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  摘 要:目的 评价罗氏全自动化学发光免疫分析系统(Cobas
 

e601)试剂盒由第二代游离甲状腺素(FT4
Ⅱ)换为第三代游离甲状腺素(FT4Ⅲ)后,二者检测结果的一致性。方法 使用双份样本试验并去除离群值以

检测两代试剂的稳定性,参照美国临床实验室标准化协会(CLSI)的EP9-A3文件用患者标本对两代试剂进行

可比性验证及偏倚评估;对参考区间临界值适用性进行验证,通过稀释阳性标本得到高于临界水平20%的20
份标本和低于临 界 水 平20%的20份 标 本 进 行 检 测。运 用 统 计 学 软 件SPSS23.0对 数 据 进 行 统 计 分 析。
结果 两代试剂的检测结果在不同水平组中具有良好的相关性,相关系数均大于0.95,而二者在不同水平组中

百分比偏倚有所不同;高于临界水平20%的样品检测结果20次,低于临界水平20%的检测结果为20次,验证

通过。结论 通过比对试验对两代试剂预先进行偏倚评估,可有效降低游离甲状腺素试剂换代对甲状腺功能

检测和甲状腺治疗疗效监测的干扰,同时有效降低了参考区间临界值附近出现的假阳性率。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

consistency
 

of
 

detection
 

results
 

of
 

Cobas
 

e601
 

kit
 

after
 

upgrading
 

from
 

the
 

second
 

generation
 

of
 

free
 

thyroxine
 

(FT4Ⅱ)
 

to
 

the
 

third
 

generation
 

of
 

free
 

thyroxine
 

(FT4Ⅲ).
Methods The

 

stability
 

of
 

the
 

two
 

reagents
 

were
 

tested
 

with
 

two
 

samples
 

and
 

the
 

outliers
 

were
 

removed.Ac-
cording

 

to
 

CLSI
 

EP9-A3,the
 

two
 

reagents
 

were
 

compared
 

with
 

each
 

other
 

in
 

comparability
 

verification
 

and
 

bi-
as

 

assessment.The
 

applicability
 

of
 

the
 

critical
 

value
 

of
 

the
 

reference
 

interval
 

was
 

verified
 

by
 

diluting
 

the
 

posi-
tive

 

samples,and
 

20
 

samples
 

higher
 

than
 

20%
 

of
 

the
 

critical
 

concentration
 

and
 

20
 

samples
 

lower
 

than
 

20%
 

of
 

the
 

critical
 

concentration
 

were
 

obtained
 

for
 

detection.SPSS23.0
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

data.Results The
 

re-
sults

 

of
 

these
 

two
 

reagents
 

had
 

good
 

correlation
 

in
 

different
 

concentration
 

groups,the
 

correlation
 

coefficient
 

was
 

more
 

than
 

0.95,the
 

percentage
 

bias
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

different
 

in
 

different
 

concentrations.The
 

test
 

results
 

of
 

the
 

samples
 

above
 

20%
 

of
 

the
 

critical
 

concentration
 

were
 

20
 

times,and
 

those
 

below
 

20%
 

of
 

the
 

criti-
cal

 

concentration
 

were
 

20
 

times,so
 

verification
 

passed.Conclusion The
 

bias
 

evaluation
 

of
 

the
 

two
 

reagents
 

has
 

been
 

carried
 

out
 

in
 

advance
 

through
 

the
 

comparative
 

test,which
 

effectively
 

reduce
 

the
 

interference
 

of
 

the
 

upgrading
 

of
 

free
 

thyroxine
 

reagents
 

on
 

the
 

thyroid
 

dysfunction
 

and
 

the
 

monitoring
 

of
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

thy-
roid,at

 

the
 

same
 

time,the
 

false
 

positive
 

rate
 

near
 

the
 

critical
 

value
 

of
 

the
 

reference
 

interval
 

is
 

effectively
 

reduced.
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  游离甲状腺素(FT4)是甲状腺功能体外试验的灵

敏指标,测定不受血清结合蛋白(主要是甲状腺结合

球蛋白)的影响,即使生理及病理情况引起血清甲状

腺结合球蛋白浓度和结合力改变时,其也能较准确地

反映甲状腺的功能[1]。动态监测FT4的浓度可作为

临床用药及疗效监测的重要指标[2-3]。
本实验室对FT4的评估建立在原罗氏全自动电

化学发光第二代FT4(FT4Ⅱ)基础上,厂商把FT4Ⅱ
升级为FT4Ⅲ可能是由于降低临床反应的参考区间

临界值出现了假阳性的情况。由于两种试剂使用时
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产生的偏倚会对临床用药及疗效监测产生影响,因此

在将FT4Ⅱ试剂升级为FT4Ⅲ试剂前,需参考美国临

床实验室标准化协会(CLSI)文件EP9-A3《用患者样

本进行方法学比对及偏倚评估》对二者检测结果进行

对比分析[4],预先对两种试剂的偏倚进行评估,通过

与临床进行有效沟通、解释说明,从而降低试剂换代

对临床诊断的影响。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 连续4
 

d,每天收集20例患者新鲜

血清标本,共80例,2~8
 

℃低温保存(罗氏试剂说明

书标本保存要求,2~8
 

℃可稳定保存7
 

d)。依据FT4
Ⅱ的两点定标信号值对应的浓度范围(8~39

 

pmol/
L)[5]和参考范围(12~22

 

pmol/L)将收集的80例血

清标本分为3个水平:3~<12
 

pmol/L,12~<22
 

pmol/L,22~<39
 

pmol/L,分别为20、37、23例。纳

入标准:非心脑血管、肝、肾、肺等机体重要器官器质

性病变和功能障碍的患者;非妊娠期及哺乳期女性;
年龄18~48岁;剔除溶血、脂血、黄疸标本。
1.2 仪器与试剂 罗氏全自动化学发光免疫分析系

统Cobas
 

e601。使用的试剂包括:(1)FT4Ⅱ试剂盒

及其配套的辅助试剂(校准品,质控品)。(2)FT4Ⅲ试

剂盒及其配套的辅助试剂(校准品,质控品)。两代试

剂具体参数见表1。
表1  两代试剂参数

试剂

名称
检测原理

检测时间

(min)
测量范围

(pmol/L)
参考区间

(pmol/L)
允许总

误差

FT4Ⅱ 竞争结合法
 

18 0.3~100.0
 

12~22 ≥30%
FT4Ⅲ 竞争结合法

 

18 0.5~100.0
 

12~22 <20%

1.3 方法

1.3.1 比对方案 参照
 

EP9-A3文件《用患者样本

进行方法学比对及偏倚评估》,以原FT4Ⅱ试剂盒作

为比较方法,使用FT4Ⅱ试剂盒配套的校准品、质控

品及其辅助试剂;升级后的FT4Ⅲ试剂盒作为试验方

法,使用FT4Ⅲ试剂盒配套的校准品、质控品及其辅

助试剂。
1.3.2 标本测定 收集的80例临床标本在罗氏全

自动化学发光免疫分析系统 Cobas
 

e601上分别用

FT4Ⅱ试剂和FT4Ⅲ试剂检测,每份标本平均平行测

定两次。
1.4 统计学处理 运用SPSS23.0对数据进行统计

分析。(1)设比较方法FT4Ⅱ试剂检测的结果为 X
值,试验方法FT4Ⅲ试剂检测的结果为Y 值,数据以

线性回归式Y=bX+a表示,b和a分别表示两方法

间的比例偏倚和系统偏倚[6-8]。(2)计算每份标本两

次测定差值绝对值DXi、DYi(i为测定标本序号),剔
除离群值[9]。(3)3个水平数据分别以FT4Ⅱ试剂盒

检测的平均值Xi对应FT4Ⅲ试剂盒检测的平均值Yi
得出3组数据作3组散点图,并以全部数据作总体数

据散点图。(4)计算两种检测方法平均值的百分偏

倚,(Yi-Xi)÷Xi×100(Y值)对应比较方法测定的

平均水平值(X值)作散点图,得出百分比偏倚图。

2 结  果

  以总的检测数据绘制 Yi 对Xi 的散点图,(Yi-
Xi)÷Xi×100对 X的百分比偏倚图见图1~4,以
FT4Ⅱ平均值Xi与FT4Ⅲ平均值Yi的差值分布图见

图5。总 体 数 据 的 线 性 方 程 为 Y =0.946
 

5X-
0.337

 

4,R2=0.992
 

5>0.95。此方程线性良好,则认

为X范围合适,线性回归的斜率和截距可靠,FT4Ⅲ
试剂盒检测结果与原FT4Ⅱ试剂盒检测结果具有高

度的一致性。从图2~4的百分比偏倚图可知整个数

据呈单侧偏倚,具有一致性,偏倚在1%~16%,平均

偏倚为-7.56%,符合美国临床实验室改进修正法规

88(CLIA'88)能力比对检验的分析质量要求,但在各

水平偏倚有所不同:3~<12
 

pmol/L水平,偏倚范围

较大,在1%~16%;12~<22
 

pmol/L水平,偏倚在

4%~12%;22~<39
 

pmol/L水平,偏倚范围较大,
在1%~12%。从图5的FT4Ⅱ均值Xi 与FT4Ⅲ均

值Yi的差值分布图可得出差值基本分布在0~2.5。
同时,各水平数据R2>0.95,X取值范围合适,直线

回归统计的斜率和截距可靠。高于临界水平20%
(即>26.4

 

pmol/L)的样品检测结果为20次,低于临

界水平20%(即<9.6
 

pmol/L)的检测结果为20次。
临界值验证通过,满足要求。比较平均值Xi、平均值Yi
两组数据,以罗氏试剂说明书健康人群参考区间12~
22

 

pmol/L为依据,大于参考区间(即>22
 

pmol/L)即
为健康人群参考区间水 平 共9例,占 所 有 标 本 的

11.25%,即为假阳性率。各水平回归方程见表2。
 

表2  4组数据的回归方程

水平 回归方程 R2

3~<12
 

pmol/L Y=0.912
 

4X+0.038
 

6 0.952
 

3

12~<22
 

pmol/L Y=0.827
 

8X+1.393
 

3 0.972
 

3

22~<39
 

pmol/L Y=0.973
 

3X-0.926
 

0 0.967
 

2
全水平 Y=0.946

 

5X-0.337
 

4 0.992
 

5

图1  3~<12
 

pmol/L的百分比偏倚图

·802· 检验医学与临床2021年1月第18卷第2期 Lab
 

Med
 

Clin,February
 

2021,Vol.18,No.2



图2  12~<22
 

pmol/L的百分比偏倚图

图3  22~<39
 

pmol/L的百分比偏倚图

图4  3~<39
 

pmol/L的百分比偏倚图

图5  FT4Ⅱ平均值Xi与FT4Ⅲ平均值Yi的差值分布图

3 讨  论

  CLSI一直致力于制订评价临床试验方法的文

件,于2013年8月修订最新版EP9-A3文件[10],为生

产厂家和临床实验室提供了最新的方法学比对和偏

倚评估指南。临床实验室常以此指南作为检测系统

之间可比性分析和偏倚评估的依据[11-12]。然而对于

不同试剂,虽然检测的是相同物质,但是检测中所用

抗体亲和力、特异度、检测步骤、检测时间可能有所改

变[13],检测结果也会有所不同,所以需要参照指南

EP9-A3文件进行偏倚评估,降低FT4试剂换代对甲

状腺功能检测和甲状腺治疗疗效监测的干扰。
FT4作为临床用药及疗效监测的重要指标,其检

测结果的稳定性极其重要[14]。试剂升级换代对检测

结果可能造成较大的影响,本研究对两种试剂检测结

果进行了比对,全部数据的线性方程为Y=0.946
 

5X
-0.337

 

4,R2=0.992
 

5>0.95,线性良好,表明精密

度达到要求。依据CLIA'88能力验证计划的分析质

量要求(允许总误差),FT4的系统误差在接受范围靶

值±3s[15]。本研究为临床医生评估试剂换代对诊疗

造成的影响大小提供依据,并且通过试剂升级换代有

效降低临床和厂家提出的正常参考区间上限出现的

假阳性的概率,为甲状腺功能紊乱等甲状腺疾病患者

治疗疗效的监测提供了更为准确的检测数据。
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的发生具有密切关系,通过动态测定Lp-PLA2水平

可以对RH患者进行风险评估。Lp-PLA2是磷脂酶

A2超家族蛋白,由多种炎症细胞合成和分泌,在炎症

因子的调节下,与脂蛋白颗粒相结合,水解氧化型

LDL能够产生游离脂肪酸和溶血磷脂酰胆碱,具有促

炎、促凋亡作用,导致血管内皮损伤,引起血管的舒缩

功能紊乱,血管的持续收缩,水钠潴留增加可引起血

压持续升高。其次,Lp-PLA2导致的慢性炎性反应引

起交感神经的激活也可能导致儿茶酚胺释放和肾素-
血管紧张素轴的激活,导致血压的升高[9];另外,hs-
CRP、Lp-PLA2等触发的炎性反应与高血压间互相影

响,引起血管内皮功能紊乱,导致RH 及其并发症的

发生、发展,以及血管阻力的增高,加速动脉粥样硬化

的进程,导致心血管疾病的发生[14-15]。
综上所述,RH患者Lp-PLA2水平异常升高,动

态监测Lp-PLA2水平有助于临床对该疾病的治疗。
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