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对自主研发的血清天门冬氨酸氨基转移酶"
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#生化诊断试剂进行自身的性能评价!并与进口血清
!"#

生

化诊断试剂对血清
!"#

试验检测的可比性及偏倚进行评估$方法
!

自主研发血清
!"#

生化诊断试剂自身性能评价%做空白吸

光度&重复性和线性检测$依据美国临床实验室标准化委员会"

)*"+

#

,-./!

文件标准!科学设计试验方案!与进口德国
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56

生化诊断试剂进行比对和偏倚评估研究$结果
!

自主研发
!"#

生化诊断试剂空白吸光度&重复性和线性检测均符合要求!两组

试剂对临床标本
!"#

的检测结果系统误差符合国际标准$结论
!

自主研发
!"#

生化诊断试剂与进口生化诊断试剂两者间具有

良好的相关性!并且自身性能良好!安全性和有效性符合临床应用要求$

关键词"天冬氨酸氨基转移酶类'
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近年来随着检验医学的快速发展#中国临床生化试剂的潜

在市场相当巨大#如果能够实现国产试剂研发并替代进口试

剂#不仅能节约成本减少支出#减轻老百姓看病就医的负担#而

且将大大振兴民族产业#在体外诊断试剂方面缩小与国外的差

距'为此#本研究用进口和自主研发的天门冬氨酸氨基转移酶

$

!"#

%生化诊断试剂(

7/'

)

#对临床血清
!"#

的检测结果进行分

析和实验比对研究(

=/>

)

#现将结果报道如下'

B

!

资料与方法

B8B

!

一般资料
!

收集成都军区昆明总医院日常进行
!"#

检

测的无溶血*无黄疸患者新鲜血清标本#根据样本入选标准和

剔除标准!

$

=&O

"

*

#

=&

!

7&&O

"

*

和
%

7&&O

"

*

范围内选定

7&&

份标本#剔除测定值小于线性低限
7&O

"

*

和测定值大于

线性高限
>&&O

"

*

的标本#其中男
$<

份#女
''

份&年龄最大

.7

岁#最小
%

岁'
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份#占
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份#占
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试剂与仪器
!

对照方法$

Q

%!
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56!"#

诊断试剂#批

号为
*0#<%=$

&速率法&配套校准品批号为
*0#&77'

&配套质

控品水平
7

#批号为
*0#%&&(%(&7&/&$/&7

&水平
(

#批号为

*0#&&($(&7&/&$/&7

'实验方法$

R

%!中生
!"#

诊断试剂#批

号为
*0#&.&&.7

&速率法&配套校准品批号为
*0#&>&77

&配

套质控品水平
7

与水平
(

批号均为
*0#&.&&>7(&7&&>

'采

用日本
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自动生化分析仪'

B8D

!

方法
!

由专业技术人员严格按照本实验室的标准操作规

程进行实验'$

7

%定标!分别用
Q

和
R

各自配套定标液进行试

剂定标'$

(

%质量控制!分别用
Q

和
R

的配套
(

个浓度质控液

进行质控操作#各重复
'

次#结果都在控'$

'

%检测!每天选取

高*中*低值临床血清标本各
7&

份#分别用两种诊断试剂以
7

!

7&

号顺序进行
!"#

测定#再按相反顺序
7&

!

7

号重复测

定'检测在
(D

内完成#以上步骤重复
7&H

#将所得结果整理

打印#进行后续分析'

B8E

!

统计学处理
!

研发试剂自身的性能研究采用统计软件

"-""7'8&

对测定数据进行分析#两种诊断试剂对血清
!"#

测定结果在
,SG@1(&&'

上编制程序进行分析'

C

!

结
!!

果

C8B

!

自主研发试剂盒临床性能评价结果
!

$

7

%空白吸光度!在

波长
'=&;3

$光径
7G3

%处#以蒸馏水为检测样本#重复测定两

次'实测结果!试剂空白吸光度
7

*

(

分别为
78%>$.

*

78%>%.

#

均大于或等于
78&&&

&试剂空白吸光度变化率$

#

!

"

3:;

%

7

*

(

分

别为
&8&&7(

*

&8&&7&

#均小于或等于
&8&&>

#符合试剂盒的设

计要求'$

(

%重复性!用
!"#

试剂盒重复测定两个浓度水平的

血清样品各
(&

次#计算不同样品测定值的均值$

,

%和标准差

$

A

%'重复测定结果的变异系数$

/D

%均小于或等于
>P

#表明
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符合试剂盒的设计要求'$

'

%线性!在
7&

!

>&&O

"

*

范围内#

用接近线性范围上限的高浓度和低浓度人血清样品#按比例混

合成
.

个稀释浓度'将此为样品#分别用
!"#

测定试剂盒测

定每个浓度样品#重复测定
'

次#对测定数据进行多项式拟合#

结果此试剂的线性呈二阶线性'

C8C
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两种试剂临床比对和偏倚评估

C8C8B

!

两种试剂的均值结果
!

Q

试剂对
!"#

测定结果的均

值为!

7%%8>$O

"

*

&

R

试剂对
!"#

测定结果的均值为!

7%$8(&

O

"

*

#两均值无显著差异'

C8C8C

!

方法内重复性检查
!

计算得到
Q

方法两次测定值的

标准化值的均值$

75E

%

X&8&'&&

&

R

方法两次测定值的标准

化值的均值$

7.E

%

X&8&'=&

'结果显示!

75E

'

$

=75E

#

7.E

'

$

=7.E

#两方法均重复性好#符合相关性实验要求'

C8C8D

!

离群点检查
!

进行两种方法间的绝对偏差*相对偏差

及绝对和相对偏差平均值的计算#结果显示!

FX'8>.

#

FEX

&8&=

'

F'

&

$

=,

&

F'

&
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$

=FE

#无离群点存在'
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!

进行线性回归及散点图*偏倚图分析
!

9

(

X&8..<=

#

满足
,-./!

文件
9

%

&8.<%&

或$

9

(

%

&8.%&&

%的要求'继而对

数据进行散点图及偏倚图分析#结果见图
7

!

=

'

R

平均值与

Q

均值线性关系良好&

R

单个观测值与
Q

平均值线性关系良

好&两种方法对同一份血清
!"#

的测定均值偏差较小#分布较

合理&$

R

%单个观察值与$

Q

%均值相比偏差较小#分布较合理'

图
7

!!

R

平均值与
Q

平均值线性关系图

图
(

!!

R

单个观测值与
Q

平均值线性关系图

C8C8F

!

系统误差的估计值及其置信区间计算
!

根据美国

)!**Y>>

允许变异#

R

与
Q

的偏倚要求应该小于
7

"

()*+!Y>>

允许误差#因此将
!"#

的医学决定水平浓度定为
'&O

"

*

$

5<

X'&

%'将
5<

代入回归方程#计算两检测法之间的系统误差

的估计值$

Z

[

G

%和置信区间$

&

G

H

/;1I

#

G

H

/"'

)

":

&

%#根据G

H

<

X(\

$

>]

7

%

5

/

得到
5

/

水平下的系统误差的
.%P

的可信区间
&

G

H

/;1I

#

G

H

/"'

)

":

&

X

(

]'8$<

#

78..

)#根据允许误差
X^[+!"P_5<X^

(&P_7'<8.X

(

]$

#

$

)#可见
&

G

H

/;1I

#

G

H

/"'

)

":

&

小于允许误差#因

此系统误差符合临床要求'

图
'

!!

两方法均值相对偏差的偏置曲线图

图
=

!!

R

单个值与
Q

均值相对偏差的偏置曲线图

D

!

讨
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论

临床生化检验是医院最常用*最基本且相对便宜的检测项

目'其中
!"#

作为最基础的检测项目广泛存在于人体#在心*

肝*骨骼肌*肾和红细胞内有较高浓度#这些组织的损伤或疾

病#如心肌梗死*病毒性肝炎*肝坏死*肝硬化*营养不良等均会

引起血清或血浆中
!"#

水平的升高(

.

)

'

!"#

的测定方法通

常有连续监测法和赖氏终点比色法'赖氏终点比色法虽然价

格低廉#但准确性和重复性较差#线性范围窄'连续监测法具

有操作简便*快速*准确和重复性好的优点#成为目前应用最广

泛的方法'

本研究为了加大体外诊断试剂的自主研发和创新#强化

,产学研-相结合的技术创新体系建设#大幅度提升中国体外诊

断试剂的生产力和国际竞争力(

7&

)

'本研究为了对自主研发的

!"#

生化诊断试剂盒的安全性*有效性进一步确认#使用对照

试剂盒和受试试剂盒对同一批血清样本进行检测#比较检测结

果#验证该试剂盒与对照试剂盒是否实质性等效#以及是否对

临床检测具有同样的安全性和有效性'

本研究本着支持民族产业发展#依据美国临床实验室标准

化委员会$

)*"+

%

,-./!

文件标准#进行了自主研发试剂的临

床试验评价(

=

)

'结合临床工作实际情况选择不同
!"#

浓度的

患者新鲜血清标本
7&&

份#在
01

2

3

4

56!O%=(7

生化分析仪

上#评价国产与进口生化诊断试剂临床测定值的相符性#以方

法学比对评估的系统误差小于
7

"

()*+!Y>>

的允许误差范围

属临床可接受水平#结果显示国产与进口生化诊断试剂测定值

相符#说明国产生化试剂在临床应用方面具有相同的应用价

值(

%

)

'
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达(

>

)

#而
[)b/![*

通过
T!f

"

"#!#

信号传导途径#主要是

"#!#'

激活白血病细胞中
WM!*

基因的表达(

.

)

'进一步研

究证明
WM!*

与肿瘤的侵袭*转移及凋亡密切相关'研究发

现#在乳腺癌肿瘤组织中
WM!*

无论从
3bW!

水平还是蛋白

水平都是过高表达#而在其癌旁组织中导管上皮几乎消失&

[B5@E

等(

=

)研究也表明
WM!*

的表达与乳腺癌细胞的淋巴结

转移*不良组织学分级*

e,b/(

"

;@5

表达及类固醇激素受体阴

性等高度相关&研究也表明
WM!*

是一个促肿瘤生长因子#能

够对抗氧化应激所诱导的肺腺癌细胞
!%=.

发生凋亡(

7&

)

'由

此可见#

WM!*

参与了许多肿瘤的发生和发展#但
WM!*

在肿

瘤中的许多功能尚需进一步研究'应用
WM!*

多克隆抗体通

过免疫印迹*免疫组化等方法观察
WM!*

在病变组织中的表

达情况对相关疾病的诊断*预后及疗效观察具有重要意义'

选择合适的表达载体对重组蛋白的产生相当重要#本研究

用
4

,#(>B

表达载体#原核蛋白得到了高效表达'

4

,#(>B

表

达载体是一种高效的大肠埃希菌表达系统#当目的基因被克隆

至载体的多克隆位点$

#<*BG

强启动子的下游%后#宿主菌在

+-#M

诱导作用下能产生大量的
#<bW!

聚合酶#后者特异性

地识别表达载体的
#<

启动子序列#并且
b?6@CCB ,̀'

补充了

大肠杆菌缺乏的
$

种稀有密码子对应的
CbW!

#能够提高外源

基因*特别是真核基因在原核表达系统中的表达水平#从而高

效表达目的蛋白'

抗体是研究基因功能的重要工具#制备一种效价高*特异

性好的抗体#是研究疾病相关基因的表达*定位和生物学功能

非常重要的一步'本实验室构建的
4

,#(>B/WM!*

融合蛋白

在实验设计之初采用
e+"

标签亲和层析纯化#但是实验过程

中发现蛋白在大肠杆菌中高水平表达形成包涵体#自包涵体中

溶解出目的蛋白需经过洗涤*溶解*复性*透析脱盐等多个步

骤#在这个过程中易造成蛋白变性*浓度降低#使所纯化的融合

蛋白难以达到预期的纯度且纯化步骤繁琐*费时'包涵体的形

成虽然影响目的蛋白的正确折叠#却不会影响蛋白的免疫原

性#因此本实验组使用
f)1

对凝胶进行短暂染色#直接从聚丙

烯酰胺凝胶上切割下含有
WM!*

的凝胶条带无需去除
f)1

#

-["

溶解切碎后的凝胶作为抗原直接免疫家兔制备
WM!*

抗

血清#进一步简化了免疫原的制备过程'本研究组制备的兔抗

人
WM!*

多克隆抗血清不仅能与重组体表达的融合蛋白结

合#也能与纯化后的融合蛋白结合#说明融合的目的蛋白对

WM!*

抗原性没有影响#制备的
WM!*

抗血清能特异性地识

别
WM!*

蛋白#可用于进一步的功能检测'随后通过免疫组

化检测
WM!*

在乳腺癌组织中的表达#结果显示在乳腺癌组

织细胞中
WM!*

阳性染色主要以细胞质为主#说明自制的抗

体也可用于细胞内源性的检测'为进一步验证自制抗
WM!*

多克隆抗体#本研究下一步将构建
WM!*

真核表达载体#转染

宿主细胞#以此抗体检测真核细胞内
WM!*

的表达'
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