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目的
!

进行自主研发的血清胆固醇 "

Wa+

#生化诊断试剂自身的性能评价及与进口优质
Wa+

生化

诊断试剂对血清
Wa+

实验检测的可比性及偏倚评估!确认研发试剂是否符合临床要求!能否应用于临床$方法
!

自主研发的血清
Wa+W+b)&*&

法生化诊断试剂自身的性能评价做空白吸光度&重复性和线性功能评价$两种试

剂的比对和偏倚评估依据美国临床实验室标准化协会
'&()*

文件标准!科学设计试验方案!以进口日本
+,

-

.

/

01

诊断试剂为对照组"

2

#!国内中生北控生物科技公司"中生#诊断试剂为实验组"

3

#!在奥林巴斯"
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#

*4"5%6

自动生化分析仪上测定血清
Wa+

含量$标本选择高&中&低值血清
Wa+

含量的临床患者血清共计
6##

份!每天
6#

份!每份标本正序&倒序各测定
6

次!记录测定结果!做统计学分析$结果
!

自主研发血清
Wa+

生化诊断试剂空白

吸光度&重复性和线性检测符合要求!

2

组试剂和
3

组试剂对临床标本血清
Wa+

的检测结果经统计学处理显示%

方法内重复性检查
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&离群点检查
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5&#

&线性回归
(

%

7#8(("

&系统误差的

估计值及其置信区间
%

)

*

+,-.

!

)

*

+/$

0

/

%

小于允许误差!系统误差符合国际标准要求$结论
!

自主研发的
Wa+

生化诊断

试剂与公认的优质进口
+,

-

.

/

01

生化诊断试剂两者间具有良好的相关性'自主研发的
Wa+

生化诊断试剂自身性

能良好!安全性和有效性符合临床应用要求$
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血清胆固醇$

Wa+

%浓度增加见于动脉粥样硬化(肾病综

合征(胆总管阻塞及黏液性水肿#是脂类代谢的标志#对糖尿病

患者预后有重要意义#临床中糖尿病昏迷患者几乎都存在血清

Wa+

浓度的增加情况.

6

/

*随着检验医学的快速发展#为患者

+

55!

+

检验医学与临床
%#66

年
$

月第
U

卷第
!

期
!
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提供更加低廉更加实惠的检测项目成为自主研发生化诊断试

剂的目标之一*本研究依据美国临床实验室标准化协会

$
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%
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文件标准.

%

/用
+,

-

.

/

01Wa+

生化诊断试剂和

中生
Wa+

生化诊断试剂对临床血清
Wa+

的检测结果进行分

析和实验比对研究及对自主研发试剂自身的性能进行实验研

究#现将结果报道如下*

$

!

材料与方法

$8$

!

标本
!

本研究收集成都军区昆明总医院日常进行血清

Wa+

检测的新鲜(无溶血(无黄疸患者血清标本#根据样本入

选标准和剔除标准!剔除测定值小于线性低限
68%(..;,

"

S

和测定值大于线性高限
6%8($..;,

"

S

的标本#在小于或等于

$8(..;,

"

S

#

$8(

"

!8"..;,

"

S

#

!8"

"

(86..;,

"

S

和大于或

等于
(86..;,

"

S

范围共选定
6##

份标本#其中男
"$

份#女
59

份#年龄最大
U(

岁#最小
6

岁*

$

$8(..;,

"

S$#

份#占
$#[

#

$8(

"

!8" ..;,

"

S5#

份#占
5#[

#

'

(86 ..;,

"

S$#

份#

占
$#[

*

$8/

!

试剂和标准品质控品
!

对照方法$

2

%!

+,

-

.

/

01Wa+

生

化诊断试剂#批号为
S+:9UU!

)

W+b)&*&

法)配套校准品批

号为
S+:##6$

)配套质控品!水平
6

#批号为
S+:"##%"%#6#)

#!)#6

#水平
%

#批号为
S+:##%!%#6#)#!)#6

*实验方法$

3

%!

中生
Wa+

生化诊断试剂#批号为
S+:#(##(6

)

W+b)&*&

法)

配套校准品批号为
S+:#U#66

)配套质控品水平
6

与水平
%

批

号均为
S+:#(##U6%#6##U

*

$8'

!

仪器
!

日本
+,

-

.

/

01*4"5%6

自动生化分析仪*

$81

!

研发试剂的原理(主要成分与特点

$818$

!

原理
!

本法为
W+b)&*&

法*胆固醇约
6

"

$

为游离胆

固醇#

%

"

$

为与脂肪酸结合的胆固醇酯*胆固醇酯被胆固醇酯

酶$

W'a

%水解成游离胆固醇#后者被胆固醇氧化酶$

W+b

%氧

化成
#

5)

胆甾烯酮#并产生过氧化氢$

a

%

+

%

%#

a

%

+

%

再经过氧

化物酶$

&+b

%#

5)

氨基安替吡啉$

5)**&

%与酚$三者合称
&*&

%

反应#生成红色醌亚胺色素#醌亚胺的最大吸收在
"##C.

左

右#吸光度与标本中总胆固醇含量成正比*

反应式!

酯型胆固醇
)***

Wa'

游离胆固醇
_

脂肪酸

游离胆固醇
)***

Wa+b

胆甾烯酮
_ a

%

+

%

a

%

+

%

_5)

氨基安替吡啉
_

苯酚
)**

&+b

游离胆固醇
_

脂肪酸

$818/

!

主要成分
!

胆固醇酯酶$

W'a

%#胆固醇氧化酶

$

W+b

%#过氧化物酶$

&+b

%#

5)

氨基安替吡啉$

5)**&

%#苯酚*

$818'

!

特点
!

液体双试剂#开瓶即用#可应用于全自动生化分

析仪*

$82

!

方法
!

由专业技术人员严格按照本实验室的标准操作规

程进行实验*

$828$

!

自主研发试剂盒临床性能评价
!

$

6

%空白吸光度!在主

波长
"#"

"

"5#C.

$

"##

"

"5#C.

%$光径
6D.

%处#以纯水为检测

样本#重复测定
%

次#计算吸光度*$

%

%重复性!用
Wa+

试剂

盒重复测定两个浓度水平的血清样品各
%#

次#计算不同样品

测定值的均值$

;

%和标准差$

J

%*$

$

%线性!在
68%(

"

6%8($

..;,

"

S

用接近线性范围上限的高浓度和低浓度人血清样品#

按比例混合成
66

个稀释浓度*将此为样品#分别用
Wa+

测

定试剂盒测定每个浓度样品#重复测定
$

次#应用统计学软件

T&TT6$

对测定数据进行多项式拟合#得到一级(二级和三级方

程及对应的相关系数$

(

%#对拟合曲线非线性系数
G%

和
G$

进

行
F

检验*

$828/

!

两种试剂临床比对和偏倚评估
!

第一步定标!分别用

2

和
3

各自配套定标液进行试剂定标)第二步做质量控制!分

别用
2

和
3

的配套
%

个浓度质控液进行质控操作#各重复
$

次#结果都在控*最后对挑选的标本进行编号及检测*每天选

取高(中(低值临床血清标本各
6#

份#分别用两种诊断试剂以

6\6#

号顺序进行血清
Wa+

测定#再按相反顺序
6#\6

号重

复测定#检测在
%@

内完成#以上步骤重复
6#F

#将所得结果#

整理打印进行后续分析*方法内重复性检查!计算
2

和
3

两

方法各两次测定值之差(

3

方法两次测定值之差与
2

方法两

次测定值之差的平均值(

3

方法两次测定值之差的平均值(

2

方法两次测定值的标准化值(

3

方法两次测定值的标准化值*

离群点检查!计算两种方法之间的绝对偏差及其平均值(两种

方法之间的相对偏差及其平均值*进行线性回归及偏倚分析!

通过
'2W'S%##$

统计软件计算两种方法检测结果的相关系

数#对数据进行分组分析和趋势线分析#在
'2W'S%##$

软件

上分别用函数
SZY'T:

和
ZY:'&W'&:*

计算斜率和截距*

系统误差的估计值及其置信区间计算!根据美国
WSZ*]UU

允

许变异#实验
3

方法与
2

方法的偏倚要求应该小于
6

"

%WSZ*]

UU

允许差#因此将
Wa+

的医学决定水平浓度定为
"86U..;,

"

S

$

2D7"8%..;,

"

S

%

.

$

/

#将
2D

代入回归方程#计算两检测法之

间的系统误差的估计值$

)

*L

%和置信区间$

%

)

*

+,-.

#

)

*

+/$

0

/

%

%*

$8)

!

统计学方法
!

研发试剂自身的性能研究应用统计学软件

T&TT6$

对测定数据进行分析#两种诊断试剂对血清
Wa+

测

定结果的统计分析在
'2W'S%##$

上编制程序进行分析*

/

!

结
!!

果

/8$

!

自主研发试剂盒临床性能评价结果

/8$8$

!

空白吸光度
!

实测结果
!

试剂空白吸光度
6

(

%

分别为

\#8###5

(

\#8##6#

#结果表明试剂空白吸光度小于或等于

#8#%

#符合试剂盒的设计要求*

/8$8/

!

重复性
!

重复测定结果的变异系数$

+M

%均小于或等

于
$[

#表明符合试剂盒的设计要求*

/8$8'

!

线性
!

三级方程
G%

(

G$

的
K

(

#8#"

#二级方程
G%

的
K

&

#8#"

#说明最佳拟合为二级曲线#即此试剂的线性呈二阶

线性*

/8/

!

两种试剂临床比对和偏倚评估

/8/8$

!

两种试剂的均值结果
!

2

试剂对血清
Wa+

测定结果的

均值为
"8"..;,

"

S

)

3

试剂对血清
Wa+

测定结果的均值为
"85

..;,

"

S

$公式!

"7

!

"

$

'

8

(

%7

!

%

$

'

8

%*两均值无明显差异*

/8/8/

!

方法内重复性检查
!

2

方法两次测定值的标准化值的

均值
!"#7#8##(U9"

)

3

方法两次测定值的标准化值的均值

!%#7#8#6%%9"

*可以看出!

!"#

$

7

%

;

$6

\;

$%

%

;

$

$

5!"#

(

!%#

$

7

%

I$6

\

I$%

%

I$

$

5!%#

5&7#8#$("

(

5&#7#8#5(6

#说明两方法均重复性好#符

合相关性实验要求*

/8/8'

!

离群点检查
!

显示!

&7#866"

#

&#7#8#%$!%"

*

&$

'

$

5&

#

&$

'

#

$

5&#

$

5&7#85!

#

5&#7#8#(5"

%#说明无离群点存在*

/8/81

!

进行线性回归及偏倚分析
!

线性回归显示!

(

% 为

#8(("

#满足
'&()*

文件
(

'

#8(9"

$或
(

%

'

#8("

%的要求.

5

/

*继

而对数据进行分组分析和趋势线分析结果见图
6

"

5

*图
6

显

示
%

平均值与
2

均值值线性关系良好#图
%

显示
3

单个观测

+

"5!

+

检验医学与临床
%#66

年
$

月第
U

卷第
!

期
!

S>GV<FW,EC

!

V>AD@%#66

!

X;,8U

!

Y;8!



值与$

2

%平均值线性关系良好#图
$

是两方法均值相对偏差的

偏置曲线图.相对偏差
7

$

%

平均值
\"

平均值%"

"

平均值
^

6##[

/#显示两种方法对同一份血清
Wa+

的测定均值差值较

小#分布较合理#图
5

是
%

单个值与
"

均值相对偏差的偏置

曲线图.相对偏差
7

$

%

单个观测值
\"

平均值%"

"

平均值
^

6##[

/#显示
%

方法测定单个值与
"

均值相比偏差较小#分布

较合理*

图
6

!!

3

平均值与
2

平均值线性关系

图
%

!!

3

单个观测值与
2

平均值线性关系

图
$

!!

两方法均值相对偏差的偏置曲线

图
5

!!

3

单个值与
2

均值相对偏差的偏置曲线
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!

系统误差的估计值及其置信区间计算
!

3

方法相对于

2

方法系统误差的估计值为
#8%"9%#%

)

2D

水平下的系统误差

的
("[

的可信区间
%

)

*

+,-.

#

)

*

+/$

0

/

%

7

.

#8#!

#

#8%%

/#根据允许误

差
7`RZ*T[^2D7

.

\#8"6U

#

#8"6U

/#可见
%

)

*

+,-.

#

)

*

+/$

0

/

%

小

于允许误差#因此系统误差符合临床要求.

"

/

*

'

!

讨
!!

论

'8$

!

临床试验的背景
!

Wa+

的合成在体内普遍存在#它是组

成细胞膜和脂蛋白的主要成分#是合成类固醇激素和胆汁酸的

前体*血浆中
%"[

"

5#[

的胆固醇是游离的#其余是被不饱

和脂肪酸所酯化的$

W6!

和
W6U

脂肪酸%结合型#这两种通常作

为总胆固醇一起检测.

"

/

*测定胆固醇指征为早期辨认动脉粥

样硬化的危险性和使用降脂药治疗后的检测反应*本研究根

据0体外诊断试剂临床研究技术指导原则1的要求#为了验证该

试剂盒在临床应用上的适用性和准确性#开展临床验证工作*

'8/

!

产品的适应证或功能
!

血清
Wa+

浓度可作为脂类代谢

的标志#并对糖尿病患者预后有重要意义#糖尿病昏迷的患者

几乎都有血清
Wa+

浓度的增加*

Wa+

增加还见于动脉粥样

硬化(肾病综合征(胆总管阻塞及黏液性水肿)在恶性贫血(溶

血性贫血以及甲状腺功能亢进时#血清
Wa+

含量降低)其他

如在感染(营养不良等情况下#

Wa+

总量常见减低.

!

/

*本试剂

盒在医学临床上用于检测人血清中
Wa+

的含量#为上述临床

疾病提供临床诊断参考依据*

'8'

!

临床试验的项目内容和目的
!

将本试剂盒与已经通过

Tcb*

认证或经
W'

认证的试剂盒$对照%作比较#对本品的安

全性(有效性进一步确认*使用对照试剂盒和受试试剂盒对同

一批血清样本进行检测#比较检测结果#来验证该试剂盒与对

照试剂盒是否实质性等效#以及是否对临床检测具有同样的安

全性和有效性*

'81

!

本研究根据
'&()*

有关文件#结合临床工作实际情况选

择不同
Wa+

浓度的患者新鲜血清标本
6##

例#在
+,

-

.

/

01

*4"5%6

生化分析仪上#评价了国内自主研发生化诊断试剂与

进口生化诊断试剂临床测定值的相符性#以方法学比对评估的

系统误差小于
6

"

%WSZ*]UU

的允许误差范围属临床可接受水

平#结果显示自主研发生化试剂与进口生化诊断试剂测定值相

符#说明自主研发生化试剂在临床应用方面具有相同的应用价

值#且自身性能良好#安全性和有效性符合临床应用要求*
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