
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），

·１０９２·国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２１



对检测系统进行校准；再用校准品进行检测，对各自检测结果

与靶值进行比对，计算检测值与靶值的相对偏倚，计算公式：

Ｂｉａｓ＝（测定值一靶值）／靶值×１００％。

１．３．４　线性范围验证　按照ＣＬＳＩＥＰ６Ａ２文件，选择ＣＡ７２

４低浓度（Ｌ，０．３７Ｕ／ｍＬ）和高浓度（Ｈ，２９１．３０Ｕ／ｍＬ）患者标

本各一份，Ｌ和 Ｈ 按５Ｌ、４Ｌ＋１Ｈ、３Ｌ＋２Ｈ、２Ｌ＋３Ｈ、１Ｌ＋

４Ｈ、５Ｈ的关系配制成６个浓度系列血清，将实测值与预期值

进行比较，计算回归方程犢＝ｂ犡＋ａ，验证检测项目的线性

范围。

１．３．５　分析灵敏度验证　用去离子水作为零校准品连续测定

１０次，取其平均值，以狓±２狊为检测项目的灵敏度。

１．３．６　生物参考区间验证　采集在本院体检者（血液生化、Ｂ

超和心电图检测均正常）空腹血清，按操作规程进行检测，要求

４０个检测数据只允许有１０％数据在给定的生物参考区间之

外，否则需要进行检测项目的生物参考区间建立。

１．３．７　血清标本ＣＡ７２４温度稳定性试验　取５份患者血清

（ＣＡ７２４浓度１．５０～２９１．３０Ｕ／ｍＬ），于采集后１ｈ检测血清

ＣＡ７２４，然后分别于常温和４℃冰箱保存，常温保存的于标本

采集后３、６、２４、４８、７２ｈ检测ＣＡ７２４值；４℃保存的于采集后

１、３、７、１４、３０ｄ检测ＣＡ７２４值，然后，与采集后１ｈ的检测结

果进行平均偏差大小的比较。

２　结　　果

２．１　精密度验证结果　本次验证实验得到的低、高值质控品

和３份患者血清批内（日间）精密度分别为２．０１％、１．８８％、

１．９７％、１．５３％、１．３３％，批间精密度分别为３．２１％、３．１１％、

２．６４％、２．７７％、２．５３％，均小于厂商提供的数据（≤１０％），见

表１。

表１　　精密度实验验证结果（Ｕ／ｍＬ）

标本
批内

平均值 标准差 犆犞（％）

批间

平均值 标准差 犆犞（％）

ＰＣＴＭ１ ３．６９ ０．０７ ２．０１ ３．７４ ０．１２ ３．２１

ＰＣＴＭ２ ３８．５４ ０．７２ １．８８ ３８．６１ １．２０ ３．１１

ＨＳ１ ２．６９ ０．０５ １．９７ ２．６５ ０．０７ ２．６４

ＨＳ２ ２６．６０ ０．４１ １．５３ ２７．０８ ０．７５ ２．７７

ＨＳ３ １２８．１０ １．７０ １．３３ １３０．８２ ３．３１ ２．５３

２．２　准确度验证结果　与校准品相比，本次实验的检测结果

的偏差为０％～４％，见表２。

表２　　准确度验证结果（Ｕ／ｍＬ）

靶值 验证值 绝对偏差 相对偏差（％）

０．７５ ０．７２ ０．０３ ４．００

７２ ７３．１ １．１０ １．５２

２．３　线性范围验证结果　对系列浓度样本检测结果和预期值

进行多项式回归统计，预期值为犡，检测值为犢，得直线方程犢

＝ｂ犡＋ａ，即犢＝１．０１３８犡＋０．５４９７，因ｂ＝１．０１３８，在０．９７～

１．０３之间；ａ＝０．５４９７，接近于０，故线性范围为０．３７～

２９１．３０Ｕ／ｍＬ，见表３。

２．４　分析灵敏度验证结果　将去离子水作为零校准品检测

ＣＡ７２４１０次，结果均为小于０．２Ｕ／ｍＬ，与厂商提供的参数相

符合。

２．５　生物参考区间验证结果　统计男、女各２０份空腹血清标

本，对ＣＡ７２４参考区间进行验证，除１人结果为８．２８Ｕ／ｍＬ，

超过范围外，其他结果均在的厂商提供的范围（０．０～６．９Ｕ／

ｍＬ）之内，提示该参考区间可接受。

表３　　线性范围验证结果（Ｕ／ｍＬ）

组别 ５Ｌ ４Ｌ＋１Ｈ ３Ｌ＋２Ｈ ２Ｌ＋３Ｈ １Ｌ＋４Ｈ ５Ｈ

预期值０．３７ ５８．５６ １１６．７４ １７４．９３ ２３３．１１ ２９１．３０

测定值０．３８ ５７．２３ １２１．３０ １７９．９０ ２３９．１０ ２９２．４５

２．６　血清ＣＡ７２４温度稳定性试验　计算１０份标本在不同

温度、不同时间下，检测值与标本采集１ｈ后检测值相比，结果

显示常温（２０℃左右）保存３、６、２４、４８、７２ｈ后，ＣＡ７２４检测值

平均偏差为０．５％、１．５％、３．７％、５．９％、７．８％；４℃保存１、３、

７、１４、３０ｄ后，平均偏差分别为１．２％、１．１％、１．８％、２．５％、

４．４％。如以偏差小于５％为标准，提示常温保存不宜超过

２４ｈ，４℃可至少保存３０ｄ，与厂商提供的参数基本一致。

３　讨　　论

ＣＡ７２４是一种相对分子量较高的类黏蛋白———肿瘤相关

糖蛋白７２（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ７２，ＴＡＧ７２），在多种

胃肠道腺癌患者的血清中可以检出。ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓＥ６０１电化

学发光分析仪测定ＣＡ７２４是利用２种单克隆抗体Ｂ７２３（针

对转移性乳腺癌）和ＣＣ４９（特异性针对高纯度的ＴＡＧ７２）
［１２］

按双抗体夹心法原理进行测定的。ＣＡ７２４以往常用酶联免疫

吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）等方法

检测，其灵敏度、特异性和稳定性都不理想，目前大、中型医院

很多采用了电化学发光法检测ＣＡ７２４，但目前国内临床上尚

缺少对其进行系统的验证实验。

一个检测系统的分析性能能够满足临床的要求是医学实

验室认证和“检验结果互认”的基本保证［３］。根据１９８８年美国

临床实验室改进修正案（ＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔＡ

ｍｅｎｄｍｅｎｔｓｏｆ１９８８，ＣＬＩＡ′８８）、ＩＳＯ１５１８９医学实验室认可、卫

生部《三级综合医院评审标准实施细则》、《医院检验科管理规

范》等文件的要求，检测系统在用于临床之前，必须对其主要分

析性能进行验证，包括不精密度、不准确度、线性范围、临床可

报告范围、分析灵敏度以及生物参考区间等指标。

ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓＥ６０１电化学发光分析技术是继放射免疫、酶

免疫、荧光免疫、化学发光之后发展起来的新一代的更灵敏、更

准确的小分子标记免疫分析技术。电化学发光免疫分析法，无

论是灵敏度、准确性、精密度均优于放射免疫分析法（ｒａｄｉｏｉｍ

ｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＲＩＡ）和ＥＬＩＳＡ，并且克服了前带、倒钩等假阴性现

象。本研究对ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓＥ６０１电化学发光分析仪检测系统

测定血清ＣＡ７２４的分析性能进行验证，为该项目在本院的临

床应用提供依据，也为临床化学发光免疫检验的方法学性能验

证提供简便易行的验证方案和实验方法，同时也能供其他定量

检验方法学性能验证用作参考。

方法学验证最重要的指标是精密度和准确度。精密度是

指在规定的条件下，各独立的检测结果之间的一致程度，是反

映仪器整体性能的指标，亦是进行其它方法学验证的前提。精

密度的评价通常采用 ＣＬＳＩＥＰ５Ａ 文件，本研究参考 ＣＬＳＩ

ＥＰ５Ａ文件，以２个水平配套质控品和低、中、高浓度３份患者

样本为实验材料，批内检测在１ｄ内连续测定６次，连续１０ｄ，

得到总的不精密度，方法简便，适合临床应用。实验结果显示，

ＣＡ７２４浓度在２．６９～１２８．１０Ｕ／ｍＬ时，批内总不精密度为
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１．３３％～２．０１％，批间不精密度为２．５３％～３．２１％，与厂商提

供的批内不精密度（１．８％～２．４％），批间不精密度（２．９％～

４．９％）接近，达到国际公认的质量要求。准确度是通过对定值

的质控品和校准品进行测定，并计算其偏倚，与参考系统或其

他标准方法进行方法比对和偏倚评估。本科对检测系统进行

校准，再用校准品进行检测，对各自检测结果与靶值进行比对，

计算检测值与靶值的相对偏倚，结果表明，２份标准品与靶值

的偏倚为±４％以内，均在ＣＬＩＡ′８８规定的允许误差范围内。

经过验证，该检测系统在本科测定ＣＡ７２４的分析测量范

围（ａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｒａｎｇｅ，ＡＭＲ）为０．３７～２９１．３０Ｕ／

ｍＬ，与厂商提供的线性范围（０．２０～３００．００Ｕ／ｍＬ）相适；分析

灵敏度的验证结果不超过０．２Ｕ／ｍＬ，也在厂商提供的范围

内；男、女各２０份健康人血清标本 ＣＡ７２４浓度为０．３１～

８．２８Ｕ／ｍＬ，除１人偏高外，均在仪器说明书的参考区间０．０～

６．９Ｕ／ｍＬ之内，按照ＣＬＳＩＣ２８Ａ的要求，可直接使用厂商提

供的参考区间。与惠进林［３］研究结果（参考区间调整为０．０～

８．５Ｕ／ｍＬ）有一定差异，可能与不同地区人群以及本科样本数

稍少有一定关系。

此外，本研究还对血清ＣＡ７２４的温度稳定性做了研究。

按厂商说明书要求，如果样本在 ２ ℃ ～８ ℃ 下 可 保 存

３０ｄ，－２０℃可保存３个月。本研究结果显示在常温（２０℃）

保存２４ｈ后，ＣＡ７２４检测值平均偏差接近５％，４℃保存３０ｄ

后，平均偏差达４．４％，如以偏差小于５％为标准，提示常温保

存不宜超过２４ｈ，４℃可以保存１个月，与厂商要求接近。

综上所述，本研究对 ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓＥ６０１电化学发光分析

仪检测血清ＣＡ７２４的验证结果与厂商提供的分析性能基本

一致，为临床应用该项目提供了详实、准确、可靠的依据，对规

范化学发光免疫检验，提高发光免疫检验质量具有重要意义，

使本科的管理水平和技术力量均上升了一个台阶，也可为医学

实验室认可提供帮助。因时间有限、试剂及标准品成本较高、

缺少第三方定值质控品等诸多因素，本研究还有许多待完善之

处，将在下一步的研究中加以改进和提高。
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·检验仪器与试剂评价·

溶血标本使用国产ＨＢｓＡｇ酶免试剂可用于常规分析

桂万羊，邓宇峰，程二银

（安徽铜陵市立医院检验科，安徽铜陵２４４０００）

　　摘　要：目的　观察标本不同程度溶血对国产两步法乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂检测

结果的影响。方法　收集 ＨＢｓＡｇ阴性和阳性已确定的血液标本各３例，并将其分别作为 ＨＢｓＡｇ阴性组和阳性组。标本人为处

理为无、轻、中、重度溶血，用３种国产 ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ试剂对其进行重新检测，分析溶血后标本吸光度值与临界值的比值（Ｓ／ＣＯ

值）的变化。结果　在 ＨＢｓＡｇ阴性标本中，不同浓度的溶血标本未检出阳性，Ｓ／ＣＯ值无明显改变（犘＞０．０５）；在 ＨＢｓＡｇ阳性标

本中，不同浓度的溶血标本和无溶血的标本比较，Ｓ／ＣＯ值也无明显变化（犘＞０．０５）。结论　国产两步法 ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ试剂可

用于溶血标本的常规检测。

关键词：酶联免疫吸附测定；　肝炎表面抗原，乙型；　溶血

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２１．０５６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２１２９０３０２

　　溶血是临床检验中最常见的一种干扰和影响因素，关于溶

血对乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）检测结果的影响，文献

报道结果不一致［１３］。实际工作中，为防止溶血干扰检测结果，

往往拒收溶血标本，并让患者重新采血进行检测，从而增加了

患者的痛苦，造成血液浪费。为了解溶血对国产试剂 ＨＢｓＡｇ

检测结果的影响，笔者收集了溶血标本，人为处理为无、轻、中、

重度溶血，用３种国产试剂对处理的溶血标本重新检测，无溶

血的样本吸光度（ｓａｍｐｌｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ｓ）值与临界（ｃｕｔｏｆｆ，ＣＯ）

值的比值（Ｓ／ＣＯ值）进行比较，分析溶血对检测结果的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　血液标本来自本院２０１２年１２月至２０１３年１

月收治的住院患者。标本经检测已确定 ＨＢｓＡｇ阴性和阳性，

且检测后剩余标本足够应用于实验。收集的 ＨＢｓＡｇ阴、阳性

标本各３例，并将其分别作为 ＨＢｓＡｇ阴性组和阳性组。

１．２　主要仪器和试剂　主要仪器为ＳｙｓｍｅｘＫＸ２１Ｎ血细胞

分析仪、ＫＷＰ１００Ａ洗板机（深圳市凯特生物医疗电子科技有

限公司）、上海科华 ＫＨＢＳＴ３６０酶标仪。诊断 ＨＢｓＡｇ的国

产酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，

ＥＬＩＳＡ）试剂分别为试剂Ａ、试剂Ｂ及试剂Ｃ。

１．３　检测方法　将收集的每位患者的标本分为４管，分别加

入一定量的红细胞，使血红蛋白浓度分别为０、１、５、１０ｇ／Ｌ。

密封后放入冰箱中冷冻，使其发生溶血。标本检测按照使用说

明书进行操作，测定时，设定酶标仪波长４５０ｎｍ／６３０ｎｍ，进行

双波长检测，采用Ｓ／ＣＯ值作为每份标本的检测结果。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间两两比较采用狋检验，同一试剂检测

的不同溶血组间的结果比较采用方差分析，以α＝０．０５为检验

水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

分别采用试剂Ａ、试剂Ｂ及试剂Ｃ对阴性标本及阳性标

本检测后，不同血红蛋白浓度的血液获得的Ｓ／ＣＯ值见表１、２。

在阴性标本中，不同浓度的溶血标本未检出阳性，Ｓ／ＣＯ值无

明显改变（犘＞０．０５）；在阳性标本中，不同浓度的溶血标本和

无溶血的标本比较，Ｓ／ＣＯ值也无明显变化（犘＞０．０５）。
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