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以参考方法实验室网络赋值的人血清为校准品

改善酶学结果可比性的研究
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　　摘　要：目的　应用参考方法实验室网络赋值的人源新鲜冰冻血清作为校准品，改善不同检测系统间酶学检测结果的可比

性。方法　由国内６家实验室组成的酶学参考方法实验室网络使用国际临床化学和检验医学联合会（ＩＦＣＣ）推荐的磷酸肌酸激

酶（ＣＫ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）参考测量程序为新鲜冰冻混合人血清赋值。再用此赋值血清（ＢＣａｌ）校准常规检测系统。各实验室

在ＢＣａｌ校准前、后，重复检测ＢＣａｌ、水平１患者样本（Ｓ１）和水平２患者样本（Ｓ２）２次，记录并收集实验数据。结果　使用ＢＣａｌ

测得各检测系统的偏移，ＣＫ项目，６９家实验室的６２．３％的偏移小于或等于５％；９５．７％的实验室的偏移小于或等于１０％。ＬＤＨ

项目，６８家实验室的５２．９％的偏移小于或等于５％；９２．６％的实验室的偏移小于或等于１０％。Ｂｃａｌ校准后，２个水平患者样本

ＣＫ项目系统间犆犞从５．１５％和５．９８％下降至１．９３％和１．８１％；ＬＤＨ 项目系统间犆犞 从５．８６％和５．５０％下降至３．３９％和

３．５３％。依医院级别分别统计的数据显示：校准后，三级、二级医院ＣＫ、ＬＤＨ的室间犆犞均有明显降低，且两者无明显差异。两

组均值也较校准前更趋接近。少数封闭的检测系统ＢＣａｌ检测结果显示：ＣＫ、ＬＤＨ 各系统的偏移分别为－７．０％～８．８％和

－２１．９％～１２．７％，系统间犆犞分别为５．１８％和１１．３０％。结论　应用参考方法实验室网络赋值的新鲜冰冻人源血清做校准品，

可在相当程度上改善酶学检验结果的可比性，并确保结果溯源至参考方法。对于少数不适用的封闭系统，应制定相应的正确度判

定标准，并敦促生产厂家予以改进。
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　　不同检测系统和不同实验室间酶学检验结果的差异已受

到人们的注意［１３］。由此，实现人血清样本检测结果的可比性，

不依赖于所使用的分析方法和仪器成为目前酶学测定标准化

的主要任务。要实现这一目标，基于计量学溯源性和参考测量

程序等级概念提出的“参考系统”的方法已为国际共识［４５］。酶

学参考系统得以应用的前提是传递正确性至常规方法的参考

物质具有互通性。当适于直接校准常规方法的参考物质缺乏

时，使用参考测量程序赋值的天然人血清作为二级参考物质是

建立溯源性的唯一可能的替代方法［６］。因此，北京市临床检验

中心启动了酶学参考测量体系的建立工作，应用酶学参考方法

实验室网络为人源新鲜冰冻血清赋值，拟以此赋值血清作为媒

介，将正确性从参考方法传递至常规方法。２０１３年１月至３
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月，北京市临床检验中心进行了北京市二、三级医疗机构共计

八十余家常规实验室肌酸激酶（ＣＫ）和乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）量值

传递的实验研究，以期通过此方式改善酶学检测结果的可比

性。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）定值血清校准品（ＢＣａｌ）：由首都医科大学附

属北京朝阳医院、北京航天总医院、首都医科大学附属北京世

纪坛医院、北京协和医院、北京利德曼生化股份有限公司、四川

迈克生物科技股份有限公司６家实验室组成酶学参考方法实

验室网络。６家实验室均建立了国际临床化学和检验医学联

合会（ＩＦＣＣ）酶学参考测量程序，并参加了ＩＦＣＣ组织的国际参

考实验室室间质评计划（ＲＥＬＡ）和国内参考实验室室间比对

计划，并达到其要求。按血清样本收集与制备程序收集新鲜混

合的患者血清，经过滤分装于１．０ｍＬ离心管中，－８０℃以下

冰冻保存。由６家酶学参考方法实验室使用ＩＦＣＣ推荐的

ＣＫ、ＬＤＨ参考测量程序赋值。各实验室按照统一的赋值程序

进行，即２天内对每种酶进行４个批次的测量，每个批次测量

３次，共计测量１２次，以１２次测量结果的均值作为该室的血

清定值，再以６家酶学参考方法实验室ＣＫ、ＬＤＨ测定结果的

均值（剔除均值±３．５％均值之外的结果）为血清样本的定值，

将此定值血清作为常规检测系统的校准品。（２）２个浓度水平

患者样本：患者样本为北京市临床检验中心于２０１１年９月至

１１月收集的中国医学科学院阜外心血管病医院患者血清样

本，经过滤、混合制备成２个不同浓度水平的样本，水平１患者

样本（Ｓ１）ＣＫ浓度接近２倍临界值水平；水平２患者样本（Ｓ２）

ＣＫ浓度接近３倍临界值水平。样本分装于１．０ｍＬ离心管

中，－８０℃以下冰冻保存。（３）原系统校准品（Ｃａｌ）：各调查实

验室当前常规检测系统上所使用的厂家校准品。

１．２　仪器　北京地区８１家二级以上医疗机构（二级３４家，三

级４７家）实验室常规检测系统。

１．３　方法

１．３．１　样本复融　实验当日，北京市临床检验中心组织分发

样本，实验操作人员按统一要求处理样本。实验样本用１８～

２０℃水浴３０ｍｉｎ融化，待完全溶解后轻轻颠倒５次混匀，避免

产生气泡。再静止５ｍｉｎ后使用。溶解样本一直放于１８～

２０℃的水浴中待测，并要求于溶解４ｈ内测量完毕。

１．３．２　实验步骤　（１）使用Ｃａｌ进行ＣＫ、ＬＤＨ的项目校准或

校准验证，确保仪器在校准状态；在质控在控的条件下，分别测

定ＢＣａｌ、Ｓ１、Ｓ２及Ｃａｌ，每份样本重复测定２次，记录检测结

果。（２）对于开放的检测系统，实验室再用ＢＣａｌ进行校准，校

准后同样检测上述样本，记录检测结果。

１．３．３　结果汇总　北京市临床检验中心汇总实验结果及各实

验室检测系统信息，并进行统计分析。

１．４　统计学处理　使用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２００７软件进

行数据的统计处理。

２　结　　果

２．１　酶学参考方法实验室网络血清赋值结果　以６家酶学参

考方法实验室ＣＫ、ＬＤＨ测定结果均值为人混合血清样本的定

值，样本定值及统计结果见表１。

２．２　原系统检测定值血清ＣＫ、ＬＤＨ检测结果与血清定值的

偏移　见表２、３。ＣＫ项目，６９家实验室的６２．３％的偏移小于

或等于５％；９５．７％的实验室的偏移小于或等于１０％。二级、

三级医院的偏移无明显差别。而ＬＤＨ 项目，６８家实验室的

５２．９％的偏移小于或等于５％；９２．６％的实验室的偏移小于或

等于１０％。三级医院的偏移略小于二级医院。

表１　　参考方法实验室网络人混合血清样本酶项目

　　　定值及统计结果

项目 狀 定值（狓±狊，Ｕ／Ｌ） 犆犞（％）

ＣＫ ６ ３７０．９０±４．４８ １．２１

ＬＤＨ ５ ３０９．７０±１．７８ ０．５８

表２　　原系统定值血清ＣＫ检测结果与定值的偏移

项目
偏移（二级医院）

≤±５％ ≤±１０％ ＞±１０％

偏移（三级医院）

≤±５％ ≤±１０％ ＞±１０％

总体偏移

≤±５％ ≤±１０％ ＞±１０％

实验室数（狀） ２１ ２７ ２ ２２ ３９ １ ４３ ６６ ３

百分比（％） ７２．４ ９３．１ ６．９ ５５．０ ９７．５ ２．５ ６２．３ ９５．７ ４．３

偏移范围（％） －８．０～１７．２ －７．７～１５．２ －８．０～１７．２

表３　　原系统定值血清ＬＤＨ检测结果与定值的偏移

项目
偏移（二级医院）

≤±５％ ≤±１０％ ＞±１０％

偏移（三级医院）

≤±５％ ≤±１０％ ＞±１０％

总体偏移

≤±５％ ≤±１０％ ＞±１０％

实验室数（狀） １１ ２４ ４ ２５ ３９ １ ３６ ６３ ５

百分比（％） ３９．３ ８５．７ １４．３ ６２．５ ９７．５ ２．５ ５２．９ ９２．６ ７．４

偏移范围（％） －１７．３～２１．６ －１０．６～７．５ －１７．３～２１．６

２．３　ＢＣａｌ校准前、后，患者样本Ｓ１、Ｓ２室间精密度统计结果

见表４。依医院等级分别统计的ＣＫ、ＬＤＨ室间精密度统计结

果见表５、６。ＢＣａｌ校准后，ＣＫ项目，患者样本Ｓ１、Ｓ２室间犆犞

分别从５．１５％和５．９８％下降至１．９３％和１．８１％；ＬＤＨ项目，

室间犆犞分别从５．８６％和５．５０％下降至３．３９％和３．５３％。依

医院级别分别统计的数据显示：校准前，ＬＤＨ 项目，三级医院

患者样本Ｓ１、Ｓ２的室间犆犞 均略小于二级医院，但校准后，

ＣＫ、ＬＤＨ的室间犆犞均有明显降低，且两者无明显差异。两

组均值也较校准前更趋接近。
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表４　　ＢＣａｌ校准前、后，患者样本Ｓ１、Ｓ２室间精密度统计结果

项目
ＣＫ（Ｓ１）

校准前 校准后

ＣＫ（Ｓ２）

校准前 校准后

ＬＤＨ（Ｓ１）

校准前 校准后

ＬＤＨ（Ｓ１）

校准前 校准后

样本例数（狀） ６９ ６９ ６９ ６９ ６９ ６９ ６９ ６９

狓（Ｕ／Ｌ） ３８６．１ ３７８．８ ６８１．７ ６６９．９ ２５２．９ ２５３．２ ４４４．４ ４４５．７

狊（Ｕ／Ｌ） １９．８９ ７．３２ ４０．７５ １２．１ １４．８３ ８．５８ ２４．４６ １５．７４

犆犞（％） ５．１５ １．９３ ５．９８ １．８１ ５．８６ ３．３９ ５．５０ ３．５３

最大值（Ｕ／Ｌ） ４４８．０ ４０１．０ ７８３．７ ７０９．０ ２８９．９ ２７４．１ ５２５．６ ４８４．３

最小值（Ｕ／Ｌ） ３４６．６ ３５３．０ ６０４．４ ６３７．６ ２１４．０ ２３０．８ ３８８．０ ４２１．０

表５　　定值血清校准前、后，患者样本ＣＫ室间精密度统计结果

项目
Ｓ１（二级医院）

校准前 校准后

Ｓ１（三级医院）

校准前 校准后

Ｓ２（二级医院）

校准前 校准后

Ｓ２（三级医院）

校准前 校准后

样本例数（狀） ２９ ２９ ４０ ４０ ２８ ２８ ４０ ４０

狓（Ｕ／Ｌ） ３８６．３ ３７９．７ ３８５．９ ３７８．２ ６７９．７ ６６８．５ ６８３．２ ６７０．９

狊（Ｕ／Ｌ） ２２．５０ ７．６４ １８．０６ ７．１１ ４１．４ １４．６０ ４０．７７ ９．９８

犆犞（％） ５．８２ ２．０１ ４．６８ １．８８ ６．０８ ２．１８ ５．９７ １．４９

最大值（Ｕ／Ｌ） ４４８．０ ４０１．０ ４２９．０ ３９７．３ ７７３．７ ７０９．０ ７８３．７ ７０６．１

最小值（Ｕ／Ｌ） ３４６．４ ３６４．０ ３５２．９ ３５３．０ ６０４．４ ６３７．６ ６０５．３ ６５４．０

表６　　定值血清校准前、后，患者样本ＬＤＨ室间精密度统计结果

项目
Ｓ１（二级医院）

校准前 校准后

Ｓ１（三级医院）

校准前 校准后

Ｓ２（二级医院）

校准前 校准后

Ｓ２（三级医院）

校准前 校准后

样本例数（狀） ２９ ２９ ４０ ４０ ２８ ２８ ４０ ４０

狓（Ｕ／Ｌ） ２５６．９ ２５２．８ ２５０．１ ２５３．５ ４５１．２ ４４５．９ ４３９．７ ４４５．６

狊（Ｕ／Ｌ） １６．９７ ７．３０ １２．６２ ９．４６ ２９．４６ １４．９６ １９．２６ １６．４６

犆犞（％） ６．６０ ２．８９ ５．０４ ３．７３ ６．５３ ３．３６ ４．３８ ３．６９

最大值（Ｕ／Ｌ） ２８９．９ ２７０．０ ２７０．９ ２７４．１ ５２５．６ ４７８．０ ４７８．１ ４８４．３

最小值（Ｕ／Ｌ） ２１４．０ ２４４．７ ２２４．０ ２３０．８ ３８８．０ ４２２．９ ３９９．０ ４２１．０

表７　　不适用检测系统ＢＣａｌ检测的统计结果

编号或项目

ＣＫ

狓

（Ｕ／Ｌ）

绝对偏移

（％）

相对偏移

（％）

ＬＤＨ

狓

（Ｕ／Ｌ）

绝对偏移

（％）

相对偏移

（％）

１ ３６６．０ －４．９ －１．３ ３１１．０ １．３ ０．４

２ ３９６．５ ２５．６ ６．９ ３４９．０ ３９．３ １２．７

３ ３５８．５ －１２．４ －３．３ ２７１．５ －３８．２ －１２．３

４ ４０３．５ ３２．６ ８．８ ３１０．０ ０．３ ０．１

５ ３７３．５ ２．６ ０．７ ２６６．５ －４３．２ －１３．９

６ ３４５．０ －２５．９ －７．０ ２５２．０ －５７．７ －１８．６

７ ３６０．５ －１０．４ －２．８ ２４２．０ －６７．７ －２１．９

８ ３６０．５ －１０．４ －２．８ ２６７．５ －４２．２ －１３．６

９ ３５９．０ －１１．９ －３．２ ２７８．５ －３１．２ －１０．１

１０ ３４９．３ －２１．６ －５．８ ２９４．５ －１５．２ －４．９

狓±狊（Ｕ／Ｌ） ３６７．２±１９．０ ２８４．２±３２．１

犆犞（％） ５．１８ １１．３０

最大值（Ｕ／Ｌ） ４０３．５ ３４９．５

最小值（Ｕ／Ｌ） ３４５．０ ２６６．５

２．４　不适用检测系统ＢＣａｌ检测的统计结果见表７。有１０台

检测系统不适用ＢＣａｌ进行校准，用其直接检测ＢＣａｌ２次，其

均值及偏移见表７。ＣＫ项目各系统的相对偏移为－７．０％～

８．８％，系 统 间 犆犞 为 ５．１８％；ＬＤＨ 项 目 的 相 对 偏 移 为

－２１．９％～１２．７％，系统间犆犞为１１．３０％。

３　讨　　论

建立酶学参考系统是保证不同实验室间和不同检测系统

间检验结果准确且有可比性的基础。在参考系统理论中，酶的

测量是一类特殊的分析项目，它属于活性测量，其催化活性的

数值依赖于测量的实验条件。因此，定义了特定酶活性测定条

件的参考测量程序占据了溯源链的最高水平。除了参考测量

程序，该系统也需要参考物质作为媒介，将正确性从参考方法

传递到常规方法。临床实验室使用商品方法和经验证的校准

品测量患者样本可以得到溯源到参考测量程序的结果。所获

得的结果不依赖于所使用的分析系统，最终可以实现酶学检验

结果的可比性。

ＩＳＯ１８１５３文件
［７］指出：确保酶催化活性浓度值的计量学
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溯源性的要求之一是用于参考测量体系中的酶校准品和质控

品具有互通性。长期以来，临床实验室普遍使用厂家的校准

品，由于厂家校准品缺乏互通性以及实验室选用校准品的随意

性，使酶学结果产生较大差异；在酶学参考系统尚未建立及应

用的情况下，甄别检测系统的正确性存在一定困难，消除差异

成为难题。

北京市临床检验中心以参考方法实验室网络赋值的新鲜

冰冻人血清为互通性校准品，相对目前多数实验室使用的厂家

校准品，此赋值血清在溯源链中具有较高的级别。因此，将其

直接用于常规检测系统的校准，可减少中间环节，缩短溯源链，

减少结果的不确定度，提高正确性。此项研究结果显示：使用

赋值血清检出的调查实验室检测系统偏移，ＣＫ、ＬＤＨ项目，约

１／２检测系统的偏移小于或等于５％；１／２检测系统的偏移小

于或等于１０％。三级医院ＬＤＨ项目的偏移略小于二级医院，

见表２、３。用赋值血清校准后，２个水平患者样本ＣＫ项目系

统间犆犞 分别从５．１５％和５．９８％下降至１．９３％和１．８１％；

ＬＤＨ项目系统间犆犞分别从５．８６％和５．５０％降至３．３９％和

３．５３％，见表４。依医院等级分组的统计结果显示：校准后，三

级、二级医院室间精密度均有相当程度的改善，两者犆犞无差

异。并且两者的组均值较校准前更趋接近，见表５、６。因此，

使用参考方法实验室网络赋值的新鲜冰冻人血清作校准品，可

以在很大程度上改善结果可比性，并使检测结果溯源至参考

方法。

赋值血清适用于单点校准模式的开放的检测系统。其他

检测系统，如：采用摩尔消光系数进行校准、多点校准模式和封

闭的检测系统均不适用。此次调查显示：有少数（１０／８２）检测

系统属此类检测系统。对于不适用的检测系统，本课题组使用

了定值血清验证了其系统偏移，ＣＫ 项目各系统的偏移为

－７．０％～８．８％，系统间 犆犞 为５．１８％；ＬＤＨ 项目的偏移

为－２１．９％～１２．７％，系统间犆犞达１１．３０％。研究结果显示，

对于这些不适用定值血清进行校准的检测系统，应进行正确度

的验证，若系统存在较大的偏移，应予以修正，否则将给结果互

认带来困难，这是需要着手解决的关键问题。有关部门应该制

定相应的正确度判定标准，并敦促生产厂家予以改进。

志谢：原卫生部临床检验中心杨振华教授对本项研究的全

面指导与悉心帮助；首都医科大学附属北京朝阳医院、北京航

天总医院、首都医科大学附属北京世纪坛医院、北京协和医院、

北京利德曼生化股份有限公司、四川迈克生物科技股份有限公

司的参考方法实验室为本项研究所做的血清赋值工作。
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决策、不当的疾病预后等临床结果，尤其需要引起重视。因此，

当可能存在 ＨＡＭＡ干扰时，尤其当结果与临床情况不一致

时，应当采取以下方法重新检测：使用已商业化的抗体阻断试

剂进行处理；加入其他正常的、不发生免疫反应的固相清蛋白

或球蛋白；用聚乙二醇（ＰＥＧ）沉淀免疫球蛋白；换用不同的方

法检测；多次稀释以评估稀释的线性关系。此外，还可以采用

不同的检测方法来保证高质量的检测结果。同时，还要加强与

临床的沟通，判断是否需要采用鼠单克隆抗体进行成像或

治疗。

在免疫学检测中，尤其是ＥＬＩＳＡ（一步法）检测中，由于待

检标本中抗原浓度的显著升高，而导致捕获抗体不足造成检测

结果假阴性或假低测定值，这种现象称之为钩状效应。由于

ＴＭ浓度可达到多个数量级，而且任何一种ＴＭ都可能超过固

相抗体结合数量，对于非常严重但是能治愈的疾病（如儿童期

肝母细胞瘤和妊娠期滋养层肿瘤），如果不能识别非常高的

ＴＭ（ＡＦＰ和 ＨＣＧ），将会导致严重的临床错误。在临床检测

中，ＡＦＰ、ＨＣＧ和ＣＡ１２５这３个ＴＭ需要密切关注钩状效应。

实验室应依据患者的临床诊断或关注患者的其他实验室检查

结果，准备好能鉴定发生钩状效应样本的明确方案，不放过任

何异常的检测值或模式。

另外，还需注意的是，在目前不同检验系统结果难以标准

化的情况下，应先要求同一检验系统内检测结果的通用。由于

目前ＴＭ不同方法或试剂盒检测结果缺乏可比性，在对患者

进行病情评估和治疗监测而需要对ＴＭ 水平进行动态监测的

情况下，必须使用相同的检测方法或试剂盒。如需要改变检测

方法，则必须先使用新方法检测病人的 ＴＭ 的基础水平。此

外，对于不同方法或试剂盒ＴＭ 检测结果，也应该使用不同的

正常参考区间。如果可能，每个实验室应该制定自己的参考区

间，如果没有条件，至少应该对实验室使用方法的参考区间进

行验证实验。

（收稿日期：２０１３０６０８）
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