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基于ＩＳＯ１５１８９要求的免疫学定性试验性能验证方法的探讨

江　涛，李　军，王昌富，张国良，艾红梅

（荆州市中心医院检验医学部，湖北荆州４３４０２０）

　　摘　要：目的　根据ＣＮＡＳＣＬ３９的要求，探讨定性试验的性能验证方法。方法　以ＥＬＩＳＡ法检测 ＨＢｓＡｇ为例，以厂家给

定的性能指标为验证依据，根据空白检出限及样本检出限的验证方法对检出限进行验证，按照ＥＰ１５Ａ２标准验证该方法的精密

度，采用验证方法与公认方法比较的２×２列联表验证该方法的符合率，采用收集的 ＨＢｓＡｇ阴性患者血清对ｃｕｔｏｆｆ值进行验证。

结果　检出限、精密度（重复性和中间精密度）、符合率、诊断临界值的验证结果均符合要求。结论　本研究按照ＩＳＯ１５１８９和

ＣＮＡＳＣＬ３９文件要求进行的免疫学定性试验性能验证方案是科学而适用的。
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　　近年来，各大型医院实验室纷纷将通过ＩＳＯ１５１８９：２００７实

验室质量和能力的认可纳入到了实验室的发展规划中。在质

量体系的构建中，对试验方法进行方法学性能验证是实验室技

术要求中非常重要的一环，由于大部分标准化的验证方法均是

针对定量检测而制定的，而免疫学定性试验则缺乏标准化的验

证方法，导致许多实验室对于定性试验的验证内容和验证方法

存在困惑。在２０１３年４月实施的ＩＳＯ１５１８９补充文件ＣＮＡＳ

ＣＬ３９实验室质量和能力的认可准则在免疫学检验领域的应用

中，对免疫学定性检验方法的性能验证内容提出了具体的要

求，但仍没有提供标准的方法。本文根据 ＣＮＡＳＣＬ３９的要

求，结合本实验室的情况，以ＥＬＩＳＡ法检测乙型肝炎病毒表面

抗原（ＨＢｓＡｇ）为例，对定性试验的性能验证方法进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料　国产酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＨＢｓＡｇ试

剂盒，北京康彻思坦生物科技有限公司 ＨＢｓＡｇ标准物质（浓

度１ＩＵ／ｍＬ）。随机收集６０例乙型肝炎患者血清标志物全阴

性新鲜血清和６０例 ＨＢｓＡｇ阴性而有其他免疫标志物（ＨＢ

ｓＡｂ和ｅ系统）阳性的患者新鲜血清。

１．２　检测仪器　瑞士Ｔｅｃａｎ公司ＲＳＰ１００全自动加样仪；德

国Ｓｉｍｅｎｓ公司 ＢＥＰⅢ全自动酶免疫分析仪，仪器均按ＩＳＯ

１５１８９质量体系技术要求校准。

１．３　验证内容　检出限、精密度（重复性和中间精密度）、符合

率、诊断临界值。

１．４　验证方法

１．４．１　检出限　以 ＨＢｓＡｇ阴性质控物浓度作为空白检测限

（ＬｏＢ）浓度样本，收集连续的２０个检测批次的 ＨＢｓＡｇ阴性质

控物吸光度值（Ａ值），与厂家给定空白检测限（ＬｏＢ）Ａ值比

较。将 ＨＢｓＡｇ标准物质经阴性血清稀释调整至厂家给定的

样本检测限（ＬｏＤ）水平，本试剂盒给定ＨＢｓＡｇＬｏＤ为０．２ＩＵ／

ｍＬ，按常规标本检测，收集连续的２０个批次上述检测限水平

血清测定Ａ值。２０例阴性质控物 Ａ值高于厂家给定空白检

测限小于或等于３次时为ＬｏＢ验证合格；２０例检测限水平血

清的测定Ａ值低于厂家给定空白检测限小于或等于１次为

ＬｏＤ验证合格
［１］。

１．４．２　精密度　将 ＨＢｓＡｇ标准物质（浓度０．５ＩＵ／ｍＬ）按照

ＣＬＳＩＥＰ１５Ａ２标准
［２］，连续５ｄ实验，每天做一批，每批３次

重复测定，计算重复性（犛ｒ）和中间精密度（犛ｌ）。计算公式（详

见 ＥＰ１５Ａ２ 文 件 ）为：犛狉 ＝
Σ
犇

犱＝１
Σ
狀

犻＝１

（犡犱犻－狓犱）
２

犇（狀－１槡 ）
，犛犾 ＝

狀－１
狀
·狊狉

２·狊犫槡
２其中犇是总天数，狀是每日重复次数，犡犱犻是

第犱天犻次重复结果，狓犱 是第犱天所有结果的均值。

１．４．３　符合率　采用连续的４０例卫生部和省临床检验中心

ＨＢｓＡｇ的能力比对数据（含阴性、阳性及弱阳性标本），以卫生

部和省临床检验中心所提供的室间能力比对“靶值”为公认方

法的检测结果，本实验室 ＨＢｓＡｇ检测数据与其进行比较（制

定２×２列联表，见表３），符合率＝１００％［（Ａ＋Ｄ）／（Ａ＋Ｂ＋Ｃ

＋Ｄ）］，符合率大于或等于８０％为验证符合
［３］。

１．４．４　诊断临界值　将６０例乙型肝炎血清标志物全阴性的

血清样本和６０例 ＨＢｓＡｇ阴性而有其他免疫标志物阳性的患

者新鲜血清标本分３批共３天进行检测，计算均值（狓）和标准

·２３３· 国际检验医学杂志２０１４年２月第３５卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．３



差（狊）。诊断临界验证值为狓＋３狊，此值小于或等于厂家给定的

诊断临界值为合格［４］。

１．５　统计学处理　所有数据均用Ｅｘｃｅｌ表记录并处理。

２　结　　果

２．１　检出限验证结果　ＨＢｓＡｇ试剂厂家给定ＬｏＢ吸光度值

为０．１０，２０次阴性质控物犃值均小于０．１０，ＬｏＢ验证合格；２０

次检测限水平血清犃值均大于０．１０，ＬｏＤ验证合格，见表１。

２．２　精密度验证结果　试剂厂家给定中间精密度为犆犞

（％）＜１５％，经计算，ＨＢｓＡｇ试剂的批内 犆犞（重复性）为

５．９７％，中间精密度为１２．２％，验证合格。见表２。

表１　　检出限验证结果

项目 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０

阴性质控物犃值 ０．００９０．０３００．０１２０．０１３０．０１４０．０１５０．００７０．００６０．０１００．０１８０．０１５０．００９０．００７０．０１００．００７０．００７０．００７０．００６０．０１００．０１２

检测限水平血清犃值 ０．１４５０．１５７０．１６００．１４３０．１８４０．１５６０．１７８０．１６５０．１４００．１５１０．１４１０．１５６０．１４５０．１６４０．１４６０．１５７０．１３７０．１４４０．１４００．１３５

表２　　精密度验证结果

项目 第１批 第２批 第３批 第４批 第５批

第１次 ２．２６ ２．６１ ２．６８ ２．３０ ３．３４

第２次 ２．４０ ２．３３ ２．６３ ２．３４ ２．９４

第３次 ２．３７ ２．４３ ２．７３ ２．３６ ２．７６

批均值 ２．３４ ２．４６ ２．６８ ２．３４ ３．０２

２．３　符合率验证结果　统计卫生部和省临床检验中心的比对

数据总共４０例，制定２×２列联表计算的符合率为９７．５％，验

证合格。见表３。

表３　　验证方法与公认方法比较的２×２列表（狀）

检测方法
公认方法

阳性 阴性 总数

阳性 １９ ０ １９

阴性 １ ２０ ２１

总数 ２０ ２０ ４０

２．４　诊断临界值验证结果　试剂厂家给定诊断临界值为

０．１０５，１２０例患者血清测定后计算得出验证值（狓＋３狊）为

０．０９２，验证合格。

３　讨　　论

随着国内检验医学总体水平的提高和医疗管理部门对医

学实验室质量要求的提高，医学实验室质量和能力认可逐渐得

到了各大型医院检验科的重视。ＩＳＯ１５１８９：２００７准则作为指

导实验室建立质量体系的纲领性文件，其第５．５．２条款指出实

验室应评估所选用方法和程序，在用于医学检验之前应证实其

可给出满意结果［５］。在实验室检验方法中，免疫学定性试验应

用广泛，但由于其结果不可溯源性及仅测出反应性（阳性）和无

反应性（阴性），目前仍没有适用的完整而标准的性能验证方

法。本研究根据２０１３年４月开始实施的补充文件 ＣＮＡＳ

ＣＬ３９实验室质量和能力的认可准则在免疫学检验领域的应用

中对性能验证内容的要求，结合本实验室的实际情况，制定了

切实可行的验证方案。

检出限评价的目的是评估检验方法所能检测到的分析物

最低浓度，本研究根据空白检出限及样本检出限的验证方法对

厂家给定的 ＨＢｓＡｇ的 ＬｏＢ、ＬｏＤ进行验证，结果显示验证

合格。

精密度是检验方法评估中最基本的评价指标，主要评价测

定结果的重复性，一般采用犆犞来反映精密度的好坏，由于免

疫学定性测定过程中影响因素众多［６７］，导致定性测定的变异

系数普遍比定量测定方法高。现有的精密度评估方法均是针

对定量试验方法而制定的，本研究在验证时采用ＥＰ１５Ａ２的

精密度验证方法，直接对验证标本的吸光度值进行计算，结果

表明此验证方案是可行的，ＨＢｓＡｇ测定的重复性和中间精密

度均符合厂家要求。

对于定性试验，只能用与结果明确标本的阴阳性符合率来

评估其准确性，卫生部和省临床检验中心的能力比对样本可以

被认为是诊断明确的样本，本研究收集４０例ＨＢｓＡｇ能力比对

样本的比对结果，经２×２列联表计算符合率，结果显示验证

合格。

对定性试验来讲，临界值是唯一的医学决定水平，所以定

性试验临界值的高低，直接关系到试验结果的正确与否。本研

究根据ＣＮＡＳＣＬ３９建议的验证方法，对１２０份验证标本进行

测定然后计算狓＋３狊＝０．０９２，略小于厂家给定的诊断临界值

０．１０５，验证合格。

本研究按照ＩＳＯ１５１８９和 ＣＮＡＳＣＬ３９ 文件的要求对

ＥＬＩＳＡ法测定 ＨＢｓＡｇ的方法学进行性能验证，总结出全面、

科学的免疫学定性试验性能验证方案。
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