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不同酶联免疫吸附试验检测系统评价方法探讨
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　　【摘要】　目的　探讨不同酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测系统的评价方法，以保证同一采供血机构实验室内

多套检测系统检测结果的稳定性、准确性和一致性。方法　稳定性评价，采用Ａ、Ｂ两套ＥＬＩＳＡ检测系统同时检测

同一个弱阳性标本，连续２０次，比较两套系统变异系数（犆犞值）大小。准确性和一致性评价，Ａ、Ｂ两套系统同时检

测室间质评阳性样本，根据本试剂组反馈结果的吸光度／临界值比值（Ｓ／ＣＯ值）均值（狓）、标准差（犛犇），以狓作为参

考结果分别计算每个样本Ａ、Ｂ系统结果的Ｓ／ＣＯ值标准差指数犛犇犐１、犛犇犐２；分析两套系统检测结果之间的差异。

结果　Ａ、Ｂ检测系统犆犞值分别为６．５％和５．３％；Ａ系统结果中有３个标本︱犛犇犐１︱大于２，其他结果均小于２，

且无趋势性偏移；Ｂ系统结果︱犛犇犐２︱均小于２，且无趋势性偏移；两套系统检测结果之间的差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。结论　两套检测系统稳定性较好，检测结果均处于可受控状态，且具有较好的一致性。
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　　实验室检测结果的质量，是保证血液安全的关键，是减少

经血传播疾病的直接手段。通过对多套检测系统评价结果的

分析，查找实验室存在的各种不稳定因素，实现实验室质量全

面管理。一个采供血机构实验室内常常拥有多套针对同一检

测项目的检测系统，而室间质评往往只要求上报检测其中一个

检测系统的结果。因此，实验室内利用室间质评标本进行内部

评价是保障不同检测系统检测结果准确性和一致性的重要手

段。同时，血站实验室要通过实验室认可，也需要按照能力验

证规则要求，当实验室采用不同型号设备、多台相同设备和

（或）不同方法对于同一项目（或参数）出具数据时，其中应至少

有一台设备或一种方法参加１次能力验证并在内部开展仪器

设备比对或方法比对。

１　资料与方法

１．１　一般资料　４ＮＣＵ／ｍＬ丙型肝炎病毒抗体（抗ＨＣＶ）标

准物质（北京康彻思坦，批号２０１２０４００１），２０１３年中国国际输

血感染预防和控制项目（ＣＩＴＩＣ）室间质评阳性标本共１５例，

２０１３年卫生部临检中心室间质评阳性标本共７例。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　Ａ系统：Ｘｉｒｉｌ全自动加样仪、ＢＥＰⅢ全自动后

处理系统；Ｂ系统：２０～２００μＬ移液器、ＥＬＸ５０／１２洗板机、

３７℃孵育箱、ＥＬＸ８０８酶标仪。

１．２．２　试剂　酶联免疫法抗ＨＣＶ诊断试剂盒（美国强生，批

号ＥＸＥ２２８）、蒸馏水。

１．３　方法

１．３．１　标本处理　将标准物质和（或）室间质评血清盘标本平

衡至室温后，充分混匀样本。

１．３．２　稳定性评价　将４ＮＣＵ／ｍＬ的标准物质与每天检测

的标本一同检测，Ａ、Ｂ系统分别连续检测２０次，得到每个系

统各２０个检测结果作为稳定性评价数据。

１．３．３　准确性和一致性评价　将２２例阳性标本严格按照试

剂说明书要求，用Ａ系统检测样本，采用Ｘｉｒｉｌ全自动加样仪加

样，ＢＥＰⅢ全自动后处理系统检测。同时，将以上样本采用Ｂ
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系统检测，采用移液器加样，３７℃孵育箱孵育，ＥＬＸ５０／１２洗板

机按说明书要求洗板，最后使用 ＥＬＸ８０８酶标仪在４９０／６３０

ｎｍ波长下读板。

１．３．４　检测系统评价比较方法　根据本试剂组室间质评结果

的吸光度／临界值比值（Ｓ／ＣＯ值）均值（狓）、标准差（犛犇），以本

试剂组Ｓ／ＣＯ值均值作为参考结果计算每个样本 Ａ系统结果

的Ｓ／ＣＯ值标准差指数（犛犇犐１），同时计算Ｂ系统检测结果Ｓ／

ＣＯ值与参考结果之间的标准差指数（犛犇犐２），犛犇犐１和犛犇犐２

分别作为Ａ、Ｂ系统准确性的判定参数；计算实验室内两套酶

联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测系统检测结果之间的差异是否

具有统计学意义，作为两系统一致性的判定依据。

１．４　统计学处理

１．４．１　标准差指数计算公式为犛犇犐＝
狓－犡
犛犇

，狓为被评价结

果，犡为参考结果，犛犇为本试剂组标准差。

１．４．２　采用ＳＰＳＳ１８．０统计学软件进行数据分析，采用配对狋

检验分析实验室内两套系统检测结果之间的差异；以α＝０．０５

为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　稳定性评价结果　Ａ、Ｂ检测系统连续２０次检测结果

犆犞值分别为６．５％和５．３％。

２．２　准确性评价结果　通过对本试剂组参考Ｓ／ＣＯ值均值

（狓）与 Ａ系统结果Ｓ／ＣＯ值（狓１）和Ｂ系统检测结果Ｓ／ＣＯ值

（狓２）之间的分析比较，Ａ系统结果中有３个标本︱犛犇犐１︱为

２～３，其他结果均小于２；Ｂ系统︱犛犇犐２︱均小于２，且无趋势

性偏移。见表１。

表１　两套检测系统检测结果

样本号 犡 犛犇 狓１ 狓２ 犛犇犐１ 犛犇犐２

１ ４．５ ０．８８ ３．９ ４．３ －０．６８ －０．２３

２ ４．３ ０．９５ ４．０ ３．８ －０．３２ －０．５３

３ ４．８ １．１１ ３．５ ３．８ －１．１７ －０．９０

４ ３．８ １．０７ ２．３ ３．０ －１．４０ －０．７５

５ ５．８ ２．８６ ４．７ ５．３ －０．３８ －０．１７

６ ６．３ ３．８５ ５．１ ５．５ －０．３１ －０．２１

７ ２．９ ０．９４ ２．６ ２．２ －０．３２ －０．７４

８ ５．５ １．０４ ６．３ ６．３ ０．７７ ０．７７

９ ５．４ ０．９９ ５．５ ５．７ ０．１０ ０．３０

１０ ５．４ ０．８７ ５．４ ６．０ ０．００ ０．６９

１１ ５．４ ０．７８ ６．２ ５．７ １．０３ ０．３８

１２ ５．３ ０．９６ ４．４ ５．０ －０．９４ －０．３１

１３ ５．１ ０．８１ ６．０ ５．８ １．１１ ０．８６

１４ ５．１ ０．９２ ５．６ ５．８ ０．５４ ０．７６

１５ ４．９ ０．９２ ６．２ ５．５ １．４１ ０．６５

１６ ４．９ ０．７４ ５．３ ５．５ ０．５４ ０．８１

１７ ５．２ １．２２ ５．７ ６．０ ０．４１ ０．６６

１８ ５．１ ０．７８ ５．５ ５．５ ０．５１ ０．５１

１９ ５．０ ０．７５ ５．１ ５．７ ０．１３ ０．９３

２０ ５．２ ０．９３ ５．５ ６．０ ０．３２ ０．８６

２１ ５．１ ０．８５ ５．４ ５．２ ０．３５ ０．１２

２２ ５．１ ０．８５ ４．９ ５．２ －０．２４ ０．１２

２．３　一致性评价结果　Ａ、Ｂ两套检测系统的检测结果（狓１、

狓２）比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

实验室拥有多套相同或不同型号的检测系统是目前采供

血机构的需求，并且医疗机构和采供血机构采用的ＥＬＩＳＡ检

测系统越来越多样化，自动化程度越来越高。由于不同的系统

使用人员、校准状态、日常维护等方面可能存在差异，使得这些

检测系统的检测结果的稳定性、准确性和一致性之间存在一定

差异，实验室需要采取一定的措施来保证这些检测系统之间的

差异性降到最低［１］。本文介绍的方法同样适用于不同自动化

程度的方法、仪器以及不同厂家试剂的性能进行对比评价。

稳定性评价标本可以采用《血站技术操作规程》（２０１２版）

推荐的精密度确认时所使用的Ｓ／ＣＯ为２～４的标本，不适宜

采用低值的阴性标本和高值阳性标本，因为此类标本距决定水

平点即临界值（ｃｕｔｏｆｆ）的分析浓度相距较远。可接受标准可采

用《血站技术操作规程》（２０１２版）推荐的犆犞在１５％以内
［２］。

ＥＬＩＳＡ检测方法虽是定性试验，但结果判断是通过具体

Ｓ／ＣＯ值数据来判断阴阳性，因此，采用标准差指数判断检测

系统是否受控是一个比较客观的参数。若︱犛犇犐︱≤２提示

检测值在“均值±２犛犇”以内，根据室间质评结果分析惯例，有

８０％的标本结果落在此区间，表明检测系统受控；若超过２０％

的标本结果２≤︱犛犇犐︱提示检测值系统处于预警状态，需要

注意查找检测过程中可能存在的不足；若超过２０％的标本结

果︱犛犇犐︱≥３则提示检测结果超过“均值±３犛犇”，表明检测

系统已处于失控状态［３］。从本例抗ＨＣＶ室间质评结果中可

以看出，本实验室该项目评价结果比较理想，血清盘２２个样本

Ａ系统结果Ｓ／ＣＯ值与参考结果符合率达到１００％，２２个样本

Ｓ／ＣＯ值与本试剂组均值之间的标准差指数只有３个标本

犛犇犐值在２～３之间，其他结果均小于２；Ｂ系统结果Ｓ／ＣＯ值

与参考结果符合率达到１００％，２２个样本Ｓ／ＣＯ值与本试剂组

均值之间的标准差指数均小于２，提示本实验室两套检测系统

均处于受控状态，准确性满足预期。

将两套检测系统检测结果进行比对其意义在于，在某些极

端情况下，两套检测系统的检测结果阴阳性与参考结果相符，

犛犇犐值也都处于受控范围，但是一套系统结果偏高接近“均

值＋２犛犇”，另一套系统结果偏低接近“均值－２犛犇”，此时两者

之间的差值已较大，如果遇到低值的弱阳性标本或高值阴性标

本两套系统检测结果可能会不一致。低值弱阳性标本可能会

引起假阴性从而造成漏检，高值阴性标本可能会引起假反应

性，造成合格血液报废。本次抗ＨＣＶ室间质评结果表明，两

套ＥＬＩＳＡ检测系统之间的差异无统计学意义（犘＞０．０５），提

示本实验室两套检测系统具有较好的一致性［４］。

虽然ＥＬＩＳＡ检测方法已经非常成熟，但是检测过程中有

很多关键控制点需要注意控制，如：标本前处理不正确、样本污

染、加样不准、不充分洗涤、洗液瓶中有异物、洗板机堵孔、试剂

污染、不正确使用波长读数、测试过程反应孔干燥、检验方法学

上的局限性等都是引起检测不准的常见原因［５］。这就需要实

验室检测人员在试验操作过程中，要严格遵守标准操作规程和

试剂、仪器说明书要求进行操作。此外方法学上的缺陷而导致

的检测结果出现的误差，需要试剂厂家不断改进试剂质量，实

验室加强每批试剂使用前的质量控制［６］。为了做好检测结果

的全面质量控制，要选择合格的实验试剂以及灵敏度和特异性

都较好的检测方法，尽可能减少和避免各种不利因素的干扰，

以达到高效、快速、可靠、经济的检测；加强检测仪器的管理，定

期校准，并且定时监测检测仪器的稳定性；加（下转第３４１２页）
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比例为第１位，但其绝大部分对临床常用抗真菌药物敏感。光

滑念珠菌与热带念珠菌所致的尿路感染所占比例较高，且其易

对唑类药物产生耐药，故应引起临床的充分重视。见表１。

表１　临床常见抗真菌药物对尿路感染念珠菌的药物敏感性（％）

抗菌药物
白色念珠菌（２６７株）

Ｓ ＳＤＤ Ｒ

热带念珠菌（５５株）

Ｓ ＳＤＤ Ｒ

光滑念珠菌（１５０株）

Ｓ ＳＤＤ Ｒ

其他念珠菌（３５株）

Ｓ ＳＤＤ Ｒ

两性霉素 １００．０ ０．０ ０．０ １００．０ ０．０ ０．０ １００．０ ０．０ ０．０ １００．０ ０．０ ０．０

氟胞嘧啶 ９８．５ １．５ ０．０ １００．０ ０．０ ０．０ １００．０ ０．０ ０．０ ９４．３ ５．７ ０．０

氟康唑 ９６．３ ２．７ １．１ ７８．２ ３．６ １８．２ ７８．７ ８．０ １３．３ ９４．３ ０．０ ５．７

伊曲康唑 ９１．０ ６．８ ２．２ ６９．１ ７．３ ２３．６ ５０．０ １９．３ ３０．７ ８８．５ ５．７ ５．７

伏立康唑 ９９．３ ０．０ ０．７ ７６．４ １．８ ２１．８ ８０．０ ４．０ １６．０ ９７．０ ０．０ ２．９

　　注：Ｓ表示敏感，ＳＤＤ表示剂量依赖性敏感，Ｒ表示耐药。

３　讨　　论

尿路感染是临床常见感染性疾病，细菌性尿路感染已成为

影响住院患者的主要危害之一。近年来，真菌所致尿路感染发

病率逐年上升。真菌培养及药敏试验不但可以准确提供尿路

感染的病原菌种类，还可为临床合理使用抗真菌药物提供实验

室依据，对研究尿路感染的流行病学调查、治疗效果、疾病转归

及院内感染的控制均有重要意义。

本研究发现，白色念珠菌是真菌性尿路感染的主要病原

菌，且其对临床常用抗真菌药物敏感性较高；其中氟康唑虽然

在临床用药时间较长，但目前仍保持良好的活性，对治疗白色

念珠菌性尿路感染效果良好。其次为光滑念珠菌和热带念珠

菌，二者对唑类抗真菌药物敏感性较白色念珠菌低，且存在剂

量依赖，临床治疗时应注意剂量的调整［５６］。本研究中未发现

有克柔念珠菌，故未对其敏感性进行分析。另外，分离到的３５

株其他念珠菌，在科玛嘉显色平板上显色不明确或显色为白

色，后通过Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ仪器鉴定分属于不同的菌种，文中

未具体列出。

由于不同种念珠菌对抗真菌药物的敏感性差异很大，因此

实验室对临床分离株鉴定到菌种就显得尤为重要。准确的菌

种鉴定和药敏报告可为临床有效治疗，以及减少耐药菌株的产

生提供重要的科学依据。
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强实验人员的业务能力，严格地做好实验室内质控，才能取得

好的实验室间质评成绩［７］。利用室间质评结果及时调整检测

策略，保证检测结果的准确性，保障输血安全［８］。

综上所述，本研究中两套ＥＬＡＳＡ检测系统稳定性较好，

检测结果均处于可受控状态，且具有较好的一致性。
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