭＲ上限是１０４．７０ｍｍｏｌ／Ｌ、ＭＡＤ为１∶３，确定该

检测系统ＣＲＲ为２．２６～３１４．１０ｍｍｏｌ／Ｌ。

表６　　３个高浓度标本Ｃ１～Ｃ３稀释回收率试验结果

浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
稀释倍数

稀释后实测值

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

稀释后预期值

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

稀释回收率

（％）

４２．５０ １∶２ ２２．３ ２１．２５ １０４．９４

１∶３ １５．５ １４．１７ １０９．３９

１∶４ １１．９ １０．６３ １１１．９４

１∶５ ９．８ ８．５０ １１５．２９

８４．２０ １∶２ ４３．６ ４２．１０ １０３．５６

１∶３ ３０．４ ２８．０７ １０８．３０

１∶４ ２４．２ ２１．０５ １１４．９６

１∶５ ２０．０ １６．８４ １１８．７６

１００．８０ １∶２ ５１．２ ５０．４ １０１．５９

１∶３ ３４．９ ３３．６ １０３．８７

１∶４ ２７．４ ２５．２ １０８．７３

１∶５ ２２．６ ２０．１６ １１２．１０

３　讨　　论

目前关于参考ＣＬＳＩＥＰ文件在使用四川迈克试剂配合贝

克曼生化仪进行血清ＴＢＡ检测的自建系统分析性能验证和评

价方面的报道比较少见，特别是临床可报告范围的分析。该性

能是决定广大检验工作者最终能否向临床发出可靠检验报告

的重要指标之一。

在ＦＳ的探讨时直接采用一系列低浓度患者标本进行日

间重复性检测，比起采用系列稀释的低浓度样品进行ＦＳ试验

的方法可避免由于稀释可能带来的各种误差［３］。ＦＳ是分析系

统向临床定量报告分析物的最低浓度的限值。本次试验确定

功能灵敏度为２．２６ｍｍｏｌ／Ｌ，说明在日常检测中向临床报告时

最低浓度不能低于此值，否则，所发出的检验报告就不可靠。

在ＡＭＲ建立的研究中，采用的１３个等间距不同浓度样

本，其浓度覆盖了厂家声明的ＡＭＲ（０．８～８５．０ｍｍｏｌ／Ｌ）。实

验所得数据中Ａ１浓度点重复测定的不精密度很不理想（两次

重复测定数分别为１．２、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ），这可能由于 Ａ１浓度完

全超出该自建系统分析检测范围。结合ＴＢＡ高浓度才有临床

意义，故将舍掉Ａ１点后不精密度符合要求。进行多项式回归

分析得二次回归多项式系数ｂ２（狋＝－２．３５４，犘＜０．０５），差异

有统计学意义，三次回归多项式系数ｂ２（狋＝（下转第２４８９页）
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的。循证检验医学的临床实践提供了科学、有效的检测流程，

体现了检验分析前、中、后三阶段的全程质量控制的重要性，更

能尽快使实习学生懂得临床疾病诊断，认识疾病发生发展阶段

与临床检验结果的关系。

在转组实习的开始日，带教老师应首先强调各专业组操作

须按照《全国临床检验操作规程》及各专业组的“循证检验医学

标准”，医学检验流程即是全程质量控制；并介绍该专业组操作

的工作流程。在对结果进行审核时，老师须与学生面对面、即

时分析每一份检验结果的可信度，结合标本采集情况、标本状

况、临床诊断、用药等进行分析，最终做出科学的决策
!

分析检

测结果能否发出。例如临床上常遇到的血小板假性增高的问

题，应教会学生如何看血小板直方图，并涂片染色，用显微镜观

察血小板、红细胞的形态，若血小板直方图没有与横坐标重叠，

平均红细胞体积降低，镜下红细胞体积小，则考虑血小板的增

高是因为小红细胞干扰所致。若镜下见许多红细胞破碎，则认

为溶血性疾病引起血小板的假性增高的可能性较大。老师按

照循证检验医学的方法与学生一起讨论分析，发挥学生的思维

能力，让学生尽快掌握检验结果对疾病诊断的有效性，并使其

认识到检验质量的重要性。

总之，临床医学生的实验诊断学教学应以临床应用为目

的，以临床整体思维能力的培养为核心，教会学生通过对各种

实验结果的理解、综合、分析，来判断疾病的分期、疗效及预后，

重在提高学生的实际应用能力。另外，随着现代科技的发展，

新的检验技术、检验方法和检验项目将不断地涌现，现有的学

习知识是不可能完全满足学生毕业后长期的临床工作需要的。

因此，在教学上不要追求内容的“多”和“全”，而应该探索新的

教学模式，以学生为中心，进行启发式授课，鼓励学生自由思

考、自主发现，在解决问题中学习知识［１０］。“授人以鱼，不如授

之以渔”，一个好的教师和教学方法，不但要给学生以知识，还

要教会学生自学的方法；只要有改革的决心和行动，并积极探

索实践，更好地促进实验诊断学的发展，一定能培养出研究型、

创新型的临床医学和检验医学的复合型人才。
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０．６１７，犘＞０．０５）与ｂ３（狋＝－０．９４４，犘＞０．０５），差异无统计学

意义，最适多项式为二次方程，在２．７０～１０５．３ｍｍｏｌ／Ｌ内呈

非线性。在线性偏倚分析中，Ａ２、Ａ３点偏倚超过设定的允许

偏差，其引入的误差不能被接受，必须进行回归修正。经绘制

散点图（图１）并观察到Ａ１３点存在较明显的线性偏倚，经去掉

Ａ１３点后重新修正，得最适为一次方程犢＝２．６８８犡＋１．３４０，

直接判断在 Ａ２Ａ１２内呈线性，建立该检测系统 ＡＭＲ 为

２．７０～１０４．７０ｍｍｏｌ／Ｌ，比李顺康等
［４］报道的线性可达１５０

ｍｍｏｌ／Ｌ要窄，这可能与使用的仪器、评价方法不同有关。虽

然所建立的ＡＭＲ比试剂厂家声明的要宽，但在实际检测中还

是存在着相当多的超出１０４．７０ｍｍｏｌ／Ｌ的标本，还需进行适当

倍数稀释后处理。这就涉及到稀释介质和最大允许稀释度问

题。参照试剂说明书，采用生理盐水对３个高浓度标本进行稀

释探讨 ＭＡＤ。在对标本进行１∶３倍稀释时回收率在设定的

９０％～１１０％内，１∶４倍稀释时回收率在８５％～１１５％内，且随

着稀释倍数增大其所得回收率也增大，与朱爱萍等［５］报道的

“在１∶５倍以内与原倍血清测定结果的差异没统计意义且随

稀释倍数增大其所得回收率逐渐降低”有很大区别，估计是与

采用不同的试剂、质量管理目标、实验室条件有关。所确定的

ＭＡＤ１∶３比较小，这可能由于基质效应引起，在日常操作时

应要注意。故，最后所建立的ＣＲＲ２．２６～３１４．１０ｍｍｏｌ／Ｌ不

是很宽，还可满足临床常规需要。

通过本次研究充分了解了该自建检测系统分析测量范围

和临床可报告范围等相关分析性能，给在日常实际检测工作中

确保证该项目检测的准确性提供指导意义。
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