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血液分析仪的方法确认和性能验证
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(+

中国医学科学院)北京协和医学院研究生院
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*
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卫生部北京医院)卫生部临床检验中心
!

(""1&"
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!!

摘
!

要#目的
!

阐述血液分析仪的方法确认和性能验证'方法
!

主要参考美国临床和实验室标准化研究所!

$D#%

"

F)!24

文件相关内容#并结合具体实际进行总结归纳'结果
!

血液分析仪的方法确认内容包括精密度$线性$空白限$检测下限$定量下

限$携带污染率等*血液分析仪的性能验证与方法确认有相似之处但又有别于确认'结论
!

对血液分析仪进行方法确认和性能验

证是检测结果准确可比的重要保证'

关键词#方法*

!

血液分析仪*

!

方法确认*

!

携带污染*

!

检出下限*

!

验证

!"#

*

("+&,!,

+

-

+.//0+(!1&23(&"+)"((+(&+"3*

文献标识码#

4

文章编号#

(!1&23(&"

!

)"((

"

(&2(3,12"&

!!

美国食品和药品监督管理局(

[84

)规定*确认是通过提供

客观证据对预期用途或应用要求已得到满足的认定#血液分

析仪确认的目的有*从医学角度评估安全性和临床效力-确定

性能信息-验证系统操作性能特征的适用度-获得监管机构的

审批#血液分析仪确认具体评价以下的性能特征*空白限(本

底!

DM<

)"检出下限(

DDM8

)和定量限(

DMe

)"携带污染率"精密

度"分析测量区间(

49%

)"可比性等#本文参考了美国临床和

实验室标准化研究所(

$D#%

)

F)!24

.

(

/文件及有关文献.

)

/

!具

体内容如下#

$

!

方法确认研究$厂商的工作&

$+$

!

方法确认准备工作

$+$+$

!

标本的选择
!

所有用于确认试验的血标本都应该是

临床检测之后剩余的!否则涉及到知情同意#对用于性能评估

的样本量没有明确要求!但是进行综合性能评估需要在分析测

量区间(

49%

)内各浓度水平大量取样!且充足的标本量更有能

力区分个别的离群值和不同方法间的显著差异#

$D#%C5",

提到*$足量的标本量可以提高方法学比较统计估计的可信度!

增加包括干扰物质效应的机会!使得研究更全面%#厂商的性

能声明应该建立在实际的标本检测上!不应该有超出观测值的

推断#每个试验中心的试管应该统一!不能既用
C8;42̂

)

又

用
C8;42̂

&

试管!国际血液学标准化委员会(

%$#F

)推荐使

用
C8;42̂

)

试管!使用采集后
'N

内的标本以减少标本老化

对被测物的影响#应该排除溶血"凝血标本"血量少于
(PD

和采集后超过
'N

的标本#

$+%

!

医学允许误差
!

$D#%C5)(

提到*$临床医生作为检测数

据的最初使用者!考虑的是总的分析误差!而不是随机误差或

系统误差#很久以来我们只估计随机误差和系统误差而没有

把两者结合起来#%换句话说!只是使用了不精密度和偏倚来表

示仪器的性能!没有计算总的分析误差
GV

!这样是不完整的#

实验室检测的医学目标如下*检测结果准确反映患者的状况-

检测结果的变异反映的是患者的变化而不是仪器的变异(偏倚

或不精密度)-偏倚不会导致患者诊断结果的改变-同一患者的

系列标本的改变能够与生物变异区分开来#分析目标只与患

者诊疗有关#表
(

是基于医学要求的性能目标#

$+&

!

仪器校准和质量控制
!

方法确认的主要目的是比较试验

的自动分析仪(

;44

)和比对的自动分析仪(

$44

)的患者结

果#因为血液学商业物质的基质效应已知!所以可用新鲜的全

血标本来完成校准#这是证实校准稳定性的主要机制#用可

溯源的校准物按厂商的说明书对
$44

进行校准!然后用
$44

和正常的新鲜全血标本为
;44

校准!这样能够确保新鲜血标

本结果交叉检测平台的可比性#分别用商业产品进行校准可

能达不到目的#确认研究中!每天都应该用全血标本交叉核对

(至少
("

份正常标本)进行校准!去掉不合理的结果#此外!在

进行血液分析仪确认前必须做好质量控制#血液分析仪的室

内质量控制除了传统的商品质控物外还可以使用患者结果!形

态学是血液学检测的特点之一!手工显微镜镜检也是血液分析

仪质量控制的一部分#

表
(

!!

基于医学要求的性能目标

项目 最大偏倚(

W

) 最大不精密度(

W

)最大总误差(

W

)

Y<$ ,+' '+" ()+1

6<$ &+3 )+* 3+)

FI &+( )+" &+1

F$; )+' )+) &+!

5D; (3+1 ,+, (1+1

%

!

方法确认研究的内容

%+$

!

DM<

"

DDM8

和定量下限(

DDMe

)

!

血液学中的
DM<

通常

被称为$本底%!本底是由于试剂或电子噪音所致!表现为检测

出假性的标本成分#自动血液分析仪确认的核心问题是准确

定量极低浓度的
Y<$

和
5D;

!这个极低值必须与仪器的本底

区分开来#

DDM8

指在一定概率下标本可被检测出来的最低

浓度!在血液学中!指可与本底区分开来的最低的血细胞浓度

值#

DDMe

指标本中能够准确定量的最低浓度值!且定量结果

在可接受的精密度和准确度范围内!即满足分析性能目标的最

低的
Y<$

和
5D;

浓度#图
(

展示了检测结果的分布及报告

,
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形式#

准确定量低浓度
Y<$

在某些临床情况下非常重要!包括

决定是否化疗和判断骨髓移植恢复信息-准确定量低值
5D;

对预测出血和决定是否输注
5D;

非常重要#

DDM8

和
DDMe

的确定可根据
$D#%C5(1

文件#

DDM8

值是本底的均值加上

一个常数倍
/

!若本底值服从正态分布!则这个常数为
(+!3

-若

不服从正态分布则常数为
(+!*3

+(

(g(

+.

3

(

0gZ

)/!

0

为总的

重复检测次数!

Z

为标本个数#

$D#%C5(1

推荐使用不同浓度

的样本至少测定
!"

次#可以选用
!

个不同浓度的样本每个测

定
("

次!以发现样本与样本之间的变异#其他被测物如

6<$

"

FI

和
F$;

则不需要确定
DDM8

和
DDMe

!因为这些项

目接近
"

时人已经不能存活了#

图
(

!!

检测结果分布图及报告形式

%+%

!

携带污染率
!

携带污染率是指一个标本对接下来标本的

影响百分率#对于血液学仪器!如果前一标本的浓度很高!则

携带污染通常对后续标本产生正向偏倚!表现后续结果的假性

升高-反之则使后续标本的值假性降低#临床上在检测患者标

本和质控标本前分别预吸入全血标本或质控标本来解决携带

污染的问题#携带污染研究必须至少在
&

台试验的自动分析

仪上进行至少
&

次分析#先检测
(

份高浓度(

F;G

)新鲜全血

标本!然后检测低浓度(

D;G

)的全血标本!重复
&

次(如表
)

)#

不能用质控物或吸入空气代替!用于携带污染研究的被测物及

浓度可参照表
)

#

表
)

!!

用于携带污染研究的被测物及浓度"

检测项目 高浓度 低浓度(不包括边界值)

Y<$

(

("

,

+

D

)

%

," "

!

&

6<$

(

("

()

+

D

)

%

!+)" "

!

(+*

FI

(

L

+

D

)

!

))" "

!

*"

5D;

(

("

,

+

D

)

%

,"" "

!

&"

!!

"

*假定这些浓度在分析测量范围内!若厂家声明的分析测量范围

更窄则需要适当调整#

这样做的目的是要较大地拉开高浓度和低浓度分析物的

浓度差距#从健康的献血者采血后需要人为地升高和降低血

标本中被测物的浓度!使之符合表中所列的浓度要求#但是高

浓度和低浓度标本都应该含有一定量的被测物!不能是没有血

细胞的血浆#低浓度标本不用简单的空气或稀释液组成!少量

的全血可以加入较大体积的没有血细胞的血浆中以提供适当

的基质!基质中的细胞浓度不能被检测出来#由于质控物中细

胞的组成与全血不同!存在基质效应!没有上表中要求的人体

内真正高浓度和低浓度的被测物!因此质控物质不能代替新鲜

的全血标本#每个被测物可计算
,*W

"

,1+*W

和
,,W

的置信

区间#

%+&

!

不精密度(重复性和重现性)

!

重复性是指一系列重复检

测结果的标准差
<

和变异系数
6M

-重现性包括了所有来源的

变异#在校准不变的情况下
6M

值的确定可以得出单个检测

的预期变异!例如
Y<$

"

6<$

和
5D;

在低浓度水平的不精密

度明显升高!因为在固定的稀释和计数模式下血液分析仪检测

到的细胞要少#短期不精密度和长期不精密度对证明系统稳

定性和设置校准点都是有用的#

正常标本不精密度研究用的是其值在实验室参考区间内

的新鲜全血#将同一份血液标本连续吸取
&"

份-样本量太少

得出的置信区间太宽#至少要在
;44

上做
3

份不精密度研

究!共
()

个批次#

%$#F

建议不精密度的研究应该包括病理范围浓度的标

本#由于贫血和出血的人可能涉及到输血的问题!因此不精密

度研究还应该包括下面
)

种病理标本*

FI

为(

!"

!

(""

)

L

+

D

和

5D;

为(

"

!

*"

)

_("

,

+

D

#此外严重白血病的患者还涉及到治

疗!不精密度研究还应该包括
Y<$

为(

"

!

)

)

_("

,

+

D

浓度的

标本#至少应该在
&

台
;44

上做
&

个不精密度研究(

&(

次重

复测定)!总共至少检测
,

个批次#贫血标本只要分析
6<$

"

FI

和
F$;

!其他不属于这些被测物的可疑或无效数据可以忽

略-

5D;

减少的标本只检测
5D;

!无关的无效或可疑数据可以

忽略#同样!白血病标本只需检测
Y<$

浓度和分化#

表
&

!!

方法比较的目标范围

项目 范围 分布(

W

)

Y<$

(

_("

,

+

D

)

(

)+" ("

)+"

!

*+" ("

*+(

!

((+" 3*

((+(

!

*"+" )*

%

*"+( ("

6<$

(

_("

()

+

D

)

(

&+"" *

&+""

!

3+"" (*

3+"(

!

*+"" **

*+"(

!

!+"" )"

%

!+"( *

FI

(

_

L

+

D

)

(

("" ("

(""

!

()" (*

()(

!

(!" !"

(!(

!

('" ("

%

('( *

5D;

(

("

,

+

D

)

(

3" ("

3"

!

()* )"

()!

!

&"" 3"

&"(

!

*"" )"

*""

!

!"" *

%

!"( *

%+'

!

可比性(相关)

!

可比性研究需要将系统线性范围内的结

果与适当的参考方法或对比方法进行比较!研究人群应包括仪

器的目标人群#已上市仪器可以作为新血液分析仪的比较方

,

',3(

,
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法#方法比较的目标范围如表
&

!表中的数据基本上与
%$#F

和
$D#%C5",

推荐的目标范围一致!覆盖了正常参考区间"低

于和高于正常参考区间的范围#对于确定分析结果范围!参考

方法可以帮助确保仪器的准确性#超过临床重要范围的准确

度评价都要选用替代的参考方法!表
3

列出了推荐的参考

区间#

表
3

!!

推荐的参考方法及使用的标准

项目 小于 大于 参考方法

FI

(

L

+

D

)

g g

根据相关算法计算"氰化高铁血红蛋白法

F$;

(

W

)

&" !"

微量离心法"

9$G

(

UD

)

1* ((*

红细胞比容+红细胞计数"显微镜法&

5D;

(

("

,

+

D

)

)* 0

+

=

单克隆抗体"相差显微镜

6A?

(

W

)

"+""( *+"

流式细胞术

!!

"

*对于贫血或正常的
F$;

离心时间是
*P.0

!对于较高的
F$;

需要离心更长的时间-

&

*当
9$G

%

((*U@

时要用瑞氏染色涂片显微镜

检判断是否是由于
6<$

聚集或叠连造成的假性升高-

g

*无数据#

%+G

!

分析测量区间(线性)

!

线性的概念不适合用于血液学细

胞计数(如
6<$

"

Y<$

和
5D;

)!只有血红蛋白浓度与比色仪

的吸光度呈一定关系#对于粒子计数测量(

Y<$

"

6<$

和

5D;

)和相关测量(

FI

"

F$;

)回收是一个更恰当的分析术语!

通过对已知高浓度的标本进行一系列稀释建立分析测量范围!

可作为临床可报告范围(

$6%

)的子集#

建立分析测量范围用于说明书中的声明的方法有
)

种*一

种是对试验的自动分析仪和可比较的自动分析仪进行新鲜血

液的相关分析!这种方法最具有临床相关性-另一种方法是至

少从
)

个不同的厂家购买商品的线性试剂盒并按照厂家的说

明进行评估#这些数据得出的可分析测量范围是基于商品试

剂盒材料!并不代表使用临床新鲜血液标本检测的性能#本实

验至少要用不小于
&

台的试验的自动分析仪#

&

!

性能验证$实验室的工作&

%#d

提出*仪器应该满足所需的性能要求并与检测相关的

规定一致#一般用户实验室应该按照厂家确认的原则和程序

进行验证#目的是要验证厂家所述的性能对于实验室具体的

仪器是正确的#验证与确认有区别也有联系!具体内容包括*

准确度"精密度"检测结果的可报告范围和正常参考区间#

&+$

!

DM<

"

DDM8

和
DDMe

!

DM<

的验证起始程序与确认部分

程序相同#一旦通过验证!每天都要进行本底核查以保证反应

试剂微粒和电极噪音没有变化!如果出现问题需要重新研究

DM<

#

DDM8

和
DDMe

的验证同确认部分#

&+%

!

携带污染
!

携带污染的验证起始程序与确认部分程序相

同#当检测血细胞减少的患者标本!应保证其前面检测的

Y<$

"

6<$

和
5D;

的浓度不超过患者标本的浓度值!因为即

使是很小的携带污染都可能假性提高血细胞减少患者标本的

血细胞浓度#反之!在患者标本或质控血标本之前吸入了不含

血细胞的液体!由于其预稀释作用使得血细胞的浓度值假性

下降#

&+&

!

不精密度(重现性)

!

用户实验室验证应该强调在医学决

定水平的短期和长期的重现性#适宜使用实用的方法和所有

实验室都可获得的标本#短期不精密度*正常标本"医学决定

水平-长期不精密度*重复性和仪器#

&+'

!

分析测量区间
!

见确认部分#

&+G

!

可比性(相关)

!

根据具体实验室的患者人群对厂家的数

据进行修正是很重要的#比如!如果实验室很多标本都是来自

早产儿!则有比必要对有核红细胞正确定量以及对
Y<$

浓度

进行修正#如果实验室要换一台新的仪器!将其与实验室现有

的仪器做比对是很重要的!以保证患者结果不受仪器更换的影

响#厂家的确认研究可能不包括实验室现有仪器的模式#

&+H

!

参考区间
!

具体检测方法的参考区间根据目标人群个体

内和个体间的生物学变异!样本的数量和将分成亚组非常重

要#分析前的各方面应该严格控制!以保证从一般人群中获得

标本的重现性#分析过程的标准化可使不同人群的数据具有

可比性!并且最终的结果都能用于不同地方"不同时间的人群#

参考限的计算方法可以影响获得的结果!如使用不适当的统计

方法或不正确地排除了离群值#欧洲关于医疗体外诊断装置

的指导说明
,'

+

1,

(

*+*+*

条款)提出*参考区间应该周期性修

订!特别是每一次改变了分析或分析前程序#认可管理组织也

要求实验室评价其参考区间的适合性#

&+I

!

$6%

!

为满足临床需要!建立临床可报告范围是实验室

根据检测技术做出的一个临床判断#如果实验室验证的
49%

和
$6%

都窄!则没有必要采取进一步行动#如果患者的结果

超出了
49%

则需要根据具体实验室进行确认#

$6%

一般在方

法验证开始建立!只有在方法学改变时才需要重新评价#例如

报告的结果超出了
49%

的上限!则需要对标本进行稀释后重

新检测!用稀释倍数来计算最后的检测结果#厂家一般规定了

超出
49%

的标本的稀释和浓缩程序#方法确认期间验证了

$6%

的低限一般是
49%

的低限#低于
$6%

下限的值一般报告

为小于低限#

参考文献

.

(

/

$@.0.>=@=0JD=IMB=?MB

O

#?=0J=BJ/%0/?.?K?A+F)!24)+G=@.J=?.M0

!

SAB.U.>=?.M0=0J

b

K=@.?

Ob

//KB=0>AMU=K?MP=?AJNAP=?M@M

LO

=0=2

@

O

XAB/

-

=

QQ

BMSAJ/?=0J=BJ2/A>M0JAJ.?.M0

.

#

/

+Y=

O

0A

!

54

*

$D#%

!

)"("+

.

)

/ 王治国
+

临床检验方法确认与性能验证.

9

/

+

北京*人民卫生出版

社!

)"",+

(收稿日期*

)"("2()2(1

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

&
&
&
&
&
&

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&
&
&
&
&
&

'

''

'

)

参数与统计量

描述总体特征的数值为参数!通常是未知的!一般用希腊字母表示!如
!

"

"

"

#

等#描述样本特征的数值为统计量!是已

知的或可计算获得的!用英文字母表述!如
A

"

>

等#从总体中随机抽样可获得样本!以样本为基础"通过统计推断(参数估

计"假设检验)可获得对总体的认识#
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