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　　摘　要：目的　对研制的甲胎蛋白（ＡＦＰ）和游离β人绒毛膜促性腺激素（ｆβｈＣＧ）双标记时间分辨荧光免疫分析（ＴＲＦＩＡ）滤

纸干血片测定试剂盒进行性能评价。方法　应用ＴＲＦＩＡ法检测滤纸干血片中ＡＦＰ和ｆβｈＣＧ的含量，并对干血片检测方法的精

密度、分析灵敏度、特异性、Ｈｏｏｋ效应等进行评价，与同类试剂盒进行方法学比对试验。结果　待评价试剂盒 ＡＦＰ和ｆβｈＣＧ的

剂量反应曲线线性相关系数（狉）可达０．９９以上；批内、批间犆犞（％）均小于１０．０％；ＡＦＰ和ｆβｈＣＧ的灵敏度均不高于１．５Ｕ／ｍＬ

和２．０ｎｇ／ｍＬ；与同类试剂比对，ＡＦＰ和ｆβｈＣＧ结果的线性狉均可达０．９９以上；临床研究评价一致程度百分比可达１００％。结论

　待评价试剂盒具有灵敏度高，精密度好，特异性强，样本需求量少的优点；与同类产品检测结果相关性好，能满足临床需要。
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　　应用孕妇血清学标志物筛查胎儿先天异常具有取材方便、

安全、经济、有效且易被接受等优点［１］，特别是近年来国内孕妇

血清学标志物检测试剂盒研制成功和上市，为国内产前筛查的

普及起到了积极的推动作用［２４］。滤纸是血液的极好载体，国

内已利用滤纸干血片技术成功建立了新生儿疾病筛查方法或

系统［５７］，并得到了广泛应用，使国内新生儿疾病筛查工作开展

迅速。以此为经验，近年笔者为解决了产前筛查标本的运输、

保存等问题，进一步推动产前筛查的普及和加快样本的检测速

度，经过多年研究，成功研制出了甲胎蛋白（ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，

ＡＦＰ）和游离β人绒毛膜促性腺激素（ｆｒｅｅβｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｎｉｃ

ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｈｉｎ，ｆβｈＣＧ）双标记时间分辨荧光免疫分析（ｔｉｍｅ

ｒｅｓｏｌｖｅｄｆｌｕｏｒｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＴＲＦＩＡ）滤纸干血片测定试剂盒，

现将其性能评价报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　滤纸干血片标本和血清标本均来自孕周为

１４～２１周的孕妇人群，均为单胎妊娠，自然受孕，无胰岛素依

赖性糖尿病史等，均在羊膜穿刺术前采集（羊膜穿刺术后 ＡＦＰ

的浓度会暂时性升高）。滤纸干血片标本直接以静脉血点制血

片，或者使用一次性真空肝素抗凝采血管采集静脉血，摇匀后

用微量加样器吸取５０μＬ全血，滴于滤纸片上，要求每张滤纸

片上至少采滴２个血斑样本，血斑直径不得小于８ｍｍ，使血滴

平行浸透滤纸上并于室内自然风干后立刻于２～８℃保存。样

本按照《体外诊断试剂临床研究技术指导原则》、《胎儿常见染

色体异常与开放性神经管缺陷的产前筛查与诊断技术标准》的

要求，在中国人民解放军第三Ｏ九医院（简称３０９医院）和中

山大学第三附属医院（简称中山三院）２家临床试验研究单位

收集，分别收集了３８８例和２４４例。

１．２　主要试剂与仪器　待评价试剂盒为ＡＦＰ和ｆβｈＣＧ双标

纸片测定试剂盒（ＴＲＦＩＡ法）、对照试剂盒为 ＡＦＰ测定试剂盒

（ＴＲＦＩＡ法）［注册号：粤食药监械（准）字２０１２第２４００５７６号］

和ｆβｈＣＧ测定试剂盒（ＴＲＦＩＡ法）［注册号：粤食药监械（准）

字２０１０第２４００４５６号］、ＦＷＺⅠ型微量振荡仪、ＤＥＭⅢ型全

自动酶标洗板、筛查分析软件［注册号：粤食药监械（准）字

２０１１第２７００８８０号］和质控品［注册号：粤食药监械（准）字

２０１２第２４００２７４号］均由广州市丰华生物工程有限公司提供；

ＶｉｃｔｏｒＴＭ２Ｄ１４２０型ＴＲＦＩＡ仪购于芬兰 ＷａｌｌａｃＯｙ公司［注册

号：国食药监械（进）字２０１１第２４０２６４２号］。

１．３　待评价试剂盒的检验方法　用３ｍｍ实验血片打孔器在

滤纸校准品、质控品或样本上围绕血斑圆心与边缘的中心处打

下直径约３ｍｍ（１／８ｉｎｃｈ）的校准品、质控品以及样本（打下纸

片须被血液浸透），依次放置于微孔反应板中，每孔１片。加入

已配好的标记物工作液２００μＬ／孔，于室温下缓慢振荡孵育

２．５ｈ（或者室温下快速振荡１５ｍｉｎ后，放置于２～８℃冰箱过

夜，取出后再于室温下缓慢振荡１ｈ），洗板６次，拍干，加入增

强液２００μＬ／孔，于室温下缓慢振荡５ｍｉｎ后于１４２０Ｖｉｃｔｏｒ
ＴＭ

２Ｄ荧光免疫分析仪上检测分析。

１．４　对照试剂盒的检验方法　按说明书严格操作，在配套的

１４２０Ｖｉｃｔｏｒ２Ｄ荧光免疫分析仪上检测。仪器按操作规程

运行。

１．５　产前筛查风险评估　将待评价试剂和对照试剂盒的检测

结果分别用产前筛查风险评估软件进行筛查风险率分析，风险

评估标准［８１０］：筛查风险率高于１／２７０，唐氏综合征阳性，唐氏

综合征高风险妊娠；筛查风险率高于１／３５０，提示为１８三体综

合征阳性，提示为１８三体综合征高风险妊娠。一般ＡＦＰ浓度

小于０．４中位数倍数（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｆｔｈｅｍｅｄｉａｎ，ＭＯＭ）提示为唐

氏综合征高危妊娠，大于２．５ＭＯＭ提示为神经管缺陷高危妊

娠；ｆβｈＣＧ大于２．５ＭＯＭ或小于０．５ＭＯＭ提示为高风险妊

娠。对于高风险妊娠的孕妇，建议进一步的检查，在孕妇知情

同意的情况下，选择适宜手段（超声诊断或羊膜腔穿刺）进行产

前诊断，最后予以确诊。

１．６　方法评价　参考文献［１１］方法对待评价试剂盒的主要性

能指标（剂量反应曲线、分析灵敏度、精密度、特异性和 Ｈｏｏｋ

效应等）进行评价，并进行临床比对试验。

１．７　统计学处理　剂量反应曲线由仪器自动给出；不精密度

采用变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，犆犞）表示；利用相关系

数描述待评价试剂盒与对照试剂盒定量测定结果的标准效度，

并对相关系数进行狋检验，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。以待评价试剂盒与对照试剂盒的产前
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筛查风险率对比结果建立四方格表，采用符合率和 Ｋａｐｐａ指

数描述待评价试剂盒与对照试剂盒的结果在产前筛查风险率

评估中的一致性。

２　结　　果

２．１　待评价试剂盒的剂量反应曲线　犡轴为校准品浓度值，

犢 轴为校准品对应的检测荧光值，采用双对数ＬＯＧＬＯＧ＿Ｂ模

式，曲线的线性相关系数达０．９９以上。

２．２　精密度　待评价试剂盒的ＡＦＰ、ｆβｈＣＧ的批内、批间犆犞

均不高于１０．０％（狀＝１０），结果见表１。

表１　　待评价试剂盒ＡＦＰ、ｆβｈＣＧ的批内、批间不精密度

血片质控
ＡＦＰ

总平均值（Ｕ／ｍＬ） 批内犆犞（％） 批间犆犞（％）

ｆβｈＣＧ

总平均值（Ｕ／ｍＬ） 批内犆犞（％） 批间犆犞（％）

Ｃ１ １４．８ ８．３ ８．７ １３．４ ７．９ ８．５

Ｃ２ ７０．２ ５．４ ６．８ ６９．８ ６．２ ４．８

２．３　分析灵敏度　待评价试剂盒ＡＦＰ、ｆβｈＣＧ的分析灵敏度

分别不高于１．５Ｕ／ｍＬ、２．０ｎｇ／ｍＬ。

２．４　特异性　用待评价试剂盒检测１００ｍｇ／Ｌ清蛋白（ａｌｂｕ

ｍｉｎ，ＡＬＢ）或５００ｎｇ／ｍＬ癌胚抗原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ，

ＣＥＡ），ＡＦＰ表观浓度均小于１．０Ｕ／ｍＬ；检测２５０Ｕ／Ｌ人促黄

体生成素（ｈｕｍａｎｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ｈＬＨ）、５００μＵ／ｍＬ人促

甲状腺激素 （ｈｕｍａｎｔｈｙｒｏｉｄｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ｈＴＳＨ）、

２５０Ｕ／Ｌ人卵泡刺激素（ｈｕｍａｎｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，

ｈＦＳＨ）和１０００Ｕ／ＬｈＣＧ的表观浓度分别小于０．５ｎｇ／ｍＬ、

０．５ｎｇ／ｍＬ、０．５ｎｇ／ｍＬ和２．０ｎｇ／ｍＬ。

２．５　Ｈｏｏｋ效应　用待评价试剂盒测定浓度为５０００Ｕ／ｍＬ

的ＡＦＰ，其荧光计数值仍高于５００Ｕ／ｍＬＡＦＰ校准品的荧光

计数。测定浓度为１０００ｎｇ／ｍＬ的ｆβｈＣＧ，其荧光计数值高

于２００ｎｇ／ｍＬｆβｈＣＧ校准品的荧光计数。

２．６　方法学比对　待评价试剂盒在２家临床试验研究单位进

行临床考核，待评价试剂盒与对照试剂盒的ＡＦＰ、ｆβｈＣＧ的定

量结果的线性相关系数均大于０．９９，结果见表２。待评价试剂

盒测定结果与对照试剂盒测定结果经产前筛查风险评估软件

分析后，唐氏综合征筛查高风险符合率为１００％，唐氏综合征

筛查低风险符合率为１００％，结果见表３。神经管缺陷筛查高

风险符合率为１００％，神经管缺陷筛查低风险符合率为１００％，

见表４。待评价试剂盒与对照试剂盒在３０９医院和中山三院

的临床试验中，唐氏综合征和神经管缺陷皆高于截断值样本，

均为０例；１８三体综合征高于截断值，分别为３例和２例，其

筛查风险总符合率为１００％。待评价试剂盒与对照试剂盒在

唐氏综合征、神经管缺陷、１８三体综合征风险筛查对比结果的

Ｋａｐｐａ指数均为１。在３０９医院和中山三院临床试验中，高风

险妊娠孕妇经产前诊断技术确诊为唐氏综合征阳性的样本分

别为３例和２例。

表２　　待评价试剂盒与对照试剂盒的ＡＦＰ、ｆβｈＣＧ的定量结果的线性相关系数

研究单位 狀
ＡＦＰ

线性回归方程 狋检验

ｆβｈＣＧ

线性回归方程 狋检验

３０９医院 ３８８犢＝１．００４１犡＋０．４７６５，狉＝０．９９０３ 狋＝１３９．６８，犘＜０．０５ 犢＝１．００７３犡＋０．０４２２，狉＝０．９９２３ 狋＝１５７．１０，犘＜０．０５

中山三院 ２４４犢＝１．０１７１犡－０．４３０７，狉＝０．９９３８ 狋＝１３７．７０，犘＜０．０５ 犢＝１．００６４犡＋０．２５４２，狉＝０．９９４３ 狋＝１３８．８２，犘＜０．０５

表３　　２家临床试验研究单位对待评价试剂盒的

　唐氏综合征筛查临床考核结果（狀）

待评价试剂盒

对照试剂盒

３０９医院

高风险 低风险

中山三院

高风险 低风险

合计

高风险 ５２ ０ ４０ ０ ９２

低风险 ０ ３３６ ０ ２０４ ５４０

合计 ５２ ３３６ ４０ ２０４ ６３２

表４　　２家临床试验研究单位对待评价试剂盒的神经管

　　缺陷筛查临床考核结果（狀）

待评价试剂盒

对照试剂盒

３０９医院

高风险 低风险

中山三院

高风险 低风险

合计

高风险 ２８ ０ ０ ０ ２８

低风险 ０ ３６０ ０ ２４４ ６０４

合计 ２８ ３６０ ０ ２４４ ６３２

３　讨　　论

运用ＡＦＰ、ｆβｈＣＧ作为孕妇血清标志物进行孕中期唐氏

综合征或神经管缺陷筛查已开展多年。从２００８、２００９、２０１０年

卫生部产前筛查室间质评结果中，ＴＲＦＩＡ参与的实验室有１５０

多家，占整个产前筛查市场的８０％以上，从室间质评统计结果

看，无论是实验室间变异系数还是室间质评成绩符合率都明显

优于其他方法学试剂，特别是进口ＴＲＦＩＡ双标产前筛查试剂

是主流的产前筛查试剂，为广大客户所充分接受。

随着国产试剂的投入使用和市场跟踪表明，虽然国民对产

前筛查的意识不断提高和国家对产前筛查的投入力度的加大，

产前筛查的发展相当迅猛，但此现象仅局限于经济发达和经济

相对发达的地区。在一些乡镇级乃至边远县级医院由于经济、

效益等因素，无法有效利用现行试剂盒进行产前筛查，而目前

市场上的产前筛查试剂仅局限于血清检验，血清作为筛查标本

存在需抽取静脉血、血标本不易保存、运送血标本具有潜在生

物安全隐患等问题，很难进行医院间合作筛查，影响了产前筛

查的大规模开展［１２］。

考虑到市场需要，方便在经济相对落后、样本数量较少、医

院分散的地区普及产前筛查的需求，笔者经过多年研究，成功

研制了 ＡＦＰ和ｆβｈＣＧ双标记 ＴＲＦＩＡ滤纸干血片测定试剂

盒，用于唐氏综合征和开放性神经管缺陷的筛查。滤纸干血片
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筛查法的优点具有血样采集简单，样本需求量极少，样本不需

要离心，减少了溶血和样本降解；增强了样本在高温情况下的

稳定性；提高了对生物有害物的管理；保存运输方便，减少了运

输和贮存费用等。这使各级医院均有实现产前筛查开展的

可能。

本研究中的ＡＦＰ和ｆβｈＣＧ测定试剂盒应用滤纸干血片

和双标记ＴＲＦＩＡ技术，具有灵敏度高，精密度好，特异性强，

样本需求量少的优点；与测定血清样本的对照试剂盒比对，待

评价试剂定量结果与对照试剂定量结果相关性好；在２家临床

试验研究单位的临床考核评价中，待评价试剂与对照试剂的唐

氏综合征筛查风险总符合率、神经管缺陷筛查风险总符合率和

１８三体综合症筛查风险总符合率均达到１００％，待评价试剂与

对照试剂在产前筛查风险评估中具有等效性，试剂盒将有很好

的应用前景，值得推广应用。
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·检验仪器与试剂评价·

电化学发光法检测血清ＣＡ７２４的方法学性能评价

马　莉，张　凯，程建平，张建明，金　跃

（江苏省淮安市第二人民医院检验科，江苏淮安２２３００２）

　　摘　要：目的　对电化学发光法检测血清糖链抗原７２４（ＣＡ７２４）进行方法学验证。方法　参考美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）系列文件和相关文献，设计验证方案，对ＣＡ７２４项目的精密度、准确度、线性范围、分析灵敏度、生物参考区间和温度稳定

性进行验证。结果　实验结果显示，ＣＡ７２４批内总不精密度小于３％，批间不精密度小于４％，准确度在±４％以内，线性范围为

０．３７～２９１．３０Ｕ／ｍＬ，参考区间为０．０～８．２Ｕ／ｍＬ，分析灵敏度小于０．２Ｕ／ｍＬ，均与厂商提供的参数接近。血清标本ＣＡ７２４常

温可稳定２４ｈ，４℃保存可稳定１个月以上。结论　电化学发光法检测ＣＡ７２４各项参数与厂商声明基本一致，符合相关质量要

求，可应用于临床标本检测。

关键词：电化学发光；　ＣＡ７２４；　方法学验证；　血清

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２１．０５５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２１２９０１０３

　　按照《医疗机构临床实验室管理办法》和卫生部《三级综合

医院评审标准实施细则》，检验项目在引入临床实践前应进行

方法学性能评价或验证，内容包括厂商声明的精密度、准确度、

灵敏度、线性范围、干扰及参考范围设定等各项技术参数。采

用瑞士ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓＥ６０１电化学发光分析仪的增强化学发光

酶联免疫分析（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｅｎｚｙｍｅｉｍｍｕｎｏ

ａｓｓａｙ，ＥＣＬＩＡ）技术检测血清糖链抗原７２４（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅａｎｔｉ

ｇｅｎ７２４，ＣＡ７２４）为本科新开展的项目，本研究对其方法学性

能进行验证，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂　主要仪器为瑞士 ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓＥ６０１

电化学发光分析仪，主要试剂包括ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓＥ６０１电化学

发光分析仪配套试剂、校准品和质控品。

１．２　标本　高、中、低浓度血清标本来自本院２０１３年３月就

诊的患者，参考值验证血清标本来自正常体检者［血糖，血脂，

肝、肾功能、Ｂ超和心电图检查均无异常，男、女各２０例，平均

年龄（３８．５±６．８）岁］。

１．３　检测方法

１．３．１　标本检测　按仪器操作规程，常规保养仪器并做好质

量控制，收集并分离血清（或质控品、校准品）进行检测。

１．３．２　精密度验证　参考美国临床实验室标准化协会（Ｃｌｉｎｉ

ｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）修改协议ＥＰ５Ａ

文件，选择Ｒｏｃｈｅ公司生产的低值（ＰＣＴＭ１：ＬＯＴ１６９９５７００）

和高值质控血清（ＰＣＴＭ２：ＬＯＴ１６９９５８００）和３个患者标本

（分别为ＣＡ７２４低、中、高浓度，编号为 ＨＳ１、ＨＳ２、ＨＳ３）作为

精密度评价的样本，按标本检测程序进行测定，每天６次，持续

１０ｄ，进行批内、批间精密度验证，计算均值（狓）、标准差（狊）和

变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）。

１．３．３　准确度验证　参考ＣＬＳＩＥＰ９Ａ２文件，先用校准品

（ＬＯＴ：００１６９３３７），ＣＡ７２４浓度分别为０．７５、７２．００Ｕ／ｍＬ），
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