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　　摘　要：目的　对ＲｏｃｈｅＭｏｄｕｌａｒＰ全自动生化分析仪检测前清蛋白（ＰＡ）的空白限（ＬｏＢ）、检测限（ＬｏＤ）、定量检测限（ＬｏＱ）

以及功能灵敏度（ＦＳ）进行评价。方法　参照美国临床和实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）ＥＰ１７Ａ文件，将空白样品生理盐水及系列低

浓度样品在ＲｏｃｈｅＭｏｄｕｌａｒＰ全自动生化分析仪上进行检测确定该方法的空白限、检出限和定量检测限。依据国内通用方法确

定功能灵敏度。结果　ＰＡ的空白限为１６．３５ｍｇ／Ｌ ，检测限为１８．２３ｍｇ／Ｌ ，定量检测限暂无法评价，功能灵敏度为２５．００

ｍｇ／Ｌ。结合其可报告范围的低值，确定其临床的报告范围及报告方式。结论　建立了ＰＡ在ＲｏｃｈｅＭｏｄｕｌａｒＰ全自动生化分析

仪上检测的定量检测限，为临床诊断和治疗提供了更有价值的信息，对不同评价的方法进行比较，明确了不同方法实际应用的优

点以及局限性。
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　　前清蛋白（ＰＡ）由肝细胞合成，因其电泳速度较清蛋白快

而得名。ＰＡ的体内半衰期为１．９ｄ，而清蛋白为２１ｄ，所以

ＰＡ能够更加快速的反应肝细胞的合成能力
［１２］。有文献［３７］

报道，ＰＡ能更灵敏地反映肝细胞受损的严重程度，肝细胞受

损越严重，肝细胞合成能力越低，ＰＡ水平降低的越多。实际

应用中，病情严重的患者的血清ＰＡ降低幅度大，经常会达到

厂商声明的检测低限，所以有必要建立本实验室的定量检测限

或功能灵敏度。本研究参照ＥＰ１７Ａ文件以及国内通用方法，

结合实验室制定的质量目标，对ＰＡ的定量检测限和功能灵敏

度进行了评价，旨在为临床提供更加真实可靠的数据。

１　资料与方法

１．１　仪器与试剂　仪器采用Ｒｏｃｈｅ公司的ＲｏｃｈｅｍｏｄｕｌａｒＰ

大型生化分析仪，试剂为上海科华生物工程股份有限公司的前

清蛋白（ＰＡ）测定试剂盒（批号：２０１３１２１Ｂ），校准品（批号：

２０１３１２１Ｂ）与试剂盒配套提供，质控品（批号：４５６４２、４５６４３）为

伯乐公司的第三方质控物。

１．２　方法

１．２．１　按试剂说明书提供的校准周期进行校准，每天运行２

次质控，质控在控后方可检测样品。

１．２．２　空白限（ＬｏＢ）的确定　因无法得到ＰＡ为０ｍｇ／Ｌ的

血清样本，研究者用生理盐水作为空白样本，每天检测２批，每

批６次，持续５ｄ，共６０个数据。所得数据进行正态性检验，数

据符合正态分布，ＬｏＢ＝μＢ＋１．６４５σＢ，按α＝β＝５％，其中α代

表Ⅰ类错误／假阳性，β代表Ⅱ类错误／假阴性，式中μＢ 代表空

白检测的均数，σＢ 代表空白检测的标准差；数据不符合正态分

布，采用非参数检验，将空白样品的结果的由小到大排列，第

９５％数值即为ＬｏＢ。

１．２．３　检出限（ＬｏＤ）的确定　取ＰＡ标示含量为３５ｍｇ／Ｌ的

校准品６支，该校准品基质为健康人血清，定值可溯源至

ＣＲＭ４７０。６支标准品每天检测２次，连续５ｄ，共６０个数据。

若数据呈正态分布，则ＬｏＤＳＴ＝ＬｏＢ＋Ｃβ犛犇Ｓ，Ｃβ＝１．６４５／［１－

１（４×ｆ）］，其中Ｃβ 是纠正因子，ｆ是估计标准差犛犇Ｓ 的自由

·８０９１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１４

 基金项目：广东省中医院拔尖人才专项（２０１１ＫＴ６４７）。　作者简介：万泽民，男，检验技师，主要研究领域为临床生化检验及质量控制。

　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：１３７６０６７３９６１＠１６３．ｃｏｍ。



度。犛犇Ｓ 是低水平样本精密度的综合估计值，即 ＳＤ
２
Ｓ ＝

（ｎ１ＳＤ
２
Ｓ１＋ｎ２ＳＤ

２
Ｓ２＋…＋ｎｎＳＤ

２
Ｓｎ）／（ｎ１＋ｎ２＋…＋ｎｎ），其中ｎｎ＝

Ｎｎ－１，Ｎ１，Ｎ２，…Ｎｎ 为各个样本的重复检测数；若数据呈非正

态分布，ＬｏＤ＝ＬｏＢ＋Ｄｓβ。其中Ｄｓβ是低浓度样本测定值中

位数的值与低浓度样本的第５％数值的间距。

１．２．４　定量检测限（ＬｏＱ）的确定　计算各支校准品实测值均

值与预期值３５ｍｇ／Ｌ的偏倚以及总误差（ＴＥ），其中总误差

（ＴＥ）＝平均偏倚＋２犛犇Ｓ，６０个低浓度校准品测量值的综合估

计值犛犇Ｅ，其计算方式按１．２．３所述。若ＴＥ小于实验室制定

的质量目标２５％，则ＬｏＱ＝ＬｏＤ；若ＴＥ大于实验室制定的质

量目标２５％，则需要选择更高浓度的定值标本重复检测。

１．２．５　功能灵敏度（ＦＳ）的确定　将ＰＡ水平约为１５ｍｇ／Ｌ

和６０ｍｇ／Ｌ的患者血清标本按比例混合成６个浓度，每个浓

度每天检测２次，连续检测５ｄ，共６０个数据。统计各浓度的

平均值和标准差，计算犆犞值。犆犞值小于２０％时所对应的浓

度即为ＰＡ的功能灵敏度。

２　结　　果

２．１　ＰＡ的空白检测限（ＬｏＢ）　６０个空白样本的数据为非正

态分布，固采用非参数检验的统计学方法。将数据由小到大排

列，根据公式，ＬｏＢ为第［ＮＢ（９５／１００）＋０．５］位对应的数值，当

犖犅＝６０，ＬｏＢ即为第５７．５位数。空白样本检测结果排序后第

４０～６０位数见表１。第５７．５位数结果为１６．０７＋（１６．６３－

１６．０７）×０．５，ＬｏＢ即为１６．３５ｍｇ／Ｌ。

表１　　空白样本检测结果第４６～６０位数

秩号 检测结果（ｍｇ／Ｌ）

４６ １０．１５

４７ １０．７６

４８ １１．１４

４９ １１．８３

５０ １２．４４

５１ １３．１５

５２ １３．４７

５３ １４．３７

５４ １４．５３

５５ １４．８５

５６ １４．９０

５７ １６．０７

５８ １６．６３

５９ １９．２２

６０ ２２．８７

２．２　ＰＡ的检测限（ＬｏＤ）及定量检测限（ＬｏＱ）　６支校准品共

得到６０个数据，其检测结果见表２。该数据不符合正态分布，

所以采用非参数检验的方法。ＤＳβ是低浓度样本测定值中位

数的值与低浓度样本的第５个百分位数值的间距，利用统计软

件计算，其中位数为２７．８３５，５％位数为２５．９５５，则 ＤＳβ＝

２７．８３５－２５．９５５＝１．８８。ＬｏＤ＝ＬｏＢ＋ＤＳβ，即为１８．２３ｍｇ／Ｌ。

综合标准差 犛犇２Ｓ ＝（ｎ１犛犇
２
Ｓ１ ＋ｎ２犛犇

２
Ｓ２ ＋ …ｎ６犛犇

２
Ｓ６）／（ｎ１ ＋

ｎ２＋…＋ｎ６），计算得犛犇ｓ＝３．４９。平均偏倚＝（５．６７＋５．３７＋

５．２４＋５．０６＋５．０４＋４．４４）／６＝５．１４。总误差ＴＥ＝５．１４＋２×

３．４９＝１２．１２。ＴＥ 大于实验室制定的质量目标２５％，即

３５８．７５ｍｇ／Ｌ，所以ＬｏＱ≠ＬｏＤ，应采用较高浓度的定值标本

再次确定ＬｏＱ。

２．３　ＰＡ的功能灵敏度（ＦＳ）　将高值标本和低值标本按比例

混合成６个浓度，每个浓度检测１０次，检测结果如表３。表

中，样品２的犆犞值为１５．４１％，大于２０％，所以确定ＰＡ的功

能灵敏度为２５．００ｍｇ／Ｌ。

表２　　低浓度校准品检测结果

ＰＡ

（ｍｇ／Ｌ）
校准品１ 校准品２ 校准品３ 校准品４ 校准品５ 校准品６

平均值 ２９．３３ ２９．６３ ２９．７６ ２９．９４ ２９．９６ ３０．５６

标准差 ２．７７ ３．２４ ３．３２ ３．６８ ３．９４ ３．８２

偏倚 －５．６７ －５．３７ －５．２４ －５．０６ －５．０４ －４．４４

表３　　患者标本检测结果

ＰＡ 样品１ 样品２ 样品３ 样品４ 样品５ 样品６

平均值（ｍｇ／Ｌ） １５．１４ ２５．００ ３８．４３ ４３．８８ ５０．２１ ６１．７８

标准差（ｍｇ／Ｌ） ３．６９ ３．８５ ３．８４ ３．４２ ３．４７ ２．３４

犆犞（％） ２４．３５ １５．４１ １０．００ ７．８０ ６．９１ ３．７９

３　讨　　论

本研究根据美国临床和实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）的ＥＰ

１７Ａ文件《检出限和定量检出限确定方案批准指南》以及国内

灵敏度检测通用方法的相关要求，确定了本实验室前清蛋白检

测的空白限ＬｏＢ为１６．３５ｍｇ／Ｌ、检测限ＬｏＤ为１８．２３ｍｇ／Ｌ

以及功能灵敏度ＦＳ为２５．００ｍｇ／Ｌ。

ＥＰ１７Ａ的评价方法与灵敏度常规评价方法相比，更符合

统计学要求，但是实际应用时常规临床实验室很难达到其部分

要求，现将两种方法做一简单比较［８１０］。见表４。

表４　　ＥＰ１７Ａ的评价方法与常规评价方法的比较

指标 ＥＰ１７Ａ 常规方法

ＬｏＢ与ＬＬＤ
至少６０个空白测定，多天使用检测值，参数或非参数检

验方法

１０～２０个空白测定，１ｄ或多天使用初始值转换成检测

值

ＬｏＤ与ＢＬＤ 参数或非参数检验方法 参数检验方法，尝试法

ＬｏＱ与ＦＳ ＴＥ大于质量目标时对应的浓度 犆犞为２０％时对应的浓度，尝试法

　　由表４可以看到，ＥＰ１７Ａ文件中ＬｏＢ的测定没有初始值

转换的步骤，应用检测值数据更加直观、准确。为避免基质效

应的影响，文件建议使用不含标示物的血清标本，这在临床实

验室中很难制备，所以研究中选用了生理盐水作为空白。

ＬｏＤ的测定采用参数或非参数检验的方法，测量方法基

于低浓度样本的综合标准差，而常规方法采用多浓度尝试的方

法，并且没有考虑数据的分布情况，统一使用参数检验的方法

有一定的局限性。不过，采用非参数检验的方法确定ＬｏＤ时，

样品浓度范围越大，所得到的越大，ＬｏＤ也越大。

常规方法测定ＦＳ时也采用了尝试法，实际工作中很难得

到犆犞值正好为２０％时所对应的浓度。相对地，ＬｏＱ的测定

基于总误差，其中还考虑了偏差的存在，其要（下转第１９１３页）
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ｒｐｏＢ基因突变所致
［７］，ｒｐｏＢ基因突变导致 ＲＦＰ不能与细菌

ＲＮＡ聚合酶β亚单位结合，而出现耐药
［８］，ｒｐｏＢ基因ＤＮＡ微

阵列检测６个位点、１３个突变型。ＫａｔＧ基因突变引起过氧化

氢酶活性降低，导致ＩＮＨ耐药，ｉｎｈＡ基因突变使 ＮＡＤＨ酶失

去了和ＮＡＤＨ的亲和力，导致ＩＮＨ 耐药
［９］，ＫａｔＧ基因、ｉｎｈＡ

基因ＤＮＡ微阵列各检测１个位点，分别为 ＫａｔＧ的３１５位两

个突变型，ｉｎｈＡ基因启动子１个突变型。ＤＮＡ微阵列技术就

是一种建立于ＰＣＲ基础上结合高特异性的ＤＮＡ探针来检测

上述位点及突变的杂交方法。试验中ＤＮＡ微阵列法对ＲＦＰ

的检测结果与比例法的药敏结果复合较好，灵敏度是９１．０％，

特异性是１００％，对ＩＮＨ的灵敏度是７５．０％，特异性是１００％，

说明ｒｏｐＢ、ｋａｔＧ、ｉｎｈＡ基因作为结核分枝杆菌耐药性快速诊断

标志具有很好的代表性。并且ｒｐｏＢ的位点突变中，５３１、５２６、

５１６位的突变最为常见，微阵列法包含了上述位点及突变，所

以检测ＲＦＰ有较好的敏感性。在对ＩＮＨ 的检测中，有６株

ＩＮＨ比例法耐药的菌株，基因微阵列法未检出，原因可能是除

ＫａｔＧ、ｉｎｈＡ外，ＫａＳＡ和ａｈｐｃ基因也与ＩＮＨ的耐药有一定的

关系，ａｈｐｃ基因突变可导致ａｈｐｃ表达增强，它的过量表达可

以补偿因ＫａｔＧ基因突变的损失，一般将ａｈｐｃ基因作为 ＫａｔＧ

基因损伤的标志。ＫａｔＧ 基因突变除３１５位，４６３位还可见

１０４Ａｒｇ，１０８Ｈｉｓ等密码子突变，不过也有学者认为 ＫａｔＧ４６３

密码子是一个多态性位点，因此其突变与ＩＮＨ耐药关系不大。

芯片设计中对ＩＮＨ的突变检测ＫａｔＧ基因只设计了３１５位，是

否因突变位点检测的缺失还有待进一步的检测分析。另外，尽

管分子生物学类技术如ＤＮＡ微阵列有很多优势，但样本中结

核分枝杆菌数目较少或者样本中存在抑制ＤＮＡ 扩增的物质

等，也有可能造成假阴性［１０］。

综合看来，ＤＮＡ微阵列技术具有快速、灵敏度好、特异性

高的特点，可作为临床快速检测结核分枝杆菌耐药株的筛选试

验，尤其是在耐多药结核病的筛选中具有重要价值。可以为临

床诊断、选择和调整耐药结核病的治疗方案提供参考，在积极

应对结核尤其是耐多药结核病，遏制结核的传播，降低结核病

的病死率方面有重要意义。
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求比ＦＳ的要求更高。但是ＬｏＱ的确定要求使用低浓度的定

值样品，这样才能估计偏差的大小，而常规实验室中很难得到

定值样品。本研究中ＰＡ为多点校准，正好有低浓度的定值校

准品３５ｍｇ／Ｌ，但是其计算的ＴＥ为１２．１２ｍｇ／Ｌ，不满足本实

验室的要求（２５％，３５８．７５ｍｇ／Ｌ），所以应用浓度稍高的样品

确定ＬｏＱ。在测定ＦＳ时，将高值标本和低值标本按一定比例

混合，多次测量取均值作为该浓度的标示值，实验没有考虑稀

释效应以及标示值与可接受真值的偏差。本研究中浓度差距

稍大，所以暂定ＦＳ为２５ｍｇ／Ｌ，其犆犞值为１５．４１％，如果采用

犆犞值和浓度线性回归的方法，犆犞 为２０％时 ＦＳ为２０．２０

ｍｇ／Ｌ。

临床检测ＰＡ时，低于１６．３５ｍｇ／Ｌ的应报告“未检出；浓

度小于２５ｍｇ／Ｌ”；浓度介于１６．３５ｍｇ／Ｌ～２５ｍｇ／Ｌ的应报告

“检出，但不能定量；浓度大于２５ｍｇ／Ｌ”；浓度大于２５ｍｇ／Ｌ的

则直接报告检测值。
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１０１．

［１０］柯培锋，韦僖雯，欧财文，等．化学发光法检测ＴＳＨ可报告低值结

果的选择与评价［Ｊ］．检验医学，２０１０，２５（２）：１３９１４１．

（收稿日期：２０１４０２１４）
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