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要"目的
!

针对目前免疫试剂自身抗体干扰评估方法存在的不足!探讨一种新的评估方法&方法
!

运用
M")-#(+

方法!

将在研试剂
(

和在研试剂
R

分别用对应参比试剂同时测定类风湿因子"

&b

$干扰样品与正常样品!通过临床样品方法学比对!观

察干扰样品是否在正常样品戴明回归的
$.3

单值置信区间内&结果
!

在试剂
(

中!不同浓度水平的
&b

样品测值均已超出
$.3

单值置信区间上限!表现为
&b

对试剂
(

的正干扰!说明在研试剂
(

抗
&b

干扰能力与参比试剂存在差异&在研试剂
R

中!

&b

样

品测值均在
$.3

单值置信区间以内!

&b

对试剂
R

的干扰不明显!说明在研试剂
R

抗
&b

干扰能力与参比试剂相当&结论
!

M")-#(+

文件的方法可用于直观评估免疫试剂抗内源性抗体干扰的能力&

关键词"免疫试剂#

!

内源性抗体干扰#
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免疫分析法以其高灵敏度和特异度在临床检测中得到广

泛的应用)然而#这项以抗原
#

抗体反应作为基本原理的技术#

必然会受到内源抗体干扰影响'

)

(

)据报道#内源性抗体干扰发

生率为
)3

!

-/3

#甚至更多$与受检人群及检测技术有

关&

'

*#-

(

)随着干扰阻断剂技术的应用#干扰发生率降至
*3

以

下'

+

#

.

(

)干扰可导致检测结果的假性升高或降低#甚至假阳性

或漏检#影响临床医生对疾病的诊断及病情评估#可能给患者

带来不必要的检查和错误用药'

2

(

#还可能贻误病情使其错过最

佳治疗时期)内源性干扰抗体一般包括!嗜异性抗体#如类风

湿因子$

&b

&*抗核抗体$

('(

&%人抗动物抗体#如人抗鼠抗体

^(!(

%自身免疫性抗体#如抗甲状腺素抗体$

E:<8#0

J

&

'

)

#

6

(

)

其中#嗜异性抗体特异性低*能与多种物种抗体结合#是内源性

抗体干扰中最常见的一类%人抗动物抗体和自身免疫性抗体因

其抗体高度特异性#对结果造成的干扰程度则分别与检测试剂

盒采用何种动物的抗体及项目特异性有关)自
*/

世纪
6/

年

代发现免疫干扰后#一系列检测和消除干扰抗体的方法$稀释

后是否线性*更换检测方法*抗体中和*干扰抗体移除*添加阻

断剂等&应运而生'

)

#

6#5

(

)这些方法并不能完全避免干扰#均为

结果出现异常后对样品的一种事后回溯手段'

)

(

#而且针对的往

往是单个样品的研究#缺少临床多个样品的比较)本文运用

M")-#(+

'

$

(中描述的方法#选用市场上广泛应用*口碑较好的

厂商试剂作为参比系统#以化学发光免疫方法和内源性抗体

&b

干扰为例#从试剂盒自身抗干扰能力角度出发#提供一种综

合评估试剂盒抗干扰能力的方法#为临床和试剂研发中评估抗

内源性抗体干扰能力提供一种新思路)

C

!

材料与方法

C,C

!

仪器与试剂
!

仪器!迈瑞
1W#*///8

全自动化学发光免疫

分析仪#罗氏
1;GE9@-))

全自动化学发光免疫分析仪#贝克曼

(11MPP

&

全自动化学发光免疫分析仪)试剂!在研试剂盒
(

$化学发光免疫分析法&及配套校准*质控品%参比试剂为罗氏

硫酸脱氢表雄甾酮$

Û M(#P

&检测试剂盒$电化学发光法&及

配套校准品%在研试剂盒
R

$化学发光免疫分析法&及配套校

准*质控品%参比试剂为贝克曼甲状腺球蛋白$

0

J

&测定试剂盒

$化学发光法&及配套校准品)试剂主要成分和原理见表
)

)

表
)

!!

试剂盒基本信息

试剂盒名称 反应原理 捕获抗体 检测抗体或抗原

在研试剂盒
(

竞争法 一抗!羊抗兔抗体
Û M(#P

抗原

二 抗!多 克 隆 兔 抗

Û M(#P

抗体

在研试剂盒
R

夹心法 单克隆鼠抗 单克隆鼠抗

+
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续表
)

!!

试剂盒基本信息

试剂盒名称 反应原理 捕获抗体 检测抗体或抗原

罗氏
Û M(#P

检测试

剂盒
竞争法 多克隆兔抗

Û M(#P

抗原

贝克曼
0

J

测定试剂盒 夹心法 单克隆鼠抗 单克隆鼠抗

C,D

!

方法

C,D,C

!

样品准备
!

+.

份正常血清样品#

)*

份不同浓度的
&b

血清样品#正常血清样品的
Û M(#P

和
0

J

浓度尽量覆盖
&b

血清样品所含的
Û M(#P

和
0

J

浓度)

C,D,D

!

测试
!

测试前通过质控测定确保系统稳定)按试剂盒

说明书进行准备#将
&b

干扰样品随机穿插在正常血清样品

中#将样品先用待评估试剂在迈瑞
1W#*///8

全自动化学发光

免疫分析仪上测
*

次#再用参比试剂分别在对应仪器上测
*

次)分别记录测试结果)

C,E

!

统计学处理
!

按
M"$#(+

方法'

)/

(对重复测定结果离群

点进行剔除#以对比系统测值的均值
*

#

为横坐标#待评价系

统测值的均值
-

#

为纵坐标#绘制散点图#用
V!"$,/

软件判断

是否适合线性回归)若呈线性#则以
*

#

*

-

#

的均值为横坐标#

以
*

#

N-

#

为纵坐标#绘制散点图#观察散点的分散度是否随横

坐标浓度值的递增而递增$呈喇叭状&)若递增#则需将
*

#

*

-

#

分别转换成
T

J

*

#

和
T

J

-

#

#绘制新散点图)运用
!@>1EFH

软件

对正常样品散点图进行戴明回归分析#得到斜率X

$

%

和截距

X

#

%

)根据拟合的戴明回归曲线#对已给定的
*

#

值可以计算出

一个预期的
-

2

3)@

值#按公式'

"

#

B

(

o-

2

3)@

44

'

)N

%

*

#

+

$

(

%

N

)

&(+

X

&

$

-

2

3)@

&计算
-

2

3)@

的
$.3

置信区间#式中!

%

为
$

型错误

发生概率$一般为
/,/.

&#

+

为样本量%

(

%

为测试重复次数#

X

&

$

-

2

9N

2

3)@

&为戴明回归线的标准差'

$

(

)最后#以
*

#

为横坐标#

-

2

3)@

为纵坐标绘制散点图#将散点分别连线后即得到正常样品

单值
$.3

置信区间的上下限曲线)

D

!

结
!!

果

D,C

!

戴明回归分析前数据处理
!

运用
V!"$,/

软件对

Û M(#P

和
0

J

正常样品散点分别进行二次*一次方回归分

析#见表
*

*

+

#只有一次项系数与
/

差异有统计学意义$

!

#

/,/.

&#因此按线性模型回归)以
*

#

*

-

#

的均值为横坐标#以

*

#

N-

#

为纵坐标#分别对
Û M(#P

和
0

J

正常样品绘制散点

图#见图
)

*

*

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&#

散点的分散度没有随横坐标浓度值的递增而递增#因此均无需

进行对数转换)

表
*

!!

V!"$,/

对
Û M(#P

正常样本回归系数的分析#

+o+.

$

项
二次方拟合

系数估计值 标准误
4 !

线性拟合

系数估计值 标准误
4 !

`

*

/,///) /,///* /,2) /,.-66

" " " "

` ),/*+6 /,/)-/ 6+,*$

#

/,///) ),/*.$ /,/)+- 62,.$

#

/,///)

截距
N6,-*)+ *,/2--

"

+,.$ /,//)) N6,//+/ ),$*6$ N+,2+ /,///$

!!

"!无数据)

表
+

!!

V!"$,/

对
0

J

正常样本回归系数的分析#

+o+.

$

项
二次方拟合

系数估计值 标准误
4 !

线性拟合

系数估计值 标准误
4 !

`

*

/,///2 /,///6 /,55 /,+5+/

" " " "

` ),/-2$ /,/)26 2*,6*

#

/,///) ),/..6 /,/)+- 65,$5

#

/,///)

截距
N/,.2*/ /,-/$/ N),+6 /,)65$ N/,./65 /,-/+/ N),*2 /,*)2.

!!

"!无数据)

D,D

!

戴明回归和干扰判断
!

对正常样品散点图进行戴明回归

分析#得到斜率和截距)根据拟合的戴明回归结果#绘制正常

样品单值
$.3

置信区间上下限曲线如图
+

*

-

$见.国际检验医

学杂志/网站主页,论文附件-&中虚线所示)在图
+

中#

&b

样

品已超出
$.3

置信区间上限#说明在研试剂
(

抗
&b

干扰能

力较弱#在
&b

样品识别上与参比试剂存在明显差异性)图
-

中#

&b

样品与正常样品聚合较好#

&b

样品均处于
$.3

置信区

间以内#说明在研试剂
R

与参比试剂抗
&b

干扰能力相当)

E

!

讨
!!

论

本文运用
M")-#(+

方法评估了两种化学发光试剂盒的抗

内源性抗体干扰能力)结果显示#

&b

对在研试剂
(

整体表现

为正干扰#对在研试剂
R

的干扰不明显)

&b

是一类易与变性

T

J

]

的
bH

段非特异结合的自身抗体#不具种属特异性'

6

(

#以上

评价结果从试剂开发原理上分析#在研试剂
(

采用竞争法二

抗体系且二抗为多克隆兔抗#多克隆兔抗含有的多种
T

J

]bH

段易与
&b

结合#而使标记抗原不能与捕获抗体相连#导致发

光值假性降低#测值偏高#表现为明显的正干扰)而
&b

对在

研试剂
R

干扰不明显可能与试剂
R

所用抗体为单克隆抗体*

&b

结合位点少#且试剂抗干扰配方优化较好有关)

从图
+

*

-

标出的
&b

浓度可知#干扰物的浓度与干扰程度

并不呈正比#该结论与陈金超等'

))

(的报道一致)由于
&b

有多

种类型$如
T

J

!

*

T

J

]

及
T

J

(

&#浓度相同但种类不同的
&b

对检

测的干扰程度可能并不相同'

)*

(

)此外#血清成分复杂#低浓度

的
&b

干扰样品中可能还存在其他未知干扰物$如其他干扰抗

+

-+.*

+

国际检验医学杂志
*/).

年
$

月第
+2

卷第
)6

期
!

T:<VWEG!@>

!

P@

B

<@%G@C*/).

!

X;F,+2

!

';,)6



体*代谢物*药物等&)因此#仅以少数几份样品得到的结果往

往相互矛盾#不足以评价干扰#评估抗体干扰应建立在一定统

计量的基础上)

M")-#(+

是用于评价处理样品与血清样品基质效应的指

导性文件)内源性抗体干扰导致的结果就是基质差异)本文

探讨了
M")-#(+

方法应用于内源性抗体干扰评估中的可操作

性)这种方法侧重于临床多样本研究#在一定统计量基础上评

估了试剂
&b

干扰的风险#可作为一种简便*直观的试剂配方

筛选补充手段#一定程度上对国内试剂研发中配方筛选和体系

优化提出更高要求#为在研试剂完善提供方向和目标#同时也

为临床医院选取和评估待引进试剂提供了科学建议)该方法

以参考方法为标准#使用也有前提!$

)

&方法学比对指标优良%

$

*

&对比系统或参考方法的抗干扰能力临床认可度高)若能满

足上述条件#

M")-#(+

是科学*直观的内源性抗体干扰评估

方法)
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#不可能出现细菌感染#

强烈反对抗菌药物治疗%
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后监控
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#可能出现细菌感染#反对抗菌药物治疗%
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后

监控
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非常有可能出现细菌感染#建议使

用抗菌药物治疗%严重全身感染者血
"10

在
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内可以升高

至
)//
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J
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W

以上#强烈要求抗菌药物治疗%研究认为
"10

是

作为全身严重细菌感染的辅助鉴别诊断的新的炎性标志物#具

有高度敏感特异性'

$#)/

(

)本研究也证明了
"10

测定是判断是

否细菌感染的敏感*特异指标#血清
"10

测定对发热患者是否

为细菌感染所致的鉴别诊断及指导用药有一定价值#可作为急

诊发热患者细菌感染的辅助诊断指标)
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