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酶联免疫吸附法与同位素稀释液相色谱串联质谱法
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  摘 要:目的 分析酶联免疫吸附试验(ELISA)与同位素稀释液相色谱串联质谱法(ID-LC/MS/MS)测定

糖化清蛋白(GA)的一致性。方法 收集2020年1-6月该院检验科保留的体检人群剩余血清300份作为研究

标本,分别采用ELISA和ID-LC/MS/MS测定血清GA水平。Passing-Bablok回归计算两种方法斜率、截距的

95%置信区间(95%CI),Bland-Altman图分析两种方法平均偏差,以Kappa值评价一致性。根据ELISA测定

值得到低、中、高水平样本,将水平相近样本混合制备血清GA候选标准品,进行精密度评价。以JCCRM611-
1HH为GA标准物,计算样品测定值与认定值的相对偏差,进行准确度评价。结果 ELISA和ID-LC/MS/

MS检测血清GA水平分别为15.36%(11.14%,18.78%)、18.73%(13.21%,22.48%);Passing-Bablok回归

分析结果显示,两种方法检测血清GA水平的斜率和截距的95%CI 分别为0.911~1.157,0.114~0.487,斜率

的95%CI 包含1,但截距的95%CI 未包含0;Bland-Altman图显示,两种方法检测血清GA水平的差值均数

为3.78%,低于临床最低要求;两种方法检测血清GA水平的一致性较高(Kappa=0.814);ELISA测定各血清

GA水平样品变异系数(CV)均低于厂家提供近似水平标准品CV;ELISA测定各血清GA水平样品测定值与

认定值的相对偏差均小于1/2允许总误差。结论 ELISA与ID-LC/MS/MS测定血清GA水平具有良好一致

性,均能满足临床要求,以ID-LC/MS/MS为参考,ELISA测定GH具有良好的正确度和精密度,且操作简单、
费用较低,可用于临床大规模快速检测。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

concordance
 

between
 

enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

and
 

isotope
 

dilution
 

liquid
 

chromatography
 

tandem
 

mass
 

spectrometry
 

(ID-LC/MS/MS)
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

glycated
 

albumin
 

(GA).Methods A
 

total
 

of
 

300
 

remaining
 

serum
 

samples
 

of
 

individuals
 

underwent
 

physical
 

examination
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

to
 

June
 

2020
 

were
 

collected,and
 

serum
 

GA
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA
 

and
 

ID-LC/MS/MS
 

respectively.The
 

95%
 

confidence
 

intervals
 

(95%CI)
 

of
 

slope
 

and
 

intercept
 

were
 

obtained
 

using
 

Passing-Bablok
 

regression
 

analysis.A
 

Bland-Altman
 

plot
 

was
 

used
 

to
 

calculate
 

the
 

mean
 

stand-
ard

 

errors
 

of
 

measurements.Kappa
 

value
 

was
 

set
 

as
 

a
 

measure
 

of
 

concordance.Low,medium
 

and
 

high
 

concen-
tration

 

GA
 

samples
 

were
 

obtained
 

by
 

ELISA,and
 

the
 

samples
 

with
 

similar
 

concentration
 

were
 

mixed
 

to
 

pre-
pare

 

for
 

precision
 

evaluation.Taking
 

JCCRM611
 

as
 

a
 

certified
 

reference
 

material
 

for
 

GA
 

measurement,relative
 

deviation
 

between
 

the
 

determined
 

value
 

and
 

the
 

certified
 

value
 

was
 

calculated
 

and
 

the
 

accuracy
 

was
 

evaluated.
Results The

 

serum
 

GA
 

levels
 

detected
 

by
 

ELISA
 

and
 

ID-LC/MS/MS
 

were
 

15.36%
 

(11.14%,18.78%)
 

and
 

18.73%
 

(13.21%,22.48%)
 

respectively.Passing-Bablok
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

95%CI
 

of
 

slope
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and
 

intercept
 

of
 

two
 

methods
 

in
 

detecting
 

serum
 

GA
 

levels
 

were
 

0.911-1.157
 

and
 

0.114-0.487,respective-
ly.The

 

95%CI
 

of
 

the
 

slope
 

included
 

1,but
 

the
 

95%CI
 

of
 

the
 

intercept
 

did
 

not
 

included
 

0.Bland-Altman
 

plot
 

indicated
 

that
 

the
 

average
 

error
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

in
 

detecting
 

serum
 

GA
 

levels
 

was
 

3.78%,which
 

was
 

lower
 

than
 

the
 

minimum
 

clinical
 

requirement.Concordance
 

between
 

two
 

methods
 

was
 

relatively
 

high
 

(Kappa=
0.814).CV

 

of
 

each
 

serum
 

GA
 

level
 

measured
 

by
 

ELISA
 

method
 

was
 

lower
 

than
 

the
 

standard
 

CV.The
 

relative
 

deviation
 

between
 

the
 

determined
 

value
 

and
 

the
 

certified
 

value
 

was
 

less
 

than
 

1/2
 

of
 

the
 

total
 

error.
Conclusion Both

 

ELISA
 

and
 

ID-LC/MS/MS
 

have
 

good
 

concordance
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

serum
 

GA,and
 

meet
 

the
 

clinical
 

requirements.Taking
 

ID-LC/MS/MS
 

method
 

as
 

a
 

reference,ELISA
 

method
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

high
 

accuracy,high
 

precision,simple
 

operation,and
 

low
 

cost,so
 

it
 

can
 

be
 

used
 

in
 

clinical
 

large-scale
 

rapid
 

detection.
Key

 

words:glycated
 

albumin; enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay; isotope-dilution-liquid
 

chromatog-
raphy

 

tandem
 

mass
 

spectrometry; concordance

  糖化清蛋白(GA)为清蛋白糖基化产物,是近年

新发现的可用于确认糖尿病患者治疗中期效果的血

糖监测指标。与传统指标糖化血红蛋白(HbA1c)比
较,GA反映的是患者近3周内血糖水平,且在血红蛋

白异常情况下其结果不受影响[1]。血清GA水平测

定方法主要有免疫层析法、高效液相色谱法、酶法等,
不同方法参考区间存在较大差异,目前国内外尚无公

认的参考测量方法。近年来日本临床化学学会和日

本糖尿病委员会指出,以JCCRM611作为GA测量标

准物,同位素稀释液相色谱串联质谱法(ID-LC/MS/

MS)可作为 GA 的参考测量方法[2]。另外周慧娟

等[3]对该方法进行了方法学评价得出,ID-LC/MS/

MS测定血清GA水平准确可靠。酶联免疫吸附试验

(ELISA)是利用酶标记抗原或抗体,从而检测相应抗

原或抗体水平的检测手段,相较于ID-LC/MS/MS,
具有操作简便、价格低廉等特点,更利于临床大规模

筛查[4]。鉴于此,本研究拟对ELISA和ID-LC/MS/

MS检测血清GA水平性能进行比较,旨在为临床应

用提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2020年1-6月本院检验科保

留的体检人群剩余血清300份作为研究标本,-80
 

℃
保存备用。纳入标准:(1)18岁以上;(2)体检合格。
排除标准:(1)妊娠或哺乳期女性;(2)溶血、乳糜、黄
疸血清标本。本研究经医院伦理委员会批准。

1.2 仪器与试剂 人GA
 

ELISA试剂盒(英国Ab-
bexa公司)。Ultra

 

PFPP色谱柱(北京迈瑞达科技有

限公司)。七氟丁酸、乙腈(日本TCI公司)。Multi-
skan

 

FC型酶标仪(美国赛默飞世尔公司)。TSQ
 

VANTAGE型三重四极杆液相色谱质谱联用仪(美
国赛默飞世尔公司)。

1.3 方法

1.3.1 ELISA 将抗体预包被至96孔板上,按照试

剂盒说明书配置标准品、测试样品和生物素偶联试

剂,加至 孔 中 孵 育;加 入 结 合 了 辣 根 过 氧 化 物 酶

(HRP)的试剂并孵育,磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗;添
加3,3',5,5'-四甲基联苯胺,观察到蓝色产物时,加入

酸性终止液,Multiskan
 

FC型酶标仪测定波长450
 

nm处吸光度(A)值,根据标准曲线计算GA水平。

1.3.2 ID-LC/MS/MS (1)标准工作液及上机标准

工作液制备:按比例将赖氨酸和同位素标记赖氨酸、
糖化赖氨酸和同位素标记糖化赖氨酸混匀;不同摩尔

比标准工作液与待测样品混匀,依次进行氢化还原反

应、强酸高温水解反应。(2)液相色谱条件:色谱柱为

Ultra
 

PFPP(柱长2.1
 

mm,内径150
 

mm,粒径3
 

μm),乙腈(90∶10)为流动相A,水(含0.06%七氟丁

酸)为流动相B,等度洗脱,流速250
 

μL/min,进样量

1
 

μL。(3)质谱条件:TSQ
 

VANTAGE型三重四极杆

液相色谱质谱联用仪,电离气压3
 

998.65
 

V,离子源

为电喷雾(ESI),喷雾气体为氮气,喷雾器压力30
 

PSI,气体流速10
 

L/min,离子源温度200.42
 

℃,扫描

类型 MS2SRM,扫描范围300~2
 

000
 

M/Z。(4)标准

曲线质谱采集:工作模式为选择反应检测扫描(SRM)
模式,采集赖氨酸碎片离子峰84.2、67.1、56.2(147

 

M/Z),同位素标记赖氨酸碎片离子峰88.2、70.2、

56.2(151
 

M/Z),选择两种物质在碎片离子峰56.2的

峰面积比值作标准曲线,糖化赖氨酸碎 片 离 子 峰

84.2、248.4、130.0(311
 

M/Z),同位素标记糖化赖氨

酸碎片离子峰84.2、270.1、189.1(317
 

M/Z),选择两

种物质在碎片离子峰84.2的峰面积比值作标准曲

线;ID-LC/MS/MS法测定GA水平单位为mmol/mol,
根 据 公 式 将 其 转 化 为 酶 法 常 用 单 位%,GA(%)=
0.056

 

52×GA(mmol/mol)-0.042
 

17。

1.3.3 一致性评价 将两种方法检测结果分别按照

各试剂提供的参考范围和本研究初步评估建立的参

考范围上限为标准,高于标准为阳性,低于标准为阴

性;采用Kappa一致性检验评价两种方法测定结果一

致性,Kappa=(Po-Pe)/(1-Pe),Po为每一类正确

分类的样本数量之和除以总样本数,即实际一致率,

Pe为理论一致率。
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1.3.4 精密度评价 根据ELISA测定值得到 GA
低、中、高水平样本,将水平相近样本混合制备血清

GA候选标准品,连续测定5
 

d,每天测定4次;计算两

个水平重复度和实验室内不精密度,分别用Sr和S1
表示,确认其精密度范围是否与厂商标注精密度符

合,以基于生物学变异的精密度质量规范(<2.6%)
为质量目标[5],将测定的精密度与质量目标进行比

较,以确保试验结果可接受的医学实用性。Sr=

∑
D

d=1
∑
n

i=1
(Xdi-Xd)2

D(n-1)
,S1=

n-1
n ×Sr

2+Sb
2,Sb

2=

∑
D

d=1
(Xd-X)2

D-1
,D为测试总天数,n为每天重复次数,

Xdi为第d天第i次测定结果。

1.3.5 正确度评价 ELISA法测定3个水平GA标

准物(JCCRM611-1HH),由同位素稀释质谱法(ID/

MS)赋值,认证值为31.1%;计算测定值与认定值的

相对偏差,正确度(%)=(测定值-认证值)/认证

值×100%,以小于1/2允许总误差(±5%)为判断标

准[6],确保试验结果正确度。
1.3.6 质量控制 每个样本连续测定3次,且在同

一批内完成测定,两种检测方法测定样本在30
 

d内

完成。

1.4 统计学处理 采用 Microsoft
 

Excel2010软件对

数据进行统计。非正态分布的计量资料用 M(P25,

P75)表示。Passing-Bablok回归计算两种方法斜率、
截距的95%置信区间(95%CI),Bland-Altman图分

析两种方法平均偏差,以Kappa值作为两种方法一致

性评价结果,以 Kappa值≥0.75表示两者一致性较

好,0.40~0.75表示两者一致性一般,<0.40表示两

者一致性较差。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 ID-LC/MS/MS测定血清GA水平 血清GA
水平检测结果为偏态分布,ID-LC/MS/MS检测血清

GA水平为18.73%(13.21%,22.48%)。
2.2 ELISA测定血清GA水平 检测结果为偏态分

布,ELISA检测血清 GA水平为15.36%(11.14%,

18.78%)。

2.3 两种方法检测血清 GA水平的一致性评价 
Passing-Bablok回归分析结果显示,两种方法检测血

清GA水平的斜率和截距的95%CI 分别为0.911~
1.157,0.114~0.487,斜率的95%CI 包含1,但截距

的95%CI未包含0,见图1。Bland-Altman图显示,
两种方法检测血清GA水平的差值均数为3.78%,低
于临床最低要求(4.5%),见图2。两种方法检测血清

GA水平的一致性较高(Kappa=0.814)。

2.4 ELISA方法学评价

2.4.1 精密度 ELISA测定各样品血清GA水平变

异系数(CV)均低于厂家提供近似水平标准品CV。
见表1。

  注:a为两种方法的拟合曲线;b0~b2为参考线;a和b0越接近,

说明两种检测方法结果一致性越好;b1和b2之间的点越多,说明曲线

的拟合程度越好,结果越可靠。

图1  ID-LC/MS/MS和ELISA测定血清GA水平的

Passing-Bablok回归图

图2  ID-LC/MS/MS和ELISA测定血清GA水平的

Bland-Altman图

表1  精密度评价结果

样品GA水平
重复次数

(n)
均值

(%)

重复性CV
(%)

实验室内不精

密度CV(%)

低水平 20 13.6 1.65 1.22

中水平 20 33.4 1.12 2.14

高水平 20 63.9 0.78 1.35

2.4.2 正确度 ELISA测定各样品血清GA水平测

定值与认定值的相对偏差均小于1/2允许总误差,在
可接受范围。见表2。

表2  正确度评价结果

样品GA水平
测定次数

(n)
CV(%)

测定值与认定值的

相对偏差(%)

低水平 7 0.34 -2.42

中水平 7 0.28 -1.97

高水平 7 0.57 -2.86
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3 讨  论

目前临床GA检测方法尚无统一的参考标准,因
此,无法避免因采用单位或溯源性不同导致的结果差

异较大[7-8]。近年来随着液相色谱和质谱技术发展,

LC/MS/MS成为目前研究的热点。而探索与ID-
LC/MS/MS一致性较高,且具有简便、高效、经济的

检测 方 法,对 临 床 大 规 模 应 用 具 有 重 要 意 义[9]。

ELISA主要将蛋白、抗体或激素等直接或间接固定于

固相载体,再加入一级检测抗体形成抗原抗体复合

物,从而检测样本中抗原水平,具有操作简便、价格较

低、灵敏度高等优点。有研究对比了LC/MS/MS和

ELISA性能发现,两者在检测血清25-羟基维生素D
水平上一致性较好,且以LC/MS/MS为“金标准”作
为参考,ELISA诊断维生素D缺乏的灵敏度和特异

度较高[10]。ID-LC/MS/MS是在 LC/MS/MS基础

上增加了同位素标记技术,具有更高的灵敏度和特异

度[11]。任文华等[12]研究指出,ID-LC/MS/MS测定

血清GA精密度高、正确性好,与常规酶法相关性较

好,推荐作为我国测定GA的候选参考方法。但由于

ID-LC/MS/MS对检测设备及样品质量要求较高,操
作费时,费用较高,不利于基层医院推广和大规模

筛查[13]。
本研究中,ELISA采用的是英国Abbexa公司生

产的GA检测试剂盒,结果显示ELISA检测血清GA
水平为15.36%(11.14%,18.78%),在ID-LC/MS/

MS测定血清GA水平[18.73%(13.21%,22.48%)]
范围内,提示ELISA在血清GA检测中具有一定应

用价值;ELISA检测血清 GA水平与以往报道的结

果[14-15]存在差异,分析原因与检测系统、参考范围等

有关。一致性评价中,Passing-Bablok回归分析显示

两种方法检测血清GA水平斜率的95%CI包含1,但
截距的95%CI未包含0,提示两种方法间不存在系统

和比例误差,Bland-Altman图显示两种方法检测血清

GA水平的平均偏差低于临床最低要求(3.78%
 

vs.
 

4.5%),通过计算 Kappa值发现,两种方法检测血清

GA水平的一致性较高,提示ELISA有可能成为ID-
LC/MS/MS的有效替代方法。进一步对ELISA进行

方法学评价发现,ELISA测定各样品血清GA水平CV
均低于厂家提供近似水平标准品CV,提示其符合基于

生物学变异的精密度质量规范;ELISA法测定各样品

血清GA水平测定值与认定值的相对偏差均小于1/2
允许总误差,在可接受范围内,提示其准确度较高。

综上所述,ELISA 与ID-LC/MS/MS测定血清

GA具有良好一致性,均能满足临床要求,以ID-LC/

MS/MS为参考,ELISA 具有良好的正确度和精密

度,且操作简单、费用相对较低,可用于临床大规模快

速检测。
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