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  摘 要:目的 验证脂联素化学发光法(CLIA)测定试剂盒的性能指标,比较其与胶乳增强免疫比浊法

(LETIA)检测结果的一致性,并评价该方法学的临床应用价值。方法 参考美国临床和实验室标准协会相关

指南文件对脂联素
 

CLIA测定试剂盒的精密度、准确度、生物参考区间、线性范围和抗干扰性等性能进行评估,
并与脂联素

 

LETIA测定试剂盒进行一致性比较,绘制受试者工作特征(ROC)曲线判断CLIA检测脂联素对2
型糖尿病(T2DM)的诊断价值。结果 CLIA 测定脂联素低值、高值质控品的批内变异系数(CV)分别为

3.51%、2.82%,批间CV 分别为1.44%、1.89%,总CV 为3.21%、2.98%;重复测定3次溯源物T1、T2的偏

倚分别为-1.29%、-0.08%。CLIA测定脂联素水平在0.16~38.25
 

μg/mL的线性表现良好,r=0.998
 

6。
以血红蛋白、游离胆红素、结合胆红素、脂肪乳作为干扰物质进行干扰评估,CLIA检测脂联素的干扰率均<
10%。CLIA和LETIA测定脂联素的Passing-Bablok回归方程为Y=0.167+0.986X(P>0.05)。Bland-
Altman分析结果显示,2种检测系统测量结果的偏倚为-0.08(P>0.05)。以临床参考值为判断标准对检测

结果进行分组,总符合率为94.62%,Kappa=0.867(P<0.001)。ROC曲线分析结果显示,CLIA测定的脂联

素诊断T2DM 的 AUC为0.654,最佳截断值 为4.425
 

μg/mL,阳、阴 性 预 测 值 分 别 为49.32%、80.70%。
结论 脂联素CLIA测定试剂盒符合性能验证标准及厂家声明的要求,与脂联素LETIA测定试剂盒具有良好

的一致性,脂联素可作为诊断T2DM的指标,具备临床推广价值。
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Abstract:Objective To
 

verify
 

the
 

performance
 

indexes
 

of
 

the
 

adiponectin
 

chemiluminescence
 

immunoas-
say

 

(CLIA)
 

kit,to
 

compare
 

its
 

consistency
 

with
 

the
 

detection
 

results
 

of
 

latex
 

particle-enhanced
 

turbidimetric
 

immunoassay
 

(LETIA)
 

and
 

evaluate
 

the
 

clinical
 

application
 

value
 

of
 

this
 

methodology.Methods The
 

preci-
sion,accuracy,biological

 

reference
 

interval,linear
 

range
 

and
 

anti-interference
 

performance
 

of
 

adiponectin
 

CLIA
 

kit
 

were
 

evaluated
 

by
 

referring
 

to
 

the
 

relevant
 

guidelines
 

of
 

the
 

United
 

States
 

Clinical
 

Laboratory
 

Standards
 

Institute
 

(CLSI).The
 

consistency
 

of
 

the
 

kit
 

was
 

compared
 

with
 

the
 

adiponectin
 

LETIA
 

kit,and
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn
 

to
 

judge
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

CLIA
 

for
 

detecting
  

adiponec-
tin

 

in
 

type
 

2
 

diabetes
 

mellitus
 

(T2DM).Results The
 

intra-run
 

coefficient
 

of
 

variation
 

(CV)
 

of
 

adiponectin
 

low-value
 

and
 

high-value
 

quality
 

control
 

samples
 

by
 

CLIA
 

were
 

3.51%
 

and
 

2.82%,and
 

the
 

inter-run
 

CV
 

were
 

1.44%
 

and
 

1.89%
 

respectively,and
 

the
 

total
 

CV
 

were
 

3.21%
 

and
 

2.98%
 

respectively.The
 

bias
 

of
 

the
 

tracer
 

T1
 

and
 

T2
 

by
 

3
 

times
 

for
 

repetition
 

detection
 

was
 

-1.29%
 

and
 

-0.08%
 

respectively.The
 

linearity
 

of
 

adi-
ponectin

 

concentrations
 

detected
 

by
 

CLIA
  

was
 

good
 

in
 

the
 

range
 

of
 

0.16-38.25
 

μg/mL
 

(r=0.998
 

6).Hemo-
globin,free

 

bilirubin,conjugated
 

bilirubin
 

and
 

lipid
 

emulsion
 

were
 

used
 

as
 

interference
 

substances
 

for
 

interfer-
ence

 

evaluation,and
 

the
 

interference
 

rate
 

of
 

adiponectin
 

detected
 

by
 

CLIA
 

was
 

10%.The
 

Passing-Bablok
 

re-
gression

 

equation
 

of
 

CLIA
 

and
 

LETIA
 

was
 

Y=0.167+0.986X
 

(P>0.05).The
 

results
 

of
 

Bland-Altman
 

a-
nalysis

 

showed
 

that
 

the
 

bias
 

of
 

the
 

two
 

detection
 

systems
 

was
 

-0.08
 

(P>0.05).The
 

test
 

results
 

were
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grouped
 

by
 

the
 

clinical
 

reference
 

value
 

as
 

the
 

judgment
 

standard,and
 

the
 

total
 

coincidence
 

rate
 

was
 

94.62%,
and

 

the
 

Kappa=0.867
 

(P<0.001).The
 

ROC
 

curve
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

CLIA
 

in
 

detecting
 

adiponectin
 

for
 

diagnosing
 

T2DM
 

was
 

0.654,and
 

the
 

best
 

cut-off
 

value
 

was
 

4.425
 

μg/
mL.The

 

positive
 

and
 

negative
 

predictive
 

values
 

were
 

49.32%
 

and
 

80.70%,respectively.Conclusion The
 

adi-
ponectin

 

CLIA
 

reagent
 

kit
 

meets
 

the
 

performance
 

verification
 

standards
 

and
 

requirements
 

of
 

manufacturer
 

statements,and
 

has
 

good
 

consistency
 

with
 

adiponectin
 

LETIA
 

reagents,which
 

could
 

be
 

used
 

as
 

the
 

diagnosing
 

indicator
 

of
 

T2DM
 

and
 

has
 

clinical
 

promotion
 

value.
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words:adiponectin; chemiluminescence
 

immunoassay; latex
 

particle-enhanced
 

turbidimetric
 

im-
munoassay; performance

 

evaluation; methodological
 

comparison; type
 

2
 

diabetes
 

mellitus

  2型糖尿病(T2DM)是一种慢性代谢性疾病,多
发生在35岁以后,发病缓慢、隐匿,以频繁的尿频、口
渴、疲乏、体质量下降、视力模糊等为主要表现[1]。根

据国际糖尿病联合会的最新报告,2021年全球20~
79岁人群的糖尿病患病率约为10.5%(5.37亿人),
其中超过90%为T2DM[2]。脂联素是一种相对分子

质量为30
 

000的单体糖蛋白[3],动物和人类代谢学研

究结果表明,脂联素可以通过多种机制来降低T2DM
的风险,包括抑制糖异生、刺激脂肪酸氧化和刺激胰

岛素分泌等[4],脂联素水平与糖尿病进程呈负相

关[5],过低表达可能会增加胰岛素抵抗、T2DM 和心

脑血管疾病的风险[6-7]。脂联素可在能量代谢、血脂

代谢及动脉粥样硬化形成的过程中发挥重要作用,缓
解代谢综合征的相关症状,这些独特的生物学效应使

脂联素成为评估代谢性疾病风险的新兴标志物[8]。
目前,临床实验室检测脂联素的方法有放射免疫

法(RIA)、酶联免疫吸附试验(ELISA)、化学发光酶免

疫法(CLEIA)、胶乳增强免疫比浊法(LETIA)等[9],
其中应用最广泛的是LETIA。化学发光法(CLIA)作
为一种高灵敏度、高特异度的检测方法,具有线性范

围宽、无污染、设备简单、可自动化等优势,更适合大

批量标本的检测分析[10]。本实验将参照美国临床和

实验室标准协会(CLSI)相关文件要求,对脂联素

CLIA测定试剂盒进行性能评估,并与脂联素LETIA
测定试剂盒进行对比,以确定采用CLIA测定脂联素

是否具备临床推广价值,并为其临床应用提供指导。
1 资料与方法

1.1 标本来源 收集本院2024年3-6月门诊及住

院T2MD患者血清标本73例(T2DM 患者组),体检

中心健康体检者血清标本57例(健康体检组),共130
例,其中男68例、女62例,平均年龄(44.48±13.65)
岁。本研究经本院医学伦理委员会审核批准(HN-
LL-2024-004-01),所有参与本研究的研究对象均自愿

签署知情同意书。
1.2 仪器与试剂 全自动化学发光免疫分析仪Shine

 

i1910(深圳迎凯生物科技有限公司),湖南和锐生物科

技有限公司提供的脂联素CLIA测定试剂盒及配套的

校准品、质控品(批号:HR47230801、HR47230802);迈
瑞BS200生化仪(深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公

司),广东尤尼德生物科技有限公司提供的脂联素LE-

TIA测定试剂盒(批号:1020230801)及配套的校准品

(批号:10220230802)、质控品(批号:1120230802);脂
联素溯源物T1、T2由湖南和锐生物科技有限公司提

供(批号:3R0823);干扰物质为血红蛋白、游离胆红

素、结合胆红素、脂肪乳。以上2种试剂质控品均包

括高、低值2个水平,按照 Westgard规则,2个水平均

通过后进行检测,检测均由专业检测技术人员按照仪

器、试剂盒说明书和SOP文件进行。
1.3 方法

1.3.1 精密度评价 参照 CLSI指南文件 EP15-
A2[11]方案进行精密度评估。精确配制脂联素标准高

值、低值质控品,并将配制好的不同水平的质控品进

行分装并保存;每天各取1份,室温复融并平衡30
 

min后混匀进行检测;连续检测5
 

d,每天每个水平重

复测量5次,待检测完毕后汇总数据结果,分别计算均

值(x)、标准差(s)、批内变异系数(CV)以及批间CV。
1.3.2 准确度评价 参照 CLSI指南文件 EP15-
A2[11],采用脂联素溯源物T1和T2,每天重复测量2
次,连续测量5

 

d,计算x 和偏倚。
1.3.3 生物参考区验证 参照相关文件[12],本研究

直接引用厂家提供的脂联素参考区间进行验证,即男

性>3.00
 

μg/mL,女性>3.40
 

μg/mL。收集40例表

观、血常规和生化常规检测均正常的健康人血清标

本,其中男20例、女20例,平均(34.15±11.68)岁,
对以上健康人群血清标本进行检测,结果在厂家提供

的参考区间内或不超过10%的结果超过参考区间范

围,则认为该生物参考区间验证通过。
1.3.4 线性范围评价 参照美国临床实验室标准化

委员会(NCCLS)指南文件EP6-A[13],从临床标本中

获得高水平标本 H(38.25
 

μg/mL)及低水平标本L
(0.16

 

μg/mL),按照10H+0L、9H+1L、8H+2L、
7H+3L、6H+4L、5H+5L、4H+6L、3H+7L、2H+
8L、1H+9L、0H+10L比例混合配制11个水平,每
个水平重复测量2次。统计结果,理论水平为 X,实
际测得水平为Y,绘制散点图,进行回归分析及计算

相关系数(r),以r≥0.995为此检测方法符合线性

要求。
1.3.5 抗干扰性评价 本研究涉及的干扰物质为血

红蛋白、游离胆红素、结合胆红素和脂肪乳。参照

CLSI指南文件EP7-A3[14],选取低值、高值临床血清
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标本L1、L2作为对照组并设置对应的实验组S1、S2,
实验组S1、S2分别采用相应对照组L1、L2的血清按

照干扰物质与血清体积1∶19比例混合配置,得到干

扰物质血红蛋白、游离胆红素、结合胆红素和脂肪乳

的水平分别为20、2、2、100
 

mg/L。每组标本重复测

定3次,并计算干扰率。干扰率计算公式为:干扰率

(%)=(实验值-对照值)/对照值×100%。当干扰

率≥10%时则判定该水平干扰物对脂联素测定存在

干扰影响。
1.3.6 一致性评价 (1)采用2种不同检测方法分

别对130例临床血清标本进行定量检测,对检测结果

进行离群值检验并剔除严重离群标本信息,使用

Passing-Bablok回归方法对2种检测方法进行相关性

检验分析。(2)以2种方法检测结果的均值为X,2种

方法检测的差值为Y,绘制Bland-Altman图,并进行

一致 性 分 析。(3)以 临 床 参 考 值 (男 性 >3.00
 

μg/mL,女性>3.40
 

μg/mL)作为阴性判断标准,计
算考核试剂(CLIA)和对比试剂(LETIA)的符合率,
采用Kappa一致性检验分析2种方法学检测结果的

一致性。阳性符合率=真阳性例数/(真阳性例数+
假阴性例数)×100%,阴性符合率=真阴性例数/(真
阴性例数+假阳性例数)×100%,总符合率=(真阳

性例数+真阴性例数)/总数×100%。
1.3.7 临床应用效果评价 在通过性能验证的化学

发光检测系统检测纳入研究的73例T2DM 和57例

健康人的脂联素结果,计算x 和s,并绘制ROC曲线,
计算曲线下面积(AUC),以最佳截断值作为阳/阴性

判断标准,计算CLIA检测脂联素的阳、阴性预测值。
阳性预测值=真阳性例数/(真阳性例数+假阳性例

数)×100%,阴性预测值=真阴性例数/(真阴性例

数+假阴性例数)×100%。
1.4 统 计 学 处 理  采 用 SPSS25.0 及 MedCalc
19.0.4统计学软件进行数据处理。呈正态分布的计

量资料以x±s表示;采用Passing-Bablok回归进行

线性回归分析;采用Bland-Altman法进行一致性分

析;2种检测系统检测结果的一致性分析采用 Kappa
一致性检验,Kappa介于0.40~<0.75表示一致性

一般,Kappa≥0.75表示一致性良好。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 精密度评价 采用CLIA检测脂联素的批内低

值、高值CV 分别为3.51%、2.82%,批间低值、高值

CV 分别为1.44%、1.89%,低值、高值的总CV 分别

为3.21%、2.98%,见表1。满足脂联素测定试剂盒

说明的目标CV(≤15.0%),判断为精密性验证通过。
2.2 准确度评价 连续5

 

d检测参考品的x 分别为

2.30、12.73
 

μg/mL,偏倚分别为-1.29%、-0.08%。
验证结果在脂联素测定试剂盒说明的目标偏差范围

内(相对偏差不超过±10.0%),可判断为准确度验证

通过。

2.3 生物参考区间验证 采用CLIA对40例表观、
血常规和生化常规检测均正常的健康人群血清脂联

素的检测结果均符合厂商建议的参考区间(男性>
3.00

 

μg/mL,女性>3.40
 

μg/mL),提示可直接参照

厂商提供的区间范围,见表2。
表1  CLIA检测脂联素精密度评价结果

质控品
水平

(x±s,μg/mL)

批内

x CV(%)

批间

x CV(%)

总CV
(%)

低值 3.99±0.13 0.14 3.51 0.06 1.44 3.21

高值 15.25±0.44 0.43 2.82 0.29 1.89 2.98

表2  CLIA检测脂联素试剂盒参考区间验证结果

健康人群 n
验证结果(μg/mL)

最低值 最高值

超范围

例数

超范围率

(%)
行业

标准

结果

判断

男性 20 3.14 26.02 0 0 10% 符合

女性 20 3.83 30.95 0 0 10% 符合

2.4 线性范围评价 以理论水平结果为X轴,以实

际检测结果的均值为Y轴,绘制散点图(图1),获得

的线 性 回 归 方 程 Y=-0.065
 

1+1.009X,r=
0.998

 

6,P<0.001,脂 联 素 水 平 在0.16~38.25
 

μg/mL的测试线性良好。

图1  CLIA检测脂联素线性图

2.5 抗干扰性评价 检测干扰物质混合血清,结果

显示CLIA的干扰率均<10%,见表3。
表3  CLIA检测脂联素干扰率结果

干扰物 S1干扰率(%) S2干扰率(%)

血红蛋白(20
 

mg/L) 2.18 -2.61

游离胆红素(2
 

mg/L) 1.75 -6.37

结合胆红素(2
 

mg/L) 1.31 -2.00

脂肪乳(100
 

mg/L) 3.06 4.14

2.6 
 

一致性评价

2.6.1 Passing-Bablok分析 以CLIA(X)和 LE-
TIA(Y)进行Passing-Bablok回归分析,回归方程结

果:Y=0.167+0.986X,Cusum 线性检验结果P>
0.05。见图2。
2.6.2 Bland-Altman分析 以CLIA 作为考核方

法,LETIA作为对比方法,检测同一批临床血清标本
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的脂联素值,绘制Bland-Altman图(图3),考核方法

和对比方法测定脂联素的偏倚为-0.08,2种检测方

法的一致性限度为(-1.18,1.03),2种方法测量结果

的差异无统计学意义(P>0.05)。

图2  2种检测方法间的Passing-Bablok回归分析结果

图3  CLIA检测脂联素的Bland-Altman图

2.6.3 符合率分析 以男性>3.00
 

μg/mL、女性>
3.40

 

μg/mL作为阴性判断标准,对收集的130例临

床血清标本结果进行判断,见表4。由表4可知,以
CLIA为 检 测 方 法 的 考 核 试 剂 的 阳 性 符 合 率 为

91.67%,阴 性 符 合 率 为 96.74%,总 符 合 率 为

94.62%,Kappa=0.867(P<0.001)。
表4  CLIA与LETIA检测脂联素结果比较(n)

CLIA
LETIA

阳性 阴性
合计

阳性 33 4 37
阴性 3 90 93
合计 36 94 130

2.7 临床应用效果评价 根据CLIA检测临床血清

标本 的 结 果,T2DM 患 者 组 的 脂 联 素 水 平[5.753
(4.379~7.128)μg/mL]显著低于健康体检组[7.767
(6.012~9.521)μg/mL],差异有统计学意义(P<
0.05)。由ROC曲线分析结果可知,CLIA检测的脂

联素诊断T2DM 的AUC为0.654(95%CI:0.560~
0.748,P<0.05),灵 敏 度 为 53.42%,特 异 度 为

78.95%,最佳截断值为4.425
 

μg/mL。以≥4.425
 

μg/mL作为阴性判断标准,统计130例检测标本的定

性结果(表5),由表5可知,采用CLIA检测脂联素的

阳性预测值为49.32%,阴性预测值为80.70%。

表5  CLIA检测脂联素结果分析(n)

CLIA
临床诊断

患病 无病
合计

阳性 36 11 47
阴性 37 46 83
合计 73 57 130

3 讨  论

  随着我国社会经济水平的发展,我国糖尿病呈
“井喷”式暴发性流行趋势,2015-2019年糖尿病总体

患病率已达到14.92%,居世界首位[15],且T2DM 患

病率增加是糖尿病患者增加的主要原因[16]。糖尿病

前期血糖水平升高,但由于缺乏典型的临床表现,部
分患者就诊时糖耐量受损已较为严重[17-18]。脂联素

是由APM1/ADIPOQ基因编码的一种新定义的脂肪

细胞因子[19]。研究发现,在空腹血糖受损和糖耐量异

常时,脂联素水平已低于正常水平范围,故可将脂联

素作为筛查T2DM高风险人群及监测糖尿病进展的

血清学生物标志物[5,20-22]。本研究结果显示,T2DM
患者组的脂联素水平明显降低,脂联素诊断T2DM的

AUC 为 0.654,灵 敏 度 为 53.42%,特 异 度 为

78.95%,以 ROC曲线中的最佳截断值作为判断标

准,发 现 脂 联 素 诊 断 T2DM 的 阳 性 预 测 值 较 低
(49.32%),但阴性预测值较高(80.70%),说明血清

脂联素对于T2DM有着一定的筛查价值。
LETIA是通过抗体与胶乳交联以提高灵敏度的

免疫比浊法,因其方法稳定性好、重复性高、干扰因素

少,被用于多种临床血清学生物标志物的检测[9]。
CLIA是将有高灵敏度的化学发光检测技术与具有高

特异性的抗原抗体免疫反应相结合[23],具有发光效率

高、检测灵敏度高、稳定性好、检测范围宽、检测时间

短、无污染等优点[24],因此,脂联素
 

CLIA测定试剂盒

的生产和应用不仅保证了脂联素的检测效能,同时还

推动了国内脂联素化学发光检测领域的发展。
本研究参照CLSI指南文件对脂联素

 

CLIA测定

试剂盒进行了性能评价,通过验证发现,该方法的精

密度、准确度和生物参考区间结果均符合厂家声明中

对相关指标的要求,说明该试剂盒能充分满足临床医

学实验室的要求。在 CLIA 检测脂联素的结果为

0.16~38.25
 

μg/mL时表现出良好的线性相关(r=
0.998

 

6),而厂家给定的线性范围为0.20~40.00
 

μg/mL,说明CLIA检测脂联素可以将线性范围低值

降低至0.16
 

μg/mL来增加其诊断和预测T2DM 的

临床实用性。与此同时,对于临床常见的血清特殊状

态(溶血、黄疸和脂血),本研究也进行抗干扰能力测

试,在20
 

mg/L 血 红 蛋 白、2
 

mg/L 游 离 胆 红 素、
2

 

mg/L结合胆红素和100
 

mg/L脂肪乳的干扰下,其
检测脂联素的偏倚均<10%,表现出良好的抗干扰能

力。在一致性评价方面,由于采用的对比方法并不是

公认的参考方法,所以采用Passing-Bablok回归分析

进行偏差估计,其回归方程的斜率为0.986,截距为
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0.167,且Cusum线性检验的结果为P>0.05,说明

这2种检测方法间偏倚差异无统计学意义;同时经过

Bland-Altman分 析,CLIA 测 定 脂 联 素 的 偏 倚 为

-0.08,接近0,说明2种检测方法的结果较为接近,
但存在一定的系统误差及比例误差;以男性>3.00

 

μg/mL,女性>3.40
 

μg/mL为阴性判断标准,对临床

血清标本检测结果进行分组,CLIA与比浊法的总符

合率高达94.62%,Kappa=0.867(P<0.001),证明

2种检测方法的结果一致性程度较强。从3种不同的

一致性分析结果来看,均能证明CLIA、LETIA这2
种检测方法的一致性较强,即脂联素CLIA测定试剂

盒的检测结果与LETIA的测定结果等效,具备临床

结果互认的基本条件。
本研究虽然从多方面对脂联素CLIA测定试剂

盒进行了性能验证,但仍存在一些不足之处。具体来

说,研究所收集到的临床血清标本较少,大部分标本

的脂联素水平在3
 

μg/mL以上,而低值标本较少且试

验例数相对不足。为了追求更加准确且更具临床实

用性的检测方法,后续可以收集更多的脂联素低值标

本,并扩大样本量再对2种试剂盒进行相关验证和优

势性检验。
综上所述,脂联素CLIA测定试剂盒各项性能指

标表现良好,不仅与脂联素LETIA测定试剂盒具有

良好的一致性,而且CLIA检测的灵敏度高、检测范

围宽、检测时间短、无污染,并且能检测到的最低值更

小,有助于临床医生更准确地预测和诊断T2DM,值
得推广应用。
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