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　　摘　要：目的　通过丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）测量不确定度的评定，探讨血站实验室建立测量不确定度的评定方法和程序。方

法　依据《ＪＪＦ１０５９１９９９测量不确定度评定与表示》和《ＣＮＡＳＧＬ０５测量不确定度要求的实施指南》对 ＡＬＴ速率法的测量不确

定度进行评定，明确测量不确定度分量来源，采用不确定度Ａ类和Ｂ类评定方法评定各不确定度分量，计算合成不确定度与扩展

不确定度。结果　献血者血浆ＡＬＴ浓度为５２．５Ｕ／Ｌ时，其扩展不确定度为Ｕ＝３．３１Ｕ／Ｌ（包含因子犽＝２，置信区间犘＝９５％）。

结论　本实验室所建立的测量不确定度评定方法可分析不同因素对测量结果的影响程度，有助于实验室提高检测质量。
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　　测量不确定度是指表征合理地赋予被测量之值的分散性，

与测量结果相联系的参数。由于不确定度比经典的误差表示

方法更为科学和实用，使其在当今国际计量测试技术领域得到

广泛使用，我国已于 １９９９ 年颁布实施了计量技术规范

《ＪＪＦ１０５９１９９９测量不确定度评定与表示》对测量不确定度的

评定和表示方法作出了明确规定。测量不确定度作为实验室

认可质量管理的重要内容，在中国合格评定国家认可委员会

（ＣＮＡＳ）颁布的《ＣＮＡＳＣＬ０１检测和校准实验室能力认可准

则》、《ＣＮＡＳＣＬ０２医学实验室质量和能力认可准则》和相应实

施指南中均提出了测量不确度的要求［１２］，实验室必须建立测

量不确定度评定程序，并加以实施和应用。

１　材料与方法

１．１　标本来源　在无偿献血者献血的同时，使用含ＥＤＴＡＫ２

抗凝剂的真空采血管留取静脉血４～５ｍＬ，１５００×ｇ离心１０

ｍｉｎ，分离血浆。

１．２　仪器与试剂　仪器：日本 ＨＩＴＡＣＨＩ７０８０全自动生化分

析仪；丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）检测试剂：烟台澳斯邦生物工程有

限公司ＡＬＴ检测试剂，批号：１２０９１２；校准品：罗氏定标干粉试

剂，批号：１６６５２８，浓度：８６Ｕ／Ｌ。

１．３　方法　罗氏定标干粉试剂在使用前加蒸馏水３ｍＬ复

溶，用复溶后的定标液对 ＨＩＴＡＣＨＩ７０８０全自动生化分析仪

进行定标，定标后再进行无偿献血者血浆样本的检测。

１．４　数学模型　由于 ＡＬＴ检测使用全自动生化分析仪，标

本上样后仪器自动检测、分析和计算结果，因此根据其检测原

理建立简单的数学模型：犆＝犓犃狊，犓＝犆犮犪犾／犃犮犪犾；其中Ｃ为标

本ＡＬＴ浓度，犃狊为实验测得标本吸光度，犆犮犪犾为校准品浓度，

犃犮犪犾为实验测得校准品吸光度。犓 值在定标后由仪器自动保

存，待测标本ＡＬＴ浓度的计算由仪器自动完成。

１．５　测量不确定度来源　在分析前、分析和分析后的整个过

程的各个影响因素都可能带来不确定度，其主要来源包括采

样、样品制备、样品部分的选择、校准品、参考物质、输入量、所

用设备、所有试剂、环境条件、样本状态和操作人员的变更等，

理论上均应对其进行识别和评定。但在医学实验室实际检测

和评定过程中，要考虑到影响实验结果的分析前和分析后的所

有因素是不切实际的，因此必须在分析前将这些因素的影响降

至最低［３］。在ＡＬＴ标本预处理时，通过严格保证样本质量，拒

收不合格样本，避免操作不当引起标本溶血和控制标本保存温

度等，在评定不确定度时可以不考虑分析前的因素，而分析后

不确定度对于ＡＬＴ检测结果量值的影响可以忽略，医学实验

室不确定度评定的重点是分析中的不确定度，即测量过程的不

确定度［４］。ＡＬＴ测量过程中不确定度主要来源于影响准确度

和不精密度的因素［５］，其中影响准确度的不确定度主要来源是

校准品的不确定度，包括校准品本身的不确定度，校准品复融

过程引入的不确定度和校准赋值过程中因仪器差异，试剂差异

而产生的不确定度；而影响不精密度的不确定度来源则是检测

环境条件的变化、人员操作、仪器状态和试剂稳定性等影响批

内精密度（重复性）结果的因素。

２　结　　果

２．１　测量不确定度分量的评定和计算

２．１．１　不确定度Ａ类评定　（１）定标液吸光度测定引入的不

确定度。使用复溶后定标液进行定标２０次，其吸光度均值为

狓（犃犮犪犾）＝０．０４７３５，标准差ｓ（犃犮犪犾）＝０．０００２２８；则单次定标
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结果的标准不确定度：狌１＝ｓ（犃犮犪犾）＝０．０００２２８，单次定标结

果的相对不确定度：狌狉犲犾（１）＝ｓ（犃犮犪犾）／狓（犃犮犪犾）＝０．００５。（２）标

本吸光度测定引入的不确定度。定标后连续测定 ＡＬＴ浓度

在医学决定水平附近的献血者血浆标本吸光度２０次，其吸光

度均值狓（Ａｓ）＝０．０２９１６，标准差狊（犃狊）＝０．０００３１２；则单次

测量结果的标准不确定度：狌２＝狊（犃狊）＝０．０００３１２，单次测量

结果的相对不确定度：狌狉犲犾（２）＝狊（犃狊）／狓（犃狊）＝０．０１１。

２．１．２　不确定度Ｂ类评定　（１）校准品自身不确定度。制造

商提供ＡＬＴ定标液浓度为８６Ｕ／Ｌ，扩展不确定度为０．９２４

Ｕ／Ｌ，按正态分布，置信水平犘＝９５％，犽＝２；则标准品的标准

不确定度：狌３＝０．４６２Ｕ／Ｌ，标准品的相对标准不确定度：狌狉犲犾（３）

＝０．００５。（２）校准品ＡＬＴ活性浓度引入的不确定度。制造商

提供的校准品ＡＬＴ浓度的扩展不确定度为５％，按正态分布，

置信水平犘＝９５％，犽＝２，则校准品的标准不确定度：狌４＝２．１５

Ｕ／Ｌ，校准品的相对标准不确定度：狌狉犲犾（４）＝０．０２５。（３）校准品

复溶时引入的不确定度。①刻度吸管校准引入不确定度：制造

商提供的５ｍＬ刻度吸管在２０℃的体积为（５±０．０２５）ｍＬ，未

给出的不确定度的置信水平或分布情况信息，假设为三角形分

布，犽 槡＝ ６；则标准不确定度：狌５＝０．０１０ｍＬ，相对标准不确定

度：狌狉犲犾（５）＝０．００３。②刻度吸管重复性引入的不确定度：刻度

吸管吸取３ｍＬ去离子水的变化引起的不确定度可通过该刻

度吸管样品的重复性实验来评估［６］。用刻度吸管吸取去离子

水３ｍＬ并称量，重复１０次，计算出标准偏差为０．０１３ｍＬ，可

直接作为标准不确定度狌６＝０．０１３ｍＬ；相对标准不确定度：

狌狉犲犾（６）＝０．００４。③实验室环境温度变化引入的不确定度：假设

实验室温度变化范围在为（２０±５）℃之间，可通过估算该温度

范围和体积膨胀系数来计算不确定度。由于水的体积膨胀远

大于刻度吸管的体积膨胀，因此在计算时只需考虑前者即可。

水的体积膨胀系数为２．１×１０－４，实验室温度变化所致的体积

变化为０．００３ｍＬ，按矩形分布估计，犽 槡＝ ３，则标准不确定度：

狌７＝０．００２ｍＬ，相对标准不确定度：狌狉犲犾（７）＝０．００１。（４）设备校

准过程中引入的不确定度。根据生化分析仪校准报告所提供

的扩展不确定度为１．８Ｕ／Ｌ，按正态分布，置信水平犘＝９５％，

犽＝２；测量均值为６８Ｕ／Ｌ，由此可得生化分析仪的标准不确定

度：狌８＝０．９Ｕ／Ｌ，生化分析仪的相对标准不确定度：狌狉犲犾（８）＝

０．０１３。

２．２　合成相对标准不确定度及扩展不确定度

２．２．１　合成相对标准不确定度　８个分量的合成相对标准不

确定度狌狉犲犾（犮）为各分量相对不确定度的平方和，见表１，经计算

狌狉犲犾（犮）＝３．１５％。

表１　　ＡＬＴ测量不确定度分量汇总表

不确定度分量
标准

不确定度
概率分布

相对

标准不确定度

评定

方法

定标液吸光度测定 ３．２８×１０－４ 正态分布 ０．００５ Ａ类

标本吸光度测定 ３．１２×１０－４ 正态分布 ０．０１１ Ａ类

校准品自身 ０．４６２Ｕ／Ｌ 正态分布 ０．００５ Ｂ类

校准品ＡＬＴ活性浓度 ２．１５Ｕ／Ｌ 正态分布 ０．０２５ Ｂ类

刻度吸管校准 ０．０１０ｍＬ 三角形分布 ０．００３ Ｂ类

刻度吸管重复性 ０．０１３ｍＬ 正态分布 ０．００４ Ｂ类

实验室环境温度 ０．００２ｍＬ 矩形分布 ０．００１ Ｂ类

设备校准 ０．９Ｕ／Ｌ 正态分布 ０．０１３ Ｂ类

２．２．２　扩展不确定度　献血者血浆 ＡＬＴ检测结果为５２．５

Ｕ／Ｌ，取９５％置信区间，包含因子犽＝２，则扩展不确定度犝＝

５２．５Ｕ／Ｌ×３．１５％×２＝３．３１Ｕ／Ｌ。

２．３　结果报告　献血者血浆中 ＡＬＴ浓度为（５２．５±３．３１）

Ｕ／Ｌ，包含因子犽＝２。

３　讨　　论

不确定度是建立在误差理论基础上的一个新概念，是对经

典误差理论和评定方法的最新发展［７］，不确定度比测量误差更

为科学和实用，更能真实和客观地反映离散程度，用不确定度

取代误差已成为医学实验室发展的必然趋势［８］。ＣＮＡＳ规定

实验室应有能力对每一项有数值要求的测量结果进行测量不

确定度评估。当不确定度与检测结果的有效性或应用有关，或

在用户有要求时，或当不确定度影响到对规范限度的符合性

时，当测试方法中有规定时和ＣＮＡＳ有要求时，检测报告必须

提供测量结果的不确定度［９］。因此医学实验室需要及时了解

和熟悉测量不确定度的评定方法。

测量不确定度的评定方法原则上可分为自下而上和自上

而下两种方法。其中自下而上的方法是基于对测量的全面、系

统分析后，识
!

出每个可能的不确定度来源并加以评定；而自

上而下的方法，是在控制不确定度来源或程序的前提下，运用

统计学原理直接评定特定测量系统受控结果的测量不确定度。

应用自下而上的方法分析不确定度来源时，应充分考虑整个测

量过程的所有因素所引入的不确定度，特别是不得遗漏主要的

不确定度来源或分量，同时也需避免不确定度分量的重复评

定［１０］。但在实际评定过程中，通过查阅文献报道和经验性预

估，对那些比不确定度最大分量的三分之一还小的分量不必仔

细评估，除非这种分量数目较多，以大大简化不确定度的评定

程序［１１］。

测量不确定度是衡量测量准确度的指标，而准确度的大小

取决于正确度和精密度，代表了实验室检测质量和能力水平。

测量不确定度评定是改进医学实验室质量的有效途径，实验室

开展测量不确定度分析的主要目的之一，就是要识别出对不确

定度具有重要贡献的分量和影响因素，通过实施有效措施加以

控制和改善，消除或减少这些因素的影响，以确保检测结果的

可靠性和准确性。本文结果显示不确定度的各个分量对合成

不确定度有着不同贡献和影响，其中校准品浓度所引入的测量

不确定度、设备校准过程中引入的不确定度和标本吸光度测定

引入的不确定度是ＡＬＴ检测过程中不确定度的主要来源，其

相对标准不确定度分别为２．５０％、１．３０％和１．１０％，因此选购

和使用质量可靠的校准品、保证加样系统准确性和减少检测温

度波动性，以及加强仪器的维护保养对保证 ＡＬＴ检测结果的

准确性就显得尤为重要了。标准品复溶时所引入的不确定度

较小，只需在复溶时选用精度较高的刻度吸管进行规范操作即

可，而实验室环境温度变化引入的不确定度和刻度吸管校准引

入不确定度在实际评定工作中亦可忽略不计。需要指出的是

测量不确定度与检验结果数值相关，也就是说不同浓度水平的

标本检验结果，其测量不确定度数值也完全不同［１２］，在实际工

作中无法对所有浓度水平检验结果的不确定度进行评定，但至

少需对于临界值浓度范围的不确定度进行评定。特别是对血

站实验室而言，其 ＡＬＴ检验结果不直接报告数值，而是将检

测结果与生物参考区间进行比较，作出了符合性判定后，以“合

格／不合格”或“正常／不正常”方式发布报告，从而决定血液报

废还是用于临床，因此血站实验室在进行 ＡＬＴ检验的符合性

判定时更加需要充分考虑临界值浓度范围的不确定度，才能避

免血液浪费和保证输血安全。

熟悉和掌握测量不确定度的原理和评定有助于医学实验

室评价和选择检验程序。测量不确定度是厂家体外诊断仪器

和试剂技术性能指标的一个重要部分，反映出（下转第４７４页）
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ＭＵＮ的抗ＲＶ抗体ＩｇＧ检测试剂盒（酶联免疫吸附法）作为

对照试剂。１０２０例临床研究样本采用自研试剂与对照试剂进

行平行比对试验，以对照试剂结果为参考标准，待验证试剂盒

与对照试剂盒检测临床样本结果阳性符合率达１００％（５２９／

５２９）；阴性符合率达１００％（４９１／４９１）；犓犪狆狆犪指数为１，为高

度一致，认为两系统等效。定量结果在６．４ＩＵ／ｍＬ之间的样

本共１１６例。同时在待验证试剂和对照试剂线性范围内的定

量检测结果（０～１２４．４４ＩＵ／ｍＬ），进行线性回归分析，线性回

归方程为犢＝０．９７７８犡＋０．１０６３，狉＝０．９９７３。

３　讨　　论

我国每年出生的新生儿中２．５％有先天缺陷，除遗传因素

外，其中孕妇感染 ＲＶ 是引起先天缺陷的主要病因之一
［５］。

ＲＶ感染所导致的危害度与孕龄相关，孕妇在妊娠２个月之内

感染，婴儿先天性畸形的发生率为１１％～５８％，在妊娠２～３

个月感染发生率７％～１５％，在妊娠３～４个月内感染发生率

小于７％
［６］。血清 ＲＶＩｇＧ 抗体水平提示是否曾经感染过

ＲＶ，或者是否注射过ＲＶ疫苗。对婚前育龄妇女进行ＲＶＩｇＧ

抗体筛查，抗体阴性，属易感染者，应予以 ＲＶ活疫苗接种，３

个月或半年后抗体转为阳性后怀孕，这是预防ＲＶ感染孕妇，

进而避免婴儿因母亲感染 ＲＶ 而发生 ＣＲＳ的一个重要手

段［７］。在一些发达国家已将 ＴＯＲＣＨ 感染的检测作为婚前、

孕前和孕期的常规检测项目，而ＣＲＳ在许多发展中国家是一

个未被重视的公共卫生问题。风疹在我国存在暴发流行，对孕

早期妇女的威胁普遍存在，同时也关系到ＣＲＳ的发病率。制

定出有针对性、成功的免疫策略必须以监测数据为依据［８］。我

国已将ＣＲＳ列入国家出生缺陷干预工程
［９］。本研究采用了

ＴｒＦＩＡ技术研制了 ＲＶＩｇＧ定量测定试剂盒，其具有灵敏度

高、特异性强、线性范围宽、本底噪音低等优点，试剂盒溯源至

ＷＨＯ标准品（ＮＩＢＳＣｃｏｄｅ：６７／１８２，８０ＩＵ／瓶）。近年黄杰

等［７］研制了ＲＶＩｇＧ抗体国家参考品，为ＲＶＩｇＧ检测试剂盒

评价和临床实验室质量评价提供了质量控制品。连续三批自

研试剂盒检测此国家参考品，能达到国家检定标准的要求。通

过临床研究比对试验，自研试剂盒与对照试剂盒的检测结果具

有等效性。ＴｒＦＩＡ法ＲＶＩｇＧ定量测定试剂盒的研制，将为临

床ＲＶ的检测提供一个科学的、可靠的诊断依据。
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生产厂家对产品的质量控制水平，因此在选择检验程序和进行

使用前性能评价时，应选择测量不确定度较小的检测程序，且

其性能应满足实验室预先设定的不确定度要求，确保检验程序

准确性。医学实验室开展测量不确定度评估有助于临床正确

解释和应用实验室检验结果。在分析检验结果时，引入不确定

度的概念，可判定当次检验结果与规定量值或生物参考区间差

异的合理分布范围，并分析两者差异是否有统计学意义，帮助

临床做出准确的实验室诊断［１３］。另外，利用不确定度有助于

血站检验结果告知人员更好地解释两次献血 ＡＬＴ检验结果

之间的差异和血站实验室与临床实验室 ＡＬＴ检验结果之间

差异，帮助献血者消除疑虑，使其继续献血。

测量不确定度作为医学实验室新生事物，目前尚未得到普

通和足够的重视，但随着我国医学实验室ＩＳＯ１５１８９认可工作

的推广和临床对检验结果解释和应用更深层次的需求，以及医

学实验室之间检验结果互认的需求，测量不确定度必将越来越

受到医学实验室的广泛关注和重视。
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