
术后２～５ｄ出院，平均住院４ｄ。

３　讨　　论

２孔法腹腔镜下精索静脉高结扎术是安全、有效的手术方

式。同开放手术相比，患者损伤小、康复快，术后住院周期短，

无明显的手术瘢痕，切口美观，特别是双侧曲张者，无需另外开

口即可完成手术，减少了损伤；开放手术复发的患者因手术部

位瘢痕组织粘连、解剖层次不清，再次行开放手术有漏扎曲张

静脉的可能。在进行腹腔镜手术时，术中配合显得非常重要，

同时对手术室护士也提出了高层次的技术要求。因此，手术室

护士必须掌握腹腔镜的构造原理及使用方法，手术步骤和各手

术医生的操作特点及习惯等；做好术前健康教育、心理护理、术

前准备、术中配合、术后器械保养等，相对固定配合手术的护理

人员，以及对参加手术的所有医护人员均需进行培训，培训合

格后方可进行手术配合、操作，以提高手术质量和成功率，缩短

手术时间和延长机器及器械的使用寿命，确保手术的顺利进

行。总之，医护人员娴熟、密切的配合是手术成功的关键。
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日立７１８０与迈瑞ＢＳ３８０全自动生化分析仪的比对试验

和偏倚评估

余少雄（湖北省荆门市沙洋人民医院检验科　４４８２９９）

　　【摘要】　目的　对日立７１８０和ＢＳ３８０两种不同检测系统的多个项目进行方法比对和偏倚评估，探讨同一医

院不同检测系统间测定结果是否具有可比性。方法　以参加室间质评的日立７１８０检测系统为比对方法（Ｘ），实验

室内部急诊使用的ＢＳ３８０检测系统为实验方法（Ｙ），每天测定８个样本的天门冬氨酸氨基转移酶、肌酸激酶、尿素

氮、葡萄糖、肌酐（Ｃｒ）的值，连续测定５ｄ并对结果进行分析评估。结果　Ｃｒ在其医学决定水平上的９５％可信区间

预期未达到１／４ＣＬＩＡ′８８的标准，不可接受，其余４个项目的预期偏倚可以接受。结论　不同检测系统应定期对相

同测定指标进行方法比对和偏倚评估，以确保检测结果的可比性。

【关键词】　比对试验；　偏倚评估；　全自动生化分析仪

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１２．２１．０４２ 文献标志码：Ｂ 文章编号：１６７２９４５５（２０１２）２１２７３５０３

　　检验科随着业务量的增长，很多医院已拥有多台不同品牌

或不同型号的同一类仪器，由于测定原理或试剂性质的不同，

造成结果存在潜在的差异，然而一个实验室一般只能有１台比

较先进的检测系统参加室间质评，如果不在室内进行比对，将

会使检测结果出现偏差，给临床解释结果带来混乱。提高同一

实验室不同仪器间分析结果的一致性，是检验科与临床医生关

心的热点问题。通过偏倚评估，找到有效的控制方法，达到同

一实验室检测结果的一致性，具有积极的临床意义。

１　材料与方法

１．１　实验仪器　日立７１８０和迈瑞 ＢＳ３８０全自动生化分

析仪。

１．２　试剂、校准品　葡萄糖（ＧＬＵ）、尿素氮（ＢＵＮ）和肌酸激

酶（ＣＫ）使用北京利德曼公司的试剂及配套的标准品和校准

品；肌酐（Ｃｒ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）使用日本第一化

学株式会社的试剂及配套的标准品和校准品。

１．３　质控品　均采用Ｒａｎｏｘ质控品，分高、中值两种水平。

１．４　标本　采集医院门诊及住院患者当天无溶血、黄疸和脂

浊等干扰的新鲜血清，其浓度选择符合ＥＰ９Ａ２文件数据分布

建议的要求。

１．５　方法

１．５．１　参比方法与实验方法　因日立７１８０生化分析仪构成

的检测系统参加全国、全省室间质评成绩优秀，室内质控日间

犆犞均小于１／４ＣＬＩＡ′８８允许误差，故以其作为参比方法。ＢＳ

３８０生化分析仪所构成的检测系统作为实验方法。

１．５．２　样本测定　每天收集８份患者新鲜血清，每份样本都

用实验方法和参比方法进行双份测定。测定时先对实验样本

排序，每组样本按顺序１～８测定第１次，再按顺序８～１测定

第２次。对于同一样本，应在２ｈ内用实验方法和参比方法完

成测定，连续５ｄ，共４０份样本
［１］。

１．５．３　方法内及方法间离群值检查　按ＥＰ９Ａ２文件要求进

行方法内及方法间离群值检查。如果发现超过２．５％的离群

点，则应调查是否存在干扰、人为错误或仪器故障［２］。

１．５．４　作图　散点图１：Ｙ 轴为实验方法每样本双份测定的

均值（Ｙｉ），Ｘ轴为参比方法每样本双份测定的均值（Ｘｉ），以待

评方法的结果为Ｙ，参比方法的结果为Ｘ。使Ｘ、Ｙ 轴的原点

和刻度一致，作一条通过原点、斜率为１的直线。散点图２：Ｙ

轴为实验方法每样本双份测定值（Ｙｉｊ），Ｘ 轴为参比方法每样

本双份测定的均值（Ｘｉ），相同方式作图。偏倚图３：Ｙ轴为（Ｙｉ

－Ｘｉ），Ｘ轴为（Ｙｉ＋Ｘｉ）／２，以直线Ｘ＝０作为水平中线作图。

偏倚图４：Ｙ轴为Ｙｉｊ－（Ｙｉｊ＋Ｘｉ）／２，Ｘ轴为（Ｙｉ＋Ｘｉ）／２，以直

线Ｘ＝０作为水平中线作图。以上散点图均以ＧＬＵ为例
［３］。

１．５．５　参比方法（犡）测定范围的检验　参比方法（犡）的测定

范围是否合适，可用相关系数（狉）来判断，如狉≥０．９７５或狉２≥

０．９５，则认为犡的取值范围足够宽，其测定误差对回归估计的

影响可以忽略不计，可用直线回归计算斜率（ｂ）和截距（ａ）；如

狉＜０．９７５，则说明犡精密度较差和（或）犡范围不够宽，直线回
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归统计的ｂ和ａ不可靠，需改善方法的精密度后重新试验。

１．５．６　计算预期偏倚及其９５％的可信区间　计算所测项目

在给定医学决定水平（犡犮）处的预期偏倚及９５％的可信区间，

然后以ＣＬＩＡ′８８规定的室间质量评价允许误差范围的１／４作

为依据，判断两种检测系统结果偏倚是否可接受。

图１　实验方法均与比较方法均值

图２　单个实验方法与比较方法均值

图３　单个实验方法与比较方法均值的偏倚图

图４　单个实验方法与比较方法均值的偏倚图

１．６　统计学方法　使用Ｅｘｃｅｌ２００３软件对实验检测数据进行

分析处理。

２　结　　果

２．１　方法内及方法间的离群值　ＣＫ、Ｃｒ均有一个方法内离

群值，未超过样本总数的２．５％，删除离群值，重新测定一组替

代离群数据。其余项目无方法内的离群值。两种方法间测定

结果无离群点。

２．２　参比方法测定范围　由表１可见，本实验测定ＡＳＴ、ＣＫ、

ＢＵＮ、ＧＬＵ、Ｃｒ的狉均大于０．９７５，由此说明两种检测系统测

定的物质浓度达到了足够的宽度，分布范围合适。

２．３　直线回归分析　各项目的ａ、ｂ及线性回归方程见表１。

表１　各比对项目的狉和直线回归方程

项目 狉 ａ ｂ 犢＝ｂ犡＋ａ

ＡＳＴ ０．９９１５ －１．６２１３ １．０２７７ 犢＝１．０２７７犡－１．６２１３

ＢＵＮ ０．９９９４ －０．６３１８ １．０７４２ 犢＝１．０７４２犡－０．６３１８

ＧＬＵ ０．９９７８ ０．０９６７ ０．９８３１ 犢＝０．９８３１犡＋０．０９６７

ＣＫ ０．９９３０ ４．４６５４ ０．９９８１ 犢＝０．９９８１犡＋４．４６５４

Ｃｒ ０．９９７７ ６．１５１４ ０．９７８６ 犢＝０．９９８６犡＋６．１５１４

２．４　在给定医学决定水平上预期偏倚及可信区间　见表２。

由表２可见，ＡＳＴ、ＣＫ、ＢＵＮ、ＧＬＵ的预期偏倚符合１／４ＣＬＩＡ′

８８规定的允许误差范围的标准，Ｃｒ在其医学决定水平上的偏

倚未达到１／４ＣＬＩＡ′８８的标准。通过系数调整使两种检测系

统的结果一致。在 ＢＳ３８０上加上系数：ｂ＝０．９８０７，ａ＝

１．２４６８。

表２　各比对项目及系数调后ＣＨＥ在犡犮上的预期

项目 犡犮
犡犮×

１／４ＣＬＩＡ′８８
犅犮

Ｂｃ９５％可信区间

下限 上限

ＡＳＴ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２０ １．０ －１．０６７３ －２．６９１３ ０．５５６７

６０ ３．０ ０．０４０７ １．５８３３ １．６６４７

ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ３．０ ０．０６８ －０．４０９２ －０．４８１２ －０．３３７２

１４．２ ０．３２２ ０．４２１８ ０．３０９８ ０．５３３８

ＧＬＵ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．８ ０．０７ ０．０４９４ ０．０３３６ ０．１３２４

１０．０ ０．２５ －０．０７２３ －０．１５５３ ０．０１０７

ＣＫ（Ｕ／Ｌ） １００ ７．５ ４．６５５４ ３．０３１４ ６．２７９４

２４０ １８．０ ４．９２１４ ３．２９７４ ６．５４５４

Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ３０ １．１２５ ６．１０４９ ４．８６８４ ７．３４１４

１４１ ５．２８８ ５．９５４ ５．４１５６ ６．４９２４

Ｃｒ系数调整 ３０ １．１２５ ０．６６７８ ０．３２５３ １．０１０３

后（μｍｏｌ／Ｌ） １４１ ５．２８８ －１．４７４５ －１．８１７ －１．１３２

３　讨　　论

３．１　检测系统是指完成一检验项目所涉及的仪器、试剂、校准

品、质控品、检验程序、保养计划等的组合。当实验室有相同项

目在两种或两种以上的检测系统上分析时，应定期对其进行比

对分析和偏倚评估，以保证不同检测系统的测定结果具有可比

性和连续性。本院生化室有２台全自动生化分析仪，其中日立

７１８０用于完成日常工作，仪器较新，工作状态良好，日常工作

精密度好，参加全国、全省室间质评成绩优秀；ＢＳ３８０主要用

于处理夜班和急诊的标本。２台仪器有相同的检测项目，故以

日立７１８０作为参照，对２台仪器所构成的检测系统进行方法

比对和偏倚评估，以保证其结果的一致性［４６］。

３．２　由表１可见，ＡＳＴ、ＣＫ、ＢＵＮ、ＧＬＵ、Ｃｒ等项目的狉均大

于０．９８，由此说明两种检测系统测定的数据分布范围合适，用

作回归统计的ｂ、ａ可靠，可以用医学决定水平处的预期偏倚来

评估方法间是否具有可比性。由表２可见，所检测的５个项目

中，Ｃｒ的预期偏倚比较大，ＥＰ９Ａ２规定，根据最后的计算结

果，判断允许误差与９５％可信区间的关系，有以下３种情况：

（１）允许误差大于预期偏倚的可信区间上限，表示有９７．５％的

概率两种系统得出的结果具有一致性，偏倚可接受；（２）允许误

差介于预期偏倚的可信区间上限和预期偏倚的可信区间下限

之间，偏倚可接受；（３）允许误差小于预期偏倚的可信区间下
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限，表示有９７．５％的概率两种系统得出的结果不具一致性，偏

倚不可接受。所以 ＡＳＴ、ＢＵＮ、ＧＬＵ、ＣＫ的预期偏倚均可接

受，测定结果可比性良好，而Ｃｒ在其医学决定水平处的预期偏

倚不可接受，需要调整。

３．３　Ｃｒ在２台仪器上测试的相关性虽然好，但由于ＢＳ３８０

的定标方式与日立７１８０的不同，而且ＢＳ３８０采用的滤波片的

光学系统，而日立７１８０采用的光栅，存在系统误差。为使结果

一致，以利于临床观察，根据比对的ａ和ｂ对ＢＳ３８０测定的结

果添加相应的系数，经系数调整后，再次进行比对结果显示，两

种方法具有可比性，允许误差大于９５％的可信区间上限，符合

１／４ＣＬＩＡ′８８的标准，结果可接受。

当实验室使用不同的检测系统测定相同项目时，应定期对

其检测结果进行比对和偏倚评估。如果偏倚不可以接受，根据

直线回归方程犢＝ｂ犡＋ａ的ａ和ｂ，在实验方法上添加相应的

系数，可以使不同检测系统结果具有可比性，从而为临床提供

稳定而可靠的诊断依据。
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连接酶检测反应法检测乙型肝炎病毒核苷（酸）类似物

耐药突变的可行性

孙艺艳，吴月平，毛丽萍，陆建荣，陈　琳，陆仁飞（江苏省南通市第三人民医院　２２６００６）

　　【摘要】　目的　探讨依据寡核苷酸等位基因特异性聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增及连接酶检测反应（ＬＤＲ）方法检

测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）４种核苷（酸）类似物耐药突变的可行性。方法　以基因库公布的９８１条 ＨＢＶ基因序列为

基础，针对拉米夫啶、替比夫啶、阿德福韦和恩替卡韦８个耐药位点上的氨基酸替换形式，设计１５对特异性引物，采

用多重ＰＣＲ扩增 ＨＢＶＰ基因区野生型和突变型目的片段，然后进行多重ＬＤＲ，最后在ＡＢＩ３１３０测序仪上电泳，根

据内参标记、ＬＤＲ产物的长度进行结果判读。应用此方法对１２例慢性 ＨＢＶ感染患者血清进行检测，同时采用荧

光ＰＣＲ、焦磷酸测序技术对其验证，判断其特异性和准确性。结果　ＬＤＲ法能有效区分包括ｒｔＬ１８０Ｍ、ＹＭＤＤ、

ＹＩＤＤ、ＹＶＤＤ、ｒｔＡ１８１Ｖ／Ｔ、ｒｔＮ２３６Ｔ、ｒｔＴ１８４Ｇ、ｒｔＳ２０２Ｉ、ｒｔＭ２５０Ｖ 野生株和部分突变株；４例 ＨＢＶＤＮＡ＞１０６

ｃｏｐｙ／ｍＬ患者检测出野生株和突变株，结果与焦磷酸测序一致；ＬＤＲ法与荧光ＰＣＲ法检测结果一致率达８３．３％

（１０／１２）。结论　血清 ＨＢＶＤＮＡ＞１０６ｃｏｐｙ／ｍＬ时结合多重ＰＣＲ的复合ＬＤＲ可通过一次扩增检测产物中的多个

单突变或野生型位点，有助于核苷（酸）类似物耐药的诊断和治疗。

【关键词】　乙型肝炎病毒；　连接酶检测反应；　突变
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　　近年来转录依赖的扩增系统（ＴＡＳ）、自主序列复制

（３ＳＲ）、Ｑβ复制酶、链替代扩增反应（ＳＤＡ）以及连接酶链反应

（ＬＣＲ）、循环探针反应（ＣＰＲ）等体外核酸扩增技术作为聚合酶

链反应（ＰＣＲ）技术的补充或改进而得以建立和发展。连接酶

检测反应（ＬＤＲ）与ＬＣＲ原理相似，它是通过一对紧邻引物与

双链靶ＤＮＡ中的一条单链杂交获得线性扩增结果，ＬＤＲ通常

与一种一级扩增（ＰＣＲ、３ＳＲ、Ｑβ复制、ＲＴＰＣＲ）联合应用。结

合ＰＣＲ的复合ＬＤＲ可通过一次扩增检测产物中的多个单突

变位点。本文利用此技术对乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）４种核苷

（酸）类似物耐药突变位点进行检测，为临床慢性 ＨＢＶ感染患

者抗病毒治疗提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　对２０１０年８月至２０１１年１月本院感染科门

诊、住院处送检的１２例慢性 ＨＢＶ 感染患者血清标本进行

ＨＢＶＰ基因分析，其中男８例，女４例。年龄２９～５８岁。患

者分别处于接受核苷类药物的治疗前、中、后；住院患者１１例

有完整的核苷类治疗病史记录，单用恩替卡韦（ＥＴＶ）２例、替

比夫定（ＬｄＴ）３例，７例序贯治疗或联合治疗均在临床治疗欠

佳或出现病毒学、甚至生物化学突破时使用。

１．２　方法

１．２．１　血清中ＨＢＶＤＮＡ含量检测采用荧光ＰＣＲ法（上海科

华试剂），血清阿德福韦酯变异株 ＨＢＶＲＴＡ１８１Ｖ／Ｔ变异株、

ＨＢＶＲＴＮ２３６Ｔ变异株检测采用荧光ＰＣＲ法（上海之江生物

科技有限公司试剂），血清拉米夫啶变异株 Ｌ１８０Ｍ 变异株、

Ｍ２０４Ｖ／Ｉ变异株检测采用荧光ＰＣＲ（浙江夸克生物科技有限

公司）。

１．２．２　血清 ＨＢＶＤＮＡ的抽提　血清标本复融后，取５０μＬ，

加入５０μＬ浓缩液，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；弃去上清液，往

沉淀中加入５０μＬ裂解液，煮沸１０ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，上清液作为ＰＣＲ模板用于检测。

１．２．３　结果判读　ＨＢＶ４种核苷（酸）类似物耐药突变检测

采用ＬＤＲ法进行结果判读：根据测序仪控制软件提示进行数
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