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两种方法测定血清人附睾蛋白４的方法学比对及偏倚评估
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　　摘　要：目的　对电化学发光法与ＥＬＩＳＡ法两种定量检测血清人附睾蛋白４（ＨＥ４）的方法进行性能比较，探讨其检测结果

的准确性及实用价值。方法　根据美国临床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）ＥＰ９Ａ２文件，用罗氏全自动电化学免疫分析系统为

比较方法（犡），以ＥＬＩＳＡ为实验方法（犢），两种方法均严格按照试剂盒要求进行操作检测。结果　ＥＬＩＳＡ法与电化学发光法均能

较准确地反映血清中 ＨＥ４水平，两种方法比较相关系数狉≥０．９７５，显示高度相关。二者经配对样本狋检验比较，差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。结论　由于 ＨＥ４因ＣＬＩＡ′８８未给出具体医学决定水平以及临床可接受水平，因此不能计算出预期偏倚的可信区

间，未能判断临床是否可接受。根据配对样本ｔ检验的比较，只能说明这两种检测方法在一定程度上可以交替使用。
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　　卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤，也是妇科肿瘤病死率最高

的肿瘤类型。目前卵巢癌诊断的常用肿瘤标志物是癌抗原

１２５（ＣＡ１２５），但是这一肿瘤标志物在卵巢癌早期诊断中敏感

度与特异度均不够。科学家们急需找到更合适的肿瘤标记物，

因此人附睾蛋白４（ＨＥ４）应运而生。ＨＥ４编码基因最早是从

附睾上皮远端分离出来，位于染色体２０ｑ上，全长为１２ｋｂ左

右，１９９９年研究者通过ｃＤＮＡ微阵列分析，发现 ＨＥ４（又名

ＷＦＤＣ２）ｍＲＮＡ在卵巢癌组织中高表达，而在癌旁组织中不

表达。因此近年来国内外已有将血清中 ＨＥ４水平广泛应用于

早期卵巢癌诊断的报道［１６］。国内外许多厂家都开始陆续研究

这一标志物并且提供测定试剂，检测方法学也不尽相同，因此

各试剂测定结果的可比性尚待评估，现按照美国临床实验室标

准化委员会（ＮＣＣＬＳ）指南文件ＥＰ９Ａ２
［７］，对两种方法测定血

清 ＨＥ４进行比较，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　标本来自２０１２～２０１３年佛山市第一人民医

院门诊、住院患者以及体检人群的血清。

１．２　仪器与试剂　罗氏ＣＯＢＡＳＥ６０１全自动电化学发光分

析仪；罗氏诊断产品（上海）有限公司 ＨＥ４检测试剂盒；上海研

谨生物科技有限公司 ＨＥ４ＥＬＩＳＡ检测试剂盒。均采用试剂

盒附带的校准品和质控品。

１．３　方法　按用户手册对仪器进行常规维护保养，严格按试

剂说明书设置化学参数并校准，当日质控在控进行临床样本测

定。取当日８份样本编号后，分别用两种方法按顺序１～８测

定血清ＨＥ４活性，再按相反顺序８～１重复测定，２ｈ内完成检

测，连续５ｄ得到４０组数据
［８］。化学发光法为本实验比较方

法（犡）；上海研谨生物科技有限公司 ＨＥ４ＥＬＩＳＡ检测试剂盒

为实验方法（犢）。

１．４　统计学处理　计算每个标本重复测定值间的差值、每个

标本测定值的均值以及两种方法测定结果均值间的差值，按

ＥＰ９Ａ２文件进行离群值检验。采用ＥＰ１．８５版软件，软件自

动检查方法内及方法间离群点。Ｘ范围尽可能覆盖比较方法

的线性范围，同时相关系数狉≥０．９７５（狉２≥０．９５）。用ＳＰＳＳ

１７．０统计软件计算相关系数和线性回归方程（犢 实验＝ＢＸ比

较＋Ａ），制作散点图和偏倚图。用比较方法与实验方法的相

关系数（狉）粗略估计Ｘ的分布范围是否合适，如狉≥０．９７５，则
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认为分布范围合适，直线回归统计的斜率和截距可靠。

２　结　　果

实验数据按ＥＰ９Ａ２的要求离群值检测，发现方法内及方

法间无离群值。从图１可以看出，在犡＝０的中线附近无离群

的散点。图２中线性回归方程犢＝０．９７６犡－１．１６５，狉＝

０．９９８４（狉２＝０．９９６），两种方法相关性良好。实验方法与比较

方法的检测结果差别估计对两种检测方法进行配对样本均数

的狋检验，推断实验方法（ＥＬＩＳＡ法）与比较方法（电化学发光

法）检测结果比较差异有无统计学意义。计算得出全部检测结

果经配对后各对差值犱的均数狓＝３．６６，均数的标准差狊＝

１３．１６，在９５％的置信区间下，狋＝１．７６。按α＝０．０５水准，认为

两种方法测量结果比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

图１　　两种方法测定血清 ＨＥ４结果偏差图

图２　　两种方法测定血清 ＨＥ４均值散点图

３　讨　　论

ＣＡ１２５目前虽被广泛应用于卵巢癌诊断，但由于早期患

者中只有５０％的患者血清ＣＡ１２５水平升高，另外有１％健康

妇女、３％良性卵巢肿瘤、６％非卵巢相关的良性疾病也可伴血

清ＣＡ１２５水平升高，故血清ＣＡ１２５测定对早期卵巢癌诊断的

敏感度和特异度均不高［９］。与ＣＡ１２５相比，ＨＥ４的敏感度更

高、特异度更强，尤其是在疾病初期无症状表现的阶段。疾病

早期 ＨＥ４诊断的敏感度是８２．７％，而ＣＡ１２５却仅有４５．９％。

与ＣＡ１２５仅２０％的特异度相比，ＨＥ４的特异度高达９９％。这

意味着，临床医生对 ＨＥ４的检测结果更有信心。当临床医生

仅仅凭借ＣＡ１２５的检测结果诊断卵巢癌时，１０位女性中可能

有８位会被误诊。因此 ＨＥ４是目前卵巢癌早期筛查的最好的

单一标志物［１０］。随着现代科技的进步和检验医学的迅速发

展，测定血清 ＨＥ４的检验方法有了比较多的选择。目前常用

的检测血清 ＨＥ４的最主要的方法有ＥＬＩＳＡ和电化学发光法

两种，因此对上述两种方法的可比性评估具有非常重要的临床

意义。

本次试验参考ＥＰ９Ａ２文件的规定对血清 ＨＥ４进行比对

研究，并根据ＮＣＣＬＳＥＰ９Ａ２４０批准文件中的以下条件对用

法学发光法作为参比方法进行确定：（１）具有比待评方法更好

的精密度；（２）可能的情况下，不受已知干扰物质的干扰；（３）使

用与待评方法相同的单位；（４）可能的情况下，与标准品或参考

方法有已知的相对偏倚（可溯源性）。从图２中发现，以电化学

发光法的检测结果为参考标准，ＥＬＩＳＡ法与之相比较的相关

系数狉＝０．９９８４，二者呈直线相关（狉２＝０．９９６）。相关系数只

是告知数据分布范围是否可用于回归分析，而不能用来作为判

断方法性能的可接受指标，因此，必须还要将医学决定水平代

入相应的回归方程，计算出该处的预期偏倚的可信区间，来评

估两种方法之间的误差是否在允许的范围内，方可判断临床是

否可接受。由于 ＨＥ４是一个近年推出的卵巢癌肿瘤标志物指

标，虽然大量研究表明 ＨＥ４作为新的卵巢肿瘤标志物具有较

高的敏感度和特异度，在卵巢癌的早期筛查上有非常大的潜

力，但是由于血清 ＨＥ４目前因ＣＬＩＡ′８８未给出具体的医学决

定水平以及临床可接受水平，因此不能计算出预期偏倚的可信

区间，不能判断临床是否可接受。因此希望能够尽快给出这个

项目明确统一的医学决定水平、参考标准、参考方法等使之能

够溯源，才可以有效地减少系统误差，使以后应用在临床上的

不同检测系统之间的结果得以互认，以尽量减少不必要的重复

检测。根据配对样本狋检验的比较，电化学发光法和ＥＬＩＳＡ

这两种方法测定血清 ＨＥ４的结果比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５），因此这两种方法在一定程度上可以交替使用。
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ｅｒＲｅｓ，２００３，６３（１３）：３６９５３７００．

［３］ ＭｏｏｒｅＲＧ，ＢｒｏｗｎＡＫ，ＭｉｌｌｅｒＭＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｕｓｅｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｎｏｖｅｌ

ｔｕｍｏｒｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎｐａ

ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｐｅｌｖｉｃｍａｓｓ［Ｊ］．ＧｙｎｅｃｏｌＯｎｃｏｌ，２００８，１０８（２）：４０２

４０８．

［４］ ＤｒａｐｋｉｎＲ，ｖｏｎＨｏｒｓｔｅｎＨＨ，ＬｉｎＹ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓｐｒｏ

ｔｅｉｎ４（ＨＥ４）ｉｓｓｅｃｒｅｔｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｔｉｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙｓｅ

ｒｏｕｓａｎｄｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｉｄｏｖａｒｉａｎｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００５，

６５（６）：２１６２２１６９．

［５］ 卢仁泉，郭林，胡娟．人附睾上皮分泌蛋白４在卵巢癌诊治中的应

用价值［Ｊ］．中华检验医学杂志，２００９，３２（１２）：１３７９１３８３．

［６］ 李多孚，杜静，吴才良，等．血清 ＨＥ４在诊断妇女盆腔疾病中的应

用［Ｊ］．西部医学，２０１２，２４（５）：９８２９８４．

［７］ 李莉，王睿，周欣．血清ＣＡ１２５和 ＨＥ４水平与卵巢癌病情的相关

性研究［Ｊ］．中国实验诊断学，２０１３，１７（５）：８２９８３２．

［８］ 王惠萱，贾雄飞，滕毅，等．不同试剂检测血清 ＡＬＴ结果的可比性

及偏倚评估研究［Ｊ］．现代检验医学杂志，２００９，２４（５）：６１６３．

［９］ ＭｏｓｓＥＬ，ＨｏｌｌｉｎｇｗｏｒｔｈＪ，ＲｅｙｎｏｌｄｓＴＭ．ＴｈｅｒｏｌｅｏｆＣＡ１２５ｉｎ

ｃｌｉｎｉｃａｌｐｒａｃｔｉｃｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＰａｔｈｏｌ，２００５，５８（３）：３０８３１２．

［１０］张月萍．人附睾蛋白４诊断卵巢癌的临床应用［Ｊ］．中国实验诊断

学，２０１２，１７（１）：１１５１１６．

（收稿日期：２０１４１１１０）

·８１６· 国际检验医学杂志２０１５年３月第３６卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．５


