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总ＩｇＥ定量标记免疫分析试剂盒行业标准的验证

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（中国食品药品检定研究院卫生部生物技术产品检定方法及其标准化重点实验室，北京１０００５０）

　　摘　要：目的　对总ＩｇＥ定量标记免疫分析试剂盒行业标准可行性进行验证。方法　按照拟定行业标准的要求，选择不同免

疫分析方法的试剂盒，进行验证。结果　外观、空白限、线性、准确度、精密度、稳定性等指标符合要求，特异性项目中有个别试剂

盒对ＩｇＭ、ＩｇＧ的测定结果高于行业标准要求。结论　总ＩｇＥ定量标记免疫分析试剂盒行业标准制定合理，有助于规范此类试剂

盒的技术要求和实验方法，从而提高此类试剂盒的产品质量，并为其监管提供依据。
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　　最近４０年，全世界变态反应性疾病的发病率都在加速增

长［１］，ＩｇＥ作为一种免疫球蛋白，在变态反应性疾病的发生和

发展过程中起着至关重要的作用［２］。ＩｇＥ主要由呼吸道、消化

道黏膜固有层淋巴组织中的Ｂ细胞合成，为Ⅰ型变态反应的

介导因素。ＩｇＥ在健康者血清含量极低，为１０～１００ＩＵ／ｍＬ。

过敏患者及寄生虫患者血清ＩｇＥ含量显著高于健康者
［３］。

１９６７年首次建立了ＩｇＥ抗体的免疫检测方法，但由于灵敏度

和特异性低于皮肤试验，尤其是ｃｕｔｏｆｆ值如何设定以区分正常

值和异常值，引起某些争论。近年来，随着免疫检测方法的发

展，ＩｇＥ可以定量检测并在临床应用上有重要意义
［４］，适合于

变态反应性疾病的筛选，并对危险个体进行监测，还可作为疗

效评价的一种指标［５］。

目前，在国家食品药品监督管理总局取得医疗器械注册证

的总ＩｇＥ检测试剂盒有十几种，普遍采用的是标记免疫分析技

术，主要包括酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒ

ｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）、（电）化学发光标记免疫分析法［（ｅｌｅｃｔｒｏ）

ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＣＬＩＡ］、荧光免疫标记分析法

（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＦＩＡ）等
［６］。但是该类产品没有统

一的行业标准，使得ＩｇＥ检测的标准化和质量控制难以操作。

按照国家局医疗器械标准制修订计划，中国食品药品检定研究

院提出并制定了总ＩｇＥ定量标记免疫分析试剂盒行业标准，本

研究选择了４家不同方法的总ＩｇＥ定量标记免疫分析试剂盒

对拟定标准的技术指标和检验方法进行验证。

１　材料与方法

１．１　样本来源　总ＩｇＥ国际参考品（７５／５０２）由 ＷＨＯ提供；

ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭ由本室提供。

１．２　仪器与试剂　４个厂家的总ＩｇＥ定量标记免疫分析试剂

盒（ＡＥ）包括３种方法，其中 Ａ试剂盒批号１６２０１２０３，Ｂ试剂

盒批号２５７、２５８，为（电）化学发光法（ＣＬＩＡ）；Ｃ试剂盒批号

２６０２３７３６Ｔ、２７１８４４５３Ｔ、２９４９６３９３Ｔ为酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）；Ｄ

试剂盒批号８６５６８４３０１、８６７９１８００１、８６６７１０７０１为免疫荧光法

（ＩＦ）。与试剂盒配套的检测仪器有：Ｔｈｅｒｍｏ酶标仪、Ｉｍｍｕｌｉｔｅ

２０００ＸＰｉ化学发光免疫分析仪、Ｅｌｅｃｓｙｓ２０１０全自动免疫分析

仪、ＶＩＤＡＳ分析仪，均由配套试剂盒的厂家提供。

１．３　方法

１．３．１　外观　采用目测法，在自然光线明亮处目视检查试剂

盒各组分组成、性状；内外包装、标签清晰等要求。

１．３．２　空白限　２０次平行测定零值校准品或样本稀释液的

信号值，计算平均数（狓）与标准差（狊），并计算（狓＋２狊）的值，此

值对应的样本浓度为本试剂盒的空白限。

１．３．３　线性　将接近线性区间上限１０００ＩＵ／ｍＬ的高值样本

按一定比例稀释为５个浓度，其中低值浓度的样本接近线性区

间的下限５ＩＵ／ｍＬ。对每一浓度的样本重复测定２次，计算其

平均值，将测定浓度的平均值与理论浓度用最小二乘法进行直

线拟合，并计算线性相关系数狉。

１．３．４　准确度　配制总ＩｇＥ国际参考物质的浓度，使其最终
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浓度约为１００ＩＵ／ｍＬ（浓度１）、５００ＩＵ／ｍＬ（浓度２），按照说明

书的操作步骤平行测定３次，计算相对偏差，３次结果均应符

合要求。

１．３．５　精密度　用同一批号试剂盒，对不同浓度的质控品分

别测定１０次，计算测定结果的平均值和标准差，得到批内精密

度；用３个不同批号试剂盒，对不同浓度的质控品分别测定１０

次，计算测定结果的平均值和标准差，得到批间精密度。

１．３．６　特异性　用各试剂盒缓冲体系，将特异性样本ＩｇＡ、

ＩｇＧ、ＩｇＭ均配制成１００μｇ／ｍＬ的浓度，测定１次，得到ＩｇＥ的

浓度。

１．３．７　质控品测定值　重复测定各试剂盒配备的定值质控

品，计算测定结果的均值，其测定结果应在试剂盒规定的范

围内。

１．３．８　稳定性　将试剂盒在３７℃条件下放置７天，进行空白

限、线性、准确度、批内精密度、特异性等检测，方法同上。

２　结　　果

２．１　外观　外部包装盒整洁，文字符号标识清晰；所有试剂瓶

密闭，无漏液；液体澄清。

２．２　空白限　各试剂盒的空白限最高为３．１８ＩＵ／ｍＬ，均符合

拟定的行业标准，即不大于５．０ＩＵ／ｍＬ，见表１。

２．３　线性　各试剂盒在线性区间内，测定浓度与理论浓度的

相关系数（狉）应均高于０．９９００，其中最高可达到０．９９９９，说明

试剂盒的线性相关良好。见表１。

２．４　准确度　３个厂家的试剂盒中（１个厂家未参与此项验

证），１００ＩＵ／ｍＬ参考品的测定均符合要求，５００ＩＵ／ｍＬ参考

品的测定中Ｂ厂家批号２５８有１次测定值为４１６ＩＵ／ｍＬ，相对

偏差为１９．８％，高于拟定行业标准中要求的１５．０％，见附图１

（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．５　精密度　在本次验证中，ＥＬＩＳＡ试剂盒为手工操作，其批

内精密度的变异系数最高为９．２％不高于行业标准中规定的

１５．０％，批间精密度变异系数分别为１０．５％、１１．０％符合行业标

准的规定。ＣＬＩＡ试剂盒和ＩＦ试剂盒为全自动操作，批内精密

度均低于８．０％，其中最低仅为１．１％，说明各试剂盒重复性良

好。见附图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

表１　　４个厂家试剂盒的空白限、线性分析结果

试剂盒厂家 线性范围（ＩＵ／ｍＬ） 相关系数（狉） 空白限（ＩＵ／ｍＬ）

Ａ ０．４～１０００ ０．９９９９ １．２

Ｂ ２．９～１５０００ ０．９９９９ １．０

Ｃ ０．０～１０００ ０．９９８７ ３．１

Ｄ ０．５～１０００ ０．９９９９ ０．５

２．６　特异性　３个厂家的试剂盒中（１个厂家未参与此项验

证），１个厂家以ＩｇＭ、ＩｇＧ为样本时，测定的ＩｇＥ浓度高于５

ＩＵ／ｍＬ，说明存在一定的交叉反应，其他试剂盒测定结果符合

规定。见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．７　质控品测定值　４个厂家的试剂盒对试剂盒自带的质控

品进行测定，其高、低浓度质控品测定值均在靶值范围内，符合

行业标准的规定。

２．８　稳定性　３个厂家的试剂盒３７℃条件下放置７ｄ，空白

限、线性、准确度、批内精密度项目均符合要求，说明热稳定性

良好。特异性同１个厂家以ＩｇＭ、ＩｇＧ为样本时，测定的ＩｇＥ

浓度高于５ＩＵ／ｍＬ。见表２。

表２　　３个厂家试剂盒热稳定性分析

试剂盒
相关系数

（狉）

空白限

（ＩＵ／ｍＬ）

准确度分析（ＩＵ／ｍＬ）

浓度１ 浓度２

特异性分析（ＩＵ／ｍＬ）

ＩｇＡ ＩｇＭ ＩｇＧ

精密度（％）

低值 高值

Ａ ０．９９９８ ０．９

９７．２６

９６．４５

９７．１９

５０３．８

５０５．７

５００．５

０．２８ ０．４９ ０．２４ １．０ １．６

Ｂ ０．９９９９ １．０

１０９．０

１０８．０

１１２．０

４４２．０

４８１．０

４２７．０

１．０ １．０ １．０ ７．７ ６．１

Ｃ ０．９９８４ ３．２

１０３．６

９０．４

９５．２

５０９．０

４７４．７

５２５．５

４．６ ６．３ ６．２ ８．５ ６．８

３　讨　　论

通常，临床医生根据试验结果连同病史和物理检查对患者

进行诊断和决定治疗方案，但是对于变态反应疾病，由ＩｇＥ介

导的炎症反应的症状与其他原因导致的临床症状无明显区别，

因此试验结果的准确、可靠、重复性好尤为重要。

良好的免疫测定试剂盒应满足一定的分析性能标准，包括

线性范围内良好的相关性，重复检测时较小的变异系数，检测

限等［７］，目前国际上对于ＩｇＥ的定量检测要求重复检测的变异

系数不超过１５％，标准曲线的校准品可以溯源至ＩｇＥ国际参

考物质（ＷＨＯ７５／５０２）等
［８］。

本次标准验证中，由于总ＩｇＥ目前没有国家参考品，因此

以总ＩｇＥ国际参考品（ＷＨＯ７５／５０２）为样本进行准确度项目检

测，选取５００ＩＵ／ｍＬ和１００ＩＵ／ｍＬ高低两个浓度，并且平行检

测的３次结果均需符合技术指标要求，验证结果除１个厂家的

１次结果略高于要求外，其他厂家结果均符合要求，说明各厂

家试剂 盒 准 确 度 良 好，且 可 溯 源 至 ＩｇＥ 国 际 参 考 物 质

（ＷＨＯ７５／５０２）。另外血清总ＩｇＥ水平一般用国际单位（ＩＵ）或

ｎｇ表示，１ＩＵ＝２．４ｎｇ
［９］，在本次拟定的行业标准中选取ＩＵ／

ｍＬ为浓度单位。免疫球蛋白ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ 是ＩｇＥ的结构类

似物，ＩｇＧ是体液内主要的免疫球蛋白，约占血液中免疫球蛋

白总量的７０％～７５％，ＩｇＭ在免疫球蛋白中分子量最大，占血

清免疫球蛋白总量的１０％，ＩｇＡ在血清中的含量 （下转插Ⅰ）
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求开发专业校本教材，特别是专业实训教材，制订专业早期接

触临床实施方案，印发毕业顶岗实习指导手册，将实践教学与

医学检验职业岗位工作任务紧密结合起来；③开展专业教学资

源库建设，将专业教学任务、实训教学项目、技能训练目标、职

业岗位能力需求、专业技能达标要求等资源上网，拓展学生学

习的时间和空间。（２）师资队伍建设：采用多种途径积极培养

“双师”结构的师资队伍。①利用暑假采取专业培训、业务进

修、进医院顶岗等形式，有计划地安排专业教师进医院参加生

产实践，锻炼教师的职业岗位技能，学习新技术、新工艺，积累

医院岗位工作经验；②聘请市中心医院检验科主任为“校外专

业带头人”，指导专业的建设，引领专业发展；③聘请一批各医

院检验科技术骨干担任兼职教师和实习带教教师，重点指导学

生的校内实践教学和毕业顶岗实习；④在市卫生局的支持下，

把黄冈市临床检验中心建设在我校，医学检验技术专业利用这

个平台，积极开展教师“结对”活动，每位教师对接一个市、县、

区，与全市医院检验科长期开展学术、技术层面的紧密合作，使

专任教师的专业水平和实践能力紧跟技术的发展。（３）实践条

件建设：在市临床检验中心的指导下，通过校院合作，引入行业

的设备、技术和人力资源，共建校内实验实训基地；按医院检验

科工作环境布局校内实验室，营造职业文化氛围［７］；在医院建

设教室和学生宿舍，完善教学条件，把医院建设成为学生校外

实习实训基地；充分发挥市临床检验中心的作用，从低年级学

生开始，增加接触临床、专业见习的时间；利用真实检验项目组

织开展现场教学、实验实训。（４）管理制度建设：不断完善实践

教学管理制度，制定并发布实验实训教学工作规范、教学仪器

设备管理办法、实习指导工作管理办法、实践教学基地建设管

理办法、早期接触临床实施办法、专业认知实习课程标准、毕业

实习课程标准、实践教学质量标准等教学文件，对实践教学的

各个环节进行规范化的管理。

完善实践教学评价体系。（１）完善技能考核方式：①改革

课程考核方式，提高实践技能成绩的比重，把过程考核与终结

考核、理论考核与实践考核相结合，引入职业态度的考核，引导

学生既要重视专业知识的学习，又要强化专业技能和职业素质

的培养；②把平时的专业技能考核、实习前的综合技能达标和

毕业前的职业岗位技能考核有机结合，形成一个考核体系，保

障毕业生能迅速适应医学检验职业岗位的能力要求。（２）完善

教学质量评价机制：构建由学校专职督导员，兼职督导员、学

生、家长、医院带教教师等人员组成的教学质量监控和评价体

系，对教学过程、实践技能的培养进行全方位的监督和评价。

引入第三方评价，把毕业生的就业率、就业质量、用人单位满意

度纳入评价体系，全面评估专业人才培养质量。
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仅次于ＩｇＧ，占血清免疫球蛋白总量的１０～２０％，而正常血清

中ＩｇＥ含量极低，因此如果ＩｇＥ与其他免疫球蛋白存在较高交

叉反应，会严重影响检测结果的准确性。在本次验证结果中，

有１个厂家的特异性ＩｇＭ 和ＩｇＧ检验结果不符合要求，但厂

家表示可以提高产品性能，更好的平衡特异性和灵敏度，从而

达到标准的要求。

本次验证分别采取了酶联免疫法、（电）化学发光法、免疫

荧光法，验证数据中外观、空白限、准确度、线性、精密度、质控

品的测定值、稳定性等指标均可达到标准要求，可操作性强，指

标设置科学合理，能够满足临床使用的要求。
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