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要"目的
!

对红细胞沉降率"

[KY

#标准物质的均匀性和稳定性进行评价$方法
!

根据国际化标准组织
dgQW[,/

)标准

物质定值的通用原则及统计学原理*对制备完成的标准物质随机抽取足够的样品!采用方差分析法进行均匀性评价!用线性趋势

模型评价标准物质的稳定性$结果
!

均匀性评价结果表明样品组内和组间方差差异无统计学意义"

"

$

$1$/

#'稳定性数据分析

结果显示!标准物质
[KY

随存储时间的线性变化趋势稳定!差异无统计学意义"

"

$

$1$/

#$结论
!

制备的
[KY

标准物质均匀性%

稳定性符合国家二级标准物质的要求$

关键词"红细胞沉降率'
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标准物质'
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均匀性'
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稳定性
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红细胞沉降率$

[KY

%是指在一定条件下#离体抗凝血在静

置过程中红细胞自然下沉的速率)

+

*

'一般用
+B

内红细胞下

沉的高度表示#单位为
33

"

B

#可溯源至国际
KQ

单位制'

[KY

是目前临床的常规检测指标#应用广泛'在组织开展全国

[KY

检测室间质量评价活动的过程中#质控物的提供主要依

赖于国外生产商生产的质控物#其存在价格昂贵(购买周期长(

入关困难(中间环节繁琐等问题#给各临床实验室和室间质量

评价组织机构的应用带来较大困难)

*

*

'在这样的背景下#研制

了一套
,

种不同量值水平的临床
[KY

标准物质
YJ

+

(

YJ

*

(

YJ

,

#为
[KY

检测方法评定提供依据#保证
[KY

测量结果在

时间和空间上的准确性和可比性#从而保证
[KY

实现有效溯

源#填补国内空白#并申请到国家二级标准物质'本文根据国

际化标准组织$

QKM

%,标准物质定值的通用原则及统计学原

理-

)

,

*

#对
[KY

标准物质进行均匀性和稳定性评价'

?

!

材料与方法

?1?

!

材料
!

类人类血原料替代人类血液作为临床
[KY

标准

物质的原料'

?1@

!

方法
!

通过细胞提取分离(保养(细胞固化等加工技术#

模仿全血中纤维蛋白原和
%

+

(

%

*

球蛋白作用#分析影响
[KY

标准物质的多种因素#最终确定其制备工艺#将标准物质均匀

分装至血清小瓶#每瓶
*36

#按分装顺序编号#然后置
*

!

-T

冰箱存放#对其进行均匀性和稳定性检验#由
-

家实验室包括

医院临床检验实验室采用国际血液学标准委员会$

Q!K%

%

[KY

检测参考方法111魏氏手工法协同定值)

#).

*

'

?1A

!

均匀性评估
!

按照
QKMdgQW[,/

均匀性检验要求#用

方差分析法对该套标准物质进行均匀性评价#方差分析方法是

用来统计检验均匀性的最常用方法#是通过组间方差和组内方

差的比较来判断各组测量值之间有无系统性差异#如果两者的

差异小于统计检验的临界值#则认为样品是均匀的)

-)0

*

'对每

瓶只能单次取样的样品其具体方法为!随机抽取
)

瓶样品混

合在一起#从中取样对其测量
)

次得
@

'

#计算组内差方和#另

随机抽取
(

瓶样品#对每瓶测量一次得
;'

#计算组间差方和#因

每瓶
[KY

标准物质只能手工法测量一次#因此对
,

批量值水

平的
[KY

标准物质$

YJ

+

(

YJ

*

(

YJ

,

%分别随机抽取
+$

瓶混

匀计算组内方差#随机抽取
+/

瓶计算组间方差#其中
)P+$

#

(P+/

'如果测定方差差异无统计学意义#则应满足以下公式

的统计要求!

!P

?

*

+

?

*

*

+

!

+

$

O

+

#

O

*

%#其中
?

*

+

P

E

+

O

+

&

?

*

*

P

E

*

O

*

'其中

组间差方和计算公式为!

E

+

P

,

(

'P+

$

;'

S

;

%

*

&组内差方和计算公

式为!

E

*

P

,

)

'P+

$

@

'

S@

%

*

#组间自由度$

O

+

%

P(S+

#组内自由度

$

O

*

%

P)S+

'
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!

稳定性评估
!

稳定是生物类标准物质研制的关键环节#

保持样品稳定性的措施必须贯穿标准物质研制的全过程'标

准物质的稳定性是被测特性随时间变化的描述#包括物质的物

理化学性质'影响稳定性因素很多#除标准物质自身性质外#

包括标准物质加工制备过程(标准物质制备存储容器(外部存

储条件等'综合研究以上各条件后#确定了标准物质的最终包
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装及存储方式#并对其稳定性进行检验)

+$)++

*

'由于标准物质

在使用过程中不可避免受运输等因素影响#因此对本套标准物

质分别进行了短期稳定性考察与长期稳定性考察'

?1B1?

!

短期稳定性
!

短期稳定性考察采用同步稳定性研究#

即使所有稳定性研究的测量能在重复性条件下进行#一次测量

做一次校准'试验模拟样品在运输中可能遇到的条件#将制备

的
,

个量值水平的标准物质$

YJ

+

(

YJ

*

(

YJ

,

%各取
+*

瓶#各

分为
#

组#每组
,

袋#分别放置在
S*$T

(

#T

(室温
*$

!

*#T

和
#$T

条件下保存
*

周后同时进行测试考察短期稳定性#以
#

检验法对该套标准物质的短期稳定性进行评价'根据统计学

理论#标准值
@

的随机不确定度应为
2#

$

+

#

(S+

%

?

#当各个监测温

度下两周后的监测值与总平均值$均匀性检验时的平均值%的

极差小于平均值的随机不确定度时则可以认为该标准物质在

监测时间段内 没 有 明 显 变 化'

@

'

S@

+

#

$

+

#

(S+

%

+

?

#即

@

'

S@

?

#

#

$

+

#

(S+

%

#式中
@

'

为第
'

次测定值#

33

"

B

&

@

为
(

次

测定值的算术平均值#

33

"

B

&

?

为测量方法的标准偏差#

33

"

B

&

#

$

+

#

(S+

%

为检验水准
+

#自由度
(S+

时的
#

检验临界值'

?1B1@

!

长期稳定性
!

长期稳定性考察采用经典稳定性研究#

即同时制备的样品在相同条件下随着时间的推移进行测量'

由于没有物理或化学模型能够真实地描述
[KY

的沉降机制#

故可选用线性模型作为该标准物质的经验模型'实际上对此

模型中的特性量值
[KY

#人们期望直线的截距$在不确定度范

围内%等于该标准物质的定值结果&同时#直线的斜率趋近于

零'分别在样品制备完成后当天(

+

(

*

(

,

(

/

(

.

(

+$

(

+#

(

+0

(

*"

周

对制备的
[KY

标准物质$

YJ

+

(

YJ

*

(

YJ

,

%进行长达半年的长

期稳定性考察#时间间隔先密后疏#跟踪
[KY

值随时间的变

化#在每个时间点对每组量值水平
[KY

标准物质随机抽取
,

瓶#利用
Q!K%

参考法每个样品重复测定
+

次#每次检验条件

一致'选用线性模型对
YJ

*

的稳定性进行评价#其直线斜率

可用以下公式计算!

-

+

P

-

(

'P+

$

&

'

S&

%$

1

'

S1

%

-

(

'P+

$

&

'

S&

%

*

'截距可由以下

公式计算!

-

$

P1S-

+

&

'直线上每点的标准偏差可用以下公

式计算!

?

*

P

-

(

'P+

$

1

'

S-

$

S-

+

&

'

%

*

(S*

#与斜率相关的不确定度为!

?

$

-

+

%

P

?

-

(

'P+

$

&

'

S&

%槡 *

'在自由度为
(S*P-

时#置信水平
"P$10/

情况下#2

-

+

.#

#

$1$/

#

-

+

=

$

-

+

%'

@

!

结
!!

果

@1?

!

均匀性评估
!

以
YJ

*

为例#当检验水准
%

P$1$/

时
!P

+1--

#

!

$1$/

$

+#

#

0

%

P,1$,

#

YJ

*

符合
QKMdgQW[,/

均匀检验

合格要求#对
YJ

+

和
YJ

,

#

!

均小于
!

$1$/

$

+#

#

0

%得到同样的

结果#证明该套临床
[KY

标准物质是均匀的'

@1@

!

稳定性评估

@1@1?

!

短期稳定性评估结果
!

[KY

标准物质在运输条件

S*$T

和
#$T

下
+#G

内是不稳定的#在
# T

和常温下#在

0/U

置信水平上#短期稳定性考察结果与均匀性实验结果之间

比较差异无统计学意义$

"

$

$1$/

%#满足实际运输要求'见

表
+

'

表
+

!!

临床
[KY

标准物质短期稳定性检验结果

临床
[KY

标准物质

S*$T

$

33

"

B

%

#T

检测结果 $

33

"

B

% 平均值$

33

"

B

%

常温$

*$

!

*#T

%

检测结果 $

33

"

B

% 均值$

33

"

B

%

#$T

$

33

"

B

%

YJ

+

变质
+$1* 01" 01" 01- +$1/ +*1# ++1$ ++1,

变质

YJ

*

变质
"#1* "+1/ "+1* "*1, "/1+ "*1* "#1+ ",1-

变质

YJ

,

变质
+*$1- +*,10 +**1- +**1/ +**1* +*/1. +**10 +*,1"

变质

@1@1@

!

长期稳定性评估结果
!

[KY

标准物质
YJ

+

(

YJ

*

和

YJ

,

在规定时间内无明显的上升或下降趋势#且变化范围均

在特性量值及其不确定度范围内#因此#在
#T

条件下保存#可

以判定在
"

个月内是稳定的'线性模型对临床
[KY

标准物质

的稳定性进行评估#见表
*

'

表
*

!!

临床
[KY

标准物质在
#T

条件下的稳定性评价结果

项目
YJ

+

YJ

*

YJ

,

斜率
S$1$-,, S$1$+*, S$1$,"/

截距
+$1/0/$ "+1,$.$ +*$1*+-$

$1$-/- $1+*$$ $1+#.$

$1+0-$ $1*."$ $1,#$$

结论 稳定 稳定 稳定

A

!

讨
!!

论

以应用比较广泛的
[KY

检验参数为突破口#研制
[KY

标

准物质#顺应国内对临床检验标准物质的迫切需求#建立
[KY

量值溯源体系和临床检验参考系统#保证
[KY

测量结果的准

确性和可比性#切实保护患者权益和生命安全#并为其他临床

医学标准物质的研制奠定基础'

按照
QKMdE9G=,/

标准文件要求#制备的
[KY

标准物质

首先要进行均匀性检验#均匀性检验合格后#在规定的保存条

件下再做稳定性评价'均匀性评价中#由于
[KY

标准物质最

小分装量为每支
*36

#只能手工法测量一次#因此对三批量值

水平的
[KY

标准物质$

YJ

+

(

YJ

*

(

YJ

,

%分别随机抽取
+$

瓶

混匀计算组内方差'均匀性评价结果显示#样品内与样品间的

方差无统计学意义$

"

$

$1$/

%#表明所制备的
[KY

标准物质是

均匀的'

由于新版
QKMdE9G=,/

中增加了稳定性研究数据分析及

不确定度计算的相关内容#故应当尽可能在重复性条件下进行

测量#以稳定性的不确定度来评估标准物质的有效期'本实验

依据最新的
QKMdE9G=,/

#对
[KY

标准物质$下转第
+/,0

页%

+
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特异度为
0$1/U

#对其他消化道癌的灵敏度不高#与相关文献

报道基本一致)

+

*

'

![;

是一种酸性糖蛋白#对由内胚层分化来的肿瘤#特别

是消化道腺癌具有较高的阳性检出率#尤其对结肠癌有较高诊

断价值)

*

*

'血清中
![;

浓度逐渐增高或保持较高水平#则有

罹患恶性肿瘤可能'有文献报道
![;

在胃癌患者血清中的灵

敏度为
+,U

!

,/U

#

![;

水平高低与肿瘤大小(淋巴结或其他

部位转移预后有关)

,

*

'本研究结果显示
![;

对消化道恶性

肿瘤的灵敏度由高到低依次为结肠癌(胰腺癌(胃癌(肝癌'

!;+0)0

是消化系统肿瘤分泌的低聚糖肿瘤相关抗原#在

胰腺癌(胆囊癌及结肠癌中具有较高的阳性率)

#

*

'相关文献报

道肝癌患者
!;+0)0

阳性检出率为
/"1$U

!

"$1*U

#特别是在

;ZV

阴性患者中#

!;+0)0

阳性检出率较高'恶性肿瘤治疗中

及手术后检测
!;+0)0

对疗效评定有重要意义#一般
!;+0)0

升高可作为肿瘤复发转移亚临床诊断的重要辅助诊断指标)

/

*

'

本研究中
!;+0)0

对消化道恶性肿瘤灵敏度由高到低依次为

胰腺癌
/,1+U

(肝癌
#-1*U

(结肠癌
#$1$U

(胃癌
,01.U

#对胰

腺癌的诊断灵敏度最高'

!;.*)#

属于黏蛋白类癌胚抗原#存在于
/$U

的乳腺组织

和
-/U

!

0/U

的结肠(胰腺(胃(肺及卵巢的肿瘤中#是检测胃

癌和各种消化道癌症的标记物#对胃癌灵敏度较高#对胰腺癌(

结肠癌等也有一定的灵敏度'有文献报道#

!;.*)#

临床诊断

胃癌灵敏度为
/0U

!

0#U

)
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'本研究中胃癌
!;.*)#

灵敏度

为
/#1$U

#结肠癌
!;.*)#

灵敏度为
+.1+U

#对肝癌(胰腺癌的

灵敏度较低'

单一肿瘤标志物的灵敏度及特异度有相对局限性#容易造

成漏检#而多项肿瘤标志物联合检测则可提高肿瘤检出的灵敏

度)

.)-

*

#但联合数量的增加又会降低对肿瘤诊断的特异度'本

研究结果显示#

;ZV

对肝癌最敏感#

![;

对结肠癌诊断较为敏

感#

!;+0)0

对胰腺癌较敏感#

!;.*)#

对胃癌诊断敏感'本研

究结果显示#联合检测可提高阳性率'联合检测
![;

(

!;+0)

0

(

!;.*)#

可使胃癌的检出阳性率提高至
."1*U

#结肠癌阳性

率提高至
-*10U

'联合检测
;ZV

(

![;

(

!;+0)0

可使肝癌的

检出阳性率提高至
.-1"U

#胰腺癌阳性率提高至
"/1"U

'本

研究对比了
;ZV

(

![;

(

!;+0)0

(

!;.*)#

的不同组合联合检测

对消化道肿瘤检出阳性率的影响#结果发现对于肝癌和胰腺癌

的诊断#以
;ZV

(

![;

(

!;+0)0

联合检测最佳&对于胃癌和结

肠癌的诊断#以
![;

(

!;+0)0

(

!;.*)#

联合检测最佳'因而对

消化道肿瘤#应根据不同的部位采取不同项目的联合检测#既

可提高阳性率又可减轻患者医疗费用#为疾病的诊断提供有价

值的临床依据'
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