
·论　著·

半胱氨酸蛋白酶抑制剂Ｃ透射比浊检测试剂盒性能验证

何国坚，胡劲辉，肖　庆（广东省深圳市龙岗中心医院　５１８１１６）

　　【摘要】　目的　在ＯｌｙｍｐｕｓＡｕ６００全自动生化仪上采用透射比浊法检测半胱氨酸蛋白酶抑制剂Ｃ（ＣｙｓＣ），

评价ＣｙｓＣ试剂盒性能指标。方法　参考美国临床和实验室标准化协会ＥＰ系列文件，对ＣｙｓＣ试剂盒性能指标

作出评估。结果　透射比浊法有较好的稳定性，本实验的检出限为０．１１μｇ／ｍＬ；３种不同浓度的定值质控血清在

准确度评估中相对偏差（Ｂｉａｓ）均小于８％；３种不同浓度的临床患者混合血清及３种不同浓度的定值质控血清评估

精密度批内、批间变异系数（犆犞）均小于５％；在线性范围评价中均未发现离群点，线性回归方程为犢＝０．０１７９３４＋

０．９９３２犡，狉＝０．９９３。稀释变异犘为０．４２（犘０．０５＝０．６８４１），犘＜０．０５，稀释变异可接受，线性失拟检查 Ｇ＝３．１２

（犉０．０５＝３．２９），Ｇ＜犉０．０５，线性良好；干扰试验以Ｂｉａｓ＜８％为医学决定水平，间接胆红素浓度小于２８．２μｍｏｌ／Ｌ，直接

胆红素浓度小于２９．１μｍｏｌ／Ｌ，血红蛋白浓度小于９．７ｇ／Ｌ，乳糜浊度小于２５８３ＦＴＵ，ＣｙｓＣ相对偏差尚在可接受

范围内。结论　ＣｙｓＣ试剂盒稳定性、准确度、精密度、线性范围、抗干扰能力均符合临床检验要求。

【关键词】　半胱氨酸蛋白酶抑制剂；　透射比浊法；　性能评估

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１３．２３．０３３ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１３）２３３１５５０３

犆狔狊狋犲犻狀犲狆狉狅狋犲犪狊犲犻狀犺犻犫犻狋狅狉犆狋狌狉犫犻犱犻犿犲狋狉犻犮犪狊狊犪狔犽犻狋犘犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀　犎犈犌狌狅犼犻犪狀，犎犝犑犻狀犺狌犻，犡犐犃犗犙犻狀犵

（犔狅狀犵犵犪狀犵犆犲狀狋狉犪犾犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犛犺犲狀狕犺犲狀，犛犺犲狀狕犺犲狀，犌狌犪狀犵犱狅狀犵５１８１１６，犆犺犻狀犪）

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｃｙｓｔｅｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＣｙｓＣ）ｋｉｔｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｂｙｔｕｒｂｉ

ｄｉｍｅｔｒｉｃｍｅｔｈｏｄ，ｕｓｉｎｇｔｈｅＯｌｙｍｐｕｓＡｕ６００ａｕｔｏｍａｔｉｃｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｚｅｒ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅＣｙｓＣｋｉｔｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｉｎ

ｄｅｘｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅＥＰｓｅｒｉｅｓｆｉｌｅｓｏｆＵＳｎａｔｉｏｎａｌｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ

（ＮＣＣＬＳ）．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｉｃｍｅｔｈｏｄｈａｄｇｏｏｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ．Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｗａｓ０．１１μｇ／ｍＬ．Ｔｈｅ

ｒｅｌａｔｉｖｅｄｅｖｉａｔｉｏｎ（Ｂｉａｓ）ｏｆｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｆｉｘｅｄｖａｌｕｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓｅｒｕｍｉｎａｃｃｕｒａｃｙｅｖａｌ

ｕａｔｉｏｎｗｅｒｅａｌｌｌｏｗｅｒｔｈａｎ８％．Ｔｈｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ（犆犞）ｆｏｒｗｉｔｈｉｎｒｕｎａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｒｕｎａｓｓａｙｓｏｆｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｉｅｎｔｓｍｉｘｅｄｓｅｒｕｍａｎｄｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｆｉｘｅｄｖａｌｕｅ

ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓｅｒｕｍｅｖａｌｕａｔｉｏｎｐｒｅｃｉｓｉｏｎｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎ５％．Ｉｎｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｔｈｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｈａｄｂｅｅｎｆｏｕｎｄ

ｆｒｏｍｔｈｅｇｒｏｕｐｏｆｐｏｉｎｔ，ａｎｄｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｗａｓ犢＝０．０１７９３４＋０．９９３２犡，狉＝０．９９３．Ｄｉｌｕｔｉｏｎｖａｒｉａ

ｔｉｏｎＰｗａｓ０．４２（犘０．０５＝０．６８４１），犘＜０．０５．Ｔｈｅｄｉｌｕｔｉｏｎｖａｒｉａｔｉｏｎｃａｎｂｅａｃｃｅｐｔｅｄ．Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｌｏｓｓｏｆｑｕａｓｉｃｈｅｃｋｗａｓ

Ｇ＝３．１２（Ｆ０．０５＝３．２９），Ｇ＜Ｆ０．０５．Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｗａｓｇｏｏｄ．Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｗｉｔｈｒｅｌａｔｉｖｅｄｅｖｉａｔｉｏｎｌｏｗｅｒｔｈａｎ８％ ｗａｓ

ｔｈｅｍｅｄｉｃａｌｄｅｃｉｓｉｏｎｌｅｖｅｌ，ＩＢｉｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎ２８．２ｕｍｏｌ／ｌ，ＤＢｉｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｌｏｗｅｒｔｈａｎ２９．１

μｍｏｌ／Ｌ，Ｈｂｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｌｏｗｅｒｔｈａｎ９．７ｇ／Ｌ，ｃｈｙｌｅｔｕｒｂｉｄｉｔｙｌｏｗｅｒｔｈａｎ２５８３，ａｎｄＣｙｓＣｒｅｌａｔｉｖｅｄｅｖｉａｔｉｏｎｗａｓｓｔｉｌｌ

ｉｎｔｈｅａｃｃｅｐｔａｂｌｅｒａｎｇｅ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅＣｙｓＣｋｉｔｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ａｃｃｕｒａｃｙ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｌｉｎｅａｒｉｔｙａｎｄａｎｔｉｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅａｂｉｌｉｔｙ

ａｒｅａｌｌｉｎｌｉｎｅｗｉｔｈｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｔｅｓｔｉｎｇ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｃｙｓｔｅｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ；　ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｙ；　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

　　临床测定半胱氨酸蛋白酶抑制剂Ｃ（ＣｙｓＣ）方法有多种，

诸如单向免疫扩散（ＳＲＩＤ）、放射免疫测定（ＲＩＡ）、荧光免疫测

定（ＦＩＡ）、酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）等
［１］。颗粒增强透射免

疫比浊法（ＰＥＴＩＡ）是一种基于多克隆抗体的免疫比浊法，具有

一定的灵敏度，且所受影响因素较少，适合于大型生化仪批量

操作。本文在ＯｌｙｍｐｕｓＡｕ６００全自动生化仪上采用透射比浊

法检测ＣｙｓＣ，参考美国临床和实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）

ＥＰ系列文件
［２］，对ＣｙｓＣ试剂盒性能指标作出评估，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＯｌｙｍｐｕｓＡｕ６００全自动生化分析仪，试剂

由广东虹业科技有限公司提供，Ｒ１为１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４的磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ），含３％聚乙二醇８０００（ＰＥＧ８０００），犚２ 为

ＣｙｓＣ抗体，试剂批号为２０１００５０４、２０１００５０５，使用厂家提供标

准品（纯度大于９５％）及质控品。干扰试剂盒采用Ｉｎｔｅｒｃｈｅｃｋ

Ａｐｌｕｓ７９３７０（日本国际试药株式会社），批号ＺＳ５００１。

１．２　分析参数　采用２点法分析，分析点选择１６、３４，以３４０

ｎｍ为主波长、６００ｎｍ为副波长，反应温度为３７℃。

１．３　方法　参考 ＮＣＣＬＳＥＰ系列文件，对试剂盒稳定性、准

确度、精密度、线性范围及干扰试验作出性能评估。

１．３．１　稳定性　以蒸馏水代替标本监测试剂空白吸光值

（Ａｂｓ１）评价试剂稳定性，连续测定１个月，评价标本稳定性。

选择８份在试剂盒线性范围内（０～６μｇ／ｍＬ）的不同浓度临床

血清标本，注意排除溶血及黄疸标本，连续测定ＣｙｓＣ２次，取

平均值，置于４℃保存７ｄ；解冻连续测定 ＣｙｓＣ２次，取平

均值。

１．３．２　准确度　采用３种不同浓度的定值质控血清各重复测

定３次，计算各浓度狓±狊及相对偏差（Ｂｉａｓ），以Ｂｉａｓ＜８％为医
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学决定水平评价试剂盒准确度。

１．３．３　精密度　以３种不同浓度的临床患者混合血清及３种

不同浓度的定值质控血清为检测对象，每日检测２次（间隔时

间大于２ｈ），连续检测１０ｄ，评价方法的批内及批间变异系数

（犆犞）。

１．３．４　线性范围评价　以２５次试剂空白均值＋３狊计算检出

限，在试剂盒标定的线性范围（０～６μｇ／ｍＬ）取高浓度血清标

本（５．８７μｇ／ｍＬ）为５号标本及低浓度标本血清（０．１２μｇ／ｍＬ）

为１号标本，二者３∶１混合为２号标本，等份混匀为３号，１∶

３混合为 ４号，２～４号标本浓度计算公式：标本浓度 ＝

（Ｃ１Ｖ１＋Ｃ５Ｖ５）／（Ｖ１＋Ｖ５），Ｃ为浓度，Ｖ为体积。随机排列，

每个标本测定４次，当天完成测定，检查离群点。

１．３．５　干扰试验　ＩｎｔｅｒｃｈｅｃｋＡｐｌｕｓ７９３７０试剂盒含间接胆

红素（ＩＢｉｌ）浓度１１２．９μｍｏｌ／Ｌ，直接胆红素（ＤＢｉｌ）浓度１１６．４

μｍｏｌ／Ｌ，血红蛋白（Ｈｂ）浓度４８．５８ｇ／Ｌ，乳糜浊度（１５５００

度），将干扰物与临床血清（浓度２．３４μｇ／ｍＬ）按１∶１、１∶２、

１∶３、１∶４、１∶５、１∶６混合制成不同浓度血清干扰物混合物，

检测相对偏差，评价不同干扰物浓度对试剂盒检测的影响。

１．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件及Ｅｘｃｅｌ软件对

数据进行分析处理。计数资料采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　稳定性　Ａｂｓ１均值为０．０４２，ｓ为０．００２，狀＝２５次，采用

狋检验比较各标本２次均值差异无统计学意义（犘＞０．０５），透

射比浊法具有较好的稳定性。

２．２　准确度　３种不同浓度定值质控血清测定准确度结果见

表１，不同浓度３种定值Ｂｉａｓ＜８％，试剂盒测试准确度评估

合格。

２．３　精密度　见表２，参照 ＮＣＣＬＳ机构ＥＰ文件要求，批内、

批间不精密度小于５％，试剂盒检测精密度符合要求。

２．４　线性范围评价　本研究方法检出限为０．１１μｇ／ｍＬ，离群

点检查犘０．０５＝０．７６５，本组数据均未发现离群点，采用线性回

归分析，线性回归方程为犢＝０．０１７９３４＋０．９９３２犡，狉＝０．９９３，

稀释变异犘＝０．４２（犘０．０５＝０．６８４１），犘＜０．０５，稀释变异可接

受，线性失拟检查Ｇ＝３．１２（犉０．０５＝３．２９），Ｇ＜犉０．０５，线性良好。

２．５　干扰试验　见表３。以 Ｂｉａｓ＜８％为医学决定水平，

ＩＢｉｌ＜２８．２μｍｏｌ／Ｌ，ＤＢｉｌ＜２９．１μｍｏｌ／Ｌ，Ｈｂ＜９．７ｇ／Ｌ，乳糜浊

度小于２５８３ＦＴＵ，ＣｙｓＣ的Ｂｉａｓ尚在可接受范围。

表１　３种不同浓度定值质控血清测定准确度结果

质控品 第１次（μｇ／ｍＬ） 第２次（μｇ／ｍＬ） 第３次（μｇ／ｍＬ） 均值（μｇ／ｍＬ） 靶值（μｇ／ｍＬ） Ｂｉａｓ（％）

低值 １．２３ １．２６ １．２５ １．２４７ １．２１ ２．４８

中值 ２．９５ ２．９１ ３．０１ ２．９５７ ２．８４ ４．１２

高值 ４．３５ ４．４０ ４．４１ ４．３８７ ４．２２ ３．９６

表２　临床混合血清、定值质控血清重复性试验标准差、变异系数结果

血清
ＣｙｓＣ（μｇ／ｍＬ）

检测次数 均值 批内狊 批内犆犞（％） 批间狊 批间犆犞（％） 总计狊 总计犆犞（％）

临床混合血清　低值 ２０ １．０４ ０．０２９ ２．７９ ０．０３８ ３．６５ ０．０４２ ４．０４

　　　　　　　中值 ２０ １．３８ ０．０４８ ３．４８ ０．０５６ ４．０６ ０．０６０ ４．３５

　　　　　　　高值 ２０ ２．９４ ０．０８４ ２．１７ ０．０８１ ２．７６ ０．０９１ ３．１０

质控定值血清　低值 ２０ １．２５ ０．０３１ ２．４８ ０．０４６ ３．６８ ０．０５６ ４．４８

　　　　　　　中值 ２０ ２．９６ ０．０６８ ２．３０ ０．０８４ ２．８４ ０．０９２ ３．１１

　　　　　　　高值 ２０ ４．３９ ０．０９８ ２．２３ ０．１２７ ２．８９ ０．１３５ ３．０８

表３　干扰试剂盒实验结果

ＩＢｉｌ浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

ＣｙｓＣ的

Ｂｉａｓ（％）

ＤＢｉｌ

浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

ＣｙｓＣ的

Ｂｉａｓ（％）

Ｈｂ浓度

（ｇ／Ｌ）

ＣｙｓＣｒ

Ｂｉａｓ（％）

乳糜浊度

（ＦＴＵ）

ＣｙｓＣ的

Ｂｉａｓ（％）

５６．５ ９．２ ５８．２ ８．６ ２４．３ １２．３ ７７５０ １４．６

３７．６ ８．４ ３８．８ ８．１ １６．２ １０．６ ５１６７ １２．８

２８．２ ７．８ ２９．１ ７．７ １２．１ ９．３ ３８７５ １０．１

２２．６ ５．９ ２３．３ ５．６ ９．７ ８．０ ３１００ ８．６

１８．８ ４．８ １９．４ ４．９ ８．１ ６．５ ２５８３ ７．４

１６．１ ４．１ １６．６ ４．４ ６．９ ３．５ ２２１４ ６．４

３　讨　　论

透射免疫比浊法测定ＣｙｓＣ的主要原理是利用ＣｙｓＣ的

多克隆ＩｇＧ抗体共价结合于Ｉｎｔｅｘ颗粒，与ＣｙｓＣ发生免疫沉

淀反应，特定波长比浊，通过标准曲线定量［３４］。在检测方法学
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的评价中，良好的准确度及精密度是评价的基础，方法学的线

性范围、干扰因素及操作易推广性也是重要条件之一，透射免

疫比浊法比较适合于ＣｙｓＣ检测的常规方法。

本文对ＣｙｓＣ试剂盒及透射免疫比浊法进行了方法学评

估，试剂用量的设置严格按照说明书设置，尽量避免因试剂用

量设置不合理造成对方法学精密度、准确度及线性范围的影

响。临床患者血清标本于４℃保存，方法学有较好的稳定性，

检出限依据试剂空白均值计算得出，低于国外文献［５］报道的

参考下限，符合临床应用标准。采用定值血清检测的Ｂｉａｓ评

价准确度均在８％以内，检测的准确度良好。精密度评估中考

虑临床血清标本与质控定值血清的差异性，采取两组标本不同

时间段不同试剂批号检测评估方法学的精密度，其中批内、批

间及总犆犞均在允许范围内，批间犆犞稍高于批内犆犞，均在可

接受范围内。ＥＰ６文件定义线性范围为系统最终输出值（浓

度或活性）与被分析物的浓度呈正比。本研究线性范围评估良

好，未发现离群点，测定标本拟合度狉＝０．９８３，大于试剂盒要

求的０．９７，稀释变异犘小于犘０．０５界限值，稀释变异尚处于可接

受范围，线性良好。干扰试验主要是评估偏倚和不精密度作

用，临床标本主要干扰一般为溶血、黄疸及脂血，干扰效果可随

干扰物浓度不同发生变化［６７］。本文对ＩＢｉｌ、ＤＢｉｌ、Ｈｂ、乳糜浊

度与临床血清标本进行不同比例混合，以Ｂｉａｓ＜８％为医学决

定水平［８］，ＩＢｉｌ＜２８．２μｍｏｌ／Ｌ，ＤＢｉｌ＜２９．１μｍｏｌ／Ｌ，Ｈｂ＜９．７

ｇ／Ｌ，乳糜浊度小于２５８３ＦＴＵ，ＣｙｓＣ的Ｂｉａｓ尚在可接受范

围内。

综上所述，ＣｙｓＣ透射比浊检测试剂盒的各项性能均符合

要求，适合于生化仪的大批量操作，对临床相关疾病的诊断、评

估有重要临床意义。
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信息、国际或国家参考物质、室间质量评价计划或有经验分析

人员的判断来定量确定不确定度分量，利用犆犞来定量确定标

准不确定度。根据上述分析及目前水平，本实验室的不确定度

来源分为批内犆犞、批间犆犞、偏倚的不确定度３个方面进行计

算［９］。本研究对１９项临床生物化学检测项目的不确定度进行

了评估，１９项中低浓度ＡＬＴ、ＡＬＰ、Ｐ及高浓度ＡＬＰ的扩展不

确定度值均大于１０，由此可见检测结果与真实值的差波动较

大，需进行质量改进。

通过不确定度评价，分析主要不确定度分量产生的原因，

尽可能降低该类不确定度分量，做到检验工作的持续改进，这

也是不确定度评价的目的之一。目前，以室内质量控制及室间

质评数据评价实验室检验项目测量不确定度的方法简单、实

用，适合于临床实验室。
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