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  摘 要:目的 评估和验证免疫球蛋白(Ig)能力验证样品各项性能指标,并探讨使用参考值作为指定值开

展能力验证计划的适宜性。方法 在相同的试验条件下,采用经广泛认可的颗粒增强散射免疫比浊法和透射

免疫比浊法对3个批次的样本进行均匀性和稳定性检验,并使用国际临床化学联合会(IFCC)推荐的多点称重

稀释,回归拟合与国际标准物质ERM-DA471进行比较,得到能力验证样品的量值;依据《WS/T
 

356-2024
 

参考

物质互换性评估指南》来评估验证能力验证样品的基质效应与互通性。结果 指定值确定结果为IgG1:8.62
 

g/L,IgG2:10.46
 

g/L,IgG3:11.39
 

g/L,IgA1:1.87
 

g/L,IgA2:2.27
 

g/L,IgA3:2.52
 

g/L,IgM1:0.660
 

g/L,
IgM2:0.778

 

g/L,IgM3:0.844
 

g/L;2~8
 

℃开瓶可稳定30
 

d,37
 

℃以下加速破坏可稳定3
 

d,2~8
 

℃模拟运输

可稳定30
 

d和2~8
 

℃长期可稳定6个月。2024年能力验证的正确度验证计划结果,参加实验室的合格率分

别为IgG:83.02%、IgA:84.91%和IgM:75.47%。结论 使用该方法开展能力验证计划,可以保证不同方法、
不同试剂品牌直接到互通性,并且通过能力验证物品的均匀性和稳定性作为保证,其指定值比通常使用分组后

的参加者公议值更具有计量溯源性和检测系统间的可比性,从而进一步推动该项目检验结果的互认。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

and
 

validate
 

the
 

performance
 

indicators
 

of
 

immunoglobulin
 

(Ig)
 

profi-
ciency

 

testing
 

samples,and
 

to
 

explore
 

the
 

suitability
 

of
 

using
 

the
 

reference
 

values
 

as
 

specified
 

values
 

to
 

carry
 

out
 

proficiency
 

testing
 

programs.Methods Under
 

the
 

same
 

test
 

conditions,the
 

homogeneity
 

and
 

stability
 

of
 

the
 

three
 

batches
 

of
 

samples
 

were
 

tested
 

by
 

the
 

widely
 

recognized
 

particle-enhanced
 

scattering
 

immunoturbi-
dimetry

 

and
 

transmission
 

immunoturbidimetry.The
 

standard
 

material
 

ERM-DA471
 

was
 

fitted
 

and
 

compared
 

with
 

the
 

standard
 

material
 

recommended
 

by
 

the
 

International
 

Federation
 

of
 

Clinical
 

Chemistry
 

(IFCC)
 

to
 

ob-
tain

 

the
 

value
 

of
 

proficiency
 

testing
 

samples.The
 

matrix
 

effects
 

and
 

commutability
 

of
 

proficiency
 

testing
 

sam-
ples

 

were
 

evaluated
 

according
 

to
 

WS/T
 

356-2024
 

Guidelines
 

for
 

the
 

Assessment
 

of
 

commutability
 

of
 

Reference
 

Materials.Results The
 

results
 

of
 

the
 

specified
 

values
 

were
 

IgG1:8.62
 

g/L,IgG2:10.46
 

g/L,IgG3:11.39
 

g/
L,IgA1:1.87

 

g/L,IgA2:2.27
 

g/L,IgA3:2.52
 

g/L,IgM1:0.660
 

g/L,IgM2:0.778
 

g/L,IgM3:0.844
 

g/L.It
 

was
 

stable
 

for
 

30
 

days
 

at
 

2-8
 

℃
 

for
 

bottle
 

opening,for
 

3
 

days
 

at
 

37
 

℃
 

for
 

accelerated
 

destruction,for
 

30
 

days
 

at
 

2-8
 

℃
 

for
 

simulated
 

transport
 

and
 

for
 

6
 

months
 

at
 

2-8
 

℃
 

for
 

long
 

term.The
 

results
 

of
 

trueness
 

verifica-
tion

 

plan
 

of
 

proficiency
 

testing
 

in
 

2024
 

showed
 

that
 

the
 

qualified
 

rates
 

of
 

participating
 

laboratories
 

were
 

83.02%
 

for
 

IgG,84.91%
 

for
 

IgA
 

and
 

75.47%
 

for
 

IgM
 

respectively.Conclusion Using
 

this
 

method
 

to
 

carry
 

out
 

proficiency
 

testing
 

program
 

can
 

ensure
 

the
 

direct
 

commutability
 

of
 

different
 

methods
 

and
 

different
 

reagent
 

brands.Through
 

the
 

homogeneity
 

and
 

stability
 

of
 

the
 

proficiency
 

testing
 

items
 

as
 

a
 

guarantee,the
 

specified
 

values
 

are
 

more
 

metrological
 

traceability
 

and
 

comparable
 

between
 

detection
 

systems
 

than
 

the
 

agreed
 

values
 

of
 

participants
 

after
 

grouping,thus
 

further
 

promoting
 

the
 

mutual
 

recognition
 

of
 

the
 

test
 

results
 

of
 

the
 

program.
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  免疫球蛋白(Ig)通过定量分析血液、尿液、脑脊

液等样本中蛋白质,进行疾病的早期诊断、病程监测

和疗效评估。能力验证活动主要是用于评价实验室

从事特定检测的能力,以及对该能力的持续监控[1]。
能力验证样品是能力验证活动的核心,其均匀性、稳
定性和互通性(即基质与患者样品的一致程度)直接

影响被检测者的检测结果[2]。欧洲参考物质和测量

研究 所(IRMM)在 2010 年 发 布 标 准 物 质 ERM-
DA471[3],其通过分离混合血清中的干扰物质,添加

重组的蛋白制备得到。本研究拟通过评估和验证Ig
能力验证样品各项性能指标,并探讨使用参考值作为

指定值开展能力验证计划的适宜性。
1 材料与方法

1.1 材料 国际标准物质ERM-DA471购自欧盟标

准物 质 与 测 量 研 究 院 (IRMM),其 量 值 IgG 为

(9.17±0.18)g/L、IgA为(1.80±0.05)g/L、IgM 为

(0.723±0.027)g/L。能力验证物品使用2024年上

海市临床检验中心采购的Ig能力验证样品(英国朗

道实 验 诊 断 有 限 公 司),批 号 分 别 为:LPC302、
LPC303、LPC304。
1.2 仪器与试剂 BN

 

ProSpec全自动蛋白分析仪

(购自德国西门子公司)及其配套IgG、IgA、IgM 试

剂,IMMAGE
 

800全自动蛋白分析(美国贝克曼公

司)及其配套IgG、IgA、IgM 试剂,Hitachi7180/7060
全自动生化分析仪(日本日立公司)。
1.3 方法

1.3.1 均匀性检验 采用BN
 

ProSpec全自动蛋白

分析仪检测系统,每个批号随机抽样10瓶、每瓶检测

3次。通过组间方差和组内方差的比较,判断各组测

量值之间有无系统误差来判定是否均匀[4]。
1.3.2 稳定性检验 采用BN

 

ProSpec
 

全自动蛋白

分析仪检测系统,每次检测应控制相同的实验条件,
确保检测结果能反映能力验证样品本身的不稳定所

引起的误差。稳定性测试方案如下,(1)开瓶稳定性:
开瓶后再2~8

 

℃闭盖储存,分别放置0、2、4、7、9、14、
21、30

 

d,每天各选2瓶后分别检测3次。(2)运输稳

定性:在室温下密闭储存,分别放置7
 

d,每天各选2
瓶后分别检测3次。(3)长期稳定性:在2~8

 

℃密封

储存,每隔1个月各选2瓶后分别检测3次,连续检

测6个月。(4)加速破坏实验:在37
 

℃下密封储存,
分别放置0和3

 

d,各选2瓶后分别检测3次。每次

检测均应重新定标,以纠正系统漂移。
1.3.3 定值测定 经遴选的4家实验室按照所用仪

器试剂形成3个实验组,采用国际上公认的颗粒增强

透射免疫比浊法(PETIA)试剂盒和颗粒增强散射免

疫比浊法(PENIA)试剂盒检测能力验证物品[5],与

ERM-DA471进行比较而定值。并采用国际临床化学

联合会(IFCC)推荐的多点称重稀释[6-7],以回归拟合

的方式完成测定。
1.3.4 基质效应与互通性的评估验证 依据我国卫

生行业标准 WS/T
 

356,使用评估和对照系统分析,检
测血清样本≥20份,重复3次。不符合数据剔除依据

美国临床和实验室标准协会(CLSI)
 

EP9-A3[8]。
1.4 统计学处理 数据分析软件为Excel2007。按

照GB/T
 

15000.3[9]
 

和CNAS-GL
 

017[10]推荐的统计

方法对定值数据进行组内和组间统计分析,并通过

Shapiro-Wilk检验确保数据分布的正态性。基质效

应与互通性的评估通过线性回归分析的方法,要求待

测标准物质的测定均值均应在临床新鲜样本95%
CI[11-12]无明显的基质效应。按照 GB/T

 

28043[13]推
荐的能力验证的统计方法进行样品的均匀性和稳定

性评价,以及参加者的能力评定,样品的均匀性评价

采用单因素方差分析,通过组间方差和组内方差的比

较判断各组测量值之间有无系统误差,若二者之比小

于显著性水平的临界值(F 值)则认为样品均匀;稳定

性评价采用t 检验,结果分别满足直线拟合法检验

[|b1|<t0.05,n-2×s(b1)]及t检验(P>0.05),则
认为其特性在95%CI 内无显著性差异;通过对2024
年度实施的Ig的能力验证计划(正确度验证计划)进
行分析,以参考值为指定值,使用标准化误差值对回

报的参加者结果数据进行统计分析和能力评价。
2 结  果

2.1 均匀性检验 分别对IgG、IgA和IgM 进行检

验,并通过单因素方差分析进行均匀性统计分析,根
据自由度(9,21)及给定的显著性水平(α=0.05),查F
表得临界的值为2.366,其F 值均小于对应的F临界

值,差异均无统计学意义,样品均匀性良好。具体检

测结果数据统计分析见表1、2、3。
表1  IgG均匀性检验统计分析

项目 差异源 SS f MS F Fα临界值

IgG1 组间 0.838
 

8 9 0.093
 

2 1.314 2.366

组内 1.488
 

9 21 0.070
 

9

IgG2 组间 0.336
 

8 9 0.037
 

4 2.339 2.366

组内 0.336
 

0 21 0.016
 

0

IgG3 组间 0.264
 

6 9 0.029
 

4 1.126 2.366

组内 0.548
 

1 21 0.026
 

1

2.2 稳定性检验 分别对2~8
 

℃开瓶稳定30
 

d,37
 

℃加速破坏稳定3
 

d,2~8
 

℃模拟运输稳定30
 

d及

2~8
 

℃长期稳定6个月的样品进行检测,采用t检验

进行稳定性统计分析,认为样品2~8
 

℃可稳定6个
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月,37
 

℃保存可稳定3
 

d,开瓶后2~8
 

℃可稳定30
 

d,
完全满足运输和使用需求。2~8℃开瓶稳定性检验

结果数据见表4;2~8
 

℃模拟运输稳定性检验结果见

表5;2~8
 

℃长期稳定性检验结果数据见表6;37
 

℃
加速破坏检验结果数据见表7。

表2  IgA均匀性检验统计分析

项目 差异源 SS f MS F Fα临界值

IgA1 组间 0.321
 

3 9 0.035
 

7 1.064 2.366

组内 0.705
 

6 21 0.033
 

6

IgA2 组间 0.232
 

2 9 0.025
 

8 1.957 2.366

组内 0.277
 

2 21 0.013
 

2

IgA3 组间 0.245
 

7 9 0.027
 

3 1.280 2.366

组内 0.447
 

3 21 0.021
 

3

表3  IgM均匀性检验统计分析

项目 差异源 SS f MS F Fα临界值

IgM1 组间 0.082
 

26 9 0.009
 

14 1.454 2.366

组内 0.123
 

09 21 0.006
 

29

IgM2 组间 0.013
 

77 9 0.001
 

53 1.275 2.366

组内 0.025
 

20 21 0.001
 

20

IgM3 组间 0.075
 

24 9 0.008
 

36 1.587 2.366

组内 0.110
 

67 21 0.005
 

27

表4  2~8
 

℃开瓶稳定性检验结果和评价

项目 |b1| S(b1) t(0.95,6)*s(b1) P 结果判断

IgG1 0.007
 

8 0.009
 

3 0.001
 

9 >0.05 稳定

IgG2 0.004
 

0 0.004
 

8 0.005
 

8 >0.05 稳定

IgG3 0.009
 

8 0.011
 

8 0.014
 

2 >0.05 稳定

IgA1 0.002
 

2 0.001
 

0 0.002
 

6 >0.05 稳定

IgA2 0.000
 

5 0.001
 

3 0.002
 

9 >0.05 稳定

IgA3 0.002
 

8 0.001
 

4 0.003
 

3 >0.05 稳定

IgM1 0.000
 

4 0.000
 

5 0.001
 

2 >0.05 稳定

IgM2 0.000
 

8 0.000
 

4 0.001
 

1 >0.05 稳定

IgM3 0.000
 

7 0.000
 

3 0.000
 

8 >0.05 稳定

2.3 定值 采用IFCC推荐的多点称重稀释法进行

检测,并与ERM-DA471进行比较得出结果。判断和

删除检测结果的技术可疑值,然后对剩余的各个组的

数据进行W 检验,最后采用各个实验组数据的组均

值来计算总均值,具体数据见表8。
表5  2~8

 

℃模拟运输稳定性检验结果和评价

项目 |b1| S(b1) t(0.95,6)*s(b1) P 结果判断

IgG1 0.029
 

6 0.013
 

5 0.033
 

1 >0.05 稳定

IgG2 0.002
 

9 0.012
 

6 0.003
 

1 >0.05 稳定

IgG3 0.016
 

1 0.015
 

9 0.038
 

9 >0.05 稳定

IgA1 0.006
 

4 0.004
 

1 0.001
 

0 >0.05 稳定

续表5  2~8
 

℃模拟运输稳定性检验结果和评价

项目 |b1| S(b1) t(0.95,6)*s(b1) P 结果判断

IgA2 0.002
 

9 0.004
 

4 0.010
 

8 >0.05 稳定

IgA3 0.007
 

5 0.008
 

5 0.020
 

9 >0.05 稳定

IgM1 0.003
 

3 0.001
 

9 0.004
 

6 >0.05 稳定

IgM2 0.003
 

2 0.001
 

7 0.004
 

2 >0.05 稳定

IgM3 0.002
 

8 0.001
 

5 0.003
 

6 >0.05 稳定

表6  2~8
 

℃长期稳定性检验结果和评价

项目 |b1| S(b1) t(0.95,6)*s(b1) P 结果判断

IgG1 0.025
 

7 0.014
 

3 0.035
 

0 >0.05 稳定

IgG2 0.015
 

7 0.006
 

6 0.016
 

1 >0.05 稳定

IgG3 0.005
 

4 0.007
 

7 0.018
 

9 >0.05 稳定

IgA1 0.004
 

3 0.006
 

0 0.014
 

7 >0.05 稳定

IgA2 0.005
 

0 0.007
 

5 0.018
 

4 >0.05 稳定

IgA3 0.006
 

4 0.008
 

5 0.020
 

8 >0.05 稳定

IgM1 0.003
 

7 0.002
 

0 0.005
 

0 >0.05 稳定

IgM2 0.003
 

9 0.001
 

7 0.004
 

2 >0.05 稳定

IgM3 0.002
 

8 0.001
 

4 0.003
 

5 >0.05 稳定

表7  37
 

℃加速破坏检验结果和评价

项目
t(2.228)

1
 

d 3
 

d
P 结果判断

IgG1 0.84 1.62 >0.05 稳定

IgG2 0.40 2.13 >0.05 稳定

IgG3 1.81 2.21 >0.05 稳定

IgA1 2.00 2.08 >0.05 稳定

IgA2 1.68 1.53 >0.05 稳定

IgA3 1.89 1.17 >0.05 稳定

IgM1 0.88 1.14 >0.05 稳定

IgM2 2.01 2.08 >0.05 稳定

IgM3 1.74 0.94 >0.05 稳定

表8  定值

项目 定值(g/L) 项目 定值(g/L)

IgG1 8.62 IgA3 2.52

IgG2 10.46 IgM1 0.66

IgG3 11.39 IgM2 0.78

IgA1 1.87 IgM3 0.84

IgA2 2.27

2.4 互换性测试 分别对IgG、IgA和IgM 的项目

进行互换性测试,结果表明,在所评估的仪器系统上

都具有互换性。IgG互换性结果具体数据见图1;IgA
互换性结果具体数据见图2;IgM 互换性结果具体数

据见图3。
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图1  IgG互换性结果

2.5 能力验证计划实施结果分析 对2024年度开

展的Ig能力验证计划进行统计分析,本次计划检测

结果数据共回报184家参加实验室,采用稳健统计

法,以参加者的公议值作为指定值(按照仪器分组统

计),以 WS/T
 

403的最大允许误差进行能力评价,结
果显示合格率均在95%以上。再对2024年开展的正

确度验证计划进行统计分析,结果数据回报共53家

参加实验室,以参考值作为指定值(不分组统计),使
用En值进行能力评价,合格率分别为IgG:83.02%、
IgA:84.91%和IgM:75.47%。具体数据见表9。

图2  IgA互换性结果

图3  IgM互换性结果

表9  2种不同能力验证计划方式的合格率统计表

项目名称
能力验证计划#

组别 回报实验室数目 合格率(%)

正确度验证计划

回报实验室数目 合格率(%)

IgG 生化仪器组 103 100.00 53 83.02

品牌BN系列仪器组 56 100.00

品牌IMMAGE800仪器组 21 100.00

IgA 生化仪器组 101 100.00 53 84.91

品牌BN系列仪器组 56 98.21

品牌IMMAGE800仪器组 20 95.00

IgM 生化仪器组 102 99.03 53 75.47

品牌BN系列仪器组 56 100.00

品牌IMMAGE800仪器组 21 100.00

  注:#表示能力验证计划共发放5个不同浓度的能力验证样品,合格率统计时取最低值。

3 讨  论

在开展能力验证过程中,指定值的确定、能力统

计量的计算、能力评定、样品的均匀性和稳定性的判

定是计划实施的基本步骤。其中指定值的确定最为

关键,选择确定指定值的方法最终目的是为了科学、
公平地评价参加者的能力,所以在选择时需要考虑计

量溯源性和检测方法间的可比性。最常用的方法包

括配方法、标准物质/标准样品、参考值、由专家实验

室确定的公议值以及由参加者(选定的一部分或全

体)确定的公议值,其中配方法、标准物质/标准样品、
参考值既独立于参加者的结果又具有计量溯源性;由
专家实验室确定的公议值独立于参加者的结果;而使

用参加者的公议值主要来自参加者结果,且不具备计

量溯源性。所以,最理想的方法是选择独立于参加者

的结果,尽量应使用具有溯源性的标准物质或国际公

认的 参 考 方 法 赋 值 作 为 指 定 值 来 评 价 实 验 室 的

能力[14-16]。
目前在国内临床检验标准化水平不足与能力验

证样本基质效应的影响下,通常对参加者的上报数据

按照仪器进行分组,并以组内稳健统计后的参加者公

议值作为指定值,按预设的评价限进行评价,2种不同

能力验证计划方式的合格率统计显示,由于分组进行

统计,其合格率均在95%以上;但是如果以总组统计,
由于存在不同检测方法的等效性问题,不符合统计方

法的要求。本研究的Ig能力验证计划,其指定值可通

过对能力验证样品和可溯源到国际标准的标准物质

或参考标准进行并行分析测量和比对的参考值来确

定。根据IFCC多年的摸索结果,利用免疫比浊方法
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进行蛋白质量值传递的建议方案[14],通过称重稀释、
多点测试、回归分析的方法,优化了样本准备、参数设

置、数据分析等方面,获得了具有溯源性的指定值(参
考值)。2种不同能力验证计划方式的合格率统计显

示,本研究所采用的参考值来确定指定值的方案评价

参加者的能力时不分组,虽然用该方法得到的合格率

低于分组统计的评价结果,但其指定值独立于参加者

的结果,更能实际地反映出不同仪器组间的差异;且
该指定值具有计量溯源性,确保检测结果可溯源至国

际公认的标准以及不同实验室间的结果互认。同时

这也是ISO/IEC
 

17043[17]文件中更加推荐的指定值

的确认方式,可以比使用对参加者的结果进行分组统

计使用公议值来确定指定值更具有信服力。
此项研究也证明了该Ig能力验证样品的稳定

性、互换性的性能良好,是一种良好的能力验证物品。
传统方法一般采用全自动分析仪免疫比浊方法与标

准物质ERM-DA471直接比较的方式来定值,通过第

三个校准品定标,分别检测Ig能力验证样品和ERM-
DA471得到二者的比值,再计算得到能力验证样品的

量值;也可将ERM-DA471系列稀释后定标,直接测

试能力验证样品[18-20]。传统方法均是单点测定,较难

反映待测标准物质、国际标准物质和定标品的基质差

异。而本文研究的多点称重稀释方案在很大程度上

避免了上述单点测试存在的问题,更好反映基质

效应。
综上所述,该能力验证样品基于该项目各检测系

统间检测结果具有良好的一致性,通过国际标准物质

传递靶值的方式,可以实现能力验证结果的不分组统

计,摆脱了使用参加者组内公议值的局限性,且指定

值不会受到参加者数据的干扰,可以进一步帮助地区

推动该项目的结果互认工作的开展。
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