
·临床检验研究论著·

国产邻苯三酚红试剂检测尿蛋白的性能验证
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　　摘　要：目的　评估国产邻苯三酚红试剂测定尿蛋白的分析性能。方法　收集不同尿液蛋白浓度的新鲜尿液标本，采用不精

密度、回收率、最低检出限、线性范围以及临床可报告范围进行验证。结果　高、低２个浓度水平尿液样本总蛋白测定的批内犆犞

值分别为２．３４％及１．１１％，批间犆犞值分别为３．２１％及１．６５％；平均回收率为９７．５％，最低检出限为０．３６７ｍｇ／ｄＬ，在１１～

２９８ｍｇ／ｄＬ的浓度范围内线性良好，最大稀释倍数为２０倍，临床可报告范围为１１～５９６０ｍｇ／ｄＬ。结论　不精密度、回收率指标

可满足临床要求，最低检出限、线性范围、最大稀释倍数及临床可报告范围可提供更好的质量保证，但高浓度标本需稀释处理。
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　　蛋白尿是评价肾脏疾病的一个重要指标。在肾脏病变早

期，虽然尿常规检测提示为蛋白阴性，但是尿液实际已含有微

量蛋白。因此，收集２４ｈ尿液进行尿蛋白分泌量测定是尿蛋

白测定的“金标准”。通常健康人 ２４ｈ尿蛋白不应超过

１５０ｍｇ。但是，尿液中的蛋白成分比较复杂，还有诸如盐类结

晶、代谢产物以及色素等多因素的干扰，因此，对尿液总蛋白的

检测试剂具有较高的要求［１］。定量检测尿蛋白的试剂早先均

为进口试剂，成本较高，随着国内试剂研发能力的加强，国产尿

蛋白检测试剂性能已有明显提高，现参照文献［２５］报道的方

法，对国产尿液总蛋白试剂进行性能验证，报道如下。

１　材料与方法

１．１　样品来源　尿液标本分别取自正常人和肾脏疾病患者，

按要求留取２４ｈ尿液或随机收集，排除乳糜尿、血尿、结晶尿

及药物的影响。尿液标本采集后于４℃冰箱储存，用于重复测

定。

１．２　主要试剂与仪器　尿蛋白测定试剂由宁波美康生物科技

有限公司提供，批号：２０１２０６２５，内含校准品，校准品批号：

２０１２０６２６。质控品由美国强生公司提供，批号：Ｃ１７３０。主要

仪器为 ＨＩＴＡＣＨＩ７６００１１０全自动生化分析仪（日本）。

１．３　检测方法及其原理　检测采用邻苯三酚红钼络合显色法

（ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌｒｅｄｍｏｌｙｂｄａｔｅｃｏｍｐｌｅｘ，ＰＲＭ）法，其测定原理为邻

苯三酚红与钼酸结合形成红色复合物，此复合物在酸性条件下

与蛋白结合形成蓝紫色复合物，可在特定的波长处测定吸光度

的变化，由此可计算出尿液总蛋白的含量。

１．３．１　精密度验证　批内精密度：选择高、低２个水平的尿

液，测定２０次，计算平均值、标准偏差（ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，

ＳＤ）、批内变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，犆犞）（％）；批间精

密度：选择高、低２个水平的尿液，连续测定２０ｄ，计算均值、

ＳＤ、批间犆犞（％）。依据１９８８年美国临床实验室改进修正案

（Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ Ａｍｅｎｄｍｅｎｔｓ ｏｆ１９８８，

ＣＬＩＡ′８８）能力验证计划的分析质量要求中规定允许总误差

（ａｌｌｏｗｅｄｔｏｔａｌｅｒｒｏｒｓ，ＴＥａ）的１／４为批内不精密度判断低限，

１／３ＴＥａ为批间不精度判断低限，即批内犆犞≤２．５％，批间

犆犞≤３．３％。

１．３．２　准确度验证　选取５个尿样（蛋白的含量在试剂标示

的线性范围内），每个尿样制成２个测试样本（对照、回收）。每

个测试样本均检测２次。对照样本用０．９ｍＬ尿样及０．１ｍＬ

生理盐水制成；回收样本用０．９ｍＬ尿样及０．１ｍＬ的７１６ｍｇ／

ｄＬ蛋白标准品混合制成，见表１。计算每个样本总蛋白的增

加量及回收率。以小于卫生部室间质量评价标准可接受范围

（靶值±１０％）为判断限。

１．３．３　最低检出限验证　用去离子水作空白样本，测定重复

１０次，用获得的空白值（Ｘｂｌ）、ＳＤ来估计检出限（ＸＬ）。计算检

出限为：ＸＬ＝ Ｘｂｌ＋ｋ·ＳＤ，其中，ｋ值为３。
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１．３．４　线性验证　选取新鲜高值尿样（Ｈ）和低值尿样（Ｌ）各

一份，将 Ｈ和Ｌ按Ｌ、Ｈ＋４×Ｌ、２×Ｈ＋３×Ｌ、３×Ｈ＋２×Ｌ、

４×Ｈ＋Ｌ、Ｈ的比例关系各自配制混合，形成系列样品，每份

样品重复测定３次，计算平均值。以理论值为犡，实测值的均

值为犢，计算回归方程。依据试剂盒说明书得到尿总蛋白检测

的线性范围为０～３００ｍｇ／ｄＬ，要求在线性范围内：犚
２
＞０．９５，ｂ

为０．９７～１．０３。

表１　　回收实验样本准备（ｍｇ／ｄＬ）

序号
对照样本

结果１ 结果２

回收样本

结果１ 结果２

１ ２７．００ ３０．００ １０１．００ １０１．００

２ ６９．００ ６７．００ １３７．００ １４０．００

３ ２３０．００ ２３３．００ ２９８．００ ２９６．００

４ ２１２．００ ２１２．００ ２８８．００ ２８６．００

５ １３３．００ １３１．００ ２００．００ １９５．００

１．３．５　临床可报告范围验证　选择在尿总蛋白检测的线性范

围内的高浓度样本５份，用去离子水分别作２、５、１０、２０、３０倍

稀释，检测结果与稀释后的预期值进行比较，计算稀释回收率，

以稀释回收率在９０％～１１０％为可接受的判断标准，从而确定

最大稀释倍数；结合线性范围以确定临床可报告范围。

２　结　　果

２．１　精密度验证　在高、低２个浓度水平尿液样本总蛋白测

定的批内犆犞均小于１／４ＴＥａ，批间犆犞均小于１／３ＴＥａ，检测

系统精密度可接受，见表２、３。

表２　　高、低值尿液样本总蛋白测定的批内

　　　精密度验证（ｍｇ／ｄＬ）

样本 平均值 最大值 最小值 ＳＤ 犆犞

低值样本 ８６．９０ ９３．００ ８５．００ ２．０３ ２．３４％

高值样本 ２７７．２０ ２８４．００ ２７０．００ ３．０９ １．１１％

表３　　高、低值尿液样本总蛋白测定的批间

　　　精密度验证（ｍｇ／ｄＬ）

样本 平均值 最大值 最小值 ＳＤ 犆犞

低值样本 ６５．６０ ７３．００ ６３．００ ２．１１ ３．２１％

高值样本 １６１．７０ １６５．００ １５９．００ ２．６８ １．６５％

２．２　准确度验证　准确度验证提示尿液样本总蛋白平均回收

率为９７．５％，符合卫生部室间质量评价标准的可接受范围（靶

值±１０％），说明本检测系统的准确度可以接受，见表４。

表４　　尿蛋白测定的准确度验证

序号
对照样本

平均值（ｍｇ／ｄＬ）

回收样本

平均值（ｍｇ／ｄＬ）

ＳＤ

（ｍｇ／ｄＬ）

加入量

（ｍｇ／ｄＬ）

回收率

（％）

１ ２８．５０ １０１．００ ７２．５０ ７１．６０ １０１．３０

２ ６８．００ １３８．５０ ７０．５０ ７１．６０ ９８．５０

３ ２３１．５０ ２９７．００ ６５．５０ ７１．６０ ９１．５０

４ ２１２．００ ２８７．００ ７５．００ ７１．６０ １０４．７０

５ １３２．００ １９７．５０ ６５．５０ ７１．６０ ９１．５０

２．３　最低检出限验证　最低检出限验证提示尿液样本总蛋白

的最低检出限为０．３６７ｍｇ／ｄＬ，见表５。

表５　　尿蛋白测定的最低检出限验证（ｍｇ／ｄＬ）

检测次数 检测结果 检测次数 检测结果

第１次 ０．００ 第８次 ０．００

第２次 ０．００ 第９次 ０．００

第３次 －１．００ 第１０次 －１．００

第４次 －１．００ 均值 －２．００

第５次 １．００ 标准差 ０．７９

第６次 １．００ 检测下限 ０．３７

第７次 －１．００ － －

　　－：此项目无数据。

２．４　线性验证　本系统尿液总蛋白测定在１１～２９８ｍｇ／ｄＬ

的浓度范围内呈线性，回归方程及相关系数的平方如下：犢＝

０．９９４６犡＋６．０９０４，犚２＝０．９９６９。见图１。

图１　　尿蛋白测定的线性分析

２．５　临床可报告范围验证　５份样本的最大稀释倍数为２０

倍，结合线性范围，本检测系统的临床可报告范围为１１～

５９６０ｍｇ／ｄＬ。

３　讨　　论

尿液总蛋白测定是临床检测早期肾小球肾炎、糖尿病、高

血压所致肾病的最常用指标［６］。但是不同的检测方法，其结果

具有较大的差异，传统的磺基水杨酸测定尿蛋白结果较ＰＲＭ

法低［７８］，操作简单，灵敏度高，可检出低于５ｍｇ／ｄＬ的蛋白

质［９］，但易出现极微量的蛋白，无临床意义，其判断结果时间也

要严格控制在１ｍｉｎ内，否则可使反应强度升级，且含有某些

药物（超大剂量青霉素、有机碘造影剂）或代谢产物（高浓度尿

酸或尿酸盐）的标本可导致该检测法出现假阳性［１０］；由于蛋白

沉淀物容易粘附比色杯，因此，该法也不适合在生化分析仪上

进行自动化测定。而ＰＲＭ 法测定尿蛋白则具有一定的稳定

性，且能在全自动分析仪上进行检测，而国产试剂的检测性能

近年来也有了明显提高［１１］。

本研究表明，国产试剂盒测定结果的精密度和准确性均较

好，其中，低浓度水平的重复性比高浓度的稍差，但犆犞值仍在

可接受范围，所产生的误差较小，不会对临床诊断和治疗带来

明显影响。在批间检测的２０ｄ内，未对试剂进行更换，说明该

试剂的稳定性较好。本系统尿液总蛋白测定在１１～２９８ｍｇ／

ｄＬ浓度范围内呈线性，与文献报道基本一致
［１２１３］，因线性范围

较窄，在实际操作中要注意高浓度标本的稀释，并且选择合适

的稀释倍数，本文验证该系统的最佳稀释倍数为２０倍，临床可

报告范围为１１～５９６０ｍｇ／ｄＬ，能够满足临床需要。

尿蛋白的测定对肾脏疾病的诊断和治疗具有重要作

用［１４］，采用ＰＲＭ法检测能直接采用自动化分析仪进行操作，

提高了尿蛋白测定的精密度和准确性且能排（下转第２８４３页）
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表２　　ＤＦＡ与ＩＦＡ检测结果的敏感性和特异性比较

组别
检测阳性

（狀）

确诊阳性

（狀）

假阳性

（狀）

敏感性

（％）

特异性

（％）

ＤＦＡ ３６ ３５ １ ５４．６ ９７．２

ＩＦＡ ５６ ２７ ９ ８７．５ ４８．２

３　讨　　论

大规模流感病毒亚型的快速准确鉴定，对于流感的防治和

疫情的控制尤为重要。目前，国内诊断呼吸道病毒感染基本采

用电镜检测、培养鉴定法、聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅ

ａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）、酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒ

ｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）、ＩＦＡ、凝集法等，有文献指出以上这些方法

中，抗原较抗体检测更敏感［６７］。以往检测主要采用ＩＦＡ

法［８］，目前临床多利用抗原与特异性抗体形成特异性免疫复合

物，用ＩＦＡ来鉴定流感病毒亚型，该法形成的复合物可比ＤＦＡ

法更多地连接荧光抗体，故较ＩＦＡ法灵敏
［９１０］。

本研究所需标本取自某学校大规模流感流行的腺病毒感

染者，实验结果显示，患者采用ＤＦＡ法检测出阳性３２例，ＩＦＡ

法检测出阳性４３例，二者阳性率的差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。ＩＦＡ法较ＤＦＡ法检测更敏感。此外，ＩＦＡ法还检出３

例乙型流感病毒抗体，２例甲型流感病毒抗体。两种方法的敏

感性和差异性比较，差异无统计学意义（犘＜０．０１）。运用ＤＦＡ

法同时检测７种常见的呼吸道病毒
［１１］，能及时为临床提供病

原学资料，在指导合理用药方面具有重要的意义［１２１５］。ＩＦＡ法

检测呼吸道病毒具有高灵敏性和特异性，而且操作简便，适合

临床实验室病毒检测的要求。
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除样本中一些干扰物质的影响。本验证显示在应用自动化分

析仪检测尿蛋白时，国产试剂的各项检测指标均较为满意。
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