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  摘 要:目的 分析磁微粒化学发光法测定血管内皮生长因子(VEGF)的性能并评估临床应用效果。
 

方法 选取2023年8月于复旦大学附属中山医院确诊为实体恶性肿瘤患者80例作为癌症组,良性病变患者

80例作为良性疾病组,另选取于该院体检的表观健康者20例作为健康对照组。采用磁微粒化学发光法测定

VEGF的水平,并验证其正确度、重复性、中间精密度、线性范围、可报告范围、参考范围及抗干扰能力。比较3
组患者VEGF水平并绘制VEGF诊断恶性肿瘤的受试者工作特征(ROC)曲线。结果 低值样本重复检测20
次的变异系数(CV)为4.38%,高值样本重复检测20次的CV 为1.32%,符合国家卫生健康委员会临床检验中

心室间质量评价标准中公布的肿瘤标志物不超过总允许误差(TEa)的1/4的要求(≤6.25%)。低值样本测量

10次的CV 为2.38%,高值样本测量10次的CV 为1.92%,中间精密度符合不超过TEa 的1/3的要求(≤
8.33%)。重复检测3次国际标准品Z1、Z2的偏差分别为1.43%和-1.45%,其绝对值均未超出目标偏差(≤
15%)。线性范围为40~3

 

200
 

pg/mL。可报告范围为40~16
 

000
 

pg/mL。20例表观健康人群检测结果均在

厂家声明参考范围内,参考范围验证通过。加入干扰物质后,检测结果偏差均符合产品说明书声明的偏差(≤
15%),抗干扰验证通过。癌症组VEGF水平高于健康对照和良性疾病组(P<0.05),以160

 

pg/mL为最佳截

断值时,VEGF诊断恶性肿瘤的曲线下面积为0.90,灵敏度为0.69,特异度为0.95。
 

结论 磁微粒化学发光法

测定VEGF的重复性、中间精密度、正确度、线性范围、可报告范围、参考范围、抗干扰能力均符合实验室质量管

理要求,能保证检测质量,满足临床使用需求,可用于恶性肿瘤的辅助诊断。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

performance
 

and
 

clinical
 

application
 

effect
 

of
 

magnetism
 

particulate
 

chemistry
 

luminescence
 

method
 

in
 

the
 

determination
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF).
Methods A

 

total
 

of
 

80
 

patients
 

diagnosed
 

with
 

solid
 

malignant
 

tumors
 

in
 

Zhongshan
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Fudan
 

University
 

in
 

August
 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

cancer
 

group,80
 

patients
 

with
 

benign
 

lesions
 

were
 

se-
lected

 

as
 

the
 

benign
 

disease
 

group,and
 

20
 

patients
 

with
 

apparent
 

health
 

in
 

the
 

hospital
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

healthy
 

control
 

group.The
 

level
 

of
 

VEGF
 

was
 

measured
 

by
 

magnetism
 

particulate
 

chemistry
 

luminescence
 

method.The
 

trueness,repeatability,intermediate
 

precision,linear
 

range
 

and
 

reportable
 

range,reference
 

inter-
val

 

and
 

anti-interference
 

ability
 

of
 

the
 

project
 

were
 

verified.The
 

levels
 

of
 

VEGF
 

in
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

com-
pared,and

 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

of
 

VEGF
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

malignant
 

tumors
 

was
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drawn.Results Coefficient
 

of
 

variation
 

(CV)
 

for
 

low-value
 

samples
 

with
 

20
 

repeated
 

tests
 

was
 

4.38%,and
 

for
 

high-value
 

samples
 

with
 

20
 

repeated
 

tests,CV
 

was
 

1.32%,which
 

met
 

the
 

requirements
 

of
 

tumor
 

markers
 

published
 

in
 

the
 

inter-laboratory
 

quality
 

evaluation
 

standards
 

of
 

Clinical
 

Laboratory
 

Center
 

of
 

the
 

National
 

Health
 

Commission
 

of
 

not
 

exceeding
 

1/4
 

total
 

allowable
 

error
 

(TEa)
 

(≤6.25%).The
 

CV
 

of
 

10
 

measure-
ments

 

for
 

low-value
 

samples
 

was
 

2.38%,and
 

the
 

CV
 

of
 

10
 

measurements
 

for
 

high-value
 

samples
 

was
 

1.92%.
The

 

intermediate
 

precision
 

met
 

the
 

requirements
 

of
 

not
 

exceeding
 

1/3TEa
 

(≤8.33%).The
 

deviations
 

of
 

the
 

international
 

standard
 

Z1
 

and
 

Z2
 

were
 

1.43%
 

and
 

-1.45%,respectively,which
 

did
 

not
 

exceed
 

the
 

target
 

devi-
ation

 

(≤15%).The
 

linear
 

range
 

was
 

40
 

to
 

3
 

200
 

pg/mL.The
 

reportable
 

range
 

was
 

40
 

to
 

16
 

000
 

pg/mL.The
 

test
 

results
 

of
 

20
 

apparent
 

healthy
 

people
 

were
 

within
 

the
 

reference
 

range
 

declared
 

by
 

the
 

manufacturer,and
 

the
 

reference
 

range
 

was
 

verified.After
 

adding
 

interfering
 

substances,the
 

deviation
 

of
 

the
 

test
 

results
 

was
 

in
 

line
 

with
 

the
 

deviation
 

stated
 

in
 

the
 

product
 

instructions
 

(≤15%),and
 

the
 

anti-interference
 

verification
 

was
 

passed.The
 

level
 

of
 

VEGF
 

in
 

cancer
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

control
 

group
 

and
 

benign
 

disease
 

group
 

(P<0.05).When
 

160
 

pg/mL
 

was
 

used
 

as
 

the
 

best
 

cut-off
 

value,the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

VEGF
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

malignant
 

tumors
 

was
 

0.90,the
 

sensitivity
 

was
 

0.69,and
 

the
 

specificity
 

was
 

0.95.Conclusion The
 

repeatability,intermediate
 

precision,trueness,linearity,reportable
 

range,reference
 

range,and
 

anti-interference
 

ability
 

of
 

the
 

magnetism
 

particulate
 

chemistry
 

luminescence
 

method
 

for
 

VEGF
 

detection
 

meet
 

the
 

quality
 

management
 

re-
quirements

 

of
 

the
 

laboratory,which
 

can
 

ensure
 

the
 

quality
 

of
 

detection
 

and
 

meet
 

the
 

needs
 

of
 

clinical
 

use
 

for
 

the
 

auxiliary
 

diagnosis
 

of
 

malignant
 

tumors.
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  近年来,肺癌、结直肠癌、胰腺癌、胃癌等恶性肿

瘤的发病率和病死率呈逐年上升趋势,这对于人们的

身心健康和生活质量产生了巨大的影响。很多恶性

肿瘤患者由于初期症状不明显,而耽误了最佳治疗时

机。因此,临床需要更多的早期肿瘤标志物对于各种

恶性肿瘤患者进行早期筛查。血管内皮生长因子

(VEGF)是一种相对分子质量为34~46×103 的高度

糖基化的二聚体可溶性碱性糖蛋白,具有很强的促进

血管内皮细胞分裂、繁殖及增强毛细血管通透性的能

力,并且在许多病理生理过程中都有表达。在众多血

管生成因子当中,VEGF是公认的主要诱导血管生成

的物质,是肿瘤血管生成的最有效的刺激因子,与肿

瘤的发生、发展具有密切的关系。VEGF虽作为一种

新型肿瘤标志物备受临床关注,但目前国内对恶性肿

瘤患者血清VEGF水平的检测尚处于初级阶段,临床

普及率仍较低。使用磁微粒化学发光法检测 VEGF
水平相较于目前临床上常用的直接化学发光法,其能

通过磁场分离出VEGF,使检测的准确率更高。本研

究拟对VEGF测定试剂盒(磁微粒化学发光法)做性

能分析和初步临床应用效果评估。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2023年8月于复旦大学附属

中山医院(以下简称本院)确诊为实体恶性肿瘤患者

80例作为癌症组,其中肺部、结直肠、胰腺、胃部肿瘤

患者各20例,良性病变患者80例作为良性疾病组,
其中肺部、结直肠、胰腺、胃部疾病患者各20例。癌

症组及良性疾病组入组排除并发风湿、类风湿关节

炎、心肌梗死及其他心脏疾病、血管炎、系统性红斑狼

疮、严重感染及严重内科疾病的患者。另选取于本院

体检的表观健康者20例作为健康对照组。健康对照

组平均(40.90±12.14)岁,良性疾病组平均(56.25±
13.44)岁,癌症组平均(61.59±12.69)岁,3组年龄比

较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。本研

究获得本院医学伦理委员会审核批准(B2018-099),
所有研究对象均签署知情同意书。

1.2 样本采集与检测 采用黄头采血管(含促凝剂

惰性分离胶)采集所有研究对象静脉血5
 

mL,室温静

置30
 

min,再置于4
 

℃环境下以
 

1
 

007×g离心10
 

min,分离血清后置于-20
 

℃冰箱中保存待测。排除

有明显溶血、脂血、黄疸的样本。检测仪器为Aurora-
1000i全自动化学发光免疫分析仪,购自山东康华生

物医疗科技股份有限公司。VEGF测定试剂盒内含

试剂1、试剂2及配套校准品和质控品。

1.3 方法学评价

1.3.1 重 复 性 验 证  选 取 低 值 (VEGF<160
 

pg/mL)和高值(VEGF>950
 

pg/mL)的血清样本,各
取1

 

mL血清,当日连续重复测定20次,计算其均值

(x)、标准差(s)及变异系数(CV)。因VEGF暂无室

间质量评价判断标准,重复性CV 符合国家卫生健康

委员会临床检验中心室间质量评价标准中公布的肿

瘤标志物总允许误差(TEa)的1/4(≤6.25%)为符合

要求。
1.3.2 中 间 精 密 度 验 证  选 取 1 个 低 值 样 本

(VEGF<160
 

pg/mL)和1个高值样本(VEGF>950
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pg/mL),各取1
 

mL血清,每天重复测定2次,共连续

测定5
 

d,计算10次测量结果的x、s及CV。CV 符合

国家卫生健康委员会临床检验中心室间质量评价标

准中公布的肿瘤标志物TEa 的1/3(≤8.33%)为符

合要求。

1.3.3 正确度验证 使用低值和高值国际标准品作

为正确度参考品Z1、Z2[1],分别平行测定3次,计算

x,对检测结果进行分析。参考VEGF测定试剂盒说

明书,以相对偏差≤15%为符合要求。

1.3.4 
 

线性范围验证 选用VEGF低浓度(L)样本

(40
 

pg/mL)和高浓度(H)样本(3
 

200
 

pg/mL)各1
份,1份取2

 

mL,并按5H、4H∶1L、3H∶2L、2H∶
3L、1H∶4L、5L的比例混合成6个10

 

mL的混合样

本,编号分别为L6、L5、L4、L3、L2、L1,每个浓度样本

重复检测2次。根据CNAS-GL037文件[2]规定,以
实测值为Y,理论测定值为X,拟合线性回归方程Y=
a×X+b,线性相关系数r≥0.99为符合要求。

1.3.5 可报告范围验证 选取 H 样本,重复测定3
次;将样本用厂家提供的稀释液手动稀释2.5倍、5.0
倍、10.0倍,分别重复测定3次。分别计算在不同稀

释 比 情 况 下 的 R (R =x/X ×100.00%)。以

110.00%≥R≥90.00%,且 偏 差 的 绝 对 值 小 于 的

TEa 的1/2(<12.5%)时最大的稀释倍数为该试剂

盒的最大可信稀释倍数。该试剂盒可报告范围下限

为线性下限,上限为线性上限×最大可信稀释倍数。

1.3.6 参考范围验证 厂家声明的VEGF参考范围

为<160
 

pg/mL。本实验室抽取20例表观健康人群。
根据 WS/T

 

402-2012:《临床实验室检验项目参考区

间的制定》[3]中小样本验证的规定,所选取的20例样

本落在参考限外的测定值不超过两个,可认为引用的

参考区间适合本实验室。

1.3.7 干扰验证 选取低值样本(VEGF水平为145
 

pg/mL)和高值样本(VEGF水平为1
 

000
 

pg/mL),
各取200

 

μL,分别加入10
 

μL干扰物质(30
 

mg/mL
甘油三酯、2

 

mg/mL血红蛋白、350
 

μmol/L胆红素)
为实验组,空白样本为对照组。同时测定对照组和实

验组VEGF水平,依据产品说明书,加入干扰物质后

低值样本阴阳性不变,高值样本测值偏差在15%以内

为符合要求。

1.4 临床评估 分别检测癌症组、良性疾病组、健康

对照组VEGF水平,统计分析3组间水平差异,评估

临床应用效果。

1.5 统计学处理 采用SPSS24.0统计软件进行数

据分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,两
组间比较采用t检验;不符合正态分布的计量资料以

M(Q1~Q3)表示,多组间比较采用
 

Kruskal-Wallis
 

H 检验。绘制VEGF诊断恶性肿瘤的受试者工作特

征(ROC)曲线。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 重复性验证 低值样本重复检测20次的结果

为(133.381±5.849)pg/mL,CV 为4.38%;高值样

本重复 检 测 20 次 的 结 果 为(972.146±12.868)

pg/mL,CV 为1.32%,均满足目标CV(≤6.25%),
重复性验证通过。见表1。

表1  重复性验证结果

检测次数 低值样本(pg/mL) 高值样本(pg/mL)

第1次 141.43 962.29

第2次 125.99 993.21

第3次 143.19 975.73

第4次 126.65 978.48

第5次 139.49 959.53

第6次 141.39 975.32

第7次 126.74 948.51

第8次 133.16 974.59

第9次 128.67 962.41

第10次 137.96 960.87

第11次 133.50 991.19

第12次 132.91 987.31

第13次 140.82 966.58

第14次 132.37 955.75

第15次 131.90 965.62

第16次 136.24 987.44

第17次 125.69 964.91

第18次 134.77 977.74

第19次 127.33 989.59

第20次 127.42 965.85

2.2 中间精密度验证 低值样本测量10次的结果

为(128.914±3.062)pg/mL,CV 为2.38%;高值样

本测量10次的结果为(960.202±18.142)pg/mL,

CV 为1.92%。均满足目标CV(≤8.33%)。可判断

中间精密度验证通过。见表2。
表2  中间精密度验证结果(pg/mL)

项目
低值样本

第1次 第2次

高值样本

第1次 第2次

第1天 127.33 127.42 962.29 993.21

第2天 131.26 132.83 975.33 953.10

第3天 131.30 126.30 937.93 958.17

第4天 126.69 132.15 967.16 965.11

第5天 130.32 123.54 927.05 962.67

2.3 正确度验证 溯源到国际标准品的正确度参考

品Z1、Z2重复检测3次的x 分别为162.69
 

pg/mL
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和1
 

971.22
 

pg/mL,与参考品偏差分别为1.43%和

-1.45%。均在目标偏差范围内(相对偏差≤15%)。
可判断正确度验证通过。见表3。

表3  正确度验证结果(pg/mL)

编号 靶值 测值1 测值2 测值3 x 允许范围

Z1 160.39 169.26 156.69 162.13 162.69 136.33~184.45

Z2 2
 

000.24 1
 

957.26 1
 

985.12 1
 

971.28 1
 

971.22 1
 

700.20~2
 

300.28

2.4 线 性 范 围 验 证  6 份 样 本 的 偏 差 分 别 为

6.20%、7.16%、1.13%、1.40%、3.71%、2.40%。以

x 为Y,理 论 预 期 值 为 X,拟 合 一 次 方 程 为 Y=
1.023

 

8×X+5.602
 

9。线性相关系数r=0.999
 

6,
满足r≥0.99,见 图 1。磁 微 粒 化 学 发 光 法 测 定

VEGF为40~3
 

200
 

pg/mL时呈线性关系。见表4、
图1。

表4  线性范围验证(pg/mL)

编号 X 第1次测定 第2次测定 x

L1 40 41.13 43.82 42.48

L2 672 718.11 722.11 720.11

L3 1
 

304 1
 

323.92 1
 

313.53 1
 

318.73

L4 1
 

936 1
 

980.57 1
 

945.63 1
 

963.10

L5 2
 

568 2
 

643.73 2
 

683.02 2
 

663.38

L6 3
 

200 3
 

256.58 3
 

296.89 3
 

276.74

2.5 可报告范围验证 稀释比为1.0∶5.0样本的

偏差为-3.17%,是偏差绝对值<12.5%的样本中稀

释倍数最大的,因此,VEGF测定试剂盒的最大可信

稀释比 为1.0∶5.0,可 报 告 范 围 为40~16
 

000
 

pg/mL。见表5。

图1  线性相关分析图

表5  不同稀释比下可报告范围验证

稀释比 靶值(pg/mL) 测值1(pg/mL) 测值2(pg/mL) 测值3(pg/mL) x(pg/mL) R(%) 偏差(%)

1.0∶1.0 3
 

200.00 3
 

148.34 3
 

128.13 3
 

111.20 3
 

129.22 97.79 -2.21

1.0∶2.5 1
 

280.00 1
 

307.25 1
 

340.40 1
 

313.41 1
 

320.35 103.15 3.15

1.0∶5.0 640.00 629.77 616.23 613.21 619.74 96.83 -3.17

1.0∶10.0 320.00 253.54 237.90 243.39 244.94 76.54 -23.46

2.6 参考区间验证 20个表观健康人群 VEGF水

平均在说明书声明的参考范围内(<160
 

pg/mL),项
目符合率均大于90%,参考区间验证通过。

2.7 干扰验证 干扰验证后,低值样本的VEGF水

平均仍呈阴性结果(<160
 

pg/mL),胆红素、血红蛋

白、甘 油 三 酯 干 扰 物 高 值 实 验 组 的 偏 差 分 别 为

5.34%、2.59%、3.08%,小 于 产 品 说 明 书 声 明 的

15.0%,对检测结果未产生影响,干扰验证通过。见

表6。
表6  在不同干扰物干扰下VEGF的测定结果(pg/mL)

干扰物
干扰低值

对照组

干扰低值

实验组

干扰高值

对照组

干扰低值

实验组

胆红素 142.66 128.31 1
 

023.79 1
 

079.82

144.49 131.12 1
 

042.47 1
 

088.16

续表6  在不同干扰物干扰下VEGF的测定结果(pg/mL)

干扰物
干扰低值

对照组

干扰低值

实验组

干扰高值

对照组

干扰低值

实验组

138.91 126.31 1
 

032.97 1
 

096.84

血红蛋白 140.34 140.48 1
 

023.03 1
 

050.71

143.96 140.53 1
 

044.06 1
 

070.15

142.38 143.19 1
 

034.07 1
 

060.50

甘油三酯 143.06 130.21 1
 

022.09 1
 

060.84

138.29 127.76 1
 

041.81 1
 

070.40

141.65 123.31 1
 

041.74 1
 

070.08

2.8 临床评估 癌症组中有55例患者的检测结果

为阳性(VEGF≥160
 

pg/mL),x 为228.58
 

pg/mL;
良性疾病组中有5例患者的检测结果为阳性,x 为
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102.65
 

pg/mL;健康对照组的检测结果均为阴性,x
为115.73

 

pg/mL。3组血清 VEGF水平比较,差异

有统计学意义(H=83.551,P<0.05),癌症组患者

VEGF测定值[228.58(146.37~435.19)pg/mL]显
著高于健康对照组[115.73(65.18~132.16)pg/mL]
和良性疾病组[102.65(65.22~141.00)pg/mL],差
异均有统计学意义(P<0.05)。以非癌症组为参照,
血清VEGF诊断恶性肿瘤的曲线下面积(AUC)为
0.90。以试剂盒说明书声明的160

 

pg/mL为最佳截

断值时,灵敏度为0.69,特异度为0.95。见图2。

图2  VEGF诊断恶性肿瘤的ROC曲线

3 讨  论

  VEGF是一种具有血管通透性的同型二聚体糖

蛋白[4],在调控血管形成和发育中起关键作用[5]。人

类 VEGF 家 族 包 括 VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、

VEGF-D、VEGF-E、VEGF-F、胎盘生长因子(PLGF)
及内分泌腺衍生的VEGF

 

(EG-VEGF)。临床上通常

所说的VEGF往往指VEGF-A,其在新生血管生成中

发挥重要作用,可引起细胞增殖、抑制细胞凋亡、血管

通透性增加、血管舒张、炎症细胞向损伤部位募集

等[6]。而恶性肿瘤不断进展,生长到超出预先存在的

脉管系统范围的器官组织,就会诱导新生血管形成以

促进其进一步发生、发展。因此,血管异常被认为是

恶性肿瘤的标志之一[7]。已有部分研究显示血清

VEGF可 作 为 恶 性 肿 瘤 的 诊 断 和 预 测 预 后 的 指

标[8-9],乳腺癌[10]、宫颈癌[11]、原发性肝癌[12]等恶性肿

瘤患者均有VEGF水平升高的现象。
目前对于VEGF的检测一般采用酶联免疫吸附

实验、荧光层析法、化学发光法等,但这些方法都存在

一定不足,如检测时间长、灵敏度低等问题。
 

本研究采

用磁微粒化学发光法检测VEGF水平,将双抗体夹心

法免疫测定原理与超顺磁性纳米微球标记技术和化

学发光免疫分析相结合,定量检测人血清样本中的

VEGF水平。结果显示,磁微粒化学发光法检测血清

VEGF的重复性、中间精密度、正确度、线性范围、可
报告范围、参考区间、干扰物质影响下准确度均通过

了验证。
已有部分研究证明,血清VEGF诊断肺鳞癌[13]、

结直肠癌[14]的灵敏度较高。本研究结果显示,相比于

良性病变患者及健康人群,恶性肿瘤患者血清VEGF
水平显 著 升 高,VEGF 诊 断 恶 性 肿 瘤 的 灵 敏 度 为

0.69,特异度为0.95,AUC为0.90,提示血清VEGF
对于恶性肿瘤有着较高的筛查价值。CHIN等[15]在

2003年就提出血清VEGF水平升高是结直肠癌患者

术后复发的独立危险因素,并且TKACZ等[16]也提出

在恶性肿瘤早期,VEGF水平在患者血清中升高。本

研究结果也发现,癌症组患者VEGF水平显著高于健

康对照组和良性疾病组(P<0.05),这初步提示可以

将血清VEGF作为诊断恶性肿瘤的辅助指标,结合患

者影像学及其他肿瘤标志物,将有助于进一步提高诊

断恶性肿瘤的特异度和灵敏度。
本研究也存在一定局限性。(1)入组样本数较

少,尚需进一步入组更多临床样本,探讨VEGF在恶

性肿瘤鉴别诊断中的价值;(2)未收集患者随访数据,
在后续研究中笔者将补充癌症组临床 资 料,评 价

VEGF在预测疾病预后中的价值。
综上所述,本研究所采用的磁微粒化学发光法检

测VEGF水平不仅成本低、操作简单,且灵敏度高、稳
定性好,适合临床常规工作,对于协助恶性肿瘤的诊

断有一定价值。
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