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流式细胞分析仪检测细胞因子方法学性能验证*
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  摘 要:目的 对多重微球流式免疫荧光发光法测定细胞因子分析性能进行验证。方法 参照中华人民

共和国卫生行业标准文件和相关参考资料所提供的方案,在BD
 

FACSCanto
 

Ⅱ流式细胞分析仪上对细胞因子,
包括白细胞介素(IL)-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-12p70、IL-17、干扰素γ和肿瘤坏死因子-α的精密度、准确度、线性

范围、最低检测限、参 考 区 间 和 抗 干 扰 能 力 进 行 验 证,用 所 测 得 的 结 果 与 厂 家 提 供 的 性 能 指 标 进 行 比 较。
结果 8项细胞因子批内变异系数(CV)≤15%、批间CV≤15%、准确度相对偏差≤±15%、线性范围2.44~
10

 

000.00
 

pg/mL、最低检测限≤2.44
 

pg/mL、试剂盒提供的参考区间适合该实验室及干扰偏差≤10%。
结论 流式细胞分析仪检测血浆细胞因子的方法学性能良好,测定结果准确可靠且重复性好,可满足临床需

求,可用于实验室相关检测。
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Abstract:Objective To

 

verify
 

the
 

performance
 

of
 

multi-microglobular
 

flow
 

immunofluorescence
 

spec-
trometry

 

for
 

the
 

determination
 

of
 

cytokines.Methods According
 

to
 

the
 

health
 

industry
 

standard
 

document
 

of
 

the
 

People's
 

Republic
 

of
 

China
 

and
 

the
 

scheme
 

provided
 

by
 

relevant
 

reference
 

materials,the
 

precision,accura-
cy,linear

 

range,minimum
 

detection
 

limit,reference
 

interval
 

and
 

anti-interference
 

ability
 

of
 

cytokines,including
 

interleukin
 

(IL)-2,IL-4,IL-6,IL-10,IL-12p70,IL-17,interferon-γ
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α,were
 

verified
 

by
 

BD
 

FACScanto
 

Ⅱ
 

flow
 

cytometry.The
 

measured
 

results
 

were
 

compared
 

with
 

the
 

performance
 

indexes
 

pro-
vided

 

by
 

the
 

manufacturer.Results The
 

within-run
 

coefficient
 

of
 

variation
 

(CV)
 

of
 

8
 

cytokines
 

was
 

≤±
15%,the

 

between-run
 

CV
 

was
 

≤15%,the
 

relative
 

deviation
 

of
 

accuracy
 

was
 

≤15%,the
 

linear
 

range
 

was
 

2.44—10
 

000.00
 

pg/mL,the
 

minimum
 

detection
 

limit
 

was
 

≤2.44
 

pg/mL,the
 

reference
 

interval
 

provided
 

by
 

the
 

kit
 

was
 

suitable
 

for
 

this
 

laboratory
 

and
 

the
 

perturbation
 

deviation
 

was
 

≤10%.Conclusion The
 

results
 

show
 

that
 

the
 

method
 

of
 

flow
 

cytometry
 

is
 

accurate,reliable
 

and
 

reproducible,which
 

can
 

meet
 

the
 

clinical
 

needs,and
 

can
 

be
 

used
 

for
 

laboratory
 

detection.
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  细胞因子是一种由淋巴细胞、单核细胞和成纤维

细胞等产生的具有调控机体生长、细胞分化和相关免

疫激活等作用的小分子蛋白质,在感染、炎症和癌症

发生和发展过程中发挥重要作用,从而维持机体的稳

态[1]。目前,细胞因子常用的检测方法主要包括细胞

生物学检测、分子生物学检测、酶联免疫吸附试验和

流式细胞术等[2],其中流式细胞术能方便快捷地在单

细胞浓度方面进行细胞因子等蛋白分子的检测,具有

准确、微量、高效的优点,广泛应用于临床及科研相关

项目的检测[3],从而监视体内的炎症和免疫状态,为
疾病筛查诊断、药效评估及预后治疗提 供 重 要 参

考[4]。根据CNAS-CL02:2012《医学实验室质量和能

力认可准则》的规定[5],开展使用新项目前,实验室必

须对指标的相关性能进行方法学验证评估。本实验

室以血浆细胞因子作为检测项目,通过测定这些细胞

因子的精密度、准确度、线性范围、最低检测限、参考
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区间和抗干扰能力等,从而验证实验室使用的多重微

球流式免疫荧光发光法在BD
 

FACSCanto
 

Ⅱ流式细

胞分析仪上检测8项细胞因子的性能,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 采集复旦大学附属华山医院健康体

检者及门急诊住院患者的血浆标本,应确保标本无溶

血、脂血和血凝块。
1.2 仪器与试剂 BD

 

FACSCanto
 

Ⅱ流式细胞分析

仪,青岛瑞斯凯尔生物科技有限公司生产的8项细胞

因子检测试剂盒及其配套的具有溯源性的校准品,8
项细胞因子检测试剂盒[批号:191005,试剂成分:捕
获微球抗体、检测抗体、链霉亲和素(SA-PE)、实验缓

冲液、洗涤缓冲液(10×)];校准品(批号:20190801)。
1.3 方法

1.3.1 检测项目 本实验室使用青岛瑞斯凯尔生物

科技有限公司生产的8项细胞因子检测试剂盒,对体

内白细胞介素(IL)-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-12p70、IL-
17、干扰素γ(IFN-γ)和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)的浓

度和分布进行流式细胞术多参数检测和分析。
1.3.2 检测原理 试剂盒基于免疫学分析方法,采
用直接夹心法原理,与经典的“三明治”免疫分析方法

一致。以荧光发光微球作为免疫反应的固相,利用免

疫学分析方法与流式细胞分析仪分析相结合,用于测

定人体血浆或血清中的细胞因子浓度。技术原理:荧
光发光微球耦联的细胞因子抗体与生物素标记的细

胞因子配对抗体和标本或校准品中的细胞因子结合

形成“三明治”复合物,再与加入的标记有藻红蛋白的

SA-PE反应。通过流式细胞分析仪进行荧光发光强

度检测,从而得到标本中的细胞因子浓度。
1.3.3 预处理 在进行性能验证试验前,必须对仪

器进行相关校准和质量控制检测,确保仪器在控后方

可开展性能检测。
1.3.4 检测步骤 (1)将实验用试剂恢复到室温。
(2)基质准备:将5

 

mL实验缓冲液加到冻干粉基质

中,静置至少15
 

min,待冻干粉溶解,涡旋使其充分混

匀。剩余的基质分装在EP管中,可储存于-20
 

℃1
个月。(3)校准品制备:向校准品冻干粉中加入250

 

μL实验缓冲液,使冻干粉完全充分溶解;室温下静置

10
 

min,此溶液浓度为1
 

000.00
 

pg/mL,将其标记为

A7;准备6只空管,分别标记为A6、A5、A4、A3、A2、
A1;每只试管中加入75

 

μL实验缓冲液,并进行倍比

稀释,即取25
 

μL
 

A7溶液到A6中,充分混匀;同样的

方法,依次进行稀释,分别得到A5、A4、A3、A2和A1
校准品。A0中只加入实验缓冲液。各校准品终浓

度:A0为0.00
 

pg/mL,A1为2.44
 

pg/mL,A2为

9.77
 

pg/mL,A3 为 39.06
 

pg/mL,A4 为 156.25
 

pg/mL,A5 为 625.00
 

pg/mL,A6 为 2
 

500.00
 

pg/mL,A7为10
 

000.00
 

pg/mL。(4)洗涤缓冲液配

制:将稳定到室温,完全溶解的5
 

mL
 

10×洗涤缓冲液

加到45
 

mL去离子水中。(5)标本稀释:血清或血浆

标本可根据实际情况使用实验缓冲液进行适当稀释。
(6)加样:向校准品管中分别加入25

 

μL基质和校准

品,向标本管中分别加入25
 

μL实验缓冲液和稀释的

样品。向所有管中加入25
 

μL捕获微球抗体,震荡混

匀1
 

min,再加入25
 

μL检测抗体,用锡箔纸包被管

子,室温(25±1)℃避光震荡2
 

h。加入25
 

μL
 

SA-
PE,用锡箔纸包被管子,室温(25±1)℃避光震荡

0.5
 

h,2
 

500
 

r/min离心5
 

min,去除上清液,加入200
 

μL
 

10×洗涤缓冲液,通过涡旋将微球重悬(30
 

s),离
心(1

 

600
 

r/min,5
 

min)去除上清液。根据流式细胞

分析仪上样需求,向每管中加入150~300
 

μL洗涤缓

冲液,通过涡旋将微球重悬,上机检测。
1.3.5 精密度验证试验 采用两种不同值的具有溯

源性的校准品;参考 WS/T492-2016《临床检验定量测

定项目精密度与正确度性能验证》要求[6],首先将校

准品冻干粉按要求配置成溶液,注意校准品需现配现

用,并按规定储存。分别检测线性范围内的IL-2、IL-
4、IL-6、IL-10、IL-12p70、IL-17、IFN-γ和TNF-α精密

度参考品各2份,浓度为2
 

500
 

pg/mL(P1)、625
 

pg/mL(P2)。对精密度校准品进行为期5
 

d的连续

检测,每天对同一浓度的精密度具有溯源性的校准品

进行5次测定,每份标本得到25组数据。统计结果,
计算其变异系数(CV)值。判断标准:(1)精密度误差

范围应小于该项目在医学上允许的最大误差范围,原
则上应小于厂家提供的范围。如果无法满足,则应参

照CLIA'88等其他资料提供的可接受范围。如果上

述情况均未满足,则该项目的最大允许误差应由实验

室自建。(2)厂家提供的精密度范围CV≤15%,分别

计算本实验室批内和批间两组数据的 CV,若 CV
均≤15%,则表明厂家声明的精密度通过验证。(3)
如果计算所得CV≥15%,考虑到人为实验操作误差,
则每种浓度增加5次孵育实验上机检测,将所得数据

与之前数据合并计算,剔除明显人为误差的数据,每
组剔除数据必须≤2个,以增加结果的可靠程度,若
CV 均≤15%,则表明厂家声明的精密度通过验证。
1.3.6 准确度验证试验 采用具有溯源性的校准品

进行准确度验证。分别检测线性范围浓度内的IL-2、
IL-4、IL-6、IL-10、IL-12p70、IL-17、IFN-γ和 TNF-α
准确度参考品各2份,浓度为2

 

500
 

pg/mL(P1)和
625

 

pg/mL(P2)。对准确度校准品进行为期5
 

d的连

续检测,每天对同一浓度的准确度校准品进行3次测

定,每份标本得到15组数据,记录数据并分析统计结

果。判断标准:(1)准确度误差范围应小于该项目医

学上允许的最大误差范围,原则上应满足厂家声明的

范围,如果无法满足,则应参照CLIA'88等其他资料

提供的可接受范围或由实验室负责人根据实验室具

体情况而定。(2)对厂家提供的两种不同值的具有溯

源性的校准品进行连续3次检测,连续检测5
 

d,其相
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对偏差在±15%以内,则通过厂家声明的验证。(3)
若厂家提供的两种不同值的具有溯源性的校准品连

续3次检测,其相对偏差不在±15%以内,则每种浓

度增加1~2个批次检测,将所得数据与之前的数据

合并计算,增加结果的可靠程度,如其相对偏差在±
15%以内,则通过厂家声明的验证。
1.3.7 线性范围验证试验 选用厂家声明分析测定

范围是2.44~10
 

000.00
 

pg/mL,7份线性参考品浓

度分 别 为 2.44、9.77、39.06、156.25、625.00、
2

 

500.00、10
 

000.00
 

pg/mL,范围包括预期的整个可

检测报告范围。根据 WS/T
 

408-2012《临床化学设备

线性评价指南》要求[7],所有浓度在一个批次中完成

实验。每种浓度随机、重复测定最少2次,共得到最

少14个数据,记录数据并统计结果。结果判断:(1)
以Grubbs法剔除离群值。(2)用Excel进行回归方

程的线性检验,判断是否为非线性。(3)依照系列浓

度血清的配制稀释关系计算出各实验样品内含分析

物的浓度,为系列样品的理论值。按实验要求对系列

浓度血清进行重复测定,计算均值,此值为系列浓度

样品的实测值,和理论值形成7对理论值、实测值。
各份实测均值与理论值进行相关分析,偏离应小于

10%,计算Y=bX+a。
1.3.8 参考区间验证试验 依据美国临床实验室标

准化委员会(NCCLS)
 

C28-A2文件[8],随机选取40
例健康的男女性体检标本进行检测。判断标准:参照

C28-A2文件,先初步检查所得的检测数据,用1/3规

则判断数据中是否出现离群值,如有离群值存在必须

剔除,并用其他标本替换。判断标准为R 值≥90%,
若满足要求,则可判定厂家提供的参考区间适用于本

实验室,若不满足要求,则需根据本实验室建立参考

区间。按以下公式计算R 值:R=检测值在引用参考

区间的个体数/总个体数×100%。
1.3.9 干扰验证试验 在具有溯源性的校准品(浓
度为625.00

 

pg/mL和2
 

500.00
 

pg/mL)中加入干扰

物(三酰甘油、血红蛋白和胆红素),分别测定2次各

参考品IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-12p70、IL-17、IFN-
γ和TNF-α浓度,并计算平均值及其偏差,偏差应在

厂家提供的干扰偏差(≤10%)范围内。
1.4 统计学处理 采用 Microsoft

 

Excel
 

2013软件

和SPSS16.0统计软件进行数据分析处理。并计算相

应的CV 和相对偏差。线性验证中各浓度理论值与

实测值关系采用Pearson相关分析。计数资料以例数

或百分率表示。
2 结  果

2.1 精密度验证试验结果 对厂家提供的低值和高

值两种浓度的校准品进行批内精密度和批间精密度

试验,测定结果及统计分析见表1。低值和高值两种

浓度的校准品连续检测5
 

d,所有项目每天检测的批

内CV 均≤15%。低值和高值8项细胞因子(IL-2、
IL-6、IL-10、IFN-γ、IL-17、IL-4、IL-12p70、TNF-α)的
批 间 CV 分 别 为 (低 值/高 值)2.04%/4.66%、
9.02%/6.35%、1.76%/4.51%、8.37%/14.39%、
3.12%/5.57%、

 

2.41%/4.33%、5.46%/5.11%、
3.75%/11.10%。由表1可见,无论是批内CV 还是

批间CV,外周血细胞因子的所有项目结果均小于厂

家声明的不精密度(CV≤15%)。
2.2 准确度验证试验结果 厂家提供的两种不同值

的具有溯源性的校准品连续检测3次,连续检测5
 

d,
测定结果及统计分析见表2。低值和高值8项细胞因

子(IL-2、IL-6、IL-10、IFN-γ、IL-17、IL-4、IL-12p70、
TNF-α)的批间相对偏差分别为(低值/高值)-2.61/
2.99、2.85/-3.57、-3.78/2.51、0.93/-3.77、
-0.78/-1.11,-4.59/-2.52、-1.53/-8.86、
-0.55/-5.95。其相对偏差均在厂家声明的±15%
以内。因此,在BDFACS

 

Canto
 

Ⅱ流式细胞分析仪上

检测结果的准确度符合厂家声明的要求(偏差≤±
15%)。
2.3 8项细胞因子线性范围验证试验结果 在标本

状态良好、无干扰的情况下,测定结果及统计分析见

表3。已验证8项细胞因子检测试剂盒(多重微球流

式免疫荧光发光法)在BDFACS
 

Canto
 

Ⅱ流式细胞分析

仪上检测结果在范围内呈线性,各细胞因子线性理论范

围为2.44~10
 

000.00
 

pg/mL,r2≥0.98,符合准确度

要求。

表1  8项细胞因子精密度分析(%)

项目
低值(625.00

 

pg/mL)批内CV

第1天 第2天 第3天 第4天 第5天

低值(625.00
 

pg/mL)
批间CV

高值(2
 

500.00
 

pg/mL)批内CV

第1天 第2天 第3天 第4天 第5天

高值(2
 

500.00
 

pg/mL)
批间CV

IL-2 2.30 3.36 2.25 2.94 2.66 2.04 4.05 4.06 2.37 4.32 2.10 4.66
IL-6 4.79 3.40 2.03 2.68 2.79 9.02 3.33 1.70 1.96 1.95 0.86 6.35
IL-10 1.93 1.60 2.26 2.73 2.06 1.76 4.65 4.41 3.09 3.45 1.66 4.51
IFN-γ 8.75 9.38 12.09 7.72 4.08 8.37 13.92 9.75 5.99 5.85 5.99 14.39
IL-17 14.95 4.08 4.40 1.42 1.71 3.12 11.36 5.11 3.04 3.18 3.66 5.57
IL-4 9.02 2.86 3.88 2.57 2.03 2.41 10.66 2.24 1.53 2.35 4.34 4.33
IL-12p70 14.82 5.28 4.99 5.50 3.73 5.46 10.05 2.69 5.99 1.78 4.43 5.11
TNF-α 10.79 5.69 7.07 4.31 3.20 3.75 8.54 7.90 7.44 4.59 3.84 11.10

·7431·检验医学与临床2021年5月第18卷第10期 Lab
 

Med
 

Clin,May
 

2021,Vol.18,No.10



表2  8项细胞因子准确度分析

项目
低值(625.00

 

pg/mL)批内相对偏差

第1天 第2天 第3天 第4天 第5天

低值(625.00
 

pg/mL)
批间相对偏差

高值(2
 

500.00
 

pg/mL)批内相对偏差

第1天 第2天 第3天 第4天 第5天

高值(2
 

500.00
 

pg/mL)
批间相对偏差

IL-2 2.13 -3.16 -4.22 -3.72 -4.06 -2.61 3.73 -0.29 1.99 2.47 7.08 2.99

IL-6 11.15 -4.43 10.66 8.52-11.65 2.85 1.86 -1.70-3.22 -1.88-12.99 -3.57
 

IL-10 -0.77 -5.42 -5.62 -4.74 -2.33 -3.78 6.28 0.57-0.79 0.55 5.71 2.51

IFN-γ 1.18 3.99 3.61 6.25-10.36 0.93 6.72 -0.44 1.46-13.01-13.92 -3.77

IL-17 1.48 -0.48 1.78 -2.89 -3.78 -0.78 -9.10 1.55-1.06 0.01 2.57 -1.11

IL-4 3.75 -7.54 -3.12 -7.34 -8.68 -4.59 -7.63 -4.04-5.25 0.73 2.98 -2.52
 

IL-12p70 6.66 -7.02 5.32 -7.57 -5.04 -1.53 -14.17 -9.00-6.23 -8.99 -6.55 -8.86

TNF-α 5.35 0.99 0.49 -2.65 -6.91 -0.55 -12.70 -6.47-1.30-10.90 0.81 -5.95

表3  8项细胞因子线性范围验证试验结果(pg/mL)

项目 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 回归方程 r2
厂家声明

的r2

IL-2 2.50 9.59 39.20 162.56 608.69 2
 

564.95 8
 

951.90 Y=1.114
 

3X-59.696
 

0 0.998
 

7 ≥0.95

IL-6 5.87 15.43 29.38 163.37 671.45 2
 

489.05 9
 

814.04 Y=1.019
 

8X-16.784
 

0 1.000
 

0 ≥0.95

IL-10 2.49 9.29 38.06 161.33 592.45 2
 

619.03 10
 

521.87 Y=0.949
 

4X+13.427
 

0 1.000
 

0 ≥0.95

IFN-γ 2.79 7.05 26.94 182.38 542.46 3
 

125.33 10
 

629.90 Y=0.933
 

8X-31.944
 

0 0.997
 

7 ≥0.95

IL-17 1.88 8.19 37.17 161.57 537.41 2
 

350.19 9
 

320.26 Y=1.072
 

3X+2.617
 

7 1.000
 

0 ≥0.95

IL-4 1.90 7.61 36.81 158.97 573.60 2
 

315.50 10
 

230.38 Y=0.977
 

5X+43.993
 

0 0.999
 

4 ≥0.95

IL-12p70 2.16 8.94 37.92 156.49 547.90 2
 

031.07 9
 

219.77 Y=1.085
 

8X+42.582
 

0 0.999
 

1 ≥0.95

TNF-α 1.85 3.66 36.01 166.92 593.94 2
 

396.85 12
 

335.96 Y=0.808
 

9X+109.460
 

0 0.996
 

9 ≥0.95

理论值 2.44 9.77 39.06 156.25 625.00 2
 

500.00 10
 

000.00 - - -

  注:-表示无数据。

2.4 最低检测限验证试验结果 8项细胞因子检测

试剂盒(多重微球流式免疫荧光发光法)在BDFACS
 

Canto
 

Ⅱ流式细胞分析仪上最低检测限符合预期,测
定结果及统计分析见表4。IL-2的最低检测限为

0.00
 

pg/mL,IL-6的最低检测限为1.47
 

pg/mL,IL-
10的最低检测限为1.05

 

pg/mL,IFN-γ的最低检测

限为 0.00
 

pg/mL,IL-17 的 最 低 检 测 限 为 0.56
 

pg/mL,IL-4的最低检测限为1.12
 

pg/mL,IL-12p70
的最低检测限为0.47

 

pg/mL,TNF-α的最低检测限

为0.00
 

pg/mL。
表4  最低检测限验证试验结果(pg/mL)

项目 平均值 标准误 最低检测限

IL-2 0.00 0.00 0.00
IL-6 0.56 0.45 1.47
IL-10 0.85 0.10 1.05
IFN-γ 0.00 0.00 0.00
IL-17 0.35 0.10 0.56
IL-4 0.84 0.14 1.12
IL-12P70 0.16 0.16 0.47
TNF-α 0.00 0.00 0.00

2.5 参考区间验证试验结果 BD
 

FACSCanto
 

Ⅱ流

式细胞分析仪对外周血8项细胞因子参考区间的验

证结果见表5,8项细胞因子(IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、
IL-12p70、IL-17、IFN-γ、TNF-α)的 R 值 分 别 为

95.0%、97.5%、92.5%、97.5%、100.0%、97.5%、
95.0%、92.5%,厂家提供的参考区间均≥90.0%,适
合本实验室。

表5  外周血细胞因子参考区间验证试验结果

项目
厂家提供的参考区间

(pg/mL)
测得结果R值

(%)
允许R值

(%)
判断

IL-2 ≤7.5 95.0 >90.0 符合

IL-4 ≤8.6 97.5 >90.0 符合

IL-6 ≤5.4 92.5 >90.0 符合

IL-10 ≤12.9 97.5 >90.0 符合

IL-12p70 ≤3.4 100.0 >90.0 符合

IL-17 ≤21.4 97.5 >90.0 符合

IFN-γ ≤16.5 95.0 >90.0 符合

TNF-α ≤23.1 92.5 >90.0 符合

2.6 干扰验证试验结果 在干扰物三酰甘油≤10
 

mmol/L、血 红 蛋 白 ≤5.0
 

mg/mL、胆 红 素 ≤258
 

μmol/L时,干扰偏差小于或等于厂家提供的10%偏

差范围。
3 讨  论

  细胞因子是由多种组织细胞合成和分泌的小分
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子蛋白质,在细胞信号转导中发挥重要作用,具有多

种生物学功能,如参与细胞生长分化和成熟的调控,
以及免疫应答和炎性反应的调节等过程[9-10]。流式细

胞术具有高速、高精度、高准确度的优点,能够对上万

个细胞进行高速分析,获取每个细胞的多种参数特

征,从而在细胞分子浓度上应用单克隆抗体对单个细

胞或单个分子进行多参数、快速的定量分析[11]。
一般来说,科室对于送检标本通常只进行一次检

测,这必然要求检验方法应该具有良好的精密度。本

研究中无论是低浓度还是高浓度的参考品,应用多重

微球流式免疫荧光发光法检测外周血细胞因子各项

指标的批内精密度结果和批间精密度结果均满足厂

家声明的精密度要求,说明本实验方法具有较高的重

复性与精密度。
准确度是指某一指标多次检测的平均值和真实

值相一致的程度。目前,进行准确度验证的方法有很

多种,本实验室使用厂家提供的校准品作为参考物

质,用来验证多重微球流式免疫荧光发光法检测结果

的准确度和稳定性。通过检测参考物质并对参考物

质的赋值进行对比,从而计算得到实验室参考物质的

测量偏移值和赋值的不确定度。本实验准确度检测

结果中所有外周血细胞因子检测项目的实验室参考

物质测量偏移值均小于或等于其所对应的参考物质

赋值的不确定度,因此,可认为该方法的准确度性能

符合要求。
线性范围是待测物质的变化范围,对应于校准曲

线的直线部分。依据厂家提供的信息,多重微球流式

免疫荧光发光法检测外周血细胞因子的浓度范围为

2.44~10
 

000.00
 

pg/mL。在验证线性范围时,实验

室应在厂家声明的线性范围内取5~7种浓度的标

本,所测标本浓度间隔应尽可能保持一致。本研究选

取了7种不同浓度的标本作为本研究的线性范围检

测对象,根据针对各项细胞因子检测结果所绘制的线

性回归图与差异图发现,本实验方法测量的线性范围

基本符合厂家所提供的线性范围,说明该仪器具有良

好的线性范围。
按照NCCLS

 

C28-A2文件推荐的方法,对外周血

细胞因子的参考区间进行方法学验证,测定结果提

示,IL-2有95.0%的测定数据在厂家引用的参考区间

内,IL-4为97.5%、IL-6为92.5
 

%、IL-10为97.5%、
IL-12p70为 100.0%、IL-17 为 97.5%、IFN-γ 为

95.0%、TNF-α为92.5%,均大于90.0%的要求,表
明厂家提供的参考区间适合本实验室,故可以直接引

用。但值得注意的是,厂家提供的参考区间是对192
例健康人群血清或血浆标本进行研究,厂家提供的这

些参数可能会受患者性别、年龄、种族等因素的影响,
所以,必要时实验室应建立自己的参考区间。

干扰物的存在常常是引起临床实验室检测项目

误差的重要来源之一,因此,对常规临床实验室定量

检测项目进行抗干扰评价极其重要。本研究中8项

细胞因子(IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-12p70、IL-17、
IFN-γ、TNF-α)对三酰甘油、血红蛋白和胆红素的抗

干扰能力均符合厂家所提供的偏差范围要求。干扰

试验反映了流式细胞术在检测细胞因子方面对于三

酰甘油、血红蛋白和胆红素的抗干扰能力较强,保证

了结果的准确度,在一定程度上降低了实验室对待检

标本的要求,易于患者留样待检。
综上所述,多重微球流式免疫荧光发光法检测外

周血细胞因子的方法学性能良好,该方法的精密度、
准确度、线性范围、最低检测限、参考区间和抗干扰能

力均符合厂家要求,可为临床诊断提供准确和可信的

检测结果。
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