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研制一种
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二聚体质控品!并对其稳定性进行评价%方法
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$&梅毒抗体等均为阴性*混合血浆

制备质控品!并对其精密度&稳定性进行评价%结果
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条件下保存
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个月!偏移结果

和瓶间均一性"变异系数$均符合
&
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可接受性能指标规定%结论
"

自制质控品的均一性和稳定性良

好!可用于
/C

二聚体检测室内质量控制%

关键词"质控品#

"

/C

二聚体#

"

稳定性

!"#

!

&-+4*3*

"

@

+ABB:+&374C.&4-+)-&>+-7+--4

中图法分类号"

$..3+&

文章编号"

&374C.&4-

"

)-&>

$

-7C-773C-.

文献标识码"

1

I./

%

1/

%

)1)*'+,+-*./

3

4)&'*

0

(+,*1+&H)*/1')&+-!J6'H/1),6*.//?)&4)*'+,+-'*2-4,(*'+,

/'()#$%

-

B0%

-

!

1"3$O$0%

-

!

5&'()/0%

-

#

"

N,

I

0AB2,%B<

>

?=$%$;0=30@<A0B<A

6

!

B+,'

>>

$=$0B,F?0%;,A&<C

I

$B0=<

>

?+<%

-9

$%

-

"%$G,AC$B

6

'

B+,L%CB$B7B,<

>

?0%;,AP,C,0A;+<

>

?+<%

-9

$%

-

'

?+<%

-9

$%

-

?0%;,A&<C

I

$B0=

!

?+<%

-9

$%

-

.---4-

!

?+$%0

$

$=2*1)(*

(

"=

>

/(*'?/

"

6D

J

=<

J

9=<9GA

R

PALQDK

J

DBAE<

R

P9GAE

I

QD:E=DGK9E<=A9GDM/CLAK<=

!

9:LEH<:EDA:N<BC

EA

;

9E<AEBBE9FAGAE

I

+@/*.+62

"

(DDG<LHPK9:B<=PKSAEHDPEA:M<QEAD:

)

:<

;

9EAN<MD=EH<9:EAFDLA<BEDHPK9:AKC

KP:DL<MAQA<:Q

I

NA=PB

"

dV!

$!

H<

J

9EAEAB%NA=PB

"

d%!

$

9:LH<

J

9EAEAB`BP=M9Q<9:EA

;

<:

"

d̀ B1

;

$!

6(CV

;

5

*

S9B

PB<L9BEH<K<LAPKMD=EH<QDK

J

DBAE<

R

P9GAE

I

QD:E=DGK9E<=A9G

J

=<

J

9=9EAD:EDA:N<BEA

;

9E<AEB

J

=<QABAD:9:LBE9C

FAGAE

I

+9/24&*2

"

6H<SAEHA:C=P:

J

=<QABAD:DMDP=

J

=DLPQES9B&+>4? SHAQHS9B

&

&

'

.%XV1a>>9QQ<

J

E9FG<

J

<=C

MD=K9:Q<=9:

;

<+6H<F<ES<<:C=P:

J

=<QABAD:S9B4+-)? SHAQHS9B

&

&

'

4%XV1a>>9QQ<

J

E9FG<

J

<=MD=K9:Q<

=9:

;

<+6H<

R

P9GAE

I

QD:E=DGK9E<=A9GS9BBE9FG<MD=&)KD:EHB9E2)-^+6H<BE9FAGAE

I

)

QD<MMAQA<:EDMN9=A9EAD:

"

?Q?

$

DM<9QHAE<KDMEH<

R

P9GAE

I

QD:E=DGK9E<=A9GS9B

&

&

'

)%XV1a>>9QQ<

J

E9FG<

J

<=MD=K9:Q<=9:

;

<+:+,(&4J

2'+,

"

6H<GA

R

PALQDK

J

DBAE<GA

J

AL

R

P9GAE

I

QD:E=DGK9E<=A9GH9B

;

DDLHDKD

;

<:<AE

I

9:LBE9FAGAE

I

!

9:LAEQ9:F<PB<L

MD=/CLAK<=E<BEA:

;

EH<A:E<=:9G

R

P9GAE

I

QD:E=DG+

8/

0

A+162

(

R

P9GAE

I

QD:E=DGK9E<=A9G

#

"

/CLAK<=

#

"

BE9FAGAE

I

""

/C

二聚体是交联纤维蛋白被纤溶酶水解后降解

的终末产物中的一种特殊碎片-其水平升高-提示体

内存在凝血异常和继发性纤溶活性的增高(

&

)

-广泛用

于下肢静脉血栓形成'

/!6

*与肺栓塞'

(Z

*的排除与

诊断(

)C4

)

,目前-检测其水平的室内质控品主要依靠

进口-价格昂贵-且有入关和运输等意外因素-会影响

质控品及时到达-从而影响室内质控开展,为此-本

研究以健康者的混合血浆为基础-自制了
/C

二聚体的

室内质控血浆-现对其性能进行评价,

B

"

材料与方法

B+B

"

仪器与试剂
"

/C

二聚体试剂盒和质控品.校准

品购自西门子医学诊断产品'上海*有限公司-仪器使

用希森美康公司的
%8C,&--

全自动凝血分析仪,

B+C

"

质控血浆的制备
"

采用枸橼酸盐抗凝管严格无

菌操作采集健康体检人员肘静脉血标本-常规方法分

离血浆标本-排除溶血.黄疸及脂血标本+采用病毒核

酸检测或酶联免疫吸附法'

ZXV81

*对甲型病毒性肝

炎.乙型病毒性肝炎.丙型病毒性肝炎.艾滋病

'

1V/8

*.梅毒等多种传染病病原体进行核酸.抗原.

抗体检测-排除任意一类传染病指标检测结果为阳性

的血浆标本,混合符合要求的血浆标本-

.---=

"

KA:

离心
&,KA:

+采用
-+))

$

K

孔径的硝酸纤维素薄膜过

滤-按每支
4--

$

X

分装于已消毒的
Z

JJ

<:LDMM

标本冻

存管中-

2)-^

冷冻保存,

B+D

"

方法

B+D+B

"

实验方法
"

将
)&

支质控样本-按每组
4

支分

#

377

#

国际检验医学杂志
)-&>

年
.

月第
4*

卷第
7

期
"

V:EWX9FY<L

!

1

J

=AG)-&>

!

!DG+4*

!

0D+7



为
7

组-

&

组直接混匀测定-每支测定
)

次-以
3

次测

定结果均值作为质控样本初始结果-另外
3

组分别保

存在
2)-^

冰箱内-保存时间分别为
)

.

.

.

3

.

>

.

&-

.

&)

个月-储存到期后-各时间段内到期样品先在
27-^

冰箱内放置
&)H

后-再转至
2&*3^

液氮中保存-至

整个试验结束时-将所有样品同时从
2&*3^

液氮中

取出-融化.混匀后对样本进行分析,以
2)-^

保存

的
3

批次质控样本结果和初始结果相比较-评价质控

样品在
2)-^

保存条件下的稳定性,在对自制质控

品进行性能评价前-厂家工程师对凝血功能仪器进行

校准-使用
)

个浓度水平原装质控品做质控-仪器检

测结果在控后-进行样本测定-保证仪器处于最佳工

作状态,

B+D+C

"

不精密度测定
"

批内不精密度测定!在同一

天内-分别对自制
/C

二聚体质控品进行
)-

次测定-分

别计算平均值'

O

*.标准差'

C

*.变异系数'

?Q?

*,批

间不精密度测定!分别对的自制
/C

二聚体质控品每天

随同标本各测定
&

次-连续测定
)-L

-分别计算
O

.

C

.

?Q?

,

B+D+D

"

自制凝血质控品稳定性观察
"

'

&

*观察质控

样本随时间变化趋势!以储存时间为
!

轴-测定结果

为
/

轴-绘制在
2)-^

温度下各时间段样本测定结

果随时间变化的趋势线-观察各温时下质控样本稳定

性变化的趋势,'

)

*变化趋势检验!对测定数据进行

正态分布检验-结果符合正态分布-以初始样本测定

结果为均值-与
2)-^

储存各样本测定结果进行独立

样本
B

检验-以判断质控品稳定性,'

4

*不稳定趋势计

算!计算各温时下样本测定值同初始值的相对偏差-

以初始样本测定结果均值为靶值'

O

*-

2)-^

各批次

测定结果与靶值比较-计算相对偏差,相对偏差

'

?

*

c

('当月检测值
2

初始检测值*"初始检测值)

_

&--?

,

B+D+E

"

自制凝血瓶间均一性观察
"

'

&

*取新鲜的自

制的质控品
&&

瓶-每瓶检测
)

次-计算测定结果的均

值'

O

&

*和标准差'

C

&

*-另取其中
G

瓶连续测定
&&

次-

计算测定结果的均值'

O

)

*和标准差'

C

)

*-按下列公式

计算瓶间变异系数'

?Q瓶间?*,

Oc

!

%

&2&

O

&

%

+

Cc

!

O

)

&

2

'

!

O

)

&

*

)

%

%槡 2&

+

C瓶间 C

)

&

2C槡
)

)

+

?Q瓶间?cC瓶间"O
&

_&--

+当
C

&

&

C

)

时-令
?Q瓶间?c

-

,式中!

O

为均值+

C

为标准差+

%

为测量次数+

O

$

为

指定参数第
A

次测定值,'

)

*随机抽取新鲜
,

瓶质控

样品-每瓶测定
3

次-对检测数据数据用单因素方差

分析评价各瓶的均匀性,

B+E

"

统 计 学 处 理
"

数 据 通 过
Zg%ZX)-&-

和

8(88)&+-

软件分析-分析方法为一般频数分布-以

H

&

-+-,

为差异有统计意义,

C

"

结
""

果

C+B

"

批内及批间精密度
"

因为国内无
/C

二聚体质量

的相关质量标准-用美国临床实验室改进修正案
a>>

'

%XV1a>>

*凝血功能中要求最高的
(6

能力验证质量

要求-批内精密度
'

&

"

.%XV1a>>

-批间精密度
'

&

"

4

%XV1a>>

作为质控品批内及批间精密度质量指标-即

批内精密
?Q?

'

[4+7,?

-批间精密度
?Q?

'

[

,+-?

-检测结果符合要求-见表
&

,

表
&

""

自制凝血质控品批内及批间不精密度实验结果

参数 批内精密度 批间精密度

O

&+)>- &+4-

C -+-)4 -+-.

?Q? &+>4- 4+-)

C+C

"

质控品稳定性
"

'

&

*以贮存时间为
!

轴-测定值

为
/

轴-对测定结果进行趋势性分析-各时间段的测

定结果与初始值比较基本保持稳定,'

)

*趋势性检

验!对测定数据进行正态分布检验-结果符合正态分

布-以初始测定结果为均值-各温时下的测定值与之

进行单样本
B

检验-结果
Hc-+437

-可以认为在贮存

2)-^

的各时间段样本与初始样本-结果一致,说明

在
2)-^

-质控样品可以保存
&)

个月-性能稳定,

'

4

*不稳定趋势计算!贮存
2)-^

的各时间段样本测

定结果与初始值相比较-相对偏差最高为
,+.7?

-以

%XV1a>>

凝血功能中要求最高的凝血酶原时间'

(6

*

能力验证中质量要求-项目精密度应
'

&

"

)%XV1a>>

可接受性能指标为评价其稳定性指标-

(6

的可接受

范围为靶值
[&,?

-即
'

[7+,?

-其稳定性指标符合

要求-见表
)

,

表
)

""

初始样本与
2)-^

在保存不同时间个月结果比较

储存日期'月* 测定值 相对偏差'

?

*

- &+)> -+--

) &+4, ,+.7

. &+)) 2.+3*

3 &+4) 4+&4

> &+44 4+*&

&- &+)3 2&+,3

&) &+4) 4+&4

C+D

"

瓶间均一性观察
"

对
&&

瓶自制
/C

二聚体质控

品-测定结果为!

O

&

c&+)*

-

C

&

c-+-4

-

O

)

c&+4&

-

C

)

c

-+-)

-

?Q瓶间?c&+744

-随机抽取
,

瓶样本-各样本分

别测定
3

次-对
4-

个数据进行正态性分布检验-符合

正态分布-用单因素方差分析
,

瓶测定数据均一性-

得到的
K

值为
-+.4)

-相应的
H

值为
-+3,7

-说明随机

抽取的
,

瓶样本间均一性良好,

D

"

讨
""

论

""

凝血系统的激活导致凝血酶生成-凝血酶结合于

纤维蛋白原的中央结构域-释放纤维蛋白肽
1

'

b(1

*

和纤维蛋白肽
`

'

b(̀

*-生成纤维蛋白单体和多聚体,
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在活化
g

(

因子的作用下-生成交联的纤维蛋白,纤

溶酶降解交联纤维蛋白-生成多种交联的纤维蛋白降

解产物'

bF/(B

*-其中一部分是
/C

二聚体-除广泛用

于
/!6

与
(Z

的排除诊断-最近
/C

二聚体的检测已

深入到弥漫性血管内凝血'

/V%

*.脑梗死.恶性肿瘤.

心血管疾病.糖尿病并发症等诊断和治疗监测方

面(

.C&-

)

,通常情况下-为保证检测结果的可靠性-室内

质控'

V\%

*是质量管理体系中一个重要环节-在检测

测定过程中出现误差时-有适当质控方法提醒检验人

员(

&&

)

-采取必要措施消除各种影响质量的因素,作为

评价仪器.试剂等检测系统可靠性的质控血浆则是实

验室开展室内质控的物质基础(

&)

)

-但目前由于
/C

二

聚体片段的异源性及各厂家制备
/C

二聚体单克隆抗

体的片段和位点不同等问题-尚无
/C

二聚体质控品的

国家或行业的统一标准-

/C

二聚体质控品主要依靠进

口产品-价格较高-入关和运输时间长-影响了其在实

验室的使用-无法满足临床对质控品的要求-因此探

索自制的质控品显得尤为迫切,尽管缺乏统一的标

准-但通过研制稳定的质控品-用于实验室内部的质

量控制-从而保证检测结果的准确性-是切实可行的,

本文参考了国内外文献中制备质控品的方法-采取无

传染源的混合血浆制备质控品-并对质控品的稳定性

和均匀性进行了多方面多层次的验证-结合实验完成

了对不同时间.批间.批内.瓶间差异的检测-可在一

定程度上满足实验室内部建立合适标准的要求,本

文制备的
/C

二聚体质控品适用于本实验中试剂盒中

各批次之间的质量控制-在不同的定量测试系统-单

克隆抗体的不同和
/C

二聚体碎裂片段的位点不同-尚

需进一步检测并定位,本研究以无传染性的健康者

混合血浆为基础所自制的液体
/C

二聚体质控品可替

代进口质控品-用于临床实验室的室内质量控制,

顾敏晔(

&4

)对
/C

二聚体质控品制备研究中报道了

采用健康者的
Z/61C"

)

抗凝血浆为原料-经尿激酶

降解以后-由
J

dc7+.

磷酸盐缓冲液.蔗糖.聚乙二

醇
C)----

衍生物.小牛血清清蛋白'

8̀1

*.叠氮钠

'

090

4

*等定标制备的质控品可作为实验室内部
/C

二

聚体检测的质量控制-但其制备的质控品在血浆材料

的准备上无特殊说明-而本研究以无传染性的健康者

混合血浆作为血浆材料更容易获得,制备方法上-本

研究的血浆在稳定性验证方面进行了多个层次的验

证,周丽艳等(

&.

)等利用凝血检测后的剩余血浆-在体

外试管中模拟体内弥散性血管内凝血'

/V%

*-使之在

试管内发生
/V%

样的化学反应-从而产生大量的
/C

二聚体-从而制成
/C

二聚体定量测定质控品-该文中

也对质控品的稳定性进行了多重验证,刘小勇等(

&,

)

则对
/C

二聚体质控品在复融以后的稳定性及
/C

二聚

体质控品的复融方法进行了分析研究-认为复融后的

/C

二聚体质控品在
2)-^

条件下复融时如果遵循快

速融化原则并及时检测-则
/C

二聚体质控品的可稳定

保存
,L

-这也从侧面印证了本研究制备的
/C

二聚体

质控品连续
)-L

的稳定性是有理论基础的,蔡瑜

等(

&3

)及黄炳坤等(

&7

)则报道了应用携带传染病毒的血

浆来制备
/C

二聚体质控品也能够用于实验室的室内

质控-这也丰富了本研究制备质控品的原料来源-与

本研究使用的经过检测多种病毒阴性的血浆来制备

/C

二聚体质控品在原料上互为补充,闻平等(

&>

)等对

混合血浆制备的
/C

二聚体质控品在不同储存条件下

及不同检测系统中的稳定性进行了检测-证明其稳定

性良好-这对本研究制备的混合血浆的
/C

二聚体质控

品的稳定性提供了理论支持-而本研究在制备过程中

检测了混合血浆的多种病原体阴性并对质控品均匀

性和在时间上的稳定性.精确度都进行了多重检测,

本研究通过对同种样品分组测定-对不同时间保存的

3

批次样品结果的比较验证了自制质控品在
2)-^

保存条件下是稳定的,除此之外-还对在同一天对每

批样品的批次内进行了连续
)-L

的测定-并对测定数

据进行了正态分布检验,从时间上-对批内.批间的

精确度进行了稳定性检测和统计学分析-结果显示其

批内不精密度为
&+>4?

-批间不精密度为
4+-)?

-精

密度指标均符合
&

"

.%XV1a>>

及
&

"

4%XV1a>>

可接

受性能指标要求,于
2)-^

密闭保存
&)

个月后质控

品性能仍然稳定-相对相对偏差均
&

&

"

)%XV1a>>

可

接受性能指标-符合要求,均一性方面-各瓶间

?Q?c&+74?

,随机抽取
,

瓶样本-对测定数据进行

单因素方差分析-

Kc-+.4)

-

Hc-+3,7

-各样本间均

一性良好,自制
/C

二聚体质控品-能有效克服进口冻

干质控品每次复融所带来的瓶间差-与被检测样本具

有相似的基本性状-未加入无机或有机化学品-减少

了基质效应(

&&

)

,

综上所述-本研究采用混合的无传染标志的血浆

自制质控品-并进一步测定了质控品的精确度和稳定

性-结果显示自制质控品在均匀性和稳定性上符合
&

"

.%XV1a>>

及
&

"

4%XV1a>>

可接受性能指标规定-可

用于
/C

二聚体检测室内质量控制,制备
/C

二聚体质

控品原料来源方便-制备简单-价格便宜-成本低廉-

质控品均匀性.稳定性都能满足要求-有利于开展室

内质控-提高检测质量-同时能为科室节约成本,
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能纯化制得高性能
6$b

-更体现出成本低.操作简单.

易于放大等优势,另外-利用
6$b

检测试剂盒'免疫

法*测得的
6$b

浓度与分光光度法测得的蛋白浓度

比值'

$Q

*约为
-+*,

-说明纯化得到的
6$b

与免疫检

测试剂盒中的
6$b

抗体具有良好的抗原反应性,最

后-用纯化样品免疫新西兰大白兔-经过
.

次免疫后

的兔抗血清效价滴度达
&h&)>---

-说明制备的
6$b

具有良好的免疫原性,综上可见-利用本文纯化工艺

流程制备的
6$b

纯度高.回收率高-且具有良好的抗

原反应性及免疫原性-可放大工艺规模制备
6$b

用

于动物免疫以获得相应的抗
6$b

抗体-为配制灵敏

度高.特异性好的
6$b

检测试剂'免疫法*提供良好

的原料基础,
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