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胶乳免疫比浊法检测肌酸激酶同工酶的性能评价*
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  摘 要:目的 采用胶乳免疫比浊法对肌酸激酶同工酶(CK-MB)进行测定,以验证其性能是否满足厂家声

明和临床诊断的要求。方法 依据美国临床实验室标准化协会文件和卫生行业标准要求,对CK-MB的功能灵

敏度、精密度、分析测量范围、临床可报告范围、生物参考区间和抗干扰能力进行验证评价,并与传统的化学发

光法结果进行比较。结果 验证后CK-MB功能灵敏度为1.30
 

ng/mL。高、低浓度质控品的批内不精密度分

别为1.05%、2.24%,日间不精密度分别为1.41%、2.88%。分析CK-MB检测范围为3.07~185.67
 

ng/mL,
临床可报告范围为1.30~1

 

485.36
 

ng/mL,生物参考区间为0~5
 

ng/mL。当标本血红蛋白≤15
 

g/L,三酰甘

油≤11.4
 

mmol/L,胆红素≤684
 

μmol/L时,对CK-MB检测结果无明显干扰。胶乳免疫比浊法与化学发光法

总体符合率为88.0%,线性回归方程为Y=0.882
 

5X-0.397
 

4,r2=0.985,相关性良好。结论 在贝克曼库

尔特AU5800全自动生化分析仪上采用胶乳免疫比浊法检测CK-MB的性能达到厂家声明,并且可满足临床

需求。
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Abstract:Objective To

 

determine
 

performance
 

evaluation
 

of
 

creatine
 

kinase
 

isoenzyme
 

(CK-MB)
 

by
 

la-
tex

 

immunoturbidimetry,so
 

as
 

to
 

verify
 

whether
 

its
 

performance
 

meets
 

the
 

requirements
 

of
 

manufacturer's
 

statement
 

and
 

clinical
 

diagnosis.Methods According
 

to
 

the
 

American
 

Association
 

for
 

Standardization
 

of
 

Clin-
ical

 

Laboratories
 

(CLIS)
 

documents
 

and
 

health
 

industry
 

standards,functional
 

sensitivity,precision,analytical
 

measurement
 

range,clinical
 

reportable
 

range,biological
 

reference
 

range
 

and
 

anti-interference
 

ability
 

of
 

the
 

pro-
ject

 

were
 

validated
 

and
 

evaluated,and
 

the
 

new
 

method
 

were
 

compared
 

with
 

the
 

traditional
 

chemiluminescence
 

method.Results The
 

functional
 

sensitivity
 

of
 

CK-MB
 

was
 

1.30
 

ng/mL.The
 

intra-batch
 

imprecisions
 

of
 

high-
level

 

and
 

low-level
 

quality
 

control
 

products
 

were
 

1.05%
 

and
 

2.24%
 

respectively.Inter-day
 

precisions
 

were
 

1.41%
 

and
 

2.88%
 

respectively.After
 

verification,the
 

analytical
 

measurement
 

range
 

was
 

3.07-185.67
 

ng/mL,the
 

clinical
 

report
 

range
 

was
 

1.30-1
 

485.36
 

ng/mL,and
 

the
 

biological
 

reference
 

range
 

was
 

0-5
 

ng/mL.When
 

the
 

sample
 

hemoglobin
 

was
 

15
 

g/L
 

or
 

less
 

than
 

15
 

g/L,triglyceride
 

was
 

11.4
 

mmol/L
 

or
 

less
 

than
 

11.4
 

mmol/L
 

and
 

bilirubin
 

was
 

684
 

μmol/L
 

or
 

less
 

than
 

684
 

μmol/L,there
 

was
 

no
 

obvious
 

interference
 

to
 

the
 

test
 

results.The
 

overall
 

coincidence
 

rate
 

of
 

latex
 

immunoturbidimetry
 

and
 

chemiluminescence
 

was
 

88.0%.The
 

linear
 

regression
 

equation
 

was
 

Y=0.882
 

5X-0.397
 

4,r2=0.985,and
 

the
 

correlation
 

was
 

good.Conclu-
sion The

 

results
 

indicate
 

that
 

the
 

performance
 

of
 

CK-MB
 

detected
 

by
 

latex
 

enhanced
 

immunoturbidimetry
 

in
 

Beck-
mann

 

AU5800
 

automatic
 

biochemical
 

analyzer
 

could
 

meet
 

the
 

manufacturers'
 

statement
 

and
 

clinical
 

needs.
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words:latex
 

enhanced
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  肌酸激酶(CK)又称肌酸磷酸激酶(CPK),是一

种由多种组织和细胞类型表达的酶。CK是由 M(肌
肉)和B(脑)及其相近的亚基组成的二聚体,这个名称

来源于 M和B亚型的各种组合,因此,有3种不同的

同工酶(CK-MM、CK-BB和CK-MB)。CK-MM 主要

存在于各种肌肉细胞中,CK-BB主要存在于脑细胞部

分,CK-MB主要存在于心肌细胞中。CK-MB约占

CK总量的15%~20%,几乎全部存在于心肌细胞

中,因此,CK-MB常常作为急性心肌梗死(AMI)诊断

及鉴别诊断的标志物[1]。血清和血浆中酶活性不稳

定,而且抵抗干扰能力差,对实际水平反映不准确。
因此,采用CK-MB质量测定法,比CK-MB活性测定

法更灵敏、快速。检测CK-MB的质量浓度比酶活性

更适合AMI患者[2]。目前临床上常常采用化学发光

免疫分析法检测CK-MB的质量浓度,尽管其特异性

强,灵敏度和准确度都很高,但是由于其成本相对较

高,难以在基层医院广泛开展[3]。本研究以胶乳免疫

比浊法为基础,采用贝克曼库尔特AU5800全自动生

化分析仪检测血清中CK-MB浓度,评估免疫比浊法

CK-MB试剂盒的性能(北京九强生物技术股份有限

公司),并与顺磁性微粒化学发光法的CK-MB检测试

剂盒(苏州贝克曼库尔特有限公司)结果进行比较,现
报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年2-4月在广州市第一

人民医院(华南理工大学附属第二医院)70份标本(50
例患者,20例健康志愿者,均为检验后废弃标本)。采

用分 离 胶 管 (BD 公 司,美 国)空 腹 采 集 静 脉 血

3.5
 

mL,经离心力3
 

000×g离心5
 

min后分离血清,
即刻上机检测。在检测结束之前,所有标本的信息都

是匿名的。
1.2 试剂与仪器

1.2.1 试剂 (1)目标试剂盒:CK-MB测定试剂盒

(胶乳免疫比浊法,北京九强生物技术股份有限公

司),批号:19-0128。(2)校准品系列:L1~L6,浓度分

别为0.00、7.76、25.99、51.01、103.12、10.32
 

ng/mL,
批号:19-0114。(3)质控品系列:L1~L2,浓度分别为

(9.64±1.93)、(29.95±5.99)ng/mL,批 号:19-
0114。(4)比对试剂盒:CK-MB测定试剂盒(顺磁性

微粒化学发光法,苏州贝克曼库尔特有限公司),批号:
81880。(5)干扰物质:三酰甘油(Sigma公司,货号:
G7793),胆红素(Sigma公司,货号:B4126),血红蛋白

(Sigma公司,货号:H0267)。
1.2.2 仪器 AU5800全自动生化分析仪(美国贝克

曼库尔特公司)。
1.3 方法 所有性能评估主要参照美国临床实验室

标准化协会(CLIS)文件和中华人民共和国卫生行业

标准———临床实验室对商品定量试剂盒分析性能的

验证:WS/T
 

420-2013的要求。具体而言,生物检测

限和 功 能 灵 敏 度 参 考 CLSI
 

EP17-A,精 密 度 参 考

CLSI
 

EP5-A,线性范围和可报告范围参考CLSI
 

EP6-
A,参考区间参考CLSI

 

C28-A3,干扰试验参考CLSI
 

EP7-A2[4]。采用胶乳免疫比浊法(北京九强生物技术

股份有限公司)和顺磁性微粒化学发光法(苏州贝克

曼库尔特有限公司)同时对50份匿名血清标本CK-
MB浓度进行检测,记录结果,计算两种试剂盒的阳性

符合率和相关性。
1.3.1 功能灵敏度 使用低值标本与空白标本配制

5种浓度,每种浓度连续进行10次检测,测定结果变

异系数(CV)具有或最接近于20%的对应检测限标本

所具有的平均浓度为可定量报告的最低浓度,即功能

灵敏度。
1.3.2 精密度验证 批内不精密度:按厂商操作规

程要求做好校准,按常规要求进行室内质控,只能使

用在控的数据作为认证试验的原始资料,选择低值和

高值两种浓度质控品各1支,在一个批次内分别计算

检测结果的均值(x)、标准差(s)和CV。批内不精密

度应≤10%。日间不精密度:选择低值和高值两种浓

度质控品各1支,每天检测4次,连续检测5
 

d,计算

检测结果的x、s和CV。日间不精密度应≤15%。
1.3.3 线性范围验证 选用低值和高值标本(其浓

度应在线性范围上限20%的范围内)各1份。将高值

标本与低值标本分别按5L、4L+1H、3L+2H、2L+
3H、1L+4H、5H 关系各自配制混合,形成系列评价

样品,标本从低到高重复测定3次,计算x。将实测值

(Y)与理论值(X)进行多项式回归分析,拟合为一次

方程:Y=a+b1X,二次方程:Y=a+b1X+b2X2,三
次方程:Y=a+b1X+b2X2+b3X3。b2和b3与b0
(t检验)比较,如差异无统计学意义(P>0.05),则认

为存在线性关系;否则为非线性,需非线性度评价。
1.3.4 可报告范围验证 取已知浓度接近线性范围

上限的标本1份,使用生理盐水按最高稀释倍数进行

稀释,使稀释后标本的预期值尽量覆盖 该 项 目 的

AMR及在厂商推荐的稀释后最低浓度以上。原始标

本和每个稀释度的标本重复检测2次,分别计算其x。
检测结果和配制后所得“计算值”比较,计算偏倚。偏

倚(%)=(实测值-预期值)/实测值×100%。可接

收标 准 为 偏 倚 在 1/2 室 间 质 评 允 许 总 误 差 内,
即±15%。分析测量范围上限乘以最大稀释度即为

可报告范围上限,功能灵敏度为可报告范围下限。
1.3.5 参考区间验证 选择广州市第一人民医院体

检中心体检健康者新鲜血清标本20份进行验证。20
例参考个体中应有不超过2例(或10%的结果)的观

测值在本项目的参考区间(≤5
 

ng/mL)之外。
1.3.6 干扰试验 观察血红蛋白、血脂、胆红素对血

清CK-MB测定的影响。新鲜混合血清中加入不同浓

度的干扰物质,计算加入前后各测定值的相对偏差。
以干扰物为0时的检测结果作为参考值,偏倚(%)=
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(参考值-测量均值)/参考值×100%。最大允许偏

倚为1/2室间质评允许总误差。
1.4 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件和Excel

 

2016进行数据分析处理和图形绘制。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 功能灵敏度 使用低值标本作为梯度稀释,每
种浓度连续检测10次,结果显示该试剂盒的功能灵

敏度为1.30
 

ng/mL,见表1。
表1  CK-MB功能灵敏度结果(ng/mL)

检测次数 浓度1 浓度2 浓度3 浓度4 浓度5 浓度6

1次 5.06 3.92 3.14 2.10 1.48 1.17

2次 5.06 4.07 2.72 2.15 0.80 0.65

3次 5.43 3.97 3.09 1.94 1.14 1.11

4次 5.27 3.97 2.67 2.20 1.54 0.75

5次 5.12 4.07 3.14 1.94 1.14 0.60

6次 5.06 3.92 2.88 2.15 1.60 0.80

7次 5.01 3.97 2.93 1.89 1.20 0.91

8次 5.01 4.02 2.93 2.15 1.31 1.27

9次 5.06 3.87 2.72 2.15 1.37 0.70

10次 5.12 4.13 2.67 1.89 1.37 1.06

x(ng/mL) 5.12 3.99 2.89 2.06 1.30 0.90

s 0.13 0.08 0.19 0.12 0.24 0.24

CV(%) 2.58 2.02 6.56 6.07 18.22 26.25

2.2 精密度 两种不同浓度质控品精密度见表2、表
3。高、低浓度质控品批内不精密度分别为1.05%、
2.24%,日间不精密度分别为1.41%、2.88%,批内不

精密度均≤10%,日间不精密度均≤15%,符合厂家

声明,临床可接受。
表2  CK-MB批内不精密度结果

浓度
最小值

(ng/mL)
最大值

(ng/mL)
x

(ng/mL)
s

批内不

精密度(%)

低浓度 17.86 19.44 18.68 0.42 2.24

高浓度 44.18 45.91 45.13 0.47 1.05

表3  CK-MB日间不精密度结果

浓度
最小值

(ng/mL)
最大值

(ng/mL)
x

(ng/mL)
s

日间不精密度

(%)

低浓度 18.01 19.70 18.88 0.54 2.88

高浓度 45.27 47.26 46.33 0.65 1.41

2.3 线性范围 用理论值(X 轴)和实测值(Y 轴)绘
制示意图(图1),然后对一阶、二阶和三阶进行多项式

回归分析(表4)。在多项回归处理中,自由度为16
时,t=2.120;自由度为15时,t=2.131;自由度为14
时,t=2.145。二次多项回归式中非线性系数b2
(0.19)和三次回归中的非线性系数b2(0.21),b3
(-0.19)均不具显著性,一次多项式的b1(106.46)具
有显著性,故达到线性要求。

图1  CK-MB线性回归方程

表4  CK-MB线性多项回归分析结果

阶别 系数符号 系数值 系数SE t 自由度 回归标准误

一 b0 -34.18 1.34 -25.49 16 1.440
一 b1 36.65 0.34 106.46
二 b0 -33.29 2.96 -11.40 15 1.653
二 b1 36.29 1.93 18.76
二 b2 0.05 0.27 0.19
三 b0 -32.50 7.23 -4.49 14 2.006
三 b1 34.78 8.24 4.22
三 b2 0.55 2.64 0.21
三 b3 -0.05 0.25 -0.19

2.4 可报告范围 经验证,最大稀释倍数为8倍时可

通过,见表5,故临床可报告范围为1.30~1
 

485.36
 

ng/mL。
表5  CK-MB可报告范围验证结果

稀释倍数
预期值

(ng/mL)
检测值1
(ng/mL)

检测值2
(ng/mL)

均值

(ng/mL)
偏倚

(%)
判断

原倍 135.76 135.57 135.95 135.76 0.00 通过

2倍 67.88 71.68 70.52 71.10 -4.74 通过

4倍 33.94 34.84 34.70 34.77 -2.45 通过

8倍 16.97 15.92 16.02 15.97 5.89 通过

16倍 8.49 7.63 7.42 7.53 11.31 不通过

2.5 生物参考区间 试剂厂商提供的参考区间为

0~5
 

ng/mL。通过对20例健康人群血清进行 测

定,≤2例超出声明范围,见表6,表明该参考区间可

以使用。
表6  CK-MB生物参考区间验证结果(ng/mL)

样品号 检测值 样本号 检测值

1 0.79 11 1.01

2 2.30 12 2.32

3 13.46 13 1.35

4 9.26 14 1.03

5 1.88 15 3.08

6 1.92 16 0.54

7 2.84 17 0.34

8 0.53 18 1.84

9 1.55 19 0.24

10 0.00 20 0.73
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2.6 干扰试验 在新鲜混合血清中加入不同浓度的

干扰物质,每项试验的偏倚率均小于±15%(表7)。
结果表明,这些常见干扰物不影响 CK-MB的检测

结果。
表7  CK-MB干扰试验验证结果

干扰物
检测值1
(ng/mL)

检测值2
(ng/mL)

均值

(ng/mL)
偏倚

(%)

三酰甘油(11.4
 

mmol/L)

 1.00 13.87 13.05 13.46
 

-7.27

 0.50 14.57 13.70 14.14
 

-2.62

 0.25 13.70 14.75 14.23
 

-2.00

 0.00 14.57 14.46 14.52
 

0.00

胆红素(684
 

μmol/L)

 1.00 14.57 14.52 14.55
 

-3.42

 0.50 13.99 15.49 14.74
 

-2.12

 0.25 14.52 14.63 14.58
 

-3.22

 0.00 14.86 15.26 15.06
 

0.00

血红蛋白(15
 

g/L)

 1.00 14.81 14.62 14.72
 

0.34

 0.50 14.35 14.11 14.23
 

-2.97

 0.25 14.34 14.52 14.43
 

-1.60

 0.00 14.93 14.40 14.67
 

0.00

2.7 方法学比较 随机抽取50份住院患者标本,同
时采用胶乳免疫比浊法和化学发光法检测CK-MB,
结果显示两种方法总符合率为88.0%(44/50)。线性

回归模型得到的回归方程为Y=0.882
 

5X-0.397
 

4,
r2=0.985(图2),表明两种方法学相关性良好。

图2  化学发光法和胶乳免疫比浊法检测CK-MB
相关性分析

3 讨  论

  CK-MB是 AMI的经典生物标志物,虽然CK-
MB较多地集中在心肌细胞中,但也有一部分存在于

骨骼肌中,其升高发生在许多临床疾病中,包括AMI
和肾损伤[5-6]。CK-MB在梗死发病后4~6

 

h首次出

现,24
 

h达高峰,48~72
 

h后恢复正常,它在AMI早

期和晚期诊断中价值有限。酶浓度与短期临床结果

(包括死亡、再梗死和紧急血管重建术的风险)之间有

明显联系[6]。尽管肌钙蛋白是诊断心肌坏死首选的

心肌损伤标志物,但是CK-MB对诊断心肌坏死的临

床特异度较高,升高后持续时间短,特别适合于溶栓

后梗死相关动脉开通的判断(CK-MB峰值前移到

14
 

h以内),以及诊断再发AMI,由此表明CK-MB检

测仍有存在的必要性[7]。
本研究评估了北京九强生物技术有限公司CK-

MB检测试剂盒的性能,北京九强生物技术有限公司

的CK-MB检测试剂盒基于免疫比浊法。胶乳免疫比

浊法与传统CK-MB的检测方法,如电泳法、免疫抑制

活性测定法比较,具有简便、快速、灵敏及抗干扰能力

强的优点[8]。与化学发光法比较,胶乳免疫比浊法具

有快速、成本低、批量上机等优点,能够满足基层医院

的需求[9]。
本研究根据中华人民共和国卫生行业标准要

求———临床实验室对商品定量试剂盒分析性能的验

证:WS/T
 

420-2013的指导原则进行性能评价,有关

标准程序也参考了CLSI文件。经验证,CK-MB测定

试剂盒高、低浓度质控品的批内不精密 度 分 别 为

1.05%、2.24%,日 间 不 精 密 度 分 别 为 1.41%、
 

2.88%,远远低于厂家声明的批内不精密度≤10%,
日间不精密度≤15%,表明该试剂盒结果稳定。检测

结果显示该试剂盒功能灵敏度为1.30
 

ng/mL,线性

范围为3.07~185.67
 

ng/mL,可报告范围为1.30~
1

 

485.36
 

ng/mL。尽管以上性能并不优于化学发光

法,但是结果显示两种方法检测结果的相关性良好,
表明该试剂盒可基本满足临床需求[10-11]。有研究显

示,CK-MB质量联合活性检测均具有较高的诊断价

值,并且可降低患者误诊率[12]。本研究中还评估了血

红蛋白(15
 

g/L)、三酰甘油(11.4
 

mmol/L)和胆红素

(684
 

μmol/L)对临床异常标本的潜在干扰程度,在干

扰试验中没有观察到明显的干扰。在传统的生化分

析仪上使用免疫抑制活性测定法测定CK-MB,标本

溶血将使结果明显上升,可能导致结果呈假阳性,也
体现了本方法学的优越性。

总之,对CK-MB测定试剂盒的评价表明,该试剂

盒具有良好的诊断性能,达到了厂家声明,符合临床

常规诊断的要求。同时,相对于经典的化学发光法,
采用胶乳免疫比浊法使检测成本大大降低,有助于减

轻患者的负担及在基层医院大面积推广。
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2015-2017年龙华区从业人员携带沙门菌的血

清群别均以B群为主,这与文献[4-8]报道的其他地

区结果一致,但2018年出现E1群占比超过了B群。
观察2015-2018年变化趋势发现,沙门菌血清群别B
群占比逐年降低,而E1群占比逐年上升。沙门菌血

清群别的变化值得相关上级部门关注和重视,这对日

后健康管理工作及食源性疾病的控制工作均有一定

指导意义[9]。
查阅相关文献,鼠伤寒和肠炎沙门菌也是食源性

疾病的主要病原体[10]。针对从业人员携带沙门菌株

中的鼠伤寒和肠炎两种血清群别的沙门菌进行PFGE
试验,结果显示,从业人员携带的沙门菌菌株PFGE
带型分散。对相似度100%的3个PFGE型别的9株

鼠伤寒沙门菌株和2个PFGE型别的4株肠炎沙门

菌株的资料进行收集发现,13株菌株均来自2016年

的餐饮服务从业人员,由此提示在餐饮服务从业人员

中存在沙门菌传播的风险,对食源性疾病的控制存在

威胁,应引起相关部门的关注和重视[11-15]。
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