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胶乳增强免疫比浊法测定降钙素原方法学评价及临床意义
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　　摘　要：目的　对降钙素原（ＰＣＴ）胶乳增强免疫比浊检测试剂盒进行性能评估并且探讨在脓毒症评估中的应用价值。方法

　采用胶乳增强免疫比浊试剂测定ＰＣＴ，根据美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）的标准化评价方案对方法进行精密度、回收率、

线性、抗干扰等评价及临床应用。结果　在０．５μｇ／Ｌ和２．０μｇ／Ｌ这２个医学诊断水平，此方法批内和日间变异系数分别为

犆犞＜５．０％和犆犞＜２．０％，平均回收率为１００．６％。检测线性范围为０．０５～６０μｇ／Ｌ，判断依据为狉
２＝０．９９６。试剂在开口１个月

和３７℃水浴８ｄ保存过程中，测值偏差小于１０％。跟ＲｏｃｈｅＰＣＴ试剂（化学发光法）相比具有高度的相关性。抗干扰性强，总胆

红素小于或等于６００μｍｏｌ／Ｌ，血红蛋白小于或等于４００ｍｇ／ｄＬ，三酰甘油小于或等于１０００ｍｇ／ｄＬ，类风湿因子小于或等于２００

ＩＵ／ｍＬ对试剂盒的测定均无影响。实验组血清ＰＣＴ检测结果为（１４．７８３±５．６５４）μｇ／Ｌ，与健康对照组（０．２３７±０．１０７）μｇ／Ｌ比

较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　胶乳增强免疫比浊法测定血清ＰＣＴ快速、准确、稳定、可靠、适用于临床脓毒症诊断。
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　　降钙素原（ＰＣＴ）是降钙素的前体，是一个含有１１６个氨基

酸糖蛋白，相对分子质量１３×１０３。ＰＣＴ基因位于人类第１１

号染色体上，在健康人群体内主要在甲状腺滤泡细胞生成和分

泌，肺细胞也会生成和分泌少量的ＰＣＴ。在人体中特殊蛋白

酶的作用下，ＰＣＴ分解成氨基端肽，活性降钙素和降钙蛋白三

部分［１］。ＰＣＴ在人体内的半衰期为２０～２４ｈ，稳定性好，在分

泌入血液前，由于大部分ＰＣＴ被蛋白酶分解，只有少量的进入

人体血液循环中，因此在健康人群血液中浓度极低（小于０．５

μｇ／Ｌ）。ＰＣＴ与其他炎症指标相比，是一种非常敏感而且特异

的血清标志物［２］。在细菌感染２～３ｈ后，即可升高，因此，对

于细菌感染具有早期诊断价值。在局部感染，病毒性感染或自

身免疫性疾病时ＰＣＴ浓度不增加或者少量增加。只有在有严

重的全身系统性感染的人群中，如脓毒症或者严重脓毒症患者

血液中ＰＣＴ浓度才明显升高。因此，决定了ＰＣＴ具有高度的

特异性［３］。除了以上所述，ＰＣＴ检测在指导临床正确使用抗

菌药物，减少耐药菌株的产生等方面也具有良好的效果［４］。

１　资料与方法

１．１　一般资料　血清样本取自２０１４年３～４月在宁波美康国

宾健康管理中心体检人员中的健康人群２００例，无心、肝、肾等

病史，其中男１００例，平均４９岁；女１００例，平均４１岁。另选

２０１４年１～６月间在美康中医院诊断患有脓毒症患者１３０例，

其中男９０例，女４０例，平均５２岁，其中还包括溶血、脂血、黄

疸、类风湿因子呈阳性的样本各１０例，用作抗干扰性能分析

试验。
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１．２　仪器与试剂　ＰＣＴ检测试剂盒（胶乳增加免疫比浊法）

及其配套校准品来自宁波美康生物科技股份有限公司，对照试

剂ＰＣＴ检测试剂盒（化学发光法）及其配套校准品采购自罗氏

公司。ＰＣＴ检测试剂盒（胶乳增加免疫比浊法）配套质控品来

自宁波美康生物科技股份有限公司，ＰＣＴ检测试剂盒（化学发

光法）配套质控品采购自罗氏公司。美康生物ＰＣＴ检测试剂

盒使用 Ｈｉｔａｃｈｉ７１８０型全自动生化分析仪进行检测。对照试

剂ＲｏｃｈｅＰＣＴ检测试剂盒使用ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓｅ６０２全自动免疫

分析仪进行检测。

１．３　方法

１．３．１　检测原理　样本中的ＰＣＴ与表面包被有抗ＰＣＴ抗体

的胶乳颗粒结合后，使相邻的胶乳颗粒彼此交联，发生凝集反

应产生浊度。该浊度与样本中的ＰＣＴ浓度呈正比，与同样条

件下校准液相比较，可以算出样本中ＰＣＴ浓度。

１．３．２　主要分析参数　样本体积１５μＬ，Ｒ１体积２１０μＬ，Ｒ２

体积７０μＬ，主波长６００ｎｍ，采用终点法。反应温度为３７℃，

反应方法为向上反应。

１．３．３　精密度　根据美国临床实验标准委员会（ＣＬＳＩ）ＥＰ５

Ａ２文件对于精密度的评价要求。分别测定低值（０．５μｇ／Ｌ）、

高值（２μｇ／Ｌ）２种临床诊断水平的ＰＣＴ浓度，２ｈ内各浓度连

续测定２０次，每天测定１次，连续测定２０ｄ计算均值（狓）、标

准差（狊）、变异系数（犆犞）。

１．３．４　线性范围测定　按（ＣＬＳＩ）ＥＰ６Ｐ文件做线性评价标

准。取高浓度 ＰＣＴ血清（５９．５３μｇ／Ｌ）和低浓度 ＰＣＴ血清

（０．０５２μｇ／Ｌ）按不同比例混合。稀释成７个不同浓度的样本，

其中０μｇ／Ｌ为生理盐水。在仪器上用本试剂从低值到高值，

然后从高值到低值对８个不同浓度的样本分别平行测定５次，

求得均值为犢，理论值为犡。

１．３．５　回收率　取低值（０．５μｇ／Ｌ）和高值（２０．０μｇ／Ｌ）新鲜

血清样本各１份。以不同比例混合配制分析样品，然后分别测

定ＰＣＴ浓度，每份血清测定３次，取平均值，计算回收率。

１．３．６　稳定性　将试剂在２～８℃下，上机开瓶与不开瓶放置

３０ｄ，第０天校准后，随后不再校准，分别在第０，２，４，８，１２，２０，

３０天测相同２份（低值，高值）血清样本。３７℃热破坏性试验

中，将试剂密封放入３７℃水浴中８ｄ，每次测定前从水浴拿出

重新校准，分别在第０、２、４、６、８天测相同２份（低值，高值）血

清样本。为了排除血清样本的不稳定性，２份血清样本各分装

成１２份后，保存在－２０℃，每次检测时各取一份复溶后检测。

１．３．７　相关性分析　根据（ＣＬＳＩ）ＥＰ９Ａ２文件做方法学比

较。以ＲｏｃｈｅＰＣＴ检测试剂盒在ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓｅ６０２免疫分析

仪的检测结果为对照考核ＰＣＴ胶乳增强免疫比浊试剂盒在

Ｈｉｔａｃｈｉ７１８０全自动生化分析仪上的检测结果。

１．３．８　抗干扰试验　１０例黄疸样本中的总胆红素（ＴＢｉｌ）浓

度为４０～６００μｍｏｌ／Ｌ；１０例类风湿因子（ＲＦ）阳性样本中的

ＲＦ浓度为５０～２００ＩＵ／ｍＬ；１０例溶血样本中的血红蛋白

（Ｈｂ）浓度为１００～４００ｍｇ／ｄＬ；１０例脂血样本中的三酰甘油

（ＴＧ）浓度为２００～１０００ｍｇ／ｄＬ。每份样本用胶乳增强免疫

比浊试剂盒和Ｒｏｃｈｅ试剂盒（化学发光法）测定３次，取平均

值，并且观察２种试剂盒检测结果的差异。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。计量

资料以狓±狊表示，相关性分析采用直线方程，犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　批内和日间精密度结果　见表１。

表１　　批内与日间的精密度

标本
批内

狓（μｇ／Ｌ） 狊 犆犞（％）

日间

狓（μｇ／Ｌ） 狊 犆犞（％）

低值 ０．５１２ ０．０２４０ ４．６８ ０．５０８ ０．０２５１ ４．９４

高值 ２．２１ ０．０４１０ １．８６ ２．１６ ０．０４２１ １．９５

２．２　线性范围的试验结果　取高浓度样本（５９．５３μｇ／Ｌ）和低

浓度样本（０．０５２μｇ／Ｌ）按不同比例混合配制出不同浓度的样

本用于线性实验，见表２（见《国际检验医学杂志》网站主页＂论

文附件＂）。按照上述方法，配制出来的７份样本的理论浓度由

高到低依次为５９．５３、４４．６６、２９．７９、１４．９２、３．０３、０．６５和０．０５２

μｇ／Ｌ，再加上生理盐水为０μｇ／Ｌ，一共８个不同浓度的样本用

于线性实验，见表３。回归方程为犢＝１．０３１犡－０．３０１，狉２＝

０．９９６。ＰＣＴ试剂盒的检测线性范围为０．０５～６０μｇ／Ｌ。

表３　　胶乳增强免疫比浊ＰＣＴ试剂盒线性分析实验结果

样本号 高浓度∶低浓度 稀释因子从高值到低值测５次后的平均值从低值到高值测５次后的平均值 测值（平均值） 理论值

１ Ｎ／Ａ Ｎ／Ａ ０ ０ ０ ０

２ ０∶１００ Ｎ／Ａ ０．０７２ ０．０５９ ０．０６５ ０．０５２

３ １∶９９ １００ ０．５９ ０．５３ ０．５６ ０．６５

４ ５∶９５ ２０ ３．２９ ３．４９ ３．３９ ３．０３

５ ２５∶７５ １０ １４．５８ １５．０５ １４．８２ １４．９２

６ ５０∶５０ ２ ３１．４７ ３２．７８ ３２．１３ ２９．７９

７ ７５∶２５ １．０５ ４０．２３ ４２．８９ ４１．５６ ４４．６６

８ １００∶０ １ ５８．２３ ５７．４３ ５７．８３ ５９．５３

２．３　回收率　平均回收率１００．６％，见表４。

２．４　稳定性　２～８℃闭口保存的试剂测值最大相对偏差

３．８％（低值）、５．１％（高值），２～８℃开口保存的试剂测值最大

相对偏差３．７％（低值）、５．２％（高值），３７℃闭口保存的试剂
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测值最大相对偏差３．８％（低值）、３．９％（高值）。见表５（见《国

际检验医学杂志》网站主页＂论文附件＂）。

表４　　试剂回收试验结果

样本号 理论值（μｇ／Ｌ） 回收浓度（μｇ／Ｌ） 回收率（％）

１ ０．５ ０．５２１ １０４．２０

２ １．０ ０．９８４ ９８．４０

３ ２．０ ２．０９ １０４．５０

４ ５．０ ４．９１ ９８．２０

５ １０．０ ９．９１ ９９．１０

６ ２０．０ １９．８９ ９９．４５

２．５　试剂盒相关性分析　１４０例样本（不包括用于做抗干扰

试验的４０份）以Ｒｏｃｈｅ试剂盒的检测结果划分浓度梯度，其中

ＰＣＴ＜０．５μｇ／Ｌ的有７８例，０．５～２．０μｇ／Ｌ的有４２例，ＰＣＴ

＞２．０μｇ／Ｌ的有２０例。其中９份血清样本的浓度大于６０

μｇ／Ｌ高于胶乳增强免疫比浊试剂盒的检测上限，２５份血清样

本的浓度小于０．０５μｇ／Ｌ，低于胶乳增强免疫比浊试剂盒的检

测下限，因此，将有效数据的１０６份样本进行相关性和偏倚的

分析。罗氏试剂盒的检测均值为４．４５μｇ／Ｌ，范围为０．０５～

５６．９８μｇ／Ｌ；胶乳增强免疫比浊试剂盒的检测均值为４．５８μｇ／

Ｌ，范围为０．０９～５９．１２μｇ／Ｌ。相关性分析显示胶乳增强免疫

比浊试剂盒的测定值与Ｒｏｃｈｅ试剂盒的测定值呈显著相关，回

归方程为（犢 胶乳＝１．００３犡Ｒｏｃｈｅ＋０．１１０，狉２＝０．９７５）。根据

ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ方法分析显示胶乳增强免疫比浊试剂盒与罗氏

试剂盒测定值的平均偏倚为０．３μｇ／Ｌ，一致性界限为－５．０６

～５．６７μｇ／Ｌ，见图１。

图１　　胶乳增强免疫比浊试剂测值与罗氏试剂测值结果

比较ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图

２．６　抗干扰试验　在对每类血清１０份，总共４０份的检测中，

其中测值都是在试剂盒检测范围之内。２种试剂盒检测结果

显示（血清样本 ＴＢｉｌ≤６００μｍｏｌ／Ｌ，Ｈｂ≤４００ｍｇ／ｄＬ，ＴＧ≤１

０００ｍｇ／ｄＬ或者ＲＦ≤２００ＩＵ／ｍＬ）测定值呈显著相关，因此血

清中的干扰物对这２种试剂盒的测定均无影响。

２．７　临床试验　２００例健康对照组，用胶乳增强免疫比浊试

剂检测血清ＰＣＴ在健康人群中呈正态分布，男性ＰＣＴ浓度

（０．２５±０．１１２）μｇ／Ｌ，女性ＰＣＴ浓度（０．２２４±０．１０２）μｇ／Ｌ，不

同年龄组间及不同性别间比较差异均无统计学意义（犘＞

０．０５）。１３０例脓毒症患者，血清ＰＣＴ平均浓度为（１４．７８３±

５．６５４）μｇ／Ｌ，其中有８位患者检测呈阴性反应，ＰＣＴ＜０．５μｇ／

Ｌ，４３位患者ＰＣＴ浓度在０．５～２．０μｇ／Ｌ，占患者总人数的

３３％，其他患者的ＰＣＴ＞２．０μｇ／Ｌ。与健康对照组ＰＣＴ平均

浓度（０．２３７±０．１０７）μｇ／Ｌ比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），阳性检出率为９４％ （１２２／１３０）。

３　讨　　论

早期，在对细菌性感染以及由感染引起的脓毒症的诊断

中，缺乏相关的标志物。通过传统的血培养来诊断，往往要花

费很长的时间，因此对急诊室和重症监护室来说是一个重大的

挑战。由于我国人口多，很多经济发达地区人口密度高，工业

化造成的环境污染，使各种感染以及由感染造成的脓毒症发生

率增高。ＰＣＴ作为最新的细菌感染的标志物，对脓毒症的诊

断和预后评估是相当重要的，相较于其他炎症因子如白细胞介

素ＩＬ６，ＩＬ８，Ｃ反应蛋白以及白细胞计数等，ＰＣＴ在早期脓毒

症诊断中具有更好的灵敏度和特异度［５］。

本研究显示，ＰＣＴ（胶乳增强免疫比浊法）具有较好的精密

度（批内低值小于５．０％，高值小于２．０％；日间低值小于

５．０％，高值小于２．０％），检测线性范围为０．０５～６０．０μｇ／Ｌ，

能够满足临床检测需要。试剂稳定性好并且具有良好的抗干

扰性能，对溶血、黄疸、脂血和含有高浓度类风湿因子的样本基

本没有影响。本研究中把Ｒｏｃｈｅ公司的ＰＣＴ化学发光试剂作

为对照试剂盒行进了相关性分析。通过检测分析，ＰＣＴ（胶乳

增强免疫比浊法）检测试剂盒和Ｒｏｃｈｅ试剂盒具有良好的相关

性。由于ＰＣＴ具有高灵敏度和特异度的特点，因此，在临床检

测脓毒症中应用潜力大。而且随着ＰＣＴ在国内临床检测中不

断的开放，检测量也会随之增长。胶乳增强免疫比浊ＰＣＴ试

剂在全自动生化分析上实现了自动化检测，和化学发光试剂相

比较具有检测时间短，操作简便，可以实现高通量检测的特点，

可以广泛应用在临床对脓毒症诊断中。
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