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·论　　著·

基于ＣＬＳＩＥＰ１２Ａ２文件要求的乙型肝炎五项定性检测性能验证

唐恩跃１，何增品２，崔晓花２，杨永平２，熊秋霞２△

（１．云南省保山市人民医院检验科　６７８０００；２．昆明医科大学第一附属医院检验科，昆明６５００３２）

　　摘　要：目的　对昆明医科大学第一附属医院检验科免疫室酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）定性项目乙型肝炎（乙肝）五项进行

性能验证。方法　采用ＥＬＩＳＡ，通过稀释乙肝五项各项目强阳性标本得到临界值浓度（Ｃ５０）并验证其是否正确；采用各个项目

Ｃ５０－２０％～＋２０％浓度范围的重复性实验验证其结果是否包含Ｃ５～Ｃ９５区间；用Ｃ５０＋２０％浓度验证检测限；常规手工操作

试验和ＴＥＣＡＮ全自动酶免检测两种方法检测１０例阳性和１０例阴性标本，对其结果进行方法学比较及分析。结果　５个项目

Ｃ５０验证正确；Ｃ５０－２０％～＋２０％浓度范围包含了Ｃ５～Ｃ９５区间；检测限验证通过；５个项目两种方法检测结果一致性检验

Ｋａｐｐａ系数均为１。结论　本实验室乙肝五项定性检测使用方法及试剂盒相关性能均验证合格，常规手工操作试验方法和ＴＥ

ＣＡＮ全自动酶免检测方法两种方法学比较结果一致性较好。
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　　近年来，各大医院实验室将通过ＩＳＯ１５１８９实验室质量和

能力的认可纳入到了实验室的发展规划中。在质量体系的构

建中，对试验方法进行方法学性能验证是实验室技术要求中非

常重要的一环，在２０１３年４月实施的ＩＳＯ１５１８９补充文件

ＣＮＡＳＣＬ３９实验室质量和能力的认可准则在免疫学检验领域

的应用中，对免疫学定性检验方法的性能验证内容提出了具体

的要求［１］。定性项目的性能评价包括重复性评价（分析物浓度

接近临界点时的重复性实验、批内重复性、批间重复性）、方法

学比较（包括未知临床诊断的方法学比较和已知临床诊断的方

法学比较）、检测限验证、特异性验证等。其中最主要的是分析

物浓度接近临界点时的重复性实验和方法学比较两项评价。

美国临床和实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）颁布的ＥＰ１２Ａ２文件

《定性项目的性能评价》提出定性检测重复性须验证３个浓度

值的临床标本，即Ｃ５０（临界点）、Ｃ５（低于Ｃ５０浓度２０％）和

Ｃ９５（高于Ｃ５０浓度２０％）。（１）Ｃ５０：最佳条件下，处于和接近

临界值的分析物浓度，多次重复检测此浓度的单一标本时，将

获得５０％的阳性结果和５０％的阴性结果；（２）Ｃ５：检测浓度为

Ｃ５的分析物时，将产生５％的阳性结果，用浓度＜Ｃ５的标本进

行重复性检测时，将持续得到阴性结果；（３）Ｃ９５：检测浓度为

Ｃ９５的分析物时，将产生９５．０％的阳性结果，用浓度＞Ｃ９５的

标本进行重复性检测时，将持续得到阳性结果［２］。昆明医科大

学第一附属医院检验科免疫室参照ＥＰ１２Ａ２文件对乙型肝炎

（乙肝）五项进行分析物接近临界点时的重复性实验和方法学

比较两项性能评价，同时验证检测限。

１　材料与方法

１．１　标本选择

１．１．１　质控品　阴性血清（自配）和标准血清质控品：ＨＢｓＡｇ

临界质控品０．２ＩＵ／ｍＬ（２０１５０４００２），乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）
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０．５ＩＵ／ｍＬ（２０１４０４００２），乙肝表面抗体（ＨＢｓＡｂ）１０ｍＩＵ／ｍＬ

（２０１４１１００２），乙肝ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）１ＮＣＵ／ｍＬ（２０１４０４００２），

乙肝ｅ抗体（ＨＢｅＡｂ）１ＮＣＵ／ｍＬ（２０１４８００１），乙肝核心抗体

（ＨＢｃＡｂ）２ＩＵ／ｍＬ（２０１４０９００２）均产自康彻斯坦公司。

１．１．２　分析物接近临界点时的重复性实验

１．１．２．１　定性检测重复性须验证３个浓度值的临床标本，即

Ｃ５０（临界点）、Ｃ５（Ｃ５０－２０％）和Ｃ９５（Ｃ５０＋２０％）。

１．１．２．２　如何获得系统或试剂的临界点（Ｃ５０）：检测试剂或

系统说明书可能会注明分析物的临界浓度。如果临界浓度未

知，可将阳性标本进行梯度稀释，然后对他们进行重复检测以

确定能够获得５０％阳性和５０％阴性结果的对应稀释度，这一

对应稀释度的分析物浓度即为临界点（Ｃ５０）。

１．１．３　方法学比较　收集常规检测标本２０例，其中阳性标本

７例，弱阳性标本３例，阴性标本１０例。

１．２　试剂与试剂　ＨＢｓＡｇ检测试剂（批号２０１５０３０８１）、ＨＢ

ｓＡｂ检测试剂（批号 ２０１５０６０８１）、ＨＢｅＡｇ检测试剂（批号

２０１５０２０２１）、ＨＢｅＡｂ检测试剂（批号２０１４１２４１１）、ＨＢｃＡｂ检测

试剂（批号２０１５０６０８１）均产自上海科华。仪器为瑞士 Ｔｅｃａｎ

公司生产的 ＴｅｃａｎＦｒｅｅｄｏｍＥｖｏｌｙｚｅｒ２全自动酶免一体机、

ＴｈｅｒｍｏＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３酶标仪；深圳汇松公司生产的ＰＷ９６０

全自动酶标洗板机，仪器均按ＩＳＯ１５１８９质量体系技术要求

校准。

１．３　方法

１．３．１　室内质控　如性能验证在１０ｄ内完成，每次试验质控

品重复检测２次，共提供２０次重复检测结果；如果性能验证超

过２０ｄ，则每一批次都要对每份质控品进行单次检测，总计提

供２０次重复结果。

１．３．２　分析物接近临界点时的重复性实验　将每个项目Ｓ／

ＣＯ值在３左右的阳性标本用０．９％的生理盐水进行倍比稀

释，将各稀释度进行４０次重复检测（每个项目Ｃ５０浓度ＯＤ值

接近ＣＵＴＯＦＦ值），重复检测每个项目的Ｃ５０－２０％、Ｃ５０＋

２０％浓度标本各４０次，确定每一浓度标本结果阳性和阴性的

百分比。实验操作和结果判断严格按照说明书进行。

１．３．３　检测限验证　用Ｃ９５浓度的标本，重复检测４０次。

１．３．４　方法学比较　设定手工操作、ＭＫ３比色为评价方法，

ＴＥＣＡＮ全自动酶免检测方法为靶方法，验证其符合率，分别

用常规手工操作试验方法和ＴＥＣＡＮ全自动酶免一体机同时

检测２０例标本，分布于１０ｄ内，按常规方法检测。

１．４　判断标准

１．４．１　室内质控　不合格批次在１０ｄ内不应超过１次或２０

ｄ内不超过两次，如若超出，立即停止检测工作并咨询试剂制

造商以确定原因并采取纠正措施。

１．４．２　分析物接近临界点时的重复性实验　判断标准见表

１，若Ｃ５０验证合格，则说明 Ｃ５０估计正确，若 Ｃ５０－２０％、

Ｃ５０＋２０％验证合格，则说明（Ｃ５０－２０％）～（Ｃ５０＋２０％）浓度

包含了Ｃ５～Ｃ９５的区间。

表１　　分析物接近临界点时的重复性实验判断标准

浓度 ４０次测试 结论

Ｃ５０ （１４～２６）／４０（３５％～６５％） 正确

Ｃ５０－２０％ 阴性结果≥３６／４０（９０％） 验证通过

Ｃ５０＋２０％ 阳性结果≥３６／４０（９０％） 验证通过

１．４．３　检测限验证　Ｃ９５浓度的标本重复检测４０次阳性结

果≥３６／４０则验证通过。

１．４．４　统计学处理　计算 Ｋａｐｐａ系数评价其一致性，Ｋａｐｐａ

系数大于等于０．７５，说明两种方法一致性较好，Ｋａｐｐａ系数在

０．４０～０．７５则两种方法一致性一般，Ｋａｐｐａ系数小于０．４０两

种一致性较差。计算公式为 Ｋａｐｐａ系数＝（Ｐｏ－Ｐｅ）／（１－

Ｐｅ），其中Ｐｏ是实际一致比，Ｐｅ是期望一致比。

２　结　　果

２．１　分析物浓度接近临界点的重复性验证　对各项目Ｃ５０、

Ｃ５、Ｃ９５浓度各进行４０次测试，５个项目均验证通过，说明５

个项目Ｃ５０－２０％～Ｃ５０＋２０％的浓度包含了Ｃ５～Ｃ９５的区

间。见表２。

表２　　分析物浓度接近临界点的重复性验证结果［狀／狀（％）］

项目
Ｃ５０

阳性 结论

Ｃ５０＋２０％

阳性 结论

Ｃ５０－２０％

阳性 结论

ＨＢｓＡｇ １９／４０（４７．５） 正确 ３８／４０（９５．０） 通过 ３８／４０（９５．０） 通过

ＨＢｓＡｂ ２４／４０（６０．０） 正确 ３８／４０（９５．０） 通过 ３８／４０（９５．０） 通过

ＨＢｅＡｇ ２２／４０（５５．０） 正确 ３８／４０（９５．０） 通过 ３９／４０（９７．５） 通过

ＨＢｅＡｂ １９／４０（４７．５） 正确 ３９／４０（９７．５） 通过 ４０／４０（１００．０） 通过

ＨＢｃＡｂ ２３／４０（５７．５） 正确 ３８／４０（９５．０） 通过 ３８／４０（９５．０） 通过

２．２　检测限验证　５个项目在Ｃ９５浓度时均验证通过。见

表３。

表３　　检测限验证结果［狀／狀（％）］

项目
Ｃ９５（Ｃ５０＋２０％）

阳性 结论

ＨＢｓＡｇ ３８／４０（９５．０） 验证通过

ＨＢｓＡｂ ３８／４０（９５．０） 验证通过

ＨＢｅＡｇ ３８／４０（９５．０） 验证通过

ＨＢｅＡｂ ３９／４０（９７．５） 验证通过

ＨＢｃＡｂ ３８／４０（９５．０） 验证通过

２．３　方法学比较　５个项目２０例标本用常规手工操作试验

方法和ＴＥＣＡＮ全自动酶免一体机检测阳性符合率和阴性符

合率全部为１００．０％，５个项目Ｋａｐｐａ系数全部为１，表明５个

项目常规手工操作试验方法和ＴＥＣＡＮ全自动酶免一体机检

测结果一致性较好。

３　讨　　论

　　ＩＳＯ１５１８９：２００７准则作为指导实验室建立质量体系的纲

领性文件，其第５．５．２条款指出实验室应评估所选用方法和程

序，在用于医学检验之前应证实其可给出满意结果［２］。对定性

实验而言，临界值是唯一的医学决定水平，它的高低直接关系

试验的成败［３］。用浓度接近临界值的标本作为评价材料比用

强阳性或低阴性标本更能发现检测误差［４］。根据ＥＰ１２Ａ２文

件《定性项目的性能评价》要求，乙肝五项须进行分析物接近临

界点时的重复性实验和方法学比较两项性能评价，其他的可以

选做，不作强制要求。

由于最佳条件不易获得，实验室准确估计Ｃ５０比较困难，

昆明医科大学第一附属医院检验科免疫室按照ＥＰ１２Ａ２文件

要求，乙肝五项各个项目的Ｃ５０通过稀释各（下转第３４４８页）
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Ｈｅｍａｔｏｌ，２０１６，９１（１）：７６８９．

［５］ 中华医学会儿科学分会血液学组，《中华儿科杂志》编辑

委员会．儿童骨髓增生异常综合征诊断与治疗中国专家

共识（２０１５年版）［Ｊ］．中华儿科杂志，２０１５，５３（１１）：８０４

８０９．

［６］ 覃霞，ＢａｕｍａｎｎＩ，陈静，等．１３０例骨髓增生异常综合征

（难治性血细胞减少）和获得性再生障碍性贫血患儿的临

床及病理特征分析［Ｊ］．中华血液学杂志，２０１４，３５（８）：

７１３７１８．

［７］ ＴａｒａｎＳＪ，ＴａｒａｎＲ．Ｒｏｌｅｏｆｉｒｏｎｃｈｅｌａｔｉｏｎｉｎｉｍｐｒｏｖｉｎｇ

ｓｕｒｖｉｖａｌ：Ａｎｉｎｔｅｇｒａｌｐａｒｔｏｆｃｕｒｒｅｎｔｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｍｙｅｌｏ

ｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅｓ［Ｊ］．ＳｏｕｔｈＡｓｉａｎＪＣａｎｃｅｒ，２０１５，４

（４）：１８６１８８．

［８］ 彭碧，曾白华，陈小红．铁代谢相关血清学指标在贫血诊

断中的应用价值［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１４，３５（５）：

５５２５５４．

［９］ ＣｈａｍｓｅｄｄｉｎｅＡＮ，ＪａｂｂｏｕｒＥ，ＫａｎｔａｒｊｉａｎＨＭ，ｅｔａｌ．Ｕｎ

ｒａｖｅｌｉｎｇＭｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃＳｙｎｄｒｏｍｅｓ：ＣｕｒｒｅｎｔＫｎｏｗｌｅｄｇｅ

ａｎｄＦｕｔｕｒｅＤｉｒｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１６，１８（１）：

４．

［１０］ＫａｗａｉＮ，ＭａｔｓｕｄａＡ，ＪｉｎｎａｉＩ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｐｏｓａｌｏｆｃｒｉｔｅｒｉａ

ｆｏｒｄｙｓｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｓｉｓｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ

ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＨｅｍａｔｏｌ，２０１６，１０３（２）：２２７２３３．

［１１］ＢｕｒｇｓｔａｌｌｅｒＳ，ＷｉｅｓｉｎｇｅｒＰ，ＳｔａｕｄｅｒＲ．Ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ

ｓｙｎｄｒｏｍｅｓｉｎｔｈｅｅｌｄｅｒｌｙ：ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｐｔｉｏｎｓａｎｄｐｅｒｓｏｎａｌ

ｉｚｅｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔ［Ｊ］．ＤｒｕｇｓＡｇｉｎｇ，２０１５，３２（１１）：８９１

９０５．

［１２］董海波，谢品浩，袁翠英，等．病态造血在骨髓增生异常综

合征诊断中的意义［Ｊ］．检验医学与临床，２０１６，１３（５）：

６８５６８８．

［１３］ＲｅｍａｃｈａＦ，ＡｒｒｉｚａｂａｌａｇａＢ，ＶｉｌｌｅｇａｓＡ，ｅｔａｌ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

ｉｒｏｎｏｖｅｒｌｏａｄｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｌｏｗｒｉｓｋｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ：ｉｒｏｎｃｈｅｌａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙａｎｄｏｒｇａｎｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

［Ｊ］．ＡｎｎＨｅｍａｔｏｌ，２０１５，９４（５）：７７９７８７．

［１４］陈梅，顾俊，陆弘逾，等．骨髓增生异常综合征输血依赖患

者铁代谢状况分析［Ｊ］．实用临床医学，２０１６，１７（１）：１４．

［１５］ＷｏｏｄＪＣ．Ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇｔｉｓｓｕｅｉｒｏｎｂｕｒｄｅｎ：ｃｕｒｒｅｎｔｓｔａｔｕｓ

ａｎｄｆｕｔｕｒｅｐｒｏｓｐｅｃｔｓ［Ｊ］．ＢｒＪＨａｅｍａｔｏｌ，２０１５，１７０（１）：

１５２８．

［１６］邢丽丽，秦卫玲，窦敬芳，等．细胞形态学异常在骨髓增生

异常综合征的诊断价值［Ｊ］．河南科技大学学报（医学

版），２０１６，３４（１）：１２１５．

［１７］ＭａｔｓｕｄａＡ，ＪｉｎｎａｉＩ，ＩｗａｎａｇａＭ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅ

ｔｗｅｅｎｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｌｉｎｅａｇｅａｎｄｔｙｐｅｏｆｃｙｔｏｐｅｎｉａｉｎｍｙｅｌｏ

ｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅｓｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｒｅｆｒａｃｔｏｒｙａｎｅｍｉａａｃ

ｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅＦＡＢｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪＣｌｉｎＰａｔｈｏｌ，

２０１３，１４０（２）：２５３２５７．

［１８］ＴａｒａｎＳＪ，ＴａｒａｎＲ．Ｒｏｌｅｏｆｉｒｏｎｃｈｅｌａｔｉｏｎｉｎｉｍｐｒｏｖｉｎｇ

ｓｕｒｖｉｖａｌ：Ａｎｉｎｔｅｇｒａｌｐａｒｔｏｆｃｕｒｒｅｎｔｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｍｙｅｌｏ

ｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅｓ［Ｊ］．ＳｏｕｔｈＡｓｉａｎＪＣａｎｃｅｒ，２０１５，４

（４）：１８６１６８．

（收稿日期：２０１６０９１２　修回日期：２０１６１０３０）
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个项目的强阳性标本得来，５个项目的 Ｃ５０验证结果在

４７．５％～６０．０％，全部验证正确。在确定了Ｃ５０后，对５个项

目Ｃ５０＋２０％的浓度各进行４０次检测，阳性率均在９５．０％及

以上；对５个项目Ｃ５０－２０％的浓度各进行４０次检测，阴性率

都在９５．０％及以上，验证通过，说明 ５个项目的（Ｃ５０－

２０％）～（Ｃ５０＋２０％）浓度包含了Ｃ５～Ｃ９５的区间。Ｃ５～Ｃ９５

区间的宽度暗示了定性试验的精密度，因为其反映了重复性检

测结果不一致的浓度范围，Ｃ５～Ｃ９５的区间越窄，代表方法越

好［４］。同时，５个项目在Ｃ９５验证通过的情况下也说明５个项

目检测限也验证通过。

当实验室同时使用２套以上的检测系统检测同一项目时，

必须保证两者检测结果的一致性［５］。本室对各项目的１０例阳

性标本和１０例阴性标本用常规手工操作试验方法和ＴＥＣＡＮ

全自动酶免一体机检测来验证两个方法的一致性，各个项目的

阳性符合率和阴性符合率均为１００．０％，通过计算Ｋａｐｐａ系数

来评价其一致性，５个项目两种方法检测一致性较好。

本实验室乙肝五项定性检测使用方法及试剂盒相关性能

均验证合格，常规手工操作试验方法和ＴＥＣＡＮ全自动酶免检

测两种方法学比较结果一致性较好。

参考文献

［１］ 中国合格评定国家认可委员会．医学实验室质量和能力

认可准则在临床免疫学检验领域的应用说明［Ｓ］．北京：

中国合格评定国家认可委员会，２０１２．

［２］ＣｌｉｎｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ．ＥＰ１２Ａ２Ｕｓ

ｅｒｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒｅｖａｌｕｔｉｏｎｏｆｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｔｅｓｔｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ；

ａｐｐｒｏｖｅｄｇｕｉｄｅｌｉｎｅ［Ｓ］．ＰＡ，ＵＳＡ：ＣＬＳＩ，２００９．

［３］ 中国合格评定国家认可委员会．ＩＳＯ１５１８９：２００７医学实

验室质量和能力的专用要求［Ｓ］．北京：中国合格评定国

家认可委员会，２００８．

［４］ 周辉，张治国，杜春英，等．Ｂａｃｔ／Ａｌｅｒｔ３Ｄ系统与常用检测

方法的比较［Ｊ］．临床肺科杂志，２００９，１４（７）：９０２９０３．

［５］ 黄妩姣，黄宪章，庄俊华，等．ＣＬＳＩＥＰ１２Ａ２文件在 ＨＢｅ

Ａｂ定性检测性能评价中的应用［Ｊ］．检验医学，２０１２，２７

（１１）：９００９０３．

（收稿日期：２０１６０９０４　修回日期：２０１６１０２３）

檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶
檶
檶
檶
檶

檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶檶
檶
檶
檶
檶

殞

殞殞
殞

欢迎投稿　欢迎订阅

·８４４３· 国际检验医学杂志２０１６年１２月第３７卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ．２０１６，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２４




