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要#目的
!

对某国产循环酶法同型半胱氨酸试剂盒进行性能评价&方法
!

依据
5-!YDU4

相关文件!在
7\%3))

生化仪

上对该试剂盒的精密度%线性范围%可报告范围%生物参考区间验证%干扰试验等方面进行性能评价#并与西门子化学发光法进行

比对分析!计算相关系数和直线回归方程!根据回归方程计算同型半胱氨酸在医学决定水平处的预期偏倚和预期偏倚的
E0X

可

信区间并判断偏倚是否可以接受&结果
!

批内精密度"

GP

$为
)(EFX

%

'(F'X

!批间
GP

为
&())X

%

%(*)X

#线性范围
0()

#

0)()

$

"@?

)

-

!最大稀释倍数为
%)

!临床可报告范围
0()

#

')))()

$

"@?

)

-

#血红蛋白
'

0

1

)

-

%三酰甘油
'

3(R""@?

)

-

%抗坏血酸
'

'(3

""@?

)

-

%胆红素
'

)(*R""@?

)

-

!对试验无明显干扰#两种分析仪结果间均呈良好的线性关系!其相关系数
A

均大于
)(E30

!在医

学决定水平处的系统偏倚临床可以接受&结论
!

该国产同型半胱氨酸测定试剂盒在
7\%3))

全自动生化仪上的分析性能良好!

可应用于临床检测&

关键词#同型半胱氨酸#

!

循环酶法#

!

全自动生化分析仪#

!

性能评价
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同型半胱氨酸$

,J

L

&是一种含巯基的氨基酸#主要来源于

饮食摄取的蛋氨酸#是蛋氨酸和半胱氨酸代谢过程中一个重要

的中间产物#其本身并不参加蛋白质的合成+

,J

L

最直接的危

害是损伤血管#对血管内皮产生毒性#参与动脉粥样的产生等#

是心脑血管疾病的一个独立危险因素#高
,J

L

水平可以反映

相关疾病的危险程度'

'

)

+近年来#随着循环酶法检测同型半胱

氨酸试剂盒的大量上市#

,J

L

检测已在国内各级医院广泛开

展#其检测性能也引起了检验工作者的重视+本文对一新上市

国产试剂盒的检测性能进行了详细分析#现报道如下+
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!

材料与方法

$($

!

评价系统

$($($

!

仪器
!

Z?

L

"

N

P:7\%3))

全自动生化分析仪+

$($(/

!

试剂
!

漳州片仔癀诊断技术有限公司产同型半胱氨酸

测定试剂盒及其配套校准品和质控品$试剂批号!

'0)'%ED

)&)37

#校准品批号!

%)'0)&)&)'

#质控品批号!

%)'0)&)&)&

&

$注!高值质控品为自配混合血清&+

$($('

!

检测原理
!

,J

L

在
,J

L

甲基转移酶及
!D

腺苷
,J

L

水

解酶的共同作用下被循环放大#同时产生腺苷+腺苷被水解成

氨和次黄苷#氨在谷氨酸脱氢酶催化下使
67/,

转化成

67/

f

#在
&F)="

处检测反应吸光度#其变化率与
,J

L

的浓

度成正比'

%

)

+

$($(1

!

检测参数
!

采用两点速率法#主波长
&F)="

#样本
'&

$

-

#

+'

试剂
%F)

$

-

#

+%

试剂
*0

$

-

#反应时间
')"K=

+

$(/

!

对照系统
!

西门子
59=;#P<h4

全自动化学发光仪及其

配套检测试剂*校准品和质控品$试剂批号!

)RR'**

#校准品批

号!

5RRF%

#质控品批号!

%&*)&

&+其检测原理为采用直接化学

发光技术进行的竞争性免疫测定方法+样品中不同形式的

,J

L

通过还原剂还原成游离
,J

L

+然后游离的
,J

L

通过酶试

剂转化成
!D

腺苷甲硫氨酸$

!7,

&+为得到标记试剂中用吖啶

酯标记的有限数量的
!7,

抗体#样品中转化后的
!7,

和与

固相试剂中顺磁性粒子共价偶合的
!7,

进行竞争+

$('

!

样本
!

本院门诊*住院患者及健康体检者的血清样本+

(

%3%%

(

检验医学与临床
%)'*

年
R

月第
'&

卷第
'*

期
!
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!
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1

P:;%)'*

!
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!
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$(1

!

方法
!

上述
%

个检测系统#每天先测定
%

个水平质控品#

按实验室室内质控规则判断质控在控后#再进行性能评价和比

对实验+

$(1($

!

性能评价
!

依据
5-!YDU4

相关文件#在
7\%3))

生化

仪上对循环酶法
,J

L

测定试剂盒进行精密度$

GP

&*线性范

围*可报告范围*生物参考区间验证*干扰试验等方面进行性能

评价#并与试剂厂家声明的参数进行比较+

$(1(/

!

比对试验
!

依据
U4ED7%

文件#准备
F)

例样本#浓度

覆盖生物参考区间#用化学发光法作为参比方法$

+

方法&#循

环酶法作为试验方法$

7

方法&进行方法间的比对试验+

F)

例

标本分
0

天测定#每天测定
R

例#先将标本按照
'

到
R

排列顺

向检测#之后
R

到
'

排列反向检测#测试在
%H

内完成+

$(2

!

统计学处理
!

采用
UMJ9?%))3

进行数据处理#相关分析

采用线性相关#以
!

$

)()0

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/($

!

精密度试验
!

根据
5-!YU4D07

文件进行精密度检测#

循环酶法取低值质控液和高值标本$接近医学决定水平&各一

份#化学发光法取高低质控液各一份#

%H

内连续测定
%)

次#计

算批内
GP

值+每天测定一次#连续测定
%)$

#计算批间
GP

值+批内和批间精密度见表
'

+

表
'

!!

循环酶法和化学发光法检测
,J

L

的批内"批间
GP

试验$

X

%

8b5

&

样本
循环酶法

批内
GP

批间
GP

化学发光法

批内
GP

批间
GP

低值
)(EF

$

'F()*b)('*

&

&())

$

'&(00b)(&%

&

&(%*

$

F(0Rb)(&*

&

*(E%

$

F(3&b)(&&

&

高值
'(F'

$

F)(&0b)()&

&

%(*)

$

F)(FEb)(F&

&

F(F'

$

'F(F'b)(R3

&

*()0

$

'F(*)b)(E)

&

/(/

!

线性范围试验
!

依照
5-!YU4*D7%

文件的要求#选择

,J

L

值为
%(3

$

"@?

"

-

的低值血清$

-

&和
0'(*

$

"@?

"

-

的高值

血清$

,

&#按照
-

*

)(E-f)(',

*

)(R-f)(%,

*

)(3-f)(&,

*

)(*-f)(F,

*

)(0R-f)(0,

*

)(F-f)(*,

*

)(&-f)(3,

*

)(%-f)(R,

*

)('-f)(E,

*

,

比例配制成
''

个样本#每个样

本检测
&

次#计算平均值+采用多项式回归作为分析线性的评

价方法#以预期值为
+

#以实测均值为
7

#在初步判断无离群值

后#使用
UMJ9?

软件进行二元一次*二元二次和二元三次多项

式的回归分析+选择最小标准误差的拟合曲线为最适模型+

计算最适模型在每个浓度的预期值#其与线性模型的偏离

$

/?K

&应小于
'

"

%AU#

$

AU#^'3(3X

&+对检测数据拟合的最

佳形式为直线#所有数据几乎均落在一条直线上#且数据的

GP

较高+

,J

L

线性从
'

到
''

点成线性#回归方程为
7^

)(EE3+f)(&E*

$

A

%

)̂(EEE

&#符合厂商声明的线性范围
0()

#

0)()

$

"@?

"

-

的范围+

/('

!

临床可报告范围
!

取一份高浓度的患者样本$接近最高

线性范围&样品#用厂家推荐的稀释液$纯水&进行
0

*

')

*

'0

*

%)

*

&)

倍稀释#稀释倍数包含厂家推荐最大稀释倍数#每个浓

度重复测定
&

次#以样品原倍结果作为预期值#将样品进行稀

释后得出的结果为检测值#计算各稀释倍数的回收率#应在

E)X

#

'')X

范围内+从表
%

数据可见#该试剂盒的最大稀释

倍数为
%)

#高于试剂盒声明的最大稀释倍数为
')

#线性可报告

范围
0()

#

')))()

$

"@?

"

-

#可以满足临床需求+

表
%

!!

,J

L

循环酶法临床可报告范围试验

稀释倍数
实测

'

$

$

"@?

"

-

&

实测
%

$

$

"@?

"

-

&

实测
&

$

$

"@?

"

-

&

实测平均

$

$

"@?

"

-

&

浓度预期

$

$

"@?

"

-

&

回收率

$

X

&

是否通过

0 ')(&) ')(0) ')(F) ')(F) ')(&% ')'

通过

') F(R) 0(') 0(') 0()) 0('* E3

通过

'0 &(F) &(F) &(F) &(F) &(FF EE

通过

%) %(*) %(*) %(*) %(*) %(0R ')'

通过

&) '(E) '(E) %()) '(E& '(3% ''%

未通过

/(1

!

生物参考区间验证
!

收集
F)

例健康人的标本#年龄
%&

#

0*

岁#其中男
%)

例#女
%)

例+对参考范围进行验证#不超过
%

例患者标本结果超过生物参考值区间即验证通过+结果显示

男性$

')(0FbF()&

&

$

"@?

"

-

%女性$

E(R0b&(''

&

$

"@?

"

-

+男性

和女性的
,J

L

值差异无统计学意义$

!

%

)()0

&#测定值均在参

考范围内$

)()

#

'0()

&

$

"@?

"

-

+

/(2

!

干扰试验
!

参照
U4D37%

文件#将不同浓度的血红蛋白*

三酰甘油*抗坏血酸*胆红素和待测血浆按
'̀ E

的比例混合#

各样本分别测定
%

次取均值#计算其干扰程度%要求干扰偏差

$

X

&在
b')X

范围内+结果显示当血红蛋白
'

0

1

"

-

*三酰甘

油
'

3(R""@?

"

-

*抗坏血酸
'

'(3""@?

"

-

*胆红素
'

)(*R

""@?

"

-

时对测定结果的相对偏差均在
b')()X

以内#结果见

表
&

+

表
&

!!

,J

L

酶法干扰试验

干扰物 浓度
,J

L

两次均值

$

$

"@?

"

-

&

干扰偏差$

X

&

血红蛋白$

1

"

-

&

)(*%0 %&(RE '(EE

'(%0) %&(0' )(&0

'(R30 %F(F% F(%&

%(0)) %F(*& 0('%

&('%0 %F(FE F(0&

&(30) %&(&3 ])(%F

(

&3%%

(

检验医学与临床
%)'*

年
R

月第
'&

卷第
'*

期
!

-#>S9$5?K=

!

7P

1

P:;%)'*

!

T@?('&

!
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续表
&

!!

,J

L

酶法干扰试验

干扰物 浓度
,J

L

两次均值

$

$

"@?

"

-

&

干扰偏差$

X

&

F(&30 %F(** 0(%*

0())) %F()3 %(3&

三酰甘油$

""@?

"

-

&

)(E30 %&(*R ])('0
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比对试验结果
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两种试剂的测定均值
!

采用两种试剂分别测定所有标

本#每种方法所有结果的均值分别为!

+^%)(&*

和
7^

'E(3%R

#其中#代表参比方法的均值#代表试验方法的均值+

/()(/
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方法内及方法间离群点检查
!

方法内离群点控制限

F/h

*

F/g

*

F/he

*

F/ge

分别为
'
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'
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)()&'
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)()&F

#无方法内离

群点%方法间离群点控制限
FU

*

FUe

分别为
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)(%''%

#两种测

定方法无离群点+
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取值范围检验及散点图和偏倚图的绘制
!

根据

U4ED7%

文件#计算两个方法的相关系数
A^)(EEE

#大于文件

要求的
A

&

)(E30

#说明两个检测系统测定
,J

L

浓度达到了足

够的宽度#分布范围合适+具体见图
'

+由图
%

可知!检测系

统
7

对检测系统
+

单个测定值的相对偏差较小#偏差值分布

较合理+

图
'

!!

每个样品的
+

和
7

方法均值比较散点图

图
%

!!

两种试剂单个结果的差值对两种方法均值的偏倚图
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计算回归方程
!

应用
UMJ9?

统计统计两种方法的线性

回归方程为!
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+
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计算预期偏倚及可信区间
!

用线性回归统计方法计算
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医学决定水平
h

5

处的预期偏倚
.
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和
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5

的
E0X

可信区

间#预期偏倚
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#其中预期值
g

5

用公式
g

5

#̂f.h

允许偏倚
U7

由文献'

&

)获得#具体结果见表
F

+

表
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%

种试剂测定
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结果的临床可接受性偏倚分析
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随着临床对
,J

L

检测的逐步重视#其对实验室检测质量

的要求也越来越高#参加卫生部室间质评的实验室从
%)')

年

的
')3

家上升到
%)'F

年的
F*F

家+循环酶法具有快速*简便*

大批量*自动化分析等优点#近年来得到了广泛运用'

&D0

)

#是参

评实验室中选用数量最多的方法#

%)')

年其占总方法的

*%(*X

#

%)'F

年则上升到
R)(FX

+根据最终检测原理的不同#

循环酶法可分为紫外酶法和
A<K=$9<

法#其共同反应途径是!

在
A5U4

作用下#氧化型
,J

L

转化为游离型
,J

L

#游离型
,J

L

与共价底物
!

腺苷甲硫氨酸
!7S

催化反应形成甲硫氨酸与
!

腺苷
,J

L

!7,

+

!7,

被
!7,

水解酶水解成腺苷和
,J

L

#形成

的
,J

L

可以循环加入反应#从而放大了检测信号#腺苷立即水

解为次黄嘌呤和氨+紫外酶法是检测生成的氨在谷氨酸脱氢

酶的作用下#使
67/,

转化为
67/f

#其转化速率与样品中

,J

L

含量成正比'

*

)

%而
A<K=$9<

法是检测次黄嘌呤在嘌呤氧化

酶偶联过氧化物酶的作用下#发生
A<K=$9<

显色反应#样本中
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浓度与色原变化成正比+

众所周知#

A<K=$9<

法易受还原性药物$维生素
5

*还原性

谷胱甘肽*羟苯磺酸钙等&的干扰#使结果假性偏低#此类问题

已多有报道'

3

)

%而内源性氨是紫外酶法的潜在干扰源'

R

)

+从实

际情况分析#还原性药物的干扰更为常见#因此#本研究认为实

验室应优先选择采用紫外检测的循环酶法+

从本文的结果可以看出#循环酶法的检测精密度优于化学

发光法#这与文献报道一致'

ED')

)

+线性范围验证为
0()

#

0)()

$

"@?

"
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#最大稀释倍数为
%)

倍#高于试剂盒声明的
')

倍%得

益于其紫外速率法的检测原理#该试剂盒具有较好的抗干扰能

力+与我科现有的化学发光法比较#具有良好相关性#其相关

系数
A

均大于
)(E30

#在医学决定水平处的系统偏倚临床可以

接受+有相关文献用循环酶法与荧光偏振免疫法相比较结果

无明显差别'

R

)

#杨云帆'

''

)用另一种国产的循环酶法试剂与传

统的高效液湘色谱法$

,4-5

&进行了比对相关性良好#说明国

产试剂盒结果可靠#可满足临床测试要求+
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法相结合#从而保证根管充填后根尖封闭的效果+

根管壁适度的湿润有助于维持牙本质表面胶原纤维网的

原始结构#利于根管充填糊剂和根管壁的结合+联合采用根管

内负压吸引器与传统纸尖法#通过负压吸引技术能够增强冲洗

效果#形成根管湿润状态+在湿润状态下#

K+@@;!4

糊剂和蓬

松的牙本质胶原纤维网形成紧密的嵌合关系#从而降低了微渗

漏+亚甲基蓝渗透实验及扫描电镜观察结果显示#根管壁适度

的湿润度明显改变了
K+@@;!4

糊剂的根尖封闭性能#但糊剂

与牙本质间仍存在细微的间隙#与肖喜梅等'

*

)的研究结果一

致+

[@::9G

等'

E

)认为#

K+@@;!4

糊剂固化膨胀率极低#且与牙

本质间产生的化学性粘结使糊剂与牙本质间产生完全无缝隙

的结合+本研究中#湿润组的糊剂与牙本质间虽然存在细微的

间隙#但可发现部分糊剂进入牙本质小管内#与
[@::9G

等'

E

)的

观点相近+

综上所述#在预备处理方法*根管充填材料及方法等可控

因素相一致的前提下#根管充填前保持根管壁适度的湿润度#

可达到更好的根管充填后的根尖封闭效果+此外#本研究中根

管充填后的纵剖图进一步证实所选用的离体牙不存在根管内

吸收及牙根隐裂等实验干扰因素+因此#在根管充填前营造根

管湿润状态有利于保证
K+@@;!4

糊剂的根尖封闭的效果+本

研究有一定的不足#例如本研究采用的研究方法为离体实验#

因此临床疗效有待于进一步证实+
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