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　　摘　要：目的　通过对国产红细胞叶酸检测仪进行性能分析，以验证其检测能力是否符合行业标准。方法　参考美国临床和

实验室标准化协会ＥＰ５Ａ２文件，通过２０ｄ测定２个水平质控物，获得精密度实验数据，计算批内、批间和实验室内变异系数

（ＣＶ）并与生物学变异规定的要求相比较；按照ＥＰ９Ａ２文件，通过与ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｔｅｒＵｎｉＣｅｌＤｘＩ８００全自动免疫分析仪测定结果

比对验证仪器的正确度；参照ＥＰ６Ａ文件，用多项式回归法进行线性评价；通过测定２０例能够合理代表健康总体的样本对仪器

给定的参考范围进行验证。结果　批内ＣＶ小于６．６７％（１／４生物学变异允许总误差），批间ＣＶ小于８．９０％（１／３生物学变异允

许总误差），实验室内ＣＶ小于１３．３５％（１／２生物学变异允许总误差）；在医学决定水平处预期偏倚的可信区间小于允许的误差范

围；二次和三次多项式系数与０比较差异均无统计学意义，检测系统呈线性；厂家给定的参考范围不适合本实验所在地人群。结

论　国产红细胞叶酸检测仪精密度、正确度和线性符合要求；实验室应建立适合当地人群的参考范围。
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　　血液中的叶酸缺乏与巨幼细胞贫血
［１］、高同型半胱氨酸血

症［２］、脑血管疾病［３］以及胎儿神经管缺陷［４］密切相关。了解体

内叶酸水平对于合理补充叶酸、减少以上疾病发生至关重要，

叶酸的检测对营养状态判断、疾病诊断和治疗监测非常重要。

叶酸检测项目主要在大型医院开展，依靠国外大型仪器，成本

昂贵，难以满足广大农村患者的需求。本文对国产的小型红细

胞叶酸分析仪进行性能分析。通常一个检测系统应用到临床

之前实验室必须对其进行性能验证［５７］，最主要的性能指标包

括精密度、正确度、检测线性范围以及参考范围是否符合当地

人群［８］。美国临床实验室标准化委员会（ｎａｔｉｏｎａｌｃｏｍｍｉｔｔｅｅ

ｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＮＣＣＬＳ）发布的ＥＰ５文件用于检验方法

的精密度评价［９］，ＥＰ９文件用于检验方法的比较和偏差估

计［１０］，ＥＰ６文件用于线性范围评估
［１１］。本文按照以上文件设

计实验，对仪器的精密度、正确度、线性范围和参考区间进行

验证。

１　材料与方法

１．１　材料　ＹＳＹＳ５３００型智能红细胞叶酸检测仪及配套的

红细胞 叶 酸 定 量 检 测 试 剂 （２ 个 批 号 分 别 为 ２０１１０５１２、

２０１１０８２０），ＢＩＯＲＡＤＩｍｍｕｎｏａｓｓａｙ质控品（美国伯乐公司免

疫质控品，中值批号：４０２３２，高值批号：４０２３３），ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕ

ｔｅｒＵｎｉＣｅｌＤｘＩ８００全自动免疫分析仪及配套的叶酸检测试剂

（批号：１１７８７５），配套校准品（批号：１１０４３５），样品为以ＥＤＴＡ
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Ｋ２ 为抗凝剂的健康人抗凝血。严格按照试剂盒说明书及仪器

实验参数设定操作程序进行操作。

１．２　方法

１．２．１　精密度性能评价　依据ＮＣＣＬＳＥＰ５Ａ２文件规定，使

用２个水平ＢＩＯＲＡＤ叶酸质控品，每天分２批，每批实验同一

浓度的质控物质做双份测定，２批的间隔时间大于２ｈ，连续检

测２０ｄ。每个浓度获得８０个可接受数据。计算批内不精密度

（犆犞批内、狊批内）、批间不精密度和实验室内总不精密度（狊总，

犆犞总）；用χ
２ 检验判断获得的重复性和室内精密度数据与生物

学变异允许误差比较。

１．２．２　正确度实验　依据 ＮＣＣＬＳ颁布的ＥＰ９Ａ２文件取新

鲜患者标本４０例，浓度从低于参考范围到远高于参考范围，尽

可能在分析测量范围内均匀分布。使用２种方法每天测８个

样本，每个样本重复检测２次，共测定５ｄ。样本测定时指定第

１次的顺序，按照相反方向测定第２次，排列顺序时浓度尽可

能随机排列。然后进行数据收集、统计学分析、方法内和方法

间离群值检验，以２种方法数据均值和差值作图，通过散点图

观察 ＹＳＹＳ５３００型智能红细胞叶酸检测仪和 ＢｅｃｋｍａｎＤｘＩ

８００测定结果是否呈直线关系，并进行比较方法结果（Ｘ）的合

适范围检验，用相关系数狉估计，如果狉≥０．９７５可以认为Ｘ取

值范围合适，如果小于则需要更多的数据浓度分布范围，重新

分析数据，如果无法扩大，则需采用分部残差法评价。计算给

定的医学决定水平（Ｘｃ）处的预期偏倚（Ｂｃ）及Ｂｃ的９５％可信

区间。以允许总误差的１／２作为评价标准（红细胞叶酸的允许

总误差为２６．７％），当预期偏倚小于可接受的偏倚则认为可以

接受。

１．２．３　线性范围评价试验　依据ＮＣＣＬＳＥＰ６Ａ方案选择浓

度覆盖分析测量范围上、下限的高值样本（Ｈ）和低值样本（Ｌ），

分别为１．６５ｎｇ／ｍＬ和２６．３ｎｇ／ｍＬ。将 Ｈ 和 Ｌ样本按照

１．０Ｌ、０．８Ｌ＋０．２Ｈ、０．６Ｌ＋０．４Ｈ、０．４Ｌ＋０．６Ｈ、０．２Ｌ＋０．８Ｈ、

１．０Ｈ各自配制混合，形成６个系列评价样本。在保证仪器校

准和质控状态良好情况下随机测量，每个样本重复测定４次。

利用多项式回归分析方法判断非线性（二阶和三阶方程式）回

归系数与０比较，比较差异是否有统计学意义。如果差异无统

计学意义，则认为检测系统呈线性（一阶方程式）。

１．２．４　参考区间的验证　参照 ＮＣＣＬＳ颁布的Ｃ２８Ａ２文件

中提供的方法［１２］，选择２０例能够合理代表实验室所在区域健

康总体的参考个体。检测以上个体红细胞叶酸水平，有不超过

１０％的观察值在原始报告的参考区间外则认为参考区间可以

接受；如有３例以上超出界限，则重新选择２０个参考个体，结

果不超过２例（或１０％）的观察值在原始报告的参考区间外，

则也可以接受；再次有３例及以上超过给定的参考范围，需重

新检查操作系统，如果操作没有问题，则认为该参考区间不适

合于当地人群，需要重新建立参考区间。

２　结　　果

２．１　精密度评价结果　见表１，批内变异系数（ＣＶ）小于基于

生物学变异允许误差的１／４，批间ＣＶ小于允许误差的１／３，实

验室变异小于允许误差的１／２；本实验进行了重复性和室内精

密度χ
２ 检验，计算的χ

２ 值分别为２１．６４和２７．４２，小于５５．８

（自由度为４０的９５％上限临界值，通过查卡方界值表获得），

结果也符合要求。

２．２　正确度评价结果

２．２．１　离群值检验　首先进行了 ＹＳＹＳ５３００和ＤｘＩ８００各

自方法内离群值检验。计算每个方法重复测定平均差值绝对

值，以该均值的４倍作为重复性测定的可接受限，结果方法内

无离群值。计算ＹＳＹＳ５３００和ＤｘＩ８００测定结果平均相对差

值绝对值，以４倍平均绝对差值作为可接受限，２种方法测定

结果差值没有超过可接受限的，则认为方法间无间离群值。

表１　　ＹＳＹＳ５３００型智能红细胞叶酸检测仪

　　　精密度结果（％）

评价的项目 中值质控ＣＶ 高值质控ＣＶ 允许误差 评价结果

批内不精密度 ４．９１ ６．３６ ６．６７ 符合

批间不精密度 ８．７５ ７．９３ ８．９０ 符合

室内不精密度 １０．７９ １０．３２ １３．３５ 符合

２．２．２　数据作图　以２种方法检测的８０对数据作图（图１）。

图１中Ａ的横坐标是ＤｘＩ８００仪器２次测定结果的均值，纵坐

标是ＹＳＹＳ５３００测定２次结果的均值；Ｂ的横坐标是ＤｘＩ８００

仪器２次测定结果的均值，纵坐标是所有ＹＳＹＳ５３００测定值

（共８０次）；Ｃ的横坐标是ＤｘＩ８００测定值和 ＹＳＹＳ５３００和测

定值的总均值，纵坐标是ＤｘＩ８００仪器２次测定结果的均值与

ＹＳＹＳ５３００测定２次结果的均值之间的差值；Ｄ的横坐标是

ＤｘＩ８００测定值和 ＹＳＹＳ５３００和测定值的总均值，纵坐标是

ＤｘＩ８００与ＹＳＹＳ５３００单次测定结果之间的差值。

　　Ａ：ＹＳＹＳ５３００测定均值对ＤｘＩ８００测定均值散点图；Ｂ：ＹＳＹＳ５３００单个测定值对ＤｘＩ８００测定均值散点图；Ｃ：ＹＳＹＳ５３００与ＤｘＩ８００测定差

值与２种方法均值的偏倚图；Ｄ：ＹＳＹＳ５３００与ＤｘＩ８００单次测定差值与２种方法均值的偏倚图。

图１　　ＹＳＹＳ５３００与ＤｘＩ８００结果比对分析图

２．２．３　Ｘ值合适范围检验结果　通过对２种方法测定的８０

对数据进行相关分析，计算相关系数狉为０．８７１８，小于０．９７５，

故不能用线性回归法计算预期偏倚，采用分步残差法分析。将

数据按照Ｘ值（ＤｘＩ８００测定结果）递增的顺序分为３组，第１

组和第２组均为２６个数据，第３组为２７个数据，用分步残差

法计算每组数据的预期偏倚。

２．２．４　预期偏倚及可信区间计算　判断新生儿神经管畸形红

细胞叶酸的医学决定水平是４００ｎｇ／ｍＬ
［６］，生物学变异规定的
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允许误差是２６．７％，以１／２允许总误差作为的偏倚的可接受

水平，则在４００ｎｇ／ｍＬ时允许的测定范围是３４６．６～４５３．４

ｎｇ／ｍＬ。用分步残差法计算医学决定水平处Ｂｃ的估计值为

４０２．３７ｎｇ／ｍＬ，Ｂｃ的９５％可信区间为３５５．５８～４４９．１５ｎｇ／

ｍＬ，小于生物学变异允许的范围，所以认为 ＹＳＹＳ５３００与

ＤｘＩ８００测定结果相当。

２．３　线性范围评价结果　对６个系列评价样本分别检测４次

后进行多项式回归分析，结果拟合的二次多项式系数ｂ２和三

次多项式模型系数ｂ２和ｂ３与０比较差异均无统计学意义，故

判断检测系统呈线性（一阶方程式），见表２和图２。

表２　　拟合系数及拟合系数Ｐ值

系数 一次拟合 二次拟合 三次拟合
一次系数

犘值

二次系数

犘值

三次系数

犘值

ｂ０ － －３．８４１ －７．９３１ ０．１３０ ０．１３５ ０．１３７

ｂ１ ４．４９６ ５．９１１ １１．０５７ ０．０００ ０．０１７ ０．０９８

ｂ２ － －０．２０２ －１．９０６ － ０．２５６ ０．２５２

ｂ３ － － ０．１６２ － － ０．１６６

　　－：此项无数据。

图２　　线性拟合线

２．４　参考区间验证结果　通过测量２０例实验室选择的健康

参考个体，其中有７例超过了仪器给定的参考区间（参考范围

２８０～７９１ｎｇ／ｍＬ），重新选择２０例能够代表健康整体的个体

检测，仍然有９例超过参考区间，所以认为使用２８０～７９１ｎｇ／

ｍＬ作为实验室参考范围是不合理的。

３　讨　　论

检验医学是疾病诊断和病情评估的一个基础组成部分。

随着医疗水平的不断提高，检验结果越来越多地被用于疾病的

筛查、诊断、治疗监测及预后的判断，故检验结果的准确性直接

影响到对疾病的判断。体内叶酸水平直接影响ＤＮＡ合成，叶

酸缺乏可导致巨幼细胞贫血、高同型半胱氨酸血症以及胎儿神

经管畸形［１３］，故越来越多的检验科开展叶酸检测。红细胞叶

酸不受短时间叶酸摄入情况的影响，故更能准确地反映体内叶

酸的实际情况。

目前，国内外对于医学实验室质量管理要求主要是以美国

临床实验室改进法案修正案（ＣＬＩＡ′８８）、美国病理学家协会

（ＣＡＰ）的实验室认可计划以及国际标准化组织制定的标准

ＩＳＯ１５１８９医学实验室认可为主。检测系统性能参数进行验证

主要依照美国 ＮＣＣＬＳ颁布的ＥＰ文件。本研究参照 ＮＣＣＬＳ

ＥＰ５Ａ２文件的精密度评价方案、ＥＰ９Ａ２文件的正确度验证

方案和ＥＰ６Ａ文件的线性评价方案对国产的小型红细胞叶酸

检测仪评价。精密度性能验证结果显示，测定中值、高值质控

物批内ＣＶ均小于１／４生物学变异允许总误差（２６．７％），批间

ＣＶ小于１／３生物学变异允许总误差，实验室内ＣＶ小于１／２

生物学变异允许总误差。说明该仪器精密度能够满足要求。

在正确度性能验证分析中，Ｘ合适范围检验结果狉小于

０．９７５，故未通过数据合适范围和均匀离散度检验，可能与本次

实验选择高值样本较少有关。根据ＥＰ９Ａ２文件将数据分为３

个部分，用分步残差法计算预期偏倚，结果在医学决定水平处

预期偏倚的可信区间小于生物学变异允许的误差范围。故认

为该仪器检测结果与ＢｅｃｋｍａｎＤｘＩ８００封闭系统可比，正确度

性能符合要求。利用ＥＰ６Ａ进行线性验证是利用多项式回归

评价方法，首先假设数据点是非线性的，通过非线性多项式拟

合数据，如果数据的最适合模型符合一次、二次和三次多项式，

可得到回归方程，对非线性系数进行统计学分析。如果有统计

学意义的非线性系数，则该组数据呈非线性，否则为线性。通

过实验得出拟合的二次多项式系数ｂ２和三次多项式模型系数

ｂ２和ｂ３与０比较差异均无统计学意义，故判断该检测系统呈

线性。

参考范围对于判断检测结果、生理状态、疾病预后等具有

至关重要的作用，但往往受到多种因素的影响。本实验先后２

次分别选用２０例能够合理代表健康总体的参考个体对仪器给

定的参考范围进行验证，结果２次均有大于３例的结果超出给

定参考范围，故认为该范围不适合实验室当地的人群，需要重

新建立参考范围。国内学者对婚检妇女营养的调查发现叶酸

水平存在地区差异、城乡差异和季节差异［１４］。美国在第３次

全国健康与营养调查研究时，进行了叶酸水平与种族、文化程

度等相关性的研究，结果发现叶酸水平存在明显的种族差异，

膳食叶酸摄入量、生活习惯等可以影响体内叶酸水平［１５］。可

见叶酸水平受不同人群、饮食、生活习惯、地理位置和不同的实

验方法等许多因素的影响；目前，中国大多数实验室叶酸参考

范围均来源于国外试剂厂家说明书，其研究对象来源于国外人

群，遗传背景、饮食及生活习惯明显不同于中国人群，用此参考

范围往往难以做出正确的判断。所以，各地实验室应建立本地

区的叶酸正常参考值范围。

参考文献：
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［２］ 李海华，张丽伟，李小凤．高同型半胱氨酸血症与缺血性
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成纤维细胞在数量上不及心肌细胞，但成纤维细胞具有增殖分

化能力，生长迅速，且贴壁较心肌细胞早，若不加以控制，则会

生长成为优势细胞，严重影响心肌细胞的纯度和生长状态。在

此，可以利用成纤维细胞较心肌细胞贴壁早的特点，在培养６０

～９０ｍｉｎ时，大部分成纤维细胞已贴壁而心肌细胞尚未贴壁。

采用差速贴壁的方法可除去大部分成纤维细胞。差速贴壁剩

下的少量成纤维细胞可通过在培养基中加入溴脱氧尿苷（Ｂｒ

ｄＵ）以抑制成纤维细胞的ＤＮＡ和蛋白质合成
［７］加以控制。本

实验室经过差速贴壁和ＢｒｄＵ处理后，心肌细胞的纯度一般可

达９５％以上，完全可用于后续试验。另外，小鼠心肌细胞比较

脆弱，在各操作步骤中若时间与力度控制不是很准确时，则会

遇到心肌细胞贴壁不好的情况。根据作者的经验，此时可用

１％明胶包被培养皿则可良好贴壁。

３．５　接种密度　心肌细胞接种密度不仅可影响细胞间的相互

接触，并且会影响细胞长期培养的成活率［８］。接种细胞的密度

应根据实验观测目的而定。一般而言，若需单个心肌细胞贴壁

生长，如作形态学观测，６孔板中每孔的接种细胞数量应控制

在（１～２）×１０５ 个；若需心肌细胞形成单层细胞或多层细胞，

或形成细胞簇，如收获心肌细胞作 ｍＲＮＡ或蛋白表达水平的

观测时，则每孔的接种密度可增加到（５～６）×１０５ 个。

３．６　其他　其他影响因素包括培养液的ｐＨ值，ｐＨ值为７．０

～７．２时更利于细胞的生长
［９］，且培养液随着放置时间的延长

ｐＨ值逐渐升高，因此，最好现配现用。若操作技术娴熟，培养

液里可不加抗菌药物。本实验发现培养液里不加抗菌药物时，

心肌细胞生长状态更为良好；换液时间太短或太长均不利于心

肌细胞生长，以肉眼可见培养液颜色改变即ｐＨ值改变时换液

即可。

４　结　　语

小鼠心肌细胞在培养技术上还存在着一定的难度，如何简

化分离、纯化步骤、提高心肌细胞存活率和纯度仍是小鼠心肌

细胞培养技术的关键。随着各种基因敲除和转基因小鼠在心

血管疾病机制研究中的广泛应用，相信与之相对应的小鼠心肌

细胞体外模型会将心血管疾病的机制研究在细胞和分子水平

上推向一个新的高度。
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