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缺血修饰清蛋白测定试剂的性能评价

牛广华，高玉洁△，张　程，王柏山，张艺凡，索德宝（辽宁省中医院检验科，沈阳　１１００３２）

　　【摘要】　目的　评价终点法测定缺血修饰清蛋白（ＩＭＡ）试剂盒的性能，判断其分析性能是否满足临床要求。

方法　应用终点法测定血清中的ＩＭＡ浓度，对试剂盒的精密度、正确度、线性及参考区间做出评价。精密度按照定

量测量方法的精密度性能评价（ＥＰ５Ａ２）指南标准进行评价；正确度按照定值参考物质检测的回收实验批准（ＥＰ１５

Ａ）指南标准进行评价；线性范围按照ＥＰ６Ａ指南推荐方法进行评价；参考区间按照美国临床实验室标准化委员会

（ＮＣＣＬＳ）标准进行评价。结果　该ＩＭＡ试剂盒参考范围适用本实验室；线性良好，精密度、正确度均在规定范围

内。结论　该商品化ＩＭＡ试剂盒符合实验室性能标准，性能良好，可供本实验室对大批量血清标本进行检测。
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　　缺血修饰清蛋白（ＩＭＡ）作为一项新的早期诊断心肌缺血

的生化标志物，可以在心肌缺血发生后５～１０ｍｉｎ就迅速升

高。因此，与其他检测指标相比，ＩＭＡ具有出现时间早、敏感

性高、阴性预测值高等优点，正被越来越多的临床工作人员及

科技人员所关注和重视［１３］。目前国内外多个机构对其应用于

临床诊断心肌缺血进行了大量研究，并已开始应用于心肌缺血

的早期诊断和急性冠状动脉综合征（ＡＣＳ）的危险分层
［４］。目

前临床实验室的检测方法是根据清蛋白钴结合实验（ＡＣＢ

ｔｅｓｔ）比色法原理进行ＩＭＡ测定的
［５６］。ＩＭＡ是本院新批准用

于临床的检验项目，根据临床实验室质量管理的要求，临床试

验是对新购进的试剂在投入使用前必须对其技术性能进行一

定的评价，其技术性能符合临床要求方可用于临床［７］。本文参

照ＩＳＯ１５１８９设计评价方案，从精密度、正确度、线性范围及参

考范围方面对ＩＭＡ试剂盒的性能进行评价，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　仪器　日立７６０００２０全自动生化分析仪，参数设置参考

试剂盒的液体双试剂ＩＭＡ参数表。

１．２　ＩＭＡ终点法试剂盒 购于北京九强公司生产的ＩＭＡ测定

试剂盒及配套定标液（批号：１７８６８９）、质控品 Ｑ１（批号：

１７８６０１）和Ｑ２（批号：１７８６０２）。

１．３　方法

１．３．１　检测原理　ＩＭＡ样品中的清蛋白与钴离子结合后，加

入显色剂与剩余的游离钴离子反应，产生红褐色产物，在５０５

ｎｍ的波长下比色，通过与同样处理的ＩＭＡ标准品进行比较，

即可计算出样品中ＩＭＡ浓度。采用两点终点法测定，样品用

量２０μＬ；试剂用量Ｒ１：１５０μＬ，Ｒ２：５０μＬ；主波长７００ｎｍ，副

波长５０５ｎｍ。

１．３．２　精密度　按照定量测量方法的精密度性能评价（ＥＰ５

Ａ２）指南，尽可能选择与临床样本类似的基质，且与厂商声明

性能相近的或接近“医学决定水平”的２个浓度。每一浓度样

品每天测２批，每批重复测定２次，共测定２０ｄ。得到批内、批

间以及总不精密度，如小于厂家声明要求，则通过验证。

１．３．３　正确度　按照定值参考物质检测的回收实验批准

（ＥＰ１５Ａ）指南，选择厂家提供的质控物 Ｑ１和 Ｑ２。每一质控

物分４批测定，每一样品重复测定２次。测量均值的偏差与可

接受的性能标准（１０％）进行比较，当偏倚小于性能标准时通过

验证。

１．３．４　线性范围　按照定量检测系统线性评价方法（ＥＰ６Ａ）

指南推荐用高值和低值浓度（厂家提供的基质液）的样本按比

例精确配成等间距的１０个不同浓度样本，每个样本重复测定
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４次。采用二元一次直线回归、二次与三次的曲线回归统计处

理，以统计估计值与实际检测值的差异（统计误差）来判断，统

计误差最小的，为最适直线或曲线。

１．３．５　参考区间　按照美国临床实验室标准化委员会（ＮＣ

ＣＬＳ）要求，健康者应为肝肾功能、心肺功能、血压和心电图正

常；近期无过量饮酒、吸烟；无服药、手术及住院治疗；无肥胖

症；无家庭遗传病史的成年男女。选取本院体检中心的健康体

检人员，年龄２０～７６岁，经体检医师检查，在符合 ＮＣＣＬＳ要

求的健康人群中选择２０例，男１０例、女１０例。若２０例参考

个体中观测值在原始报告参考限之外的不超过２例，厂商或

提供参考区间的实验室报告的９５％ 参考区间可以接受。

１．４　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行数据分

析；计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验；以α＝０．０５

为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　精密度试验结果　在两个浓度水平下，经比较Ⅰ均小于

Ⅱ，精密度符合厂家声明性能要求。见表１。

表１　精密度实验结果

浓度水平

（Ｕ／ｍＬ）

实测标
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实测

方差

自由

度

性能要

求方差

Ⅰ（实测方差／

性能要求方差）

Ⅱ卡

方值

９４．６ １．０８ １．１６６４ ４２ ８９．４１ ０．５５ ５５．８

７４．７ １．１８ １．３９２４ ４２ ５５．７６ １．０５ ５５．８

２．２　正确度试验结果　选用质控品 Ｑ１和 Ｑ２所测得的相对

偏差都小于１０％，正确度高。见表２。

表２　正确度试验结果

质控品 靶值（Ｕ／ｍＬ） 实测均值（Ｕ／ｍＬ） 偏差（Ｕ／ｍＬ） 相对偏差（％）

Ｑ１ ４９．０ ４８．０３ ０．９７ ２．００

Ｑ２ ８３．０ ８３．４５ ０．４５ ０．５４

２．３　线性范围　做一次、二次及三次回归方程的评估，样本浓

度在１８．５～９９．５Ｕ／ｍＬ范围内呈直线分布，以预期值为犡，实

测均值为犢，所得最适方程为犢＝８．９９犡＋９．４７。Ｅｘｃｅｌ软件做

一次方程直线，见图１。

图１　最适方程直线

２．４　参考区间结果　所有观测值范围为６０．２～７６．３Ｕ／ｍＬ；

其中男性为６１．４～７６．３Ｕ／ｍＬ；女性为６０．２～７５．６Ｕ／ｍＬ；所

有观测值均在参考区间之内，该参考区间可接受。

３　讨　　论

近年来发现ＩＭＡ是一种新的缺血标志物，已被美国食品

和药品管理局（ＦＤＡ）批准用于急性心肌缺血的诊断，其形成机

制尚不十分明确，可能与血清清蛋白（ＨＡＳ）氨基末端变化有

关。心肌缺血数分钟内，缺血心肌局部血流灌注不足和氧气供

应减少，局部心肌细胞发生缺氧、酸中毒、自由基损害，细胞膜

依赖的钠钾泵破坏和游离铜离子增多，可使血清清蛋白氨基末

端序列２～４个氨基发生乙酰化或缺失而形成ＩＭＡ，这些因素

致ＩＭＡ与钴离子（Ｃｏ２＋）结合能力降低，因此ＩＭＡ在 ＡＣＳ的

早期可逆阶段即可升高［７］。

ＩＭＡ的检测方法目前主要是 ＡＣＢｔｅｓｔ
［８］，正常对照的清

蛋白与氯化钴溶液中的Ｃｏ２＋结合后，溶液中游离Ｃｏ２＋浓度下

降；而缺血个体中含有较多的ＩＭＡ，由于ＩＭＡ与Ｃｏ２＋的结合

能力弱，加入同浓度的氯化钴后，剩余的游离Ｃｏ２＋浓度较高。

待充分反应后，加入二硫苏糖醇（Ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ），即可与

游离Ｃｏ２＋发生显色反应，使溶液呈红褐色。通过比色法检测

其吸光值，间接反映ＩＭＡ浓度。因而可见ＩＭＡ浓度越多，剩

余Ｃｏ２＋越多，溶液显色越深，反之亦然。因此，可根据反应后

溶液的吸光度间接判定ＩＭＡ浓度
［９］。

本实验采用试剂盒的参数指标大多数针对封闭式分析仪

而言，但由于日立７６０００２０全自动生化分析仪是半开放式，所

以要验证该试剂盒是否适用于本实验室。精密度实验证明，批

间精密度、总不精密度均远小于厂家提供的参数，说明本实验

室的检测系统对该项目来讲，具有较好的精密度；且相对偏差

都小于１０％，说明该试剂盒测定ＩＭＡ结果正确度高、非常稳

定、重复性良好。另外该试剂线在１８．５～９９．５Ｕ／ｍＬ浓度范

围内呈直线分布，说明线性良好。但试剂中的显色剂ＤＴＴ是

一种有机还原剂，属挥发性液体，放置过久会影响检测的质量，

所以在评估精密度时应把时间因素考虑进去，在较长时间内评

估试剂的精密度会更为客观。由于本实验室采集的高值样本

有限，所以正确度试验采用配套２个浓度质控品来验证，结果

符合厂家要求，但２个浓度不能覆盖整个检测范围，代表性有

限，应收集更多浓度的样本进行正确度检测来确保各个浓度范

围内检测结果的准确性。

Ｇａｚｅ等
［１０］认为，ＨＡＳ与ＩＭＡ呈负相关关系，即 ＨＡＳ增

高会引起ＩＭＡ水平下降，这是由于与Ｃｏ２＋结合的 ＨＡＳ浓度

增加，导致游离的Ｃｏ２＋下降，与ＤＴＴ结合后，溶液颜色变浅，

吸光度下降。本研究在线性范围分析试验中验证了上述结论，

在用生理盐水或去离子水稀释高值样本时，ＩＭＡ检测结果并

不随稀释倍数增加而下降，基本维持原倍量，是由于随着稀释

倍数的增加，血清中的 ＨＳＡ成倍数减少，加入原倍的显色剂

和氯化钴后，结合物的吸光度值不会明显下降。所以ＩＭＡ应

用于临床时应考虑 ＨＡＳ水平，应用ＩＭＡ／ＨＳＡ校正值会提高

ＩＭＡ的灵敏度
［１１］。所以本研究在进行线性范围验证试验时选

用了厂家提供的低浓度样本，同样，临床可报告范围也无法得

到验证。

关于参考区间的验证结果显示，所有观测值均在参考区间

之内，所以该参考区间可接受。但由于本实验只采用小样本人

群对说明书中的参考区间进行验证，所以得出的结果不能完全

反映实际情况。若建立本地人群的参考区间，需要更详尽的试

验方案进行归纳分析。

综上所述，本研究所采用的ＩＭＡ精确度和正确度高，重复

性和线性良好，但也不是完美的生化指标，因为其他非心源性

缺血情况下ＩＭＡ也可升高
［１２］。所以临床医师应结合患者临

床症状及其他指标和对其进行合适的诊断。
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析表明，患者体内ｓＣＤ２８分子浓度与ＦＴ３、ＦＴ４和ＴＲＡｂ均呈

正相关关系，狉分别为０．７８６、０．７４６和０．７３４，但患者血液

ｓＣＤ２８水平却与血清ｓＴＳＨ 呈显著负相关，狉为－０．７１９。初

步实验表明，对 Ｇｒａｖｅｓ病患者血液ｓＣＤ２８及 ＴＲＡｂ联合检

测，对提高Ｇｒａｖｅｓ病诊断的准确率，明显优于单独检测，但尚

需扩大样本量后再进行统计分析比较。由此可知，患者血液中

ｓＣＤ２８的浓度是诊断 Ｇｒａｖｅｓ病的重要生物学参数，对 Ｇｒａｖｅｓ

病的临床辅助诊断和疗效评估具有重要的临床价值。文献报

道，哮喘患者体内ｓＣＤ２８分子浓度与趋化因子ＲＡＮＴＥＳ血浆

浓度、血清ＩｇＥ总浓度均呈正相关，而与膜型ＣＴＬＡ４和膜型

ＣＤ２８阳性百分率呈负相关；在活动性和非活动性系统性红斑狼

疮患者体内ｓＣＤ２８浓度与可溶性ＣＴＬＡ４、ＣＤ８６的血浆浓度均

呈正相关［１１］。因此，ｓＣＤ２８分子参与了Ｇｒａｖｅｓ病、系统性红斑

狼疮等自身免疫性疾病和哮喘病的病理过程，但ｓＣＤ２８参与自

身免疫性疾病和过敏反应的免疫病理机制，值得进一步深入探

讨。

综上所述，Ｇｒａｖｅｓ病患者外周血中ｓＣＤ２８水平异常增高，

并与患者血液中ＦＴ３、ＦＴ４和 ＴＲＡｂ浓度呈正相关。因此，

ｓＣＤ２８水平测定将为临床诊断Ｇｒａｖｅｓ病提供又一个有价值的

实验室参数，也将为Ｇｒａｖｅｓ病的治疗、预后判断及寻找新的免

疫干预手段提供实验依据和理论基础。
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