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目的
!

建立测量总蛋白"

%&

#参考方法!评价不同实验室
%&

测定结果的溯源性$方法
!

参照美国疾

病控制与预防中心推荐的参考方法及相关文件!建立
'()

温浴
"#*+,

的总蛋白参考方法$根据美国临床实验室

标准化协会系列文件对方法的精密度%正确度%线性范围等性能进行评价$应用该参考方法对新鲜血清进行赋值作

为校准品校准广州
$"

家实验室!比较校准前%后赋值血清校准品%血清样本测定结果间的偏移!进行检验结果的可

比性评价$结果
!

改良参考方法的精密度评价样本浓度为
!!-./

%

//-0/

1

&

2

的
!"

分别为
#-!03

%

"-$'3

!标准参

考物质
4#45

与靶值的偏移为
"-(03

!分析测量范围上限
"$/-04

1

&

2

$与参考方法测量结果比较!赋值血清校准品

校准前平均偏移为
0-'/3

!校准后降为
"-/03

!样本血清
"

%

$

校准前偏移分别为
0-#.3

和
/-("3

!校准后降为

6"-0"3

%

6#-"'3

$结论
!

改良的双缩脲法测量
%&

方法性能好!应用参考方法对新鲜血清进行赋值能够实现不

同检测系统结果的溯源性$
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总蛋白$

%&

%是观察肝脏疾病)人体营养状况等常用的检

测项目#临床上采用
'()

条件下双缩脲法测量#而美国疾病控

制与预防中心$

5L5

%推荐的
%&

参考方法为
$!)

温浴
0#*+,

进行测量*

"8$

+

,

$!)

实际操作中温度不好控制#考虑到临床结

果的准确性及不同实验室间检测的一致性#与临床检测
'()

条件相一致#本实验室参照美国
5L5

推荐的参考方法#建立双

缩脲法
'()

温浴
"#*+,

的
%&

参考方法#并根据美国临床实

验室标准化协会$

52KP

%系列文件对方法的精密度)正确度)线

性范围等性能进行评价*

$

+

,同时采用改良参考方法对新鲜血

清定植#了解定植血清校准广州
$"

家实验室校准前)后结果与

-

'/.$

-

检验医学与临床
$#"!

年
4

月第
"$

卷第
"(

期
!

2=>Q:D5?+,
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<:*>:A$#"!
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基金项目!国家科技重大专项基金资助项目$

$#"$TU#4'#'##48##'

%(广东省中医院拔尖人才基金资助项目$

$#""V%0.(
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年广东省

科技计划项目$
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靶值的偏移情况#以实现不同实验室
%&

结果的溯源性,

$
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材料与方法
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!

仪器
!

日立
XP%75XPJ8''"#

紫外可见分光光度计$带

半导体温控和磁力搅拌%(

X7QP2%YS Q2!'#Z

稀释配液仪(

美国
[?E\:

点式温度计$精度为
#-##" )

%(

W

FF
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型移液器(

Ĵ27ZYWL8"4

型恒温水浴箱(

K=A<9A+E;
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"#####

电子分析天平(

K=A<9A+E;LY5J8&X

计$精

度为
#-##"

%(

PV7]X8V%

"

5

加热磁力搅拌器(

Q+??+

F

9A:K+*8

F

?+C+<

H

J7

型超纯水机(所有高精密度仪器均经广州市计量监

督局进行检定,
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试剂
!

氢氧化钠$

S=YX

%来自
K+

1

*=

公司#酒石酸钾钠

$

5

.

Y

0

X

.

VS=

%)碘化钾$

VP

%)五水硫酸铜$

5EKY

.

-

!X

$

Y

%来

自阿匹斯公司提供#试验用水为法国
Q+??+

F

9A:

生产的超纯水

$电导率小于
$;

"

C*

)

F

X

值为
0

"

(

%#按照
P[55

颁布的
KY&

进行配制,

$-'

!

标本
!

$

"

%

$#"'

国际参考实验室比对标本$

]W2787

)

]W278Z

%用于评价方法的精密度和正确度#同时有证参考物

质
4#45

用于正确度评价($

$

%线性评价试验的标本采用高值

新鲜血清#无肉眼可见的溶血)黄疸)乳糜($

'

%制备
%&

校准

品!为
"

个浓度的新鲜血清#混匀#用参考方法定植#分装保存

于
6(#)

以下冰箱#各参加实验室现场取样($

.

%用于比对的

样本!为
$

个浓度的新鲜血清#保存于
6(#)

,

$-1

!

参考方法的改良
!

除去温浴时间的改变#其他均参考美

国
5L5

操作,确认水浴温度稳定在$

'(_"

%

)

#按测量程序

'()

孵育
"#*+,

#测量样本间隔时间均为
'*+,

#仪器温度也

控制为
'( )

进行标本测量,使用
$#"']W27

样本#设置

$#*+,

内对样本连续测量#观察反应时间与吸光度之间的

变化,

$-2

!

主要性能评价
!

改良参考方法进行以下评价!$

"

%精密度

评价#参照美国临床和实验室标准协会$

52KP

%

W&!87$

文件#

选择
$#"'

年国际参考实验室比对标本$

]W2787

)

]W278Z

%#

每天每个浓度的标本测量
.

次#连续测量
!D

#各
$#

个检测结

果#计算均值$

:

%标准差$

L

%和变异系数$

!"3

%

*

'

+

($

$

%正确度

评价#利用
"(

家参考实验室所做
$#"']W2787

)

]W278Z

的均

值作为靶值#与用改良参考方法所测的
$#"']W2787

)

]W278

Z

值进行比较#计算其偏移#同时#根据
W&"!87$

文件#用参考

方法检测有证参考物质
4#45

#共检测
0

次#计算均值#比较其

与靶值的相对偏移*

.

+

($

'

%线性范围建立#参考美国临床实验室

标准化研究所$

52KP

%的
W&087

文件及.临床质量管理技术基

础$第
$

版%/#收集本院高值
%&

血清样本作为高值$

X

%#低值

血清样本作为低值$

2

%#设
"#

个浓度#每个浓度标本检测两

次#取均值作为标本最后测量值#所得数据进行拟合多项式回

归分析*

!

+

,

$-)

!

方法比较
!

用改良参考方法和美国
5L5

推荐的参考方

法分别对以下物质进行检测#并用统计方法处理数据#比较其

差异性!

$#"']W2787

和
]W278Z

(有证参考物质
4#45

(用于

验证线性的新鲜血清标本,

$-.

!

校准前)后比对试验
!

$

"

%

$"

家实验室进行结果比对#各

实验室应对参加本次生化分析仪进行日常维护并保证质控在

控,新鲜冰冻患者样本#使用时请先将其置于室温
'#*+,

$若

样本在传递过程中已溶化可免去此步骤%#溶化后轻轻颠倒混

匀
"#

次#

.@

内测量#测量过程中注意避免样本蒸发$测量时才

打开样本盖%,按本实验室
KY&

程序测量样本#

$

个浓度样本

均连续测量
'

次#取均值*

0

+

,$

$

%用本实验室所标示的靶值代

替实验室校准品的靶值#校准仪器#注意仪器其他测量参数不

变,$

'

%校准后再测量校准品和
$

个浓度样本#每个样本连续

测定
'

次#取均值,

$-J

!

统计学处理
!

采用
K&KK"(-#

统计学软件和
Q+CA9;9B<

ẀC:?$##'

软件进行统计分析,精密度和正确度计算均值)标

准差)相对偏移和变异系数等#线性采用多项式回归分析#方法

比较采用
D

检验分析,

/

!

结
!!

果

/-$

!

反应完成所需时间
!

在连续测量中可以看出#样本反应

时间到达
"#*+,

后#其吸光度值基本稳定#得出在
'()

孵育

"#*+,

样本反应可行,

/-/

!

精密度评价
!

$#"'

年国际比对物质
]W2787

和
]W278

Z!"

分别为
#-!03

和
"-$'3

#不精密度均小于设定目标$

$

"-!3

%,见表
"

,

表
"

!

%&

精密度评价

项目 均值$

1

"

2

% 标准差$

1

"

2

%

!"

$

3

%

]W2787 !'-'" #-'" #-!0

]W278Z (4-(# #-4/ "-$'

/-'

!

正确度评价
!

测量有证参考物质
4#45

均值与靶值的偏

移为
"-(03

#

"(

家实验室中有一家实验室结果缺失#即
"0

家

实验室
$#"']W2787

)

]W278Z

均值分别为
!!-./

)

/#-0/

1

"

2

#

与用改良参考方法检测出均值的偏移各为
#-$43

)

"-$$3

#均

小于允许目标$

_$-!3

%,见表
$

,

表
$

!

%&

正确度评价

项目 均值$

1

"

2

% 靶值$

1

"

2

% 偏移$

3

%

4#45 (#-$" 04-## "-(0

]W2787 !!-'$ !!-./ #-$4

]W278Z (4-(# /#-0/ "-$$

/-1
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线性评价
!

用本实验室建立的
%&

改良参考方法检测
"#

个系列浓度的标本其检测结果可用于线性评价,对上述试验

数据进行多项式回归分析处理#得到
%&"

)

$

)

'

次多项式模型,

见表
'

)

.

,

表
'

!

%&

参考方法检测
"#

个系列浓度结果

标本号 配制方案
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1
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" 42aX '"-./

$ /2a$X .'-((

' (2a'X !'-##

. 02a.X 0$-4.

! !2a!X ("-0!

0 .2a0X /$-4$

( '2a(X 4#-!0

/ $2a/X "##-((

4 "2a4X "#4-"(

"# X "$/-04
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./.$
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年
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期
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F
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!

方法结果比较
!

三组数据的方差齐性
2:G:,:

结果可看

出方差都相等#差异无统计学意义$

N

%

#-#!

%,见表
!

,

/-)

!

各实验室校准前)后偏移的比较
!

各实验室结果去除
$

个离群值#校准前检测赋值血清校准品组的最大偏移为

"(-443

#平均偏移为
0-'/3

(使用改良参考方法定植的蛋白

校准品后#最大偏移降为
.-0.3

#平均偏移降为
"-/03

#样本

血清
"

样本血清
$

校准前结果为
0-#.3

和
/-("3

#校准后为

6"-0"3

和
6#-"'3

,见表
0

,

表
.

!
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多项式回归分析结果

阶别 系数符号 系数值 系数
I$ D

检验 自由度 回归标准误

" ># $"-4(' "-/0$ ""-/#' 6 6

" >" "#-#4! #-'## ''-0.0 "0 $-($!

$ ># $.-/'! '-"!/ (-/0. 6 6

$ >" /-00. "-'"4 0-!0/ 6 6

$ >$ #-"'# #-""( "-""' "! $-0/!

' ># "0-.'/ '-0$" .-!'4 6 6

' >" "0-""" $-(". !-4'! 6 6

' >$ 6"-./! #-!0# 6$-0!$ 6 6

' >' #-#4/ #-#'. $-4"! ". "-/00

!!

注!

6

表示无数据,

表
!

!

方法比较统计处理结果

项目
2:G:,:

检验
D

值
DB N

值$双侧%

]W2787 #-$'( 6"-/($ "0 #-#/#

]W278Z #-"/! 6"-$0' "0 #-$$!

4#45 #-#/" #-!/( / #-!('

新鲜血清
#-'#. #-"(0 $# #-/0$

表
0

!

校准前后结果比较%

3

&

组别
校准前

偏移范围 平均偏移

校准后

偏移范围 平均偏移

赋值校准品
6#-"!

"

"(-44 0-'/ #

"

.-0. "-/0

血清样本
" #-!.

"

6$4-"0 0-#. 6#-/'

"

4-"" 6"-0"

血清样本
$ 6#-'0

"

/-"' /-(" #

"

/-#( 6#-"'

'

!

讨
!!

论

!!

%&

是临床常用的生化检查项目#包括清蛋白和球蛋白#

其测定对了解机体营养状况#以及肝脏和肾脏病变的诊断)治

疗判断与监测等发挥重要作用*

(

+

,早在
"4(.

年#美国临床化

学协会开展了就血清
%&

的内部试验研究#即用双缩脲法建立

测量
%&

的标准*

$

+

,这就为作者引出了参考方法的概念#参考

方法要求测量方法干扰因素少)系统误差很小#又有合适的精

密度)特异度和较宽的分析范围,

5L5

推荐了在
$!)

温浴
0#

*+,

的
%&

参考方法#在实现方法的溯源和临床试验间结果的

比对已广泛被应用和认可*

"8$

+

,

在临床实际检测中#国内实验室采用
'()

温浴条件下双

缩脲法测定血清
%&

#鉴于此#本实验室参考
5L5

基本操作#建

立$

'(_"

%

)

温浴
"#*+,

测量
%&

#其方法性能的评价如精密

度)正确度)线性等都达到要求范围内,为了考察吸光度与反

应时间的关系#本实验室以
"#*+,

为界点#评估了
"#*+,

前的

一组吸光度数值$

"

)

$

)

'

)

.

)

!

)

0

)

(

)

/

)

4*+,

%和
"#*+,

后在
"#

"

"'*+,

内每隔
"#;

的吸光度值#与
"#*+,

这一点值计算偏

移#

"#*+,

前的偏移范围为
#-$'3

"

/-!#3

#

"#*+,

后偏移范

围为
#-#!3

"

#-..3

#选择温浴
"#*+,

比较合适#虽然在温浴

"#*+,

后的一段时间吸光度仍有所变化#但只要时间控制好#

则可保证结果的稳定,

对
$"

家实验室校准前后测量结果#与改良参考方法赋值

的靶值的偏移结果中发现#赋值血清校准品校准前平均偏移为

0-'/3

#校准后降为
"-/03

#样本血清
"

)

$

校准前偏移分别为

0-#.3

和
/-("3

#校准后降为
6"-0"3

)

6#-"'3

#结果表明#

通过使用新鲜血清赋值校准不同实验室测量#各实验室结果的

准确性和一致性都有极大的提高,由此可见#应用参考方法定

植新鲜血清作为校准品进行校准#是实现实验室间量值溯源的

有效途径#保证了结果的可比性,在试验过程中#使用了
K+

1

8

*=

试剂和北京阿匹斯公司试剂在相同条件下对同一物质进行

测量#发现试剂的不同其结果有一定偏移,当然#在后续工作

中#为更好地实现实验室间)甚至地区间的结果比对#更多更广

的实验室)试剂厂家应纳入进来,
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