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自身抗体临界值质控血清的制备及评价
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　　摘　要：目的　探讨自身抗体临界值质控血清的制备并对其进行评价。方法　将献血员血清置于５６℃３０ｍｉｎ灭活，离心去

除沉淀后，按１∶２、１∶４、１∶６稀释比例检测试剂盒中多批号的阳性对照质控物。结果　抗ＲＮＰ／Ｓｍ抗体（＋＋＋）：１∶２稀释

后，显色程度均为＋＋＋；１∶４、１∶６稀释后，显色程度均为＋＋。抗ＳＳＡ抗体（＋＋～＋＋＋）：１∶２稀释后，显色程度均为＋

＋；１∶４、１∶６稀释后，显色程度为＋～＋＋。抗ＲＯ５２抗体（＋＋～＋＋＋）：１∶２稀释后，显色为＋～＋＋；１∶４、１∶６稀释后，

显色程度为＋。抗核小体抗体：１∶１、１∶２稀释后可出现阳性；１∶４、１∶６稀释后，显色均为阴性。结论　自身抗体质控血清制备

方便，质量可靠，可满足临床检测室内质控需要。
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　　自身抗体是自身免疫性疾病（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｄｉｓｅａｓｅ，ＡＩＤ）最

重要的特征，对 ＡＩＤ的诊断和鉴别诊断、病情评估、病程转归

与预后判断等都具有重要的临床应用价值。目前临床上开展

的自身抗体检测主要有间接免疫荧光法、酶联免疫吸附法、免

疫印迹法、免疫斑点法等，其中多数检测方法仍以手工操作为

主，操作过程难以标准化，以肉眼观察判断检测结果。自身抗

体检测的质量控制是保证实验结果准确性的重要环节，同时，

也是衡量实验室检测水平的一个重要指标。因此，为了有效监

控自身抗体检测的重复性和稳定性，以及试剂盒批间或批内差

异，按照自身抗体检测规范的要求，在使用内部阴、阳性对照物

的同时，须设置外部对照质控物以加强质量控制。本实验室采

用献血者阴性血清稀释自身抗体试剂盒的自身阳性对照质控

血清，制备自身抗体临界值质控物，并对其进行评价，取得了较

好的效果，现报道如下。

１材料与方法

１．１　血清标本来源　收集无溶血、脂浊、黄疸及细菌污染，且

自身抗体阴性的单一献血员血清，置于５６℃３０ｍｉｎ灭活，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，去除沉淀物，作为基质备用。

１．２　制备质控血清　采用抗核抗体谱（ＩｇＧ）欧蒙印迹法检测

试剂盒（型号：ＤＬ１５９０１６０１８Ｇ）进行检测，每盒试剂中含

２０μＬ阳性对照物，试剂说明书提示阳性对照中相应抗体的阳

性显色程度为：抗ＲＮＰ／Ｓｍ抗体（＋＋＋）、抗ＳＳＡ抗体（＋＋

～＋＋＋）、抗ＲＯ５２抗体（＋＋～＋＋＋），若出现其他抗体

条带，则该抗体条带均非阳性对照带。收集多批号阳性对照

物，并充分混匀，用上述血清按１∶２、１∶４、１∶６的比例进行稀

释，按试剂盒说明书操作，每个稀释度测定３次，综合判断得出

结果。以１∶４稀释度作为标准，制备临界值质控物，按１２个

月使用量配制，无菌分装多个２０μＬ～０．５ｍＬ的一次性离心

管中，－２０℃冷冻保存备用。

１．３　质控血清的使用　检测前取出冰冻质控物１支，自然融

化，平衡至室温，充分混匀，与临床标本及阴、阳性对照一同严

格按试剂盒说明书进行操作，使用后废弃。

１．４　室内质控方法　（１）记录质控结果：由于自身抗体检测标

本量的原因，本实验室每周只做１次检测，质控规则参照尿液

干化学检测，以向上或向下一个浓度梯度为在控，阳性检为阴

性、阴性检出阳性均为失控。（２）每次检测时，取质控物与标本

一同检测，判断质控结果，以抗ＲＯ５２抗体不出现阴性结果判

断本次实验有效，可发出报告。否则，则认为本次实验存在误

差，及时分析误差原因，尤其应警惕临界值标本。

２　结　　果

抗ＲＮＰ／Ｓｍ抗体（＋＋＋）：１∶２稀释后，显色程度均为

＋＋＋；１∶４、１∶６稀释后，显色程度均为＋＋。抗ＳＳＡ抗体

（＋＋～＋＋＋）：１∶２稀释后，显色程度均为＋＋；１∶４、１∶６

稀释后，显色程度为 ＋ ～ ＋ ＋。抗 ＲＯ５２ 抗体（＋ ＋ ～

＋＋＋）：１∶２稀释后，显色为＋～＋＋；１∶４、１∶６稀释后，显

色程度为＋。抗核小体抗体：１∶１、１∶２稀释后可出现阳性；

１∶４、１∶６稀释后，显色均为阴性，见图１。

　　随机抽取３支质控物融化进行质控物均（下转第１３２８页）
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狓±２狊作为可接受范围，整个过程做好书面记录，作为质量控制

过程中的一部分。

２．７　建立本实验室的参考范围　国内第３版《全国临床检验

操作规程》中的不少生化检验项目参考范围已经不适合于特殊

环境下的生化报告，必须循证相关证据，如国内参考范围、权威

杂志发表的科学研究成果、当地检验部门（特别是三级医院）的

生化项目参考范围，以及附近其他维和部队的参考范围。

３　讨　　论

中国驻黎巴嫩维和医疗二级医院的检验工作环境相当严

峻。黎巴嫩位于亚洲西南部地中海东岸，与以色列、叙利亚邻

界。当地气候为２季，即每年４～９月为旱季，几乎无雨，日夜

温差有时大于２０℃，１０月至次年３月为雨季，雨量充沛，湿度

大，气候变化频繁。中国驻黎巴嫩维和二级医院位于黎巴嫩南

部，保障对象是联合国驻黎巴嫩临时部队中来自西班牙、印度、

马来西亚、印度尼西亚、法国、尼泊尔、意大利、加纳、坦桑尼亚、

爱尔兰、中国等２９个国家的１．２万维和人员，包括联合国的维

和人员、军事观察员、国际雇员、当地雇员、驻地群众及黎巴嫩

当地政府军。由于气候特点、检验室条件（活动板房搭建）及保

障检验对象的复杂性，对生化检验结果的可靠性要求高，质量

控制措施显得尤为重要。

笔者结合多年的质量控制数据分析和解决经验，汇总分

析，形成一套有效的生化质量控制方法，经过一个任务期的严

格实践验证，已经成为中国驻黎巴嫩二级医院检验室标准操作

规程文件。因此，决定报告单的有效性贯穿了检测标本相关的

各个方面，如，医师间的互动、仪器的状态和维护、环境的优化、

检测的程序化等，在特定的环境下，尽可能地发挥主观能动性，

圆满完成任务，必须遵循循证检验医学的理念。

本研究是针对特殊维和环境，利用循证医学理论，经过多

年实践和研究，形成了一套生化检验质量控制的程序文件。科

学性、有效性、实用性是循证检验医学在实施过程中的评价标

准［１］。“最佳证据”是整个循证检验医学的核心，而“最佳证据”

并不只是指科学事实，而是指通过科学的方法被证实了的、可

靠的、有效的结果。根据循证医学的原则，若没有可靠的、有价

值的证据，宁可选择那些有统计偏倚的结果作为当前最好的证

据［２５］。控制生化检验质量的操作办法在执行准军事条件下的

维和任务中保证生化检验结果的准确性显得尤为重要，其具有

特殊的临床诊治价值。
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匀性测定，结果显示３支质控样本均为阳性，显色程度变化不

超过“＋”。随机抽取３支质控物，于３７℃融化４ｈ进行破坏

性试验，每支重复测定１次，结果显示，３支质控样本均为阳

性，显色程度变化不超过＋。由于试剂盒的有效期一般为１８

个月，考虑试剂采购等因素，连续１２个月进行质控物稳定性观

察，质控物在－２０℃冷冻保存状态下可保存１年。

图１　　抗体不同稀释度的显色图

３　讨　　论

欧蒙印迹法是一种定性的体外分析方法，由于检测过程易

受多种因素影响，有系统误差（包括试剂质量、移液器、稀释度

与人工读数的准确性、摇床及环境温度等因素）和随机误差（工

作人员操作、视觉误差等因素），因此，在检测时需设内部及外

部对照质控物进行有效监控。内部对照血清，即试剂盒提供的

阳性和阴性对照血清，是质量控制的基础，每一次检测都必须

使用内部对照质控物，且只能在同批号的试剂盒中使用，但它

并不是严格意义上的质控品。为了有效监控检测的重复性和

稳定性，以及试剂盒批间或批内差异，须设置外部对照质控物

以加强质量控制，自身抗体检测亦不例外。近年来，国内开展

了自身抗体的室间质评工作，取得了不少成绩和经验［１２］。经

查询相关资料，文献中多用外部标准品来验证试剂的敏感性、

特异性等指标，未提及如何进行室内质量控制。标准品大多数

是针对具体类型的单一抗体，如抗双链ＤＮＡ抗体、抗ＪＯ１抗

体等［３４］，笔者认为不宜将标准品作为多项目参数同时检测的

质控品。经文献证实，多种免疫定性试验，如特定蛋白、乙型肝

炎病毒表面抗原、抗人类免疫缺陷病毒抗体、抗丙型肝炎病毒

抗体等自制临界值质控品经验，取得了很好的效果［５７］。免疫

印迹法尚未见相关的自制质控品报道。由于每个试剂盒的阳

性对照物的浓度可能不同，因此，通过稀释多个试剂盒中阳性

对照来制备质控物。经验判断，该方法基本符合人们对室内质

控物的要求，也符合临床对自身抗体检测质控的要求。
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