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基于钩状效应报警设置的乳胶增强免疫
比浊法检测血清淀粉样蛋白A的性能验证*

张 婷,徐邦牢△

广东省广州市第一人民医院/华南理工大学附属第二医院检验科,广东广州510180

  摘 要:目的 采用乳胶增强免疫比浊法在贝克曼库尔特AU5800全自动生化分析仪上对血清淀粉样蛋

白A(SAA)进行测定,以验证其性能是否满足厂家声明和临床需求。方法 依据行业标准,对项目的功能灵敏

度、精密度、正确度、分析测量范围、临床可报告范围和生物参考区间进行验证评价。收集分析测量范围最大值

附近 标 本,通 过 观 察 反 应 曲 线 找 出 最 大 吸 光 度 (OD)值,将 此 OD 值 设 为 超 线 性 报 警 参 数 并 验 证 正 确

度。结果 该方法检测功能灵敏度为1.00mg/L。高、低浓度质控品的批内不精密度分别为1.17%、1.27%,
日间不精密度分别为3.38%、2.72%。正确度偏倚分别为-3.69%、4.38%。验证后分析测量范围为3.99~
286.37mg/L,临床可报告范围为1.00~9163.84mg/L,生物参考区间为0~10mg/L。将最大反应OD值设

置为1.87可以成功识别超过分析测量范围的标本。结论 血清SAA测定试剂盒在AU5800生化分析仪上设

置的性能满足厂家声明,并可达到预期用途要求。对标本反应区间OD值设置有助于识别钩状效应,为临床提

供准确结果。
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Abstract:Objective TodetermineserumamyloidAbylateximmunoturbidimetryinBeckmanAU5800
automaticbiochemicalanalyzer,soastoverifywhethertheirperformancemeetsthemanufacturer'sdeclara-
tionandclinicalrequirements.Methods Accordingtotheindustrystandards,functionalsensitivity,precision,

analyticalmeasurementrange,clinicalreportablerangeandbiologicalreferencerangeofthisprojectwerevali-
datedandevaluated.SamplesnearthemaximumvalueoflinearrangewerecollectedandthemaximumOD
valuewasfoundbyobservingtheresponsecurve.TheODvaluewassetasasuperlinearalarmparameterand
thecorrectnesswasverified.Results Thefunctionalsensitivitywas1.00mg/L.Theintra-batchandinter-day
precisionofhigh-levelandlowlevelqualitycontrolproductswas1.17%and1.27%respectively,andthein-
ter-batchprecisionwas3.38%and2.72%respectively.Correctnessbiaswas-3.69%and4.38%respective-
ly.Afterverification,theanalyticalmeasurementrangewas3.99-286.37mg/L,theclinicalreportrangewas
1.00-9163.84mg/L,andthebiologicalreferencerangewas0-10mg/L.Alloftheparametersabovemet
therequirementsofthemanufacturer'sinstructions.Superlinearspecimenscouldbesuccessfullyidentifiedby
settingthemaximumresponseODas1.87.Conclusion TheperformanceoftheserumSAAkitsetonthe
AU5800biochemicalanalyzermeetsthemanufacturer'sstatementandtheexpecteduserequirements.The
settingofODvalueintheresponseintervalofspecimensishelpfultoidentifytheHOOKeffectandprovide
accurateresultsforclinicalpractice.
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  血清淀粉样蛋白A(SAA)属于急性时相蛋白,主
要在肝脏中由被激活的巨噬细胞和成纤维细胞合成。

SAA是反映感染性疾病的早期敏感性指标,在炎性反

应、感染性疾病期间,它在血液中的水平能在数小时

内急剧升高至最初的1000倍,SAA检测有助于感染

性疾病的早期诊断和预后评估[1]。SAA与C反应蛋

白(CRP)联合检测可用于早期识别细菌感染和病毒

感染,当SAA和CRP同时升高,提示可能是细菌感

染;如果SAA升高而CRP不升高或轻微升高,则提

示可能是病毒感染[2-3]。钩状效应又称 HOOK效应,
是指由于抗原抗体比例不合适而导致假低值,甚至假

阴性的现象,其中抗体过量称为前带效应,抗原过量

称为后带效应。由于SAA可以短期内急剧升高,抗
原过剩导致钩状效应,高浓度标本误测为低值,可能

会误导临床诊断和治疗,因此,识别钩状效应非常重

要[4]。以往临床实验室都采用时间分辨免疫荧光层

析法对SAA进行检测,最近几年基于乳胶增强免疫

比浊法检测SAA的方法得以推广,本研究将参照美

国临床实验室标准化协会(CLSI)相关标准和中华人

民共和国卫生行业标准 WS/T420-2013、WS/T492-
2016的要求,对该试剂盒的检测性能进行验证,同时

对出现超线性的标本进行报警设置并进行验证,以为

临床实验室开展相关检测提供依据。

1 材料与方法

1.1 标本来源 于2019年1-3月在本院收集320
份标本,均为检验后过剩标本,其中300份来自患者,

20份来自健康体检者。标本均为清晨使用分离胶管

采集的空腹静脉血3.5mL,经离心(3000×g,10
min)后分离血清保存于-20℃,5d内上机检测,检
测前将标本恢复至室温。在检测结束之前,所有标本

的信息都是匿名的。

1.2 仪器与试剂 美国贝克曼库尔特AU5800全自

动化学分析仪。广州市微米生物科技有限公司提供的

血清SAA测定试剂盒(乳胶增强免疫比浊法,批号为

20181102)。商品化校准品系列:L1~L6,浓度分别为

0、18.125、36.250、72.500、145.000、290.000mg/L,批
号为20181102。质 控 品 系 列:L1~L2,浓 度 分 别

为12.40~18.60、73.20~109.80 mg/L,批 号 为

20181102。工作标准品系列:L1~L2,浓度分别为300、

150mg/L,批号分别为20190301、20190302。

1.3 方法 所有性能评估主要参照CLSI、中华人民

共和国卫生行业标准-临床实验室对商品定量试剂盒

分析性能的验证(WS/T420-2013)、临床检验定量测

定项目精密度与正确度性能验证(WS/T492-2016)
相关标准的要求[5-6]。其中功能灵敏度参考原美国临

床和实验室标准化委员会(NCCLS)EP17-A[7],精密

度参考 NCCLSEP5-A2[8],正确度参考 WS/T420-

2013[6],分析测量范围和可报告范围参考CLSIEP6-
A[9],参考区间参考CLSISC28-A3[10]。

1.3.1 功能灵敏度 利用接近分析测量范围下限的浓

度为8.0mg/L标本作对倍稀释,在生化分析上连续重复

测定10次。低值测定结果变异系数(CV)等于或最接近

于20%时的标本浓度为可定量报告的最低浓度。

1.3.2 精密度验证 批内不精密度:按厂商操作规

程要求做好校准,按常规要求进行室内质控,只能使

用在控的数据作为认证试验的原始资料,选择低值和

高值两个浓度质控品各1支,在一个批次内分别连续

进行20次检测,计算检测结果的均值(x)、标准差(s)
和CV,批内不精密度应≤10%。日间不精密度:选择

低值和高值两个浓度质控品各1支,每天检测4次,
连续检测5d,计算检测结果的x、s和CV,日间不精

密度应≤15%。

1.3.3 正确度验证 选用厂商提供的2个浓度的工

作标准品,每个浓度的标准物质标本每天重复测定2
次,连续测定5d,记录检测结果,计算全部检测结果

的均值,并计算偏倚。偏倚应≤10%。

1.3.4 分析测量范围验证 选用低值和高值患者标

本(其浓度应在分析测量范围上限20%的范围内)各
1份。将高值与低值标本分别按低值、0.75低值+
0.25高值、0.5低值+0.5高值、0.25低值+0.75高

值、高值比例配制混合,形成系列评价标本,标本从低

到高重复测定3次,计算均值。将实测值(Y)与理论

值(X)进行多项式回归分析,拟合为一次方程:Y=
a+b1X,二 次 方 程:Y=a+b1X +b2X2,三 次 方

程:Y=a+b1X+b2X2+b3X3。b2、b3 与0(t检验)
比较,如差异无统计学意义(P>0.05),则认为存在线

性关系;否则为非线性关系,需进行非线性度的评价。

1.3.5 可报告范围验证 取已知浓度接近线性范围

上限的标本1份,使用生理盐水分别进行2、4、8、16、

32倍稀释,使稀释后的标本预期值尽量覆盖该项目的

分析测量范围。原始标本和每个稀释后标本重复检

测2次,分别计算其均值。检测结果和实测均值比

较,计算偏倚。偏倚(%)=(实测均值-预期值)/实

测均值×100%。可接受标准为偏倚在1/3室间质评

允许总误差(TEa)之内,即±10%。分析测量范围上

限乘以最大稀释度即为可报告范围上限,功能灵敏度

为可报告范围下限。

1.3.6 参考区间验证 选择健康体检者新鲜血清标

本20份进行验证。20份参考标本中应不超过2份

(或10%的结果)的观测值在本项目的参考区间(≤10
mg/L)之外。

1.3.7 超线性报警设置 收集SAA浓度在300~
350mg/L的标本50份进行多次测量,通过观察反应

曲线找出最大吸光度(OD)值,将具体测试参数的最
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大OD值设置为该值,当检测标本的反应OD值超过

设置的最大OD值时仪器将出现报警符号“D”。

1.3.8 超线性报警设置验证 收集均匀覆盖检测范

围的不同浓度标本300份,分别进行原倍和10倍稀

释上机检测,观察每份标本反应曲线,以此验证超线

性报警设置正确度。

1.4 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件和Graph-
PadPrism5.0统计软件进行统计分析和图形绘制。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 功能灵敏度检测结果 使用低值标本作梯度稀

释,每个浓度连续进行10次检测,结果显示该试剂盒

的功能灵敏度为1.00mg/L,见表1。
表1  SAA功能灵敏度结果

标本浓度 x(mg/L) s CV(%)
浓度1 7.97 0.21 2.7
浓度2 2.80 0.22 7.9
浓度3 1.00 0.18 17.8
浓度4 0.25 0.17 68.7

2.2 精密度检测结果 检测两种不同浓度质控品的精

密度,结果显示高、低浓度质控品的批内不精密度分别为

1.17%、1.27%,日间不精密度分别为3.38%、2.72%。
批内不精密度均≤10%,日间不精密度均≤15%,符合厂

家声明,可接受。见表2、3。
表2  SAA批内不精密度结果

浓度
最小值

(mg/L)

最大值

(mg/L)
x

(mg/L)
s 批内不精密度

(%)

低值 14.05 14.68 14.4 0.17 1.17

高值 80.24 84.13 82.2 1.04 1.27

表3  SAA日间不精密度结果

浓度
最小值

(mg/L)

最大值

(mg/L)
x

(mg/L)
s 日间不精密度

(%)

低值 16.48 18.51 17.37 0.59 3.38

高值 87.84 96.03 91.37 2.48 2.72

2.3 正确度检测结果 连续5d检测了厂家工作标

准品,结果显示,低 值 偏 倚 为-3.69%,高 值 偏 倚

为4.38%,均小于10%,符合厂家声明,验证通过。
见表4。

2.4 分析测量范围 用理论浓度(X 轴)和仪器实际

检测浓度(Y 轴)进行了多项回归分析,拟合为一次方程

Y=2.3886X+2.8567,二次方程Y=-0.2188X2+
3.9198X +0.815,三 次 方 程 Y= -0.662X3+
0.4764X2+1.8212X+2.4833。b2 和b3 的t检验结

果表明,差异无统计学意义(P>0.05)。见表5。达到

线性要求,故经验证后分析测量范围为3.99~286.37
mg/L。

2.5 可报告范围 经验证,最大稀释倍数为32倍,
见表6,故临床可报告范围为1.00~9163.84mg/L。

表4  SAA正确度结果

时间 低值 高值

第1天(mg/L)

 第1次 142.85 310.47

 第2次 145.02 306.83

第2天(mg/L)

 第1次 146.13 305.12

 第2次 148.25 300.80

第3天(mg/L)

 第1次 148.35 311.14

 第2次 153.84 315.00

第4天(mg/L)

 第1次 144.68 304.26

 第2次 144.05 294.58

第5天(mg/L)

 第1次 145.61 294.20

 第2次 144.32 301.32

x(mg/L) 146.31 304.38

靶值(mg/L) 150.00 300.00

偏倚(%) -3.69 4.38

表5  回归分析结果

多项式方程 方程因子 方程因子值 系数SE t 自由度 回归标准误 最适方程 95%可信度 结论

一次方程(Y=b1X+b0) b0 -69.88 17.34 -4.03 16 18.623 是 2.11991     -

b1 59.16 4.45 13.29

二次方程(Y=b2X2+b1X+b0) b0 -35.89 30.85 -1.16 15 17.243 否 2.13145 b2差异无统计学意义

b1 33.67 20.18 1.67

b2 3.64 2.82 1.29

三次方程(Y=b3X3+b2X2+b1X+b0) b0 24.04 58.45 0.41 14 16.210 否 2.14479
b2差异无统计学意义

b3差异无统计学意义

b1 -41.72 66.59 -0.63

b2 28.61 21.31 1.34

b3 -2.38 2.01 -1.18

  注:-为无数据
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2.6 生物参考区间 试剂厂商提供的参考区间为≤
10mg/L。通过对20例健康体检者血清测定,结果均

在界限内,表明该参考区间可以接受。
表6  SAA可报告范围验证结果

稀释倍

数(倍)

理论值

(mg/L)

检测值1
(mg/L)

检测值2
(mg/L)

均值

(mg/L)

偏倚

(%)
判断

1 296.1 295.58 296.68 296.13 0.00 可接受

2 148.1 152.38 150.58 151.43 2.20 可接受

4 74.0 75.65 77.13 76.39 3.13 可接受

8 37.0 37.59 38.27 37.93 2.45 可接受

16 18.5 19.11 19.39 19.25 3.90 可接受

32 9.3 8.94 8.84 8.89 -4.61 可接受

2.7 超线性报警设置 收集SAA浓度在300~350
mg/L的标本50份进行多次测量,通过观察反应曲线

找出反应的最大OD值为1.87,在此OD值时试剂与

标本完全反应。在具体测试参数的最大 OD值设置

为此值,当检测标本的反应 OD值超过设置的最大

OD值时仪器将出现报警符号“D”。

2.8 超线性报警设置验证 300份均匀覆盖线性标

本经原倍和10倍稀释上机检测后,对比SAA标本稀

释前后的结果,发现设置的报警可以100%识别超线

性标本,达到预期效果。

3 讨  论

  感染性疾病是目前临床上最为常见的疾病类型。
感染性疾病的病原体种类繁多、感染途径多样、症状

和体征存在个体差异导致感染性疾病诊断复杂化。
如果不能及时明确诊断、针对性治疗,可能会延误病

情,导致细菌耐药,甚至患者死亡。因此,感染性疾病

的早期诊断和鉴别诊断是治疗感染性疾病的关键[11]。
目前,临床上确诊感染性疾病的依据是病原学诊

断,但是由于需要等待病原菌培养、分离和鉴定结果,
周期往往超过48h,难以做到早期诊断、采取针对性

的治疗措施。近年来,一些血清学炎症标志物既能在

感染早期异常升高,又与疾病的严重程度及转归密切

相关,已在感染性疾病诊疗过程中得到临床认可和广

泛应用。CRP和降钙素原(PCT)联合检测可应用于

细菌感染的辅助诊断,并指导临床治疗,血清1,3-β-
D-葡聚糖抗原检测(G试验)和血清半乳甘露聚糖抗

原检测(GM试验)可用于真菌感染的辅助诊断[12-13]。
近年来,SAA已逐渐应用于病毒感染的辅助诊断中,
但是尚未得到临床广泛认可[14-15]。因此,提供准确的

SAA检测结果将有助于科研工作者观察其在感染性

疾病的诊断和治疗中的价值,有助于日后大规模推广

应用。
在本研究中,参考了CLSI文件和卫生行业标准

WS/T420-2013和 WS/T492-2016的要求对乳胶增

强免疫比浊法检测血清SAA进行了性能验证[5-10]。
指南中要求实验室应采用偏倚评估、回收试验、与参

考方法比对等方式进行正确度的验证。在本研究中

采用了偏倚评估,使用厂家提供的工作校准品每天重

复测定2次,连续测定5d,低值偏倚为-3.69%,高
值偏倚为4.38%,表明该检测系统准确性高。进一步

根据EP5-A2对项目的精密度进行了验证,结果显示高

浓 度、低 浓 度 质 控 品 的 批 内 不 精 密 度 分别为

1.17%、1.27%,日间不精密度分别为3.38%、2.72%,
批内不精密度小于1/4TEa,日间不精密度小于1/3
TEa,表明该检测系统重复性好,结果稳定。本研究也

根据指南通过多项式回归分析对分析测量范围进行

了验证,b2 和b3 的t检验结果表明,差异无统计学意

义(P>0.05),故 分 析 测 量 范 围 为3.99~286.37
mg/L。目前,行业内普遍认为项目的可报告范围的

下限为功能灵敏度,上限是经稀释后能达到检测要求

的最高浓度。本实验中可报告范围稀释倍数2~32
倍偏倚均小于1/3TEa(10%),故可报告范围可拓展

到1.00~9163.84mg/L,本研究收集了近1个月临

床高值标本进行稀释,发现该范围可以覆盖临床需

求。还验证了厂家提供的生物参考区间,结果显示20
份健康体检者标本结果均在此范围内,表明该生物参

考区间在本实验室适用。
目前,市场上SAA测定试剂盒的线性最大值一

般在100~300mg/L,而《血清淀粉样蛋白A在感染

性疾病中临床应用的专家共识》表明,在重症病毒感

染患者的SAA可达到≥500mg/L[2],而根据本研究

的结果,最高可达到3000mg/L。在此类患者的血清

中,过剩的抗原使反应信号弱化,从而使反应信号-剂
量曲线呈钩状现象,导致高浓度标本误测为低浓度,
影响临床的诊断与治疗。以往全自动生化分析仪检

测项目往往只设置动态范围,对于超过线性范围的标

本报警,但是由于未设置反应 OD区间,如果标本发

生了钩状效应,检测结果将落在线性范围内导致无报

警,若检测工作人员不查看反应曲线将极易造成误

报,每份标本均要求工作人员查看曲线,也会造成工

作量增加[4]。用手工或仪器对标本进行前稀释虽然

可以解决抗原过量引起的钩状效应问题,但是这种方

法有时会导致抗原浓度过低而造成抗体的绝对过剩,
影响低值标本测定结果的准确性[16-18]。在本研究中,
通过在全自动生化仪的项目参数中设置最大反应OD
值,标本实际反应 OD值只要超过线性最大值的 OD
值就需要对标本进行稀释,可以有效地识别钩状效应

标本并报警,此方法也可应用于全自动生化分析仪中

的其他免疫比浊法试剂。
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总体验证研究结果表明,血清SAA测定试剂盒

在AU5800生化分析仪上设置的性能满足厂家声明,
并可达到预期用途要求。对标本反应区间 OD值设

置有助于识别钩状效应,为临床提供准确结果。
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