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　　【摘要】　目的　评价血浆髓过氧化物酶（ＭＰＯ）乳胶增强免疫比浊法试剂盒在 ＡＵ２７００全自动生化分析仪使

用的性能验证。方法　根据美国临床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）的评价方案对北京九强公司生产的乳胶增强

免疫比浊法髓过氧化物酶测定试剂盒进行了回收试验、干扰试验、临床可报告范围及精密度验证。结果　北京九强

生产的 ＭＰＯ乳胶增强免疫比浊法试剂盒的两个浓度水平质控品的实验室精密度犆犞为８．９％；回收率９５．７％～

１０８．３％。线性评价的相关系数狉＝０．９９７，线性回归方程为犢＝１．０３３犡－２５．０９２；干扰试验中不同程度的标本溶血

均对测定 ＭＰＯ造成严重干扰。抗坏血酸６．３～１００ｍｇ／Ｌ，三酰甘油小于７．８ｍｍｏｌ／Ｌ内无明显干扰，相对偏差小

于１０％，三酰甘油浓度大于７．８ｍｍｏｌ／Ｌ对试验有明显干扰，相对偏差为１１．５％～１１．９％。结论　九强公司在国

内首次推出的髓过氧化物酶（ＭＰＯ）乳胶增强免疫比浊法试剂盒在抗干扰、线性、正确度及精密度等方面的性能达

到临床需求，值得在临床心脑血管危险因子检测中推广应用。
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　　血浆髓过氧化物酶（ＭＰＯ）为一种血红素蛋白，主要来源

于多形核中性粒细胞，单核细胞、巨噬细胞中亦存在。当受到

炎症刺激、白细胞激活并脱颗粒时，多形核中性粒细胞释放

ＭＰＯ
［１］。近年来随着研究的深入，认为 ＭＰＯ水平与急性冠脉

综合征的近期预后有明显的相关性，是急性冠脉综合征发生的

危险因素。ＭＰＯ测定的方法国内外主要是酶联免疫吸附试

验，自动化程度低，误差大，北京九强公司在国家８６３计划支持

下研发的乳胶增强免疫比浊法试剂盒，实现了在全自动生化分

析仪的检测，分析精确度和准确度都大大提高。在临床应用和

课题研究中为了评价该方法试剂盒的性能指标，本文参照美国

临床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）的评价方案，结合国内专

家对性能验证的系统设计要求［２４］，进行了准确度验证实验（回

收试验）、精密度验证实验、临床可报告范围及干扰试验的性能

验证，现将评价结果首次报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　贝克曼ＡＵ２７００全自动生化分析仪及北京九强生

物技术有限公司研发生产的 ＭＰＯ乳胶增强免疫比浊法试剂

盒（批号：１３０４１２）；ＭＰＯ的校准品为人血清基质（量值溯源至

ＦＤＡ方法，批号：１３０４１２），５个浓度水平分别是８７、１４１、３４９、

６５２、１１７２ｎｇ／ｍＬ；质控品为液体，开启即用，（批号：１３０４１２），

人血清基质，２个浓度水平（低值／高值）。

１．２　标本　来源于心血管内科住院患者早上空腹肝素钠抗凝

血标本。肝素钠采样管由湖南浏阳市医用仪具厂生产，采集的

血样１ｈ内分离血浆，室温２２ ℃，标本要求无黄疸和肉眼

·３７０２·检验医学与临床２０１４年８月第１１卷第１５期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１５



脂血。

１．３　方法

１．３．１　准确度验证实验（回收试验）
［２］：取４３５．８、４７１．９、１１２２

ｎｇ／ｍＬ３个已知不同高浓度 ＭＰＯ的肝素钠抗凝新鲜血浆，加

入到１２１．４、２１１．１、３８４．６ｎｇ／ｍＬ３个已知不同低浓度ＭＰＯ的

新鲜血浆中，加入比例１０份低浓度与１份高浓度新鲜血浆混

匀，每个连续测３次，取均值计算回收率，回收率在９０％～

１１０％，结果为可接受
［５］。

１．３．２　精密度验证实验
［６７］：依照ＥＰ１５Ａ方案，选两个浓度

水平的质控品，用相同试剂每个每天重复测３次，连续５天，测

得１５个数据，计算实验室变异系数犆犞％，小于厂家变异系数

犆犞＜１０％的要求，结果为可接受。

１．３．３　分析测量范围（ＡＭＲ）验证实验
［８］
　按照ＥＰ６Ａ２文

件要求，选择 ＭＰＯ浓度１６３ｎｇ／ｍＬ和１０８４ｎｇ／ｍＬ高低血浆

各１份，将２份血浆按３∶１、１∶１、１∶３的比例混合，同时将

１６３ｎｇ／ｍＬ稀释１倍，配制成８２ｎｇ／ｍＬ，产生６个不同理论水

平的混合血浆（８２，１６３，３９３，６２４，８５４，１０８４），分别重复测定３

次，取均值作为实测值，以理论值和实测均值作回归分析，计算

相关系数狉，回归方程犢＝ａ犡＋ｂ，按ａ＝１．０±０．０５、狉≥０．９７为

验证合格标准，说明在８２～１０８４ｎｇ／ｍＬ浓度范围内线性关系

良好。

１．３．４　干扰试验

１．３．４．１　溶血的干扰　先测血浆的 ＭＰＯ值，然后人为造成

溶血，离心后测血浆中血红蛋白ｇ／Ｌ含量，选取５个不同血红

蛋白浓度的血浆，再次测其 ＭＰＯ值两次，取均值逐一计算干

扰偏差。

１．３．４．２　抗坏血酸的干扰　在定值２３３ｎｇ／ｍＬ的 ＭＰＯ血浆

中分别加入１００、５０、２５、１２．５、６．３ｇ／Ｌ浓度的抗坏血酸（按９∶

１的比例），混匀静置５ｍｉｎ，每个重复测２次，取均值逐一计算

干扰偏差％。

１．３．４．３　三酰甘油的干扰　同样在定值２３３ｎｇ／ｍＬ的 ＭＰＯ

血浆中分别加入１３．３３、６．８３、３．４６、１．７８、０．８８ｍｍｏｌ／Ｌ浓度

的三酰甘油（按９∶１的比例），混匀静置５ｍｉｎ，每个重复测２

次，取均值逐一计算干扰偏差％。

１．４　统计学方法　采用ｍｉｃｒｏｓｏｆｔｏｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ统计分析。

２　结　　果

２．１　准确度验证实验（回收试验）　３个新鲜配制的高中低值

混合血浆的回收率分别见下表１，结果说明回收率在９５．７％～

１０８．３％之间，均在９０％～１１０％回收率要求的可接受范围内。

见表１。

表１　ＭＰＯ准确度验证实验（回收试验）数据统计分析

混合血浆 １ ２ ３

基础值 １２１．４ ２１１．１ ３８４．６

加入值 ４３５．８ ４７１．９ １１２２．０

理论值 １５０．０ ２３４．８ ４５１．６

测定值１ １２９．２ ２６１．３ ４３０．８

测定值２ １５１．３ ２５６．３ ４４５．９

测定值３ １５０．３ ２６３．１ ４２９．４

回收率％ ９５．７ １０８．３ ９６．２

２．２　精密度验证实验　依照ＥＰ１５方案，选两个浓度水平的

质控品，用相同试剂每个每天重复测３次，连续５ｄ，测得１５个

数据，计算出实验室精密度犆犞 为８．９％小于厂家变异系数

犆犞＜１０％的要求。

２．３　分析测量范围（ＡＭＲ）验证实验　将６个不同水平的混

合血浆测定后，把测定值（犢）和理论值（犡）进行线性回归分析，

计算相关系数狉＝ ０．９９７，线性回归方程为犢＝１．０３３犡－

２５．０９２。同时各点与回归直线的分布关系见图１，说明在８２～

１０８４ｎｇ／ｍＬ浓度范围内线性关系良好。

２．４　干扰试验

２．４．１　溶血的干扰　５个不同血红蛋白浓度溶血的血浆，对

测定 ＭＰＯ的干扰，计算干扰偏差结果见表２，数据显示不同程

度的标本溶血均对测定 ＭＰＯ造成严重干扰。

图１　线性回归分析各点与回归直线的分布关系图

表２　不同溶血程度对 ＭＰＯ测定的干扰分析偏差

血红蛋白（ｇ／Ｌ） ５ ０ １ １０ １２

溶血前 ＭＰＯ １１７．９ ３０２．６ ４７３．３ ２０３．３ ３２６．５

溶血后 ＭＰＯ１ ４５３．３ ８６５．５ ９６６．３ １３０４．５ １２１９．７

溶血后 ＭＰＯ２ ５０７．１ ９１９．６ １０６２．９ １２９３．５ １１９４．４

溶血后 ＭＰＯ均值 ４８０．２ ８９２．６ １０１４．６ １２９９．０ １２０７．１

干扰偏差％ ３０７．３ １９５．０ １１４．４ ５３９．０ ２６９．７

２．４．２　抗坏血酸的干扰　在２３３ｎｇ／ｍＬ定值血浆中加入配

比稀释浓度下的抗坏血酸后，对测定 ＭＰＯ的干扰偏差结果见

表３，结果显示抗坏血酸对测定 ＭＰＯ偏差小于１０％，最高达

６．５％。

表３　配比稀释浓度下抗坏血酸对 ＭＰＯ测定的

　　　　干扰分析偏差表

抗坏血酸（ｇ／Ｌ） １００ ５０ ２５ １２．５ ６．３

测定值１ １９９．１ ２２４．３ ２３４．１ ２１０．３ ２２２．９

测定值２ ２００．０ １９４．８ ２１２．５ ２３６ ２１３．９

测定均值 １９９．６ ２０９．６ ２２３．３ ２２６．６ ２１８．４

理论值 ２０９．７ ２０９．７ ２０９．７ ２０９．７ ２０９．７

干扰偏差％ －４．８ －０．１ ６．５ ６．４ ４．１

２．４．３　三酰甘油的干扰　在２３３ｎｇ／ｍＬ定值血浆中加入配

比稀释浓度下的三酰甘油后，对测定 ＭＰＯ的干扰偏差结果见
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表４，数据显示三酰甘油浓度在３．４６ｍｍｏｌ／Ｌ以上会造成大于

１０％的负偏差。

表４　配比稀释浓度下三酰甘油对 ＭＰＯ测定的干扰分析偏差

三酰甘油（ｍｍｏｌ／Ｌ） １３．３３ ６．８３ ３．４６ １．７８ ０．８８

测定值１ １８８．２ ２１１．１ １９５．８ １８５．３ １７７．６

测定值２ １８２．９ １５８．６ １７５．２ １９６．３ ２１０．７

测定均值 １８５．６ １８４．９ １８５．５ １９０．８ １９４．２

理论值 ２０９．７ ２０９．７ ２０９．７ ２０９．７ ２０９．７

干扰偏差％ －１１．５ －１１．９ －１１．５ －９．０ －７．４

３　讨　　论

临床实验室在正式使用选购的商品试剂盒之前对厂家声

称的相关指标要进行验证，以保证所选用的试剂盒达到临床实

验室要求，这也是ＩＳＯ１５１８９在其“检验程序”一节中明确要求

“使用经确认的程序，性能适合其预期用途”，要求临床实验室

在选择测定项目的试剂盒之前，须在临床和顾客需要基础上确

定其（最低）性能。我国“医疗机构临床实验室管理办法”也做

出了这样的要求，保证所选用的试剂盒达到临床实验室要求的

临床性能、分析性能和经济性能等各方面的要求．确保能提供

更准确反映患者真实病情的信息，指导临床医生的诊断。但这

并不是说需要对厂家声明的全部分析性能进行验证。ＣＬＩＡ′

８８就明确提出临床实验室可只对３项主要分析性能进行验

证，即准确度、精密度和分析测量范围（ＡＭＲ）
［９］。本文依据以

上标准和要求，首次对 ＭＰＯ试剂盒进行了主要分析性能的

验证。

准确度验证实验，一般可采用与参考方法比较［１０］、应用参

考物质［１１］、回收实验、检测配套定值质控品，与质控说明书标

示的靶值范围比较［１２］以及与室间质评结果比较等方式进行。

目前该项目国际上未发布参考方法，也没有有证的参考物质，

定值质控品因厂家采取的检测系统与本次的检测系统不同，结

果存在一定的偏差，而不能简单比较，另外，因为是新研制的项

目，卫生部临检中心也没有开展此项目的室间质评。同时，免

疫比浊法因各厂家制备的抗体特异性差异，造成不同厂家、不

同批号间有一定的误差，本文根据实际情况采取了新鲜样本间

的回收实验，结果比较理想，回收率在９５．７％～１０８．３％之间，

符合定量试验回收率（１００±１０）％的范围，今后如有参考方法

和有证参考物质，可以对该方法的准确度进行更好的验证。

精密度是表示测定结果中随机误差大小程度的指标，是定

量试验重要的评价指标，其犆犞值越小，重复性越好。良好的

重复性是进行其他方法学验证实验的前提，精密度的验证，

ＥＰ１５Ａ２精密度方案提供了评估的详细方法
［７］，此方案比其

他学者［９］采用的要简单易行，耗时短，临床应用和报道的也多。

本文验证的实验室精密度犆犞为８．９％ 小于厂家变异系数犆犞

＜１０％的要求。

分析测量范围（ＡＭＲ）验证，目的是验证检测系统的最高

检测值和高低检测值之间是否呈线性关系，实验室应为每个系

统建立各自的线性参数，不应直接引用厂家提供的线性范围 。

ＣＬＳＩＥＰ６Ａ２提供了对线性验证的指导文件，常规实验室对商

品试剂盒的线性验证，一般只取５种浓度标本，多次重复测定，

再使用一些判断标准即可。本文按推荐标准用６种系列浓度

的新鲜血浆对试剂盒的线性进行评价，结果相关系数狉＝

０．９９７，线性回归方程为犢＝１．０３３犡－２５．０９２。ＡＭＲ与定标

范围（８７～１１７２ｎｇ／ｍＬ）一致，略低于厂家提供的线性范围２５

～１３００ｎｇ／ｍＬ；说明线性良好。

另外，本文选取了临床常见的溶血、抗坏血酸、三酰甘油做

干扰试验，发现不同程度的标本溶血均对测定 ＭＰＯ造成严重

干扰。抗坏血酸偏差最高达６．５％，基本无干扰，三酰甘油浓

度在３．４６ｍｍｏｌ／Ｌ以上会造成大于１０％的负偏差，说明该方

法对三酰甘油的抗干扰能力有限，这也是免疫比浊法共有的问

题，因此，临床在测定 ＭＰＯ时，应避免标本溶血和乳糜血，减

少分析前的测量误差。

综上所述京九强公司研制的乳胶增强散射比浊法测定

ＭＰＯ，在ＡＵ２７００全自动生化分析仪上的主要分析性能验证

结果符合临床检验的质量要求。各实验室对检测系统的性能

进行有效地评估，有助于提高检测结果的准确性和可靠性。同

时国内自建检测系统较多，在性能验证时应根据实际情况系统

和合理地选择、设计每一种定量检测项目的验证方案。
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