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!检验技术与方法!

应用动力学分析提高透射比浊法检测脂蛋白#
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$的精密度

陈
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摘
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要"目的
!

提高脂蛋白"

$

%*

;
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"

$

%+在
+:.-.CB1:-.CB:8C*F;)$F

全自动生化分析仪上的检测精密度&方法
!

通过反

应动力学分析!选择
;

3

"

$

%的最适检测参数!评价参数修改前后
;

3

"

$

%的检测精密度&结果
!

改变参数后!在
%(E

'

#%W

'

#@@-

O

(

;

浓度!不精密度从修改前的
WW&%b

'

6(&'b

'

#?&#b

分别降低到
#&D#b

'

#&W(b

'

%&W@b

&结论
!

所选择的分析参数!可大幅提高

;

3

"

$

%的检测精密度!满足临床检测要求&

关键词"动力学$

!

脂蛋白类$

!

精密度
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脂蛋白$

$
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$

$

&(是人体血液中脂蛋白的

成分之一#是一种富含胆固醇的脂蛋白)大量研究表明#

;

3

$

$

&是动脉粥样硬化性心脑血管病的一种独立的危险因子#血

清中
;

3

$

$

&含量的升高与冠心病*动脉粥样硬化*糖尿病肾病*

肾功能衰竭等疾病密切相关'

%<6

(

)在临床实验室中早期多常采

用免疫散射比浊法进行测定#需要专用的特定蛋白分析仪#检

测成本高#限制了其在临床上的广泛应用)近年来#不少试剂

公司开发出能在全自动生化分析仪上使用透射比浊法进行检

测的试剂盒#大大降低了开展该项目的门槛)本实验室分别在
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K

-

3

LB,U#D''

和
+:.-.CB1:-.CB:8C*F;)$F

全自动生化

分析仪应用第三方试剂公司生产的免疫透射比浊试剂盒时发

现#若使用推荐参数进行检测#

,U#D''

的不精密度小于
Wb

#

而
1:-.CB:8C*F; )$F

的不精密度很高#无法满足临床检测

要求)为此#通过动力学分析#修改了
1:-.CB:8C*F; )$F

的

检测参数#使该试剂盒应用于
1:-.CB:8C*F; )$F

生化仪的

检测精密度得到极大提高#现报道如下)

C

!

材料与方法

C&C

!

仪器与试剂
!

+:.-.CB1:-.CB:8C*F;)$F

全自动生化

分析仪%

;

3

$

$

&试剂$批号为
)+%#%%

&及其配套定标品$批号为

#'%''D##

&均 购 自 宁 波 美 康 公 司%脂 类 质 控 品 $批 号 为

%?WE0Z

*

%?WW0Z

和
%?W(0Z

&购自英国
*$CM8F

公司)

C&D

!

动力学分析
!

在仪器主界面选择
gD

!

1:$

O

C8BH:/B

#再选

择
gD

!

\:C.H:/B

进入动力学分析界面#选择实验项目)在一号

样品架的一号位装载标本#选择
g%

!

+H$GH$BB$

K

#根据提示放入

试剂#选择
4CH.G

)仪器即自动开始进行动力学分析#结束后可

查看反应曲线)

C&E

!

精密度评价
!

按操作说明书对仪器进行维护保养*校准)

选择
*$CM8F

公司提供的批号为
%?WE0Z

*

%?WW0Z

*

%?W(0Z

的

6

个水平脂类质控品)按标本检验程序#连续检测每个水平质

控物
E'

次#计算均值*标准差及变异系数)

C&F

!

分析测量范围评价
!

根据
4!(<,

文件选择低浓度$

;

&和

高浓度$

Z

&患者标本各一份'

E

(

#浓度范围覆盖线性范围)

Z

和

;

按照
#';

*

%@;7%Z

*

%?;7#Z

*

%(;7EZ

*

%E;7(Z

*

%#;7

?Z

*

%';7%'Z

*

?;7%#Z

*

(;7%EZ

*

E;7%(Z

*

#;7%?Z

*

#'Z

配成系列浓度血清)每份血清在检测系统上重复测定
E

次#记

录结果)实测值采用多项式回归方法#确定分析测量范围)

C&G

!

相关性分析
!

参照
4!@<,#

文件'

W

(

#以室间质评成绩优

秀的
,U#D''

作为比较方法$

L

&#

1:-.CB:8C*F;)$F

作为实

验方法$

)

&)每日收集新鲜血清
?

份#连续
WM

#浓度在分析测

量范围内均匀分布#分别于两台生化分析仪上进行测定)测定

顺序为
%

*

#

*

6

*

E

*

W

*

(

*

D

*

?

*

?

*

D

*

(

*

W

*

E

*

6

*

#

*

%

)所有样本均在

6'-:C

内完成两种方法的测定)

C&H

!

数据分析

C&H&C

!

精密度分析
!

采用
4c04;#''D

软件进行配对数据
6

检验)

C&H&D

!

相关性分析
!

剔除离群值并补足数据#根据相关系数

5

#

'

'&@W

判断浓度范围对于斜率和截距合适)通过回归方程

计算医学决定水平$

L;

&下相应的
)

值$

);

&#得到医学决定水

平的系统误差$

$Q

&)

$Q

应小于关于临床血脂测定的建议中

JQ(

的
%

"

E

#即
#&Wb

'

(

(

)

D

!

结
!!

果

D&C

!

推荐参数的检测结果

D&C&C

!

推荐参数
!

因采用试剂说明书推荐参数时无法成功定

标)根据美康公司的建议#选择了美康公司针对
1:-.CB:8C

*F;)$F

生化仪的特定参数#该参数与试剂说明书参数略有

不同)在标本加入前
('B

$

X('B

&加入
*%#(W

&

;

*

*#(W

&

;

及水
#'

&

;

#

'B

时加入标本
E

&

;

及水
%'

&

;

#

6'B

读取第一点

的浊度值
,%

#

66'B

读取第二点的浊度值
,#

)

,#X,%

为浊

度变化值)

D&C&D

!

推荐参数的反应曲线
!

见图
%

)

图
%

!!

试剂推荐参数的反应曲线

D&C&E

!

试剂推荐参数的精密度
!

使用推荐参数进行精密度评

价#

6

个浓度水平
9V

最大值为
WW&%b

#最小值为
#?&#b

#无法

满足临床检测要求)结果见表
%

)

D&D

!

改良参数的检测结果

D&D&C

!

起始与终止时间
!

参照反应曲线可知#加入
*#

试剂

后#需要一定时间才能达到反应平衡#因此起始时间
!%

的选

择尤为关键)通过检测不同浓度标本#根据反应曲线可得到反

+
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应平衡所需时间#见表
#

)试剂说明书建议在读取
,%

后
6''B

再读取
,#

#结合分析反应曲线#选择起始时间为
%W'B

#终止时

间为
EW'B

)

表
%

!!

试剂推荐参数的精密度实验

批号 靶值$

-

O

"

;

&

实验值

Dk@

$

-

O

"

;

&

9V

$

b

&

%?WE0Z %(E %((k@%&E WW&%

%?WW0Z #%W #W#k@'&@ 6(&'

%?W(0Z #@@ 6?Dk%'@&' #?&#

D&D&D

!

标本量及精密度
!

修改起始与终止时间后#精密度有

较大提高#

6

个水平质控的不精密度分别为
%?WE0Z

!

#'&#b

*

%?WW0Z

!

%D&Wb

*

%?W(0Z

!

%#&Eb

#仍无法达到关于临床血脂

测定的建议中不精密度小于
Eb

的要求'

(

(

)根据仪器操作手

册建议#最小反应体积为
6W'

&

;

#而推荐参数的总反应体积为

6(E

&

;

#仅稍高于最小反应体积)在增加试剂使用量以使读数

更稳定的同时选择了不同的标本量#对线性检测范围和精密度

同时进行了评价)各标本量所测得的精密度与表
%

数据均差

异有统计学意义$

*

$

'&'W

&)当标本量取
%#

&

;

时#

6

个水平

质控的不精密度皆小于
6&'b

#同时线性检测范围也能满足日

常工作需要)结果见表
6

)

表
#

!!

各浓度达到反应平衡所需时间

浓度$

-

O

"

;

& 平衡时间$

B

&

' %E'

6'' %#'

('' %''

@'' @'

表
6

!!

不同标本量的线性检测范围与精密度

标本量$

&

;

&

线性检测范围

$

-

O

"

;

&

%?WE0Z

Dk@

$

-

O

"

;

&

9V

$

b

&

%?WW0Z

Dk@

$

-

O

"

;

&

9V

$

b

&

%?W(0Z

Dk@

$

-

O

"

;

&

9V

$

b

&

? %6W&%

"

??E&6 %(?k%E&' ?&6( #%@k%E&% (&EW 6'(k%6&6 E&6D

%' @(&D

"

?'?&( %(Dk@&? W&?D #%?k@&# E&#% 6'EkD&? #&W(

%# W#&E

"

('#&W %(6kE&E #&D# #%(kW&W #&W( 6'EkE&? %&W@

%W 6@&@

"

6@@&W %((k6&D #&#6 #%DkE&% %&?@ #@DkE&E %&ED

%? #E&(

"

#(#&? %(Wk6&# %&@E #%Wk6&% %&E( 6'#k6&W %&%W

D&D&E

!

改良参数
!

参照前文#确定改良参数为!在标本加入前

('B

$

X('B

&加入
*%6''

&

;

及水
#'

&

;

#

'B

加入标本
%#

&

;

及水
%'

&

;

#

('B

加入
*#D'

&

;

及水
#'

&

;

)

%W'B

读取第一点

的浊度值
,%

#

EW'B

读取第二点的浊度值
,#

)

,#X,%

为反

应的浊度变化值)

D&D&F

!

改良参数的反应曲线
!

见图
#

)

图
#

!!

改良参数的反应曲线

D&E

!

相关性分析

D&E&C

!

两个检测系统相关性回归分析
!

对两个检测系统测定

结果进行相关性回归分析#

)f'&@@@(LX'&@WEW

$

5

#

f

'&@@(6

&#见图
6

)

图
6

!!

相关性分析

D&E&D

!

医学决定水平的系统误差
!

目前
;

3

$

$

&尚无明确的医

学决定水平#大部分文献和试剂盒将
;

3

$

$

&值在
6''-

O

"

;

以

上定为病理性增高'

(

(

)该水平处的系统误差$

$Q

&为
'&6(b

#

两种方法具有可比性)

E

!

讨
!!

论

血清
;

3

$

$

&浓度主要由基因调控#不受性别*年龄*体质

量*适度体育锻炼和降胆固醇药物的影响'

D

(

)现实验室中多用

免疫透射比浊法测定
;

3

$

$

&#这类方法可以全自动分析大批量

标本#缺点是此类方法大都没有考虑到
;

3

$

$

&颗粒大小的多态

性及结构的复杂性#以致测定结果受抗体特性及定标血清中

;

3

$

$

&颗粒大小的影响很大'

?

(

#颗粒大小不同的
;

3

$

$

&会产生

不一致的光散射与光吸收#而且受标本中基质影响明显'

@

(

)卫

生部临检中心
#'%'

年第
%

*

#

次及
#'%%

年第
%

次脂类室间质

评回报小结提示!

;

3

$

$

&所采用方法重复性较差#随机误差影

响了结果的准确性)本实验室使用的
+:.-.CB1:-.CB:8C*F;

)$F

的比色杯系统*混匀系统*光路系统等采用与其他生化仪

不同的独特设计#使用推荐参数时#

6

个浓度水平不精密度最

大为
WW&%b

#远远超出关于临床血脂测定的建议中
;

3

$

$

&不精

密度小于
Eb

的建议'

(

(

#不能满足临床检测需求)本研究通过

动力学分析查看反应曲线#从四个方面对检测参数进行了修

改)$

%

&起始与终止时间!根据图
%

*

#

#当加入标本或者试剂

后#浊度在短时间内大幅度升高再逐渐回落)这是由于
1:<

-.CB:8C*F;)$F

生化仪的混匀系统是通过加样针传导超声

发射器产生的超声波对反应液进行混匀#所以无论是样本针还

是试剂针都必须深入反应杯底部进行加样后混匀)这样会使

试剂和标本在比色杯底部的光路通路中被加入#瞬间在光路中

形成高浊度#之后逐渐分散)根据图
%

#当仪器在
6'B

读点时#

反应曲线还处于试剂分散的浊度下降阶段#未达到反应平衡#

不宜作为初始浊度)根据表
E

#

;

3

$

$

&浓度越高#达到反应平衡

+

E?

+
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阶段所需要的时间越短)使用生理盐水测试时#大约在
%E'B

达到反应平衡#将起始与终止时间确定为
%W'

*

EW'B

)$

#

&增加

标本量!只修改起始与终止时间#不精密度依然较高#仍无法满

足要求)增加检测标本量#会降低不精密度#缺点是会降低项

目的最大检测上限)标本量为
%#

&

;

时#有最佳的不精密度和

线性检测范围)$

6

&增加标本量与试剂量!根据仪器操作手册

建议#最小反应体积为
6W'

&

;

#推荐参数的总反应体积为
6(E

&

;

#仅稍高于最小反应体积)而在免疫比浊法测定中#要求在

抗体中等过量的前提下进行'

%'

(

)增加标本量与试剂量增大了

反应体积使读数更加稳定#也能保持反应中的抗体过量)$

E

&

单试剂改为双试剂!免疫比浊测定中#

3

Z

及离子种类也对反

应结果影响很大#由于该仪器的特殊混匀方式#将单试剂改为

双试剂使用)这样能保证每次加样完成后#有足够的时间使试

剂或者标本均匀分布于反应液中)

=+j%W%?@

要求当同一实验室用两套及以上检测系统检测

同一项目时#需有比对数据证明其检测结果的一致性'

%%

(

)本

实验室有两台生化分析仪用于
;

3

$

$

&检测#为保证不同检测系

统结果的一致性#需要进行对不同仪器的结果进行比对)本研

究参考
4!@<,#

文件#以
,U#D''

作为比较方法#比对结果表

明#两种方法内*间无离群点#在相应医学决定水平浓度处的预

期偏倚小于
#&Wb

#说明两检测系统的预期偏倚较小#结果具

有可比性)

全自动生化仪种类繁多#原理和检测方式也区别很大#而

试剂厂家在无法取得所有生化仪的情况下#对于市场占用量较

少的仪器#试剂厂家有时只能简单复制其他生化仪的参数#造

成同样的试剂在不同仪器上的检测性能差别巨大#甚至无法成

功定标)本研究通过对试剂参数的调整大幅改善了
;

3

$

$

&在

+:.-.CB1:-.CB:8C*F;)$F

生化仪的检测精密度#检测结果

也与
,U#D''

比对良好#满足了临床检测的要求#也为修改不

适宜的检测参数提供了参考)
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