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  摘 要:目的 评价CS5100全自动血凝仪(简称CS5100)应用抗Xa活性检测血浆肝素、低分子肝素(LM-
WH)水平及利伐沙班的性能验证。方法 参照美国临床和实验室标准协会文件对CS5100应用抗Xa活性检

测血浆肝素、LMWH及利伐沙班水平的精密度(批内精密度及日间精密度)、准确度、线性、参考区间、携带污染

率性能进行验证。结果 CS5100检测血浆肝素、LMWH及利伐沙班水平的批内精密度及日间精密度符合厂

家说明书给定的标准;准确性验证结果偏倚在生物学变异系数(CV)要求内;应用试剂配套稀释液时血浆肝素

水平的线性验证试验未达标;应用体检健康者血浆作稀释液时肝素、LMWH及利伐沙班水平的线性验证试验

理论值和实测值的回归方程均符合要求;携带污染率各参数CV<10%;参考区间验证通过。结论 CS5100检

测血浆肝素、LMWH及利伐沙班水平的精密度、准确度、携带污染率、线性结果均符合质量控制要求,能够保证

检验质量。但要注意检测结果超过线性时,要使用体检健康者血浆作稀释液手动上机检测。
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Abstract:Objective To
 

evaluate
 

the
 

performance
 

verification
 

of
 

CS5100
 

automatic
 

hemagglutination
 

ap-
paratus

 

(CS5100
 

for
 

short)
 

using
 

anti-Xa
 

activity
 

to
 

detect
 

plasma
 

heparin,low
 

molecular
 

weight
 

heparin
 

(LMWH)
 

levels
 

and
 

rivaroxaban.Methods According
 

to
 

the
 

documents
 

of
 

national
 

committee
 

for
 

Clinical
 

and
 

Laboratory
 

Standards
 

Institute,the
 

accuracy,linearity,reference
 

range
 

and
 

carrying
 

pollution
 

rate
 

of
 

CS5100
 

in
 

the
 

determination
 

of
 

heparin,LMWH
 

and
 

rivaroxaban
 

in
 

plasma
 

were
 

verified.Results The
 

intra
 

batch
 

and
 

intra
 

day
 

precision
 

of
 

CS5100
 

in
 

detecting
 

heparin,LMWH
 

and
 

rivaroxaban
 

levels
 

were
 

in
 

accord-
ance

 

with
 

the
 

standards
 

given
 

in
 

the
 

manufacturer's
 

instructions,the
 

deviation
 

of
 

accuracy
 

verification
 

results
 

was
 

within
 

the
 

requirements
 

of
 

biological
 

coefficient
 

of
 

variation
 

(CV),and
 

the
 

linear
 

verification
 

test
 

of
 

heparin
 

level
 

in
 

plasma
 

was
 

not
 

up
 

to
 

the
 

standards
 

when
 

using
 

reagent
 

matching
 

diluent;the
 

regression
 

equation
 

of
 

the
 

theo-
retical

 

value
 

and
 

the
 

measured
 

value
 

of
 

the
 

linear
 

validation
 

test
 

of
 

heparin,LMWH
 

and
 

rivaroxaban
 

were
 

all
 

in
 

line
 

with
 

the
 

requirements
 

when
 

the
 

healthy
 

people
 

plasma
 

was
 

used
 

as
 

the
 

diluent;the
 

CV
 

of
 

the
 

parameters
 

carrying
 

pol-
lution

 

rate
 

was
 

less
 

than
 

10%;the
 

reference
 

interval
 

validation
 

was
 

passed.Conclusion The
 

precision,accuracy,car-
ryover

 

contamination
 

rate
 

and
 

linearity
 

of
 

CS5100
 

in
 

detecting
 

heparin,LMWH
 

and
 

rivaroxaban
 

are
 

all
 

in
 

line
 

with
 

the
 

quality
 

control
 

requirements,which
 

can
 

guarantee
 

the
 

quality
 

of
 

the
 

test.However,it
 

should
 

be
 

noted
 

that
 

when
 

the
 

test
 

results
 

are
 

more
 

than
 

linear,healthy
 

people
 

plasma
 

should
 

be
 

used
 

as
 

diluent
 

for
 

manual
 

on-
line

 

test.
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  随着肝素、低分子肝素(LMWH)及利伐沙班的 广泛应用,对于部分患者的血浆肝素、LMWH及利伐
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沙班的药物水平进行必要的监测,可以在提高抗凝效

果的同时降低患者出血的风险。CS5100全自动血凝

仪(简称CS5100)应用发色底物法检测肝素抗Xa活

性,其原理是将标本中的肝素等药物与抗凝血酶

(AT)形成复合物,此复合物与过量添加的Xa因子相

结合,并灭活与之结合的Xa活性。剩余的Xa因子活

性的测量,是通过检测其特异的底物作用而释放出

pNA的量来进行的,这一反应中最终检测到pNA的

量与患者血液中肝素等药物的水平成反比,从而实现

应用抗Xa活性定标血浆肝素、LMWH及利伐沙班水

平。本文参考美国临床和实验室标准协会(CLSI)

H57-A、H26-A2和 EP17-A2文 件、卫 生 行 业 标 准

WS/T406-2012及试剂生产厂家的试剂说明书作为

依据[1-5],对CS5100检测血浆肝素、LMWH及利伐沙

班水平的性能进行验证。

1 资料与方法

1.1 一般资料 随机选取在本院就诊的体检健康者,
参照CLSI

 

H21-A5文件的要求[6],用0.109
 

mmol/L枸

橼酸钠抗凝管采集静脉血3
 

mL,1
 

500
 

r/min离心10
 

min,分离出乏血小板血浆,要求标本无溶血、凝固、乳
糜现象,血细胞比容<55%。

1.2 仪器与试剂 CS5100全自动血凝仪购自日本

Sysmex公司;抗-Xa活性测定试剂盒(发色底物法)购
自中国上海贞元诊断用品科技有限公司,批号为

20181101。肝素校准品批号为20190201,质控品批号

为20190201;LMWH 校准品批号为20190301,质控

品批 号 为 20190301;利 伐 沙 班 校 准 品 批 号 为

20190301,质控品批号为20190301。

1.3 方法

1.3.1 精密度 以变异系数(CV)进行验证,批内不

精密度:参考CLSI
 

H57-A、H21-A5和试剂厂家的要

求[1,6],取2个水平的混合血浆,按照常规方法连续测

定20次血浆肝素、LMWH 及利伐沙班水平,计算各

项目的x、s和CV。日间精密度:取2个水平的混合

血浆,各分装成5份标本,保存于-70
 

℃,每天测定4
次,分2批测定,每批间隔时间2

 

h,连续测定5
 

d,记
录每次测定结果,计算CV。按照厂家标准要求,肝
素、LMWH 及利伐沙班抗-Xa活性检测的批内精密

度≤8%,日间精密度≤10%。

1.3.2 准确度或可比性验证 参照厂家提供的定值

质控品使用说明书,使用1
 

mL的蒸馏水将正常和异

常2个水平的定值质控品进行复溶、混匀,室温(25±
2)℃稳定20~30

 

min后进行检测。同时参照CLSI
 

EP15-A2文件要求[7],重复测定血浆肝素、LMWH及

利伐沙班2个水平的定值质控品各3次,将测定值与

靶值进行比较,计算相对偏倚,相对偏倚=(靶值-测

定值)/靶值×100%。查阅 Westgard生物学CV 要

求,偏倚±15%。

1.3.3 线性验证 方式一:选取高水平LMWH 的

混合血浆,将高水平标本与试剂配套稀释液分别按

5∶0、4∶1、3∶2、2∶3、1∶4、1∶9的比例混合,得到

6份线性试验标本,每份稀释度重复测定3次,计算

x。方式二:选取高水平肝素、LMWH、利伐沙班的混

合血浆与未用药体检健康者的混合血浆,将高水平标

本和体检健康者分别按5∶0、4∶1、3∶2、2∶3、1∶4、

1∶9的比例混合,得到6份线性试验标本,每份稀释

度重复测定3次,计算x。
  判定标准:(1)肝素在0.10~1.20

 

IU/mL线性

范围内,线性相关系数(r)≥0.990;在0.10~0.25
 

IU/mL线性范围内,线性绝对偏差不超过±0.05
 

IU/mL;在0.26~1.20
 

IU/mL线性范围内,线性绝

对偏差不超过±15%。(2)LMWH 在0.10~1.60
 

IU/mL线 性 范 围 内,r≥0.990;在 0.10~0.30
 

IU/mL线性范围内,线性绝对偏差不超过±0.05
 

IU/mL;在0.31~1.60
 

IU/mL线性范围内,线性绝

对偏差不超过±15%。(3)利伐沙班由于目前没有相

关的要求,此标准参照肝素与LMWH定为线性绝对

偏差不超过±15%。计算Y=aX+b,验证线性范围,

a值在1±0.05范围内,r≥0.990。
1.3.4 参考区间验证 厂家试剂说明书提供的参考

区间肝素及LMWH 均为0。参照CLSI
 

C28-A2文

件[8],收集20名体检健康者血浆,排除伴有血液系统

疾病、心脑血管疾病、肝脏疾病、肺栓塞、使用肝素等

抗凝药物者。进行血浆肝素及LMWH水平的检测。
评价标准:体检健康者血浆肝素及LMWH水平接近

于0,结果符合率>90%。

1.3.5 携带污染验证 参照CLSI
 

H57-A文件[1],
高值标本污染,将低值标本置于1和3位置,高值标

本置于2位置,每个标本测3次,记录结果,分别标注

为L1、L2、L3、H1、H2、H3、L4。低值对高值的携带

污染率=[H1-x(H1、H2、H3)]/x(H1、H2、H3),
高值对低值的携带污染率=[L4-x(L1、L2、L3)]/x
(L1、L2、L3)。尚未查到对抗Xa活性检测携带污染

率有要求的指南性文件,仅有相关血凝仪性能验证文

献[9-10]报道各项目CV<10%。因此,以携带污染

率<10%为符合要求。

1.4 统计学处理 采用Excel2003软件进行数据统

计分析。

2 结  果

2.1 精密度验证 血浆肝素与LMWH水平批内不

精密度和日间不精密度验证结果均符合试剂说明书

要求。见表1。

2.2 准确度验证 血浆肝素和LMWH各项目检测

结果均落在质控品标示的允许范围内,偏 倚 符 合
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Westgard生物学CV 要求。见表2。

表1  肝素、LMWH、利伐沙班-抗Xa活性检测批内与日间精密度验证结果

项目
肝素-抗Xa活性(IU/mL)

20190201-L 20190201-H

LMWH-抗Xa活性(IU/mL)

20190301-L 20190301-H

利伐沙班-抗Xa活性(ng/mL)

20190301-L 20190301-H

批间精密度

 检测次数(n) 20 20 20 20 20 20

 x 0.48 0.77 0.50 1.27 121.88 236.33

 s 0.01 0.01 0.01 0.15 2.60 1.06

 CV(%) 2.09 1.30 2.00 1.18 2.13 0.45

 精密度要求 ≤8% ≤8% ≤8% ≤8% ≤8% ≤8%

 是否符合要求 是 是 是 是 是 是

日间精密度

 检测次数(n) 20 20 20 20 20 20

 x 0.50 0.82 0.47 1.35 128.25 241.19

 s 0.03 0.06 0.03 0.07 7.11 18.58

 CV(%) 6.20 7.80 7.02 4.96 5.53 7.70

 精密度要求 ≤10% ≤10% ≤10% ≤10% ≤10% ≤10%

 是否符合要求 是 是 是 是 是 是

表2  肝素、LMWH、利伐沙班抗Xa活性检测准确度验证

项目
低值水平质控物

测定值 靶值 偏倚(%)

高值水平质控物

测定值 靶值 偏倚(%)

肝素 0.407 0.44 -7.50 0.796 0.81 -1.73
(IU/mL) 0.427 0.44 -2.95 0.784 0.81 -3.21

0.413 0.44 -6.14 0.791 0.81 -2.35
LMWH 0.541 0.53 2.08 0.888 0.99 -10.30
(IU/mL) 0.519 0.53 -2.08 0.880 0.99 -11.11

0.527 0.53 -0.57 0.876 0.99 -11.52
利伐沙班 120.700 114.00 5.880 236.900 212.00 11.75
(ng/mL)119.500 114.00 4.820 237.400 212.00 11.98

119.500 114.00 4.820 236.500 212.00 11.56

2.3 线性验证 用试剂配套稀释液与高值混合血浆

按比例稀释的LMWH 线性验证其理论值与实测值

的回归方程为Y=0.749
 

5X+0.252
 

9,r=0.984。不

符合判定标准,验证不合格。用体检健康者混合血浆

作稀释液与高值混合血浆按比例稀释的肝素线性验证

其理论值与实测值的回归方程为Y=0.996
 

1X+
0.007,r=0.999;线性在0.10~0.25

 

IU/mL时,线性

偏差未超过±0.05
 

IU/mL;在0.26~1.20
 

IU/mL
时,线性绝对偏差也均未超过±15%,均符合判定标

准,验证合格。用体检健康者混合血浆作稀释液与高

值混合血浆按比例稀释的LMWH 线性验证其理论

值与实测值的回归方程为Y=0.982
 

3X+0.017
 

4,

r=0.996;线性在0.10~0.30
 

IU/mL时,线性偏差

未超过±0.05
 

IU/mL;在0.30~1.60
 

IU/mL时,线
性绝对偏差均未超过±15%。均符合判定标准,验证

合格。见表3。
表3  肝素、LMWH、利伐沙班抗Xa活性检测的线性验证

项目 稀释度 理论值
实测值

第1次 第2次 x

百分偏差

(%)

LMWH线性a

(IU/mL) 100 1.560 1.517 1.517 1.517 -2.75

80 1.248 1.028 1.028 1.028 -17.63

60 0.936 0.602 0.602 0.602 -35.68

40 0.624 0.269 0.269 0.269 -56.89

20 0.312 0.019 0.019 0.019 -93.91

10 0.156 0.000 0.000 0.000 -

肝素线性b

(IU/mL) 100 1.320 1.323 1.321 1.322 0.15

80 1.060 1.040 1.053 1.047 -0.90

60 0.790 0.760 0.788 0.774 -2.27

40 0.530 0.537 0.531 0.534 1.14

20 0.260 0.295 0.287 0.291 10.23

10 0.130 0.104 0.093 0.100 -25.38

LMWH线性b

(IU/mL) 100 1.560 1.622 1.507 1.560 0.29

80 1.248 1.224 1.226 1.230 -1.84

60 0.936 0.923 0.930 0.930 -1.01

40 0.624 0.648 0.700 0.670 8.01

20 0.312 0.338 0.366 0.350 12.82

10 0.156 0.107 0.125 0.116 -25.64

利伐沙班线性b

(ng/mL) 100437.100437.200437.000437.100 0.00

80349.680379.800379.000379.400 8.50

60262.260283.100278.500280.800 7.07
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续表3  肝素、LMWH、利伐沙班抗Xa活性检测的线性验证

项目 稀释度 理论值
实测值

第1次 第2次 x

百分偏差

(%)

利伐沙班 40 174.840198.500191.000194.750 11.39
(ng/mL) 20 87.420 87.800 89.200 88.500 1.24

10 43.710 43.800 42.000 42.900 -1.85

  注:a表示应用试剂配套稀释液;b 表示应用体检健康者混合血浆

稀释;-表示此项无数据。

2.4 参考区间验证 20名体检健康者肝素、LMWH
的血浆水平均为0.00

 

IU/mL,结果通过率为100%。

肝素x 为5.29
 

IU/mL,s为0.11
 

IU/mL;LMWH
 

x
为5.30

 

IU/mL,s为0.10
 

IU/mL。

2.5 携带污染试验 肝素高值对低值的污染所引起

的相对偏差为2.17%,低值对高值的污染所引起的相

对偏差为-4.50%。LMWH高值对低值的污染所引

起的相对偏差为0.26%,低值对高值的污染所引起的

相对偏差为-2.34%。携带污染率可接受。利伐沙

班高值对低值的污染所引起的相对偏差为-0.30%,
低值对高值的污染所引起的相对偏差为1.09%。见

表4。

表4  肝素、LMWH及利伐沙班高低值样本的携带污染率

项目 L1 L2 L3 x(L1-L3) H1 H2 H3 x
 

(H1-H3) L4

肝素(IU/mL) 0.406 0.419 0.420 0.400 1.152 1.213 1.254 1.210 0.424

LMWH(IU/mL) 0.513 0.515 0.507 0.500 1.252 1.301 1.293 1.280 0.513

利伐沙班(ng/mL)121.200 121.000 120.700 121.000 354.100 360.800 359.100 358.000 120.600

3 讨  论

肝素、LMWH及利伐沙班目前广泛用于治疗和

预防各种血栓性疾病[11-14]。应用过程中,血栓出血等

各类并发症也屡见不鲜[15-16]。目前,有研究和指南认

为,对特定患者如年老者、肥胖者、孕妇、儿童和肾功

不全患者的肝素、LMWH 及利伐沙班进行血浆水平

的监测,是提高抗凝效果、降低出血并发症的必要

手段[17]。
本研究参考CLSI系列指南文件进行性能验证。

结果显示血浆肝素、LMWH、利伐沙班水平的批内精

密度和日间精密度均符合厂家要求(批内精密度应≤
8%,日间精密度≤10%)。分别应用2个水平的定标

血浆对血浆肝素、LMWH、利伐沙班水平的准确度进

行验证,所有检测结果与定标值之间的偏差均小于±
15%,符合厂家说明书的要求。

在线性范围验证中,以厂家配套稀释液与高值定

标血浆混合的LMWH
 

r 不符合厂家说明书的要求,
验证未通过。而用体检健康者混合血浆与高值定标

血浆混合的血浆肝素、LMWH、利伐沙班r 均符合厂

家说明书的要求,验证通过。回顾原因可能是因为无

论是肝素、LMWH还是利伐沙班,均在AT充足的条

件下才能发挥抑制 Xa因子活性,起到抗凝的作用。
而本试剂盒的检测原理更是通过加入过量的Xa,来
检测未被抑制活性的Xa数量,反过来推算血浆中的

各种药物水平。当使用稀释液对高值血浆进行倍比

稀释时,不能给试验补充相应的AT,造成检测的结果

均低于理论值。体检健康者混合血浆在对高值血浆

进行倍比稀释时,可以补充足够的AT,试验中各种药

物可以被充分激活,所以检测值与理论值非常接近。
尽管CS5100在血浆肝素、LMWH、利伐沙班的检测

中自带各种倍数的稀释程序,但是需要使用稀释液进

行稀释,检测结果无法反映真实的血浆水平,所以不

能启用稀释程序。当血浆水平超过最大检出限时,要
使用体检健康者混合血浆手工稀释后,进 行 上 机

检测。
参考区间验证中,20名体检健康者肝素、LMWH

及利伐沙班的血浆水平均为0.00
 

IU/mL,结果通过

率为100%。携带污染也均低于相关血凝仪性能验证

文献报道的各项目CV<10%[9-10],符合要求。
4 结  论

综上所述,本研究对CS5100全自动血凝仪进行

肝素、LMWH 及利伐沙班的血浆水平进行了性能验

证,结果符合厂家和卫生行业标准的要求。但在应用

时要注意要使用体检健康者血浆作为稀释血液进行

线性的调整。同时,目前国内外对于通过测定抗Xa
活性进行各种肝素类药物水平的检测,尚无性能验证

和质量控制方面的指南性文件。期望相关指南的完

善,能使肝素、LMWH及利伐沙班的血浆水平进一步

规范化开展,提高检测质量。
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