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摘
"

要"目的
"

探讨采用改良传统比色法!实现全自动生化分析仪样本'试剂加注重复性和准确度的测量&

方法
"

在生化分析仪开放通道设置不同方法对标准物质
Ya+.+8$*

按照特定比例进行稀释并测定吸光度!计

算所测吸光度的变异系数和误差!校准样本和试剂加注的重复性和准确度&结果
"

测试项目吸光度变异系数

均小于
+:

!表明加样重复性符合要求$测试项目误差均在
]8:

范围内!表明加样准确度符合要求&结论
"

通

过对传统比色法进行改良!可实现全自动生化分析仪试剂与样本加注重复性和准确度的校准!该方法简单!便

于操作!受影响因素少!可行性强&

关键词"样本加注$

"

试剂加注$

"

重复性与准确度$

"

全自动生化分析仪
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样本和试剂加注重复性和准确度测定是全自动

生化分析仪校准过程中的难点(

*

)

'采用称量法需控制

仪器试剂针或样品针将特定体积的液体转移至指定

容器'用电子天平称量并计算所转移液体的体积(

+

)

&

然而'多数全自动生化分析仪并不支持上述液体转移

的特定测试序列且在实验室环境进行微量称量受干

扰因素较多'可操作性差&传统的比色法理论上可对

样本的加注情况进行测定'然而主流的全自动生化分
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析仪首先加入比色杯的是试剂一而不是样本'且两者

加注间隔时间非常短'采用比色法对其中之一进行测

定难度很大&比色法通过加注*回收和定容'稀释所

加注色素原液*确定稀释倍数'测定稀释后色素原液

与内标物吸光度'计算色素原液加注体积&基于此'

笔者对比色法进行改良'在全自动生化分析仪设定特

定的检测程序'对吸光度已知的标准物质进行稀释'

测量稀释后的吸光度并与理论吸光度值进行对照'测

定样本和试剂加注的重复性与准确度&现报道如下&

A

"

材料与方法

A-A

"

仪器与试剂
"

西门子
E!XUE+#..

全自动生化

分析仪+

Ya+.+8$*

生化分析仪校准用溶液标准物质
$

吸光度(

,$#

)

'由中国计量研究科学院提供&

A-B

"

方法

A-B-A

"

参数设置
"

在西门子
E!XUE+#..

全自动生

化分析仪开放通道按表
*

要求定义检测方法&其中

_DU\U$*

对标称为
.-45*E

的生化分析仪校准用溶液

标准物质
$

吸光度
Ya+.+8$*

进行测定'确定标准物

质在该仪器检测时的准确吸光度+

2$+8

*

2$8

和
2$+

分

别对
+8

*

8

*

+

'

"

的样本加注量进行测量+

!$2F!

和

!$2PZ

分别对
,.

*

8

'

"

原样量加注*稀释情况进行测

量+

D*$8.

和
D+$*.

对试剂一常用加注量
8.

'

"

及试

剂二常用加注量
*.

'

"

进行测量&见表
*

&

A-B-B

"

水参比测试
"

不同稀释条件下测定
Ya

+.+8$*

吸光度均以去离子水作参比'因此'确认项目

参数设置无误后'同时以去离子水为试剂和样本运行

所有项目定标'获得水参考吸光度&注意'不能以试

剂空白代替水参考&见表
+

&

A-B-C

"

获取吸光度
"

正确获取水参比后'按表
+

所

示要求放置样本和试剂'运行所有检测项目
+.

次'读

取吸光度值&表中标准物为
Ya+.+8$*

'稀释液为

.-.8=&0

"

"

硫酸&

B

"

结
""

果

""

读取各测试程序吸光度值后'分别计算其均值*

标准差及变异系数'评估试剂和样本加注的重复性'

所有测试项目变异系数均处于
+:

的允许变化范围

之内(

+

)

&根据
Ya +.+8$*

在仪器测定均值及
Ya

+.+8$*

被稀释的比例计算各测试项目的理论吸光度

值'结合各项目
+.

次测定均值计算误差'评估试剂和

样本加注的准确度'所有测试项目误差均处于
]8:

的允许范围内(

+

)

'试验仪器样本与试剂加注的重复性

和准确度均满足要求'见表
,

&

表
*

""

测试方法参数设置

方法名称
_DU\U$* 2$+8 2$8 2$+ !$2F! !$2PZ D*$8. D+$*.

D*

量$

'

"

%

9. *.. *.. 9. *.. #. 8. *..

D+

量$

'

"

%

%

"

E %

"

E %

"

E %

"

E %

"

E %

"

E *.. *.

样本量$

'

"

%

+ +8 8 + +8 +8 +8 +8

样本稀释
%_%Z %_%Z %_%Z %_%Z ,.̀ *8. 8̀ 68 %_%Z %_%Z

测定波长$

>=

%

,#. ,#. ,#. ,#. ,#. ,#. ,#. ,#.

读点
*#

*

*8 *#

*

*8 *#

*

*8 *#

*

*8 *#

*

*8 *#

*

*8 ,4

*

#.

*

#* ,4

*

#.

*

#*

定标方法
EY2 EY2 EY2 EY2 EY2 EY2 EY2 EY2

表
+

""

各测试方法样本'试剂要求

方法名称
_DU\U$* 2$+8 2$8 2$+ !$2F! !$2PZ D*$8. D+$*.

D*

标准物 稀释液 稀释液 稀释液 稀释液 稀释液 标准物 稀释液

D+ %

"

E %

"

E %

"

E %

"

E %

"

E %

"

E

稀释液 标准物

样本 标准物 标准物 标准物 标准物 标准物 标准物 稀释液 稀释液

表
,

""

各测试方法吸光度重复性与准确度

项目
_DU\U$* 2$+8 2$8 2$+ !$2F! !$2PZ D*$8. D+$*.

D/

;

* .-566#, .-*96+. .-.#*5. .-.+65+ .-.,9,# .-.+,.6 .-+8.88 .-.95.9

D/

;

+ .-55+*+ .-*9658 .-.#+,* .-.+69+ .-.,9#, .-.+,*4 .-+8.6. .-.95.#

D/

;

, .-56598 .-*95++ .-.#*6, .-.+699 .-.,99, .-.++65 .-+8.55 .-.95.6

D/

;

# .-55.99 .-*9989 .-.#*56 .-.+6## .-.,9,5 .-.+,88 .-+8.*6 .-.964.

D/

;

8 .-56465 .-*9986 .-.#*58 .-.+4#, .-.,9,5 .-.++66 .-+8*86 .-.959#

D/

;

9 .-566#8 .-*9996 .-.#*55 .-.+69# .-.,9+6 .-.+,#8 .-+8*8, .-.95#.

D/

;

6 .-56558 .-*95.. .-.#+86 .-.+6#, .-.,9,5 .-.+,+6 .-+8.#8 .-.95##

#

,#6+

#
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续表
,

""

各测试方法吸光度重复性与准确度

项目
_DU\U$* 2$+8 2$8 2$+ !$2F! !$2PZ D*$8. D+$*.

D/

;

5 .-565*. .-*9969 .-.#*94 .-.+6.# .-.,9,6 .-.+,8, .-+8.6, .-.95,#

D/

;

4 .-55+*9 .-*9955 .-.#*4* .-.+6#* .-.,96, .-.+,65 .-+9.4+ .-.95*4

D/

;

*. .-569#, .-*94** .-.#*99 .-.+6#, .-.,9,* .-.+,+# .-+8.+, .-.95.*

D/

;

** .-55.,5 .-*96,. .-.#*98 .-.+699 .-.,9#+ .-.+,89 .-+8.#5 .-.95,,

D/

;

*+ .-55.59 .-*94*+ .-.#*98 .-.+666 .-.,9*, .-.++48 .-+8.66 .-.966#

D/

;

*, .-565., .-*96#5 .-.#*48 .-.+6+5 .-.,9,+ .-.+,++ .-+8*,9 .-.968*

D/

;

*# .-5649+ .-*99,, .-.#*6# .-.+68, .-.,9,8 .-.++95 .-+8.+9 .-.95*#

D/

;

*8 .-56594 .-*94#6 .-.#*,* .-.+68, .-.,98+ .-.++5. .-+8.#. .-.95,4

D/

;

*9 .-5658, .-*9656 .-.#*#9 .-.+5*+ .-.,98* .-.+,*4 .-+8*#6 .-.9595

D/

;

*6 .-56445 .-*994+ .-.#*46 .-.+69+ .-.,99# .-.+,5# .-+8.9+ .-.969+

D/

;

*5 .-55*** .-*95** .-.#*69 .-.+6#, .-.,98+ .-.+,98 .-+8.45 .-.964.

D/

;

*4 .-564*# .-*958# .-.#+.6 .-.+659 .-.,4*5 .-.++4. .-+8*66 .-.966+

D/

;

+. .-566,8 .-*9646 .-.#*8* .-.+685 .-.,9++ .-.++99 .-+8*.. .-.9698

均值
.-564+6 .-*9698 .-.#*5+ .-.+696 .-.,988 .-.+,+. .-+8*,# .-.95.4

标准差
.-..*9* .-...4, .-...+5 .-...#9 .-...9+ .-...,9 .-..++8 .-...,,

变异系数$

:

%

.-*5 .-89 .-99 *-96 *-94 *-89 .-54 .-#4

变异系数范围
$

*-8

$

+-.

$

+-.

$

+-.

$

+-.

$

+-.

$

+-.

$

+-.

稀释倍数
? 8 +* ,* +8 ,4 ,-8 *,-8

理论值
.-564+6 .-*6858 .-.#*56 .-.+5,9 .-.,8*6 .-.++88 .-+8*++ .-.98*,

误差$

:

%

? ?#-96 ?.-*, ?+-#9 ,-4, +-4+ .-.8 #-8#

误差范围$

:

%

? ]8 ]8 ]8 ]8 ]8 ]8 ]8

""

注!

?

表示此项无数据

C

"

讨
""

论

""

不同生化分析仪比色杯光径存在差异'标准物质

上机检测时读取的吸光度亦不同(

8$9

)

&在进行加样准

确度和重复性测试前应当设置程序获得标准物质实

测吸光度值'该测定结果不依赖于试剂或样本加注的

准确度和重复性'且
+.

次测定的变异系数应当小于

*-8.:

(

+

)

&所有测试程序加注液体的总量均不得低

于仪器最小标称反应体积&改良的比色法实质是将

标准物质
Ya+.+8$*

按照特定比例稀释检测吸光度'

稀释倍数不宜过大'稀释倍数过大$如大于
8.

倍或

*..

倍%导致
Ya+.+8$*

过度稀释'获得的吸光度值

过低*接近仪器吸光度分辨率而产生测量误差&

Ya

+.+8$*

的基体为
.-.8=&0

"

"

硫酸'不宜用去离子水

作为稀释剂&实际上'也可用吸光度已知*状态稳定

的染料或色素原液代替标准物质
Ya+.+8$*

'对传统

的比色法进行改良'实现全自动生化分析仪样本与试

剂加注准确度和重复性的测试&在进行样本$或试

剂%加注测试时'应当将试剂$或样本%的加注量设为

最大'降低不确定度的引入+在进行仪器最小加样量

测试时'应当兼顾最小反应体积和稀释比例'合理设

置参数&运行测试前进行水参比测试也是必须的'否

则测得的吸光度与稀释倍数不相关'无法进行加注准

确度判断&为避免温度和放置时间对标准物质
Ya

+.+8$*

影响'所有测试均应尽可能在同一时间*同一

批次完成&

校准前应当对生化分析仪作必要的维护(

6

)

'如检

查液体管路'更换注射器密封组件'必要时更换样本

或试剂针'确保仪器工作状态良好+样本加注重复性

和准确度测试点$校准点%选择
+8

'

"

$最大%*

+

'

"

$最

小%及
8

'

"

+样本稀释重复性和准确度测试点$校准

点%选择
,.

'

"

$

,.̀ *8.

'

2FE%!ED!

'常用%及
8

'

"

$

8̀ 68

'微量%+试剂加注重复性和准确度测试点$校

准点%选择试剂
*

常用加注体积
8.

'

"

及试剂
+
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法除用于定期校准测试外'还可用于生化分析仪样本

或试剂分配系统故障的排查'亦可结合反应曲线对试

剂混匀情况进行测试&
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特定的测试程序予以支持'加之受实验室的环境*称

量设备*人员素质等因素的限制'称量法在实验室实

施并不可行且操作不当有可能引入很大的不确定度'

不能真正考察仪器试剂和样本的加注准确度和重复

性(
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&采用改良比色法'只需设定测试程序*运行
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在尿液标本结核分支杆菌检测的灵敏度低于痰标本'

其原因与泌尿系结核患者排菌量较低并且呈间断性

有关'提示可以通过留取更多标本进行集菌后检测来

提高其灵敏度&
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种实验室检测方法与临床诊断,金标准-法比

较'经
b1

;;

1

检验'

f

;

/<'SFY

"

DUN

和固体培养法具

有很高的一致性&研究数据表明
\/>/f
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/<'

在检测

性能上优于涂片抗酸染色和结核杆菌固体培养'该方

法可以为临床早期*快速诊断泌尿系结核提供实验室
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