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生化分析仪检测胶乳免疫比浊法 AFP的性能验证评价
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[摘　要]	 目的：对生化分析仪检测胶乳免疫比浊法AFP的分析性能进行验证和评价。方法：参照中国合格

评定国家认可委员会(China National Accreditation Ser vice，CNAS)最新的性能验证指南和美国临

床和实验室标准协会(American Clinical and Laborator y Standards Institute，CLSI)的文件，并结合

实际工作，设计验证方案，对贝克曼库尔特AU 4 8 0生化分析仪检测北京九强金斯尔的胶乳免疫

比浊法A F P试剂的正确度、精密度、线性范围、临床可报告范围、生物参考区间进行验证和评

价。试验结果与厂家提供的分析性能或国家卫生健康委临床检验中心(National Center for Clinical 

Laboratories，NCCL)的质量指标进行比较。结果：2个水平的正确度偏倚分别为6.47%和2.22%； 

3个水平的批内及批间精密度的变异系数(coefficient of variation，CV)分别为5.79%，1.66%，2.16%

及2.47%，2.23%，1.07%；线性范围验证回归系数a值为1.012，R2=0.9995；最大稀释倍数为30倍，

临床可报告上限为24 000 ng/mL；生物参考区间的符合率R为100%。结论：生化分析仪AU480检测

胶乳免疫比浊法AFP的各项分析性能均能够较好地满足临床应用需求。实验室可根据自身情况选

择替代化学发光法使用。
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Validation and evaluation of the performance of latex 
immunoturbidimetric assay for AFP detected by 

biochemical analyzer
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Abstract Objective: To verify and evaluate the analytical performance of latex immunoturbidimetric assay for AFP 

detected by biochemical analyzer. Methods: The verification scheme was designed with a reference to the 

latest performance verification guidelines of China National Accreditation Service (CNAS), the documents 
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甲胎蛋白(a l p ha  f e to p ro te i n，A F P)是原发性

肝癌早期诊断敏感性和特异性最高的指标，适用

于 人 群 的 大 规 模 普 查 。 肝 癌 手 术 切 除 后 2 个 月 ，

通 常 A F P 应 降 至 2 0  n g / m L 以 下 ， 若 下 降 不 多

或 降 而 复 升 ， 提 示 病 灶 切 除 不 彻 底 或 有 复 发 、

转 移 的 可 能 。 在 转 移 性 肝 癌 中 ， A F P 一 般 低 于

3 5 0 ~ 4 0 0  n g / m L 。酒精性肝硬化、急性肝炎患者

以及H BV携带者也常可见A F P中度升高。据文献

报道，西藏地区由于生活习惯的原因，防病意识

淡薄，H BV感染率较高，其中米林县居民H BV感

染率最高 [ 1 ]。另藏区流行肝包虫病，肝包虫病可

致轻度肝损害，有研究指出其中有患者出现A F P
异常 [ 2 ]。H BV感染可导致急慢性肝炎、肝硬化及

肝癌等。因此在西藏林芝市米林县人民医院开展

AFP的检测具有重要临床意义。

根 据 《 医 疗 机 构 临 床 实 验 室 管 理 办 法 》 和

中 国 合 格 评 定 国 家 认 可 委 员 会 ( C h i n a  N a t i o n a l 
Accreditation Ser vice for Conformity Assessment，

CN A S)  CN A S - CL 0 2 : 2 0 1 2 ( 2 0 1 9年2月2 0日第2次  
修 订 ) 《 医 学 实 验 室 质 量 和 能 力 认 可 准 则 》 及

CNAS-CL02-A003：2018《医学实验室质量和能力

认可准则在临床生物化学检验领域的应用说明》

的要求，实验室必须对检验方法学和程序的正确

度、精密度、分析测量范围、临床可报告范围、

生物参考区间等分析性能进行评估及验证，以满

足 临 床 的 预 期 用 途 [ 3 - 5 ]。 目 前 大 中 型 医 院 使 用 各

种化学发光免疫分析仪检测化学发光法A F P占主

流，各种进口及国产化学发光仪检测肿瘤标志物

的性能验证报道较多 [6-11]，而使用生化分析仪检测

胶乳免疫比浊法A F P的性能验证目前报道较少，

生化检测平台试剂耗材成本较化学发光法低，对

于样本量少的中小型医院实验室可整合资源，应

用 更 便 捷 。 参 照 中 国 合 格 评 定 国 家 认 可 委 员 会

CN A S - G L 0 3 7：2 0 1 9《临床化学定量检验程序性

能 验 证 指 南 》 [ 1 2 ]和 美 国 临 床 和 实 验 室 标 准 协 会

(Clinical and Laboratory Standards Institute，CLSI)
的文件 [13]，结合西藏林芝市米林县人民医院工作

实际，设计验证方案，对美国贝克曼库尔特公司

的AU 4 8 0全自动生化分析仪检测北京九强金斯尔

的胶乳免疫比浊法A F P试剂的正确度、精密度、

线性范围、临床可报告范围、生物参考区间进行

验证和评价，现将结果报道如下。

1  材料与方法

1.1  仪器 
本研究所用仪器为贝克曼库尔特AU480全自动

生化分析仪。

1.2  试剂

本研究所用试剂为北京九强金斯尔胶乳免疫比

浊法AFP试剂盒(批号：19-0716)，配套校准品(批

号：19-0612)，配套质控品(批号：19-0612)。

1.3  样本来源

1.3.1  正确度验证血清

北 京 九 强 金 斯 尔 A F P 用 于 试 验 定 标 以 外 的

另一批号 ( 1 9 - 0 7 2 5 ) 6 个水平校准品中的水平 2 ： 

of American Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and the actual work. The accuracy, precision, 

linear range, clinical reportable range, and biological reference range of the latex immunoturbidimetric AFP 

reagent of Beijing Jiuqiang Jisier with the BECKMAN COULTER AU480 biochemical analyzer were verified 

and evaluated. The results were compared with the analytical performance claimed by the manufacturer or the 

quality indicators of the National Center for Clinical Laboratories (NCCL). Results: The accuracy bias of the 

two levels was 6.47% and 2.22%, respectively. Coefficient of variation (CV) of precision within and between 

batches at three levels were 5.79%, 1.66%, 2.16%, and 2.47%, 2.23%, 1.07%, respectively. The value of the 

regression coefficient in the linear range was 1.012, with the R2 of 0.9995. The maximum dilution multiple is 30 

times, and the detectable upper limit was 24 000 ng/mL. The coincidence rate R of biological reference range 

is 100%. Conclusion: The analytical performance of AU480 in detecting latex immunoturbidimetric AFP was 

able to meet the needs of clinical application. The laboratory can choose to replace chemiluminescence method 

according to its own situation.

Keywords alpha fetoprotein; latex immunoturbidimetry; biochemical analyzer; performance verification
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22.4 ng/mL及水平5：374.9 ng/mL校准品。

1.3.2  精密度验证混合血清

因西藏米林县人民医院 A F P 高值样本血清不

易得到，且受西藏地区物流运输限制及考虑到质

控品的基质效应，结合实际，选取2019年12月西

藏林芝市米林县人民医院健康体检者的非溶血、

脂血、黄疸混合血清样本及少量A F P高值校准品

按 一 定 比 例 分 别 制 备 成 低 、 中 、 高 值 精 密 度 验

证 混 合 血 清 ， 其 中 1 个 水 平 接 近 于 参 考 值 范 围 上

限2 0  n g / m L，3个浓度分别分装1 5份于− 2 0  ℃冻

存，用于精密度试验。

1.3.3  线性范围评价

因西藏米林县人民医院 A F P 高值样本血清不

易 得 到 ， 且 受 西 藏 地 区 物 流 运 输 限 制 及 考 虑 到

质控品的基质效应，结合实际，将A F P另一批号

( 1 9 - 0 7 2 5 )水平6校准品和健康体检者的混合血清

样本按一定体积比配制成不同浓度梯度的混合血

清样品，用于评价AFP线性范围。

1.3.4  临床可报告范围

因西藏米林县人民医院 A F P 高值样本血清不

易得到，采用AFP另一批号(19-0725)水平6校准品

及健康体检者的非溶血、脂血、黄疸混合血清样

本，用于稀释试验。

1.3.5  生物参考区间验证

收集2019年12月西藏林芝市米林县人民医院

2 0例年龄性别等均匀分布的健康体检人的检测剩

余非溶血、黄疸、脂血血清标本，用于验证生物

参考区间。

1.4 方法

1.4.1  正确度验证

参照CN A S - G L 0 3 7：2 0 1 9指南及工作实际，

每天AFP 2个水平的室内质控均在控后，分别将两

个水平的校准品每天重复测定2次，共测定5  d。

计算所有检测均值与校准品靶值的平均偏倚，正

确度偏倚= (测定均值 -校准品靶值) /校准品靶值× 
1 0 0 % ，以小于校准品的不确定度 ± 1 0 % 为判断标

准，以确保试验结果的正确度。

1.4.2  精密度验证

分 析 质 量 目 标 的 允 许 总 误 差 ( t o t a l  e r r o r 
allowance，Tea)设定为国家卫生健康委临床检验中

心(National Center for Clinical Laboratories，NCCL)
室间质量评价的标准25%，批内不精密度≤1/4 Tea 
(±6.25%)，批间不精密度≤1/3 Tea (±8.33%)。参

照CNAS-GL037：2019指南，结合工作实际，每天

A FP 2个水平的室内质控均在控后，将3个水平的

混合血清每天测3次，连续测5 d。记录结果并计算

3个浓度水平的批内及批间精密度。结果与所定分

析质量目标进行比较，以确保试验结果可接受的

医学实用性。

1.4.3  线性范围验证

参照CN A S - G L 0 3 7：2 0 1 9指南，结合工作实

际，将AFP最高值校准品(H)和健康体检者混合血

清(L)按5L、4L:1H、3L:2H、2L:3H、1L:4H、5H
配制成6个浓度梯度的混合样本。A FP 2个水平的

室内质控均在控后，6个浓度按照从低到高各测定

3次，记录测定结果，检查离群值，判断重复性，

将得到的实测值和预期值用直线回归统计方法对

数据进行处理，得到回归方程 Y = a x + b ，若 a 很接

近1 (1.00±0.03)，R2≥0.95，判断为线性范围验证

通过。

1.4.4  临床可报告范围

参照CN A S - G L 0 3 7：2 0 1 9指南，结合工作实

际，AFP 2个水平的室内质控均在控后，用健康体

检人的混合血清将AFP最高值校准品分别进行10、

2 0 、 3 0 、 5 0 倍 稀 释 ， 原 倍 及 各 个 稀 释 度 各 测 定 
3次，记录结果。原倍测定均值结果作为样品的预

期值，样本稀释后的测量结果为检测值，计算出

相对偏差S。S=(检测值 -预期值)/预期值×100%，

评价标准为−10%≤S≤10%。

1.4.5  生物参考区间验证

参 考 C L S I  C 2 8 - A 3 c 文 件 验 证 A F P 的 参 考 区

间 。 A F P  2 个 水 平 的 室 内 质 控 均 在 控 后 ， 收 集  
2 0 例 年 龄 性 别 等 均 匀 分 布 的 健 康 体 检 人 的 检 测

剩 余 非 溶 血 、 黄 疸 、 脂 血 血 清 标 本 及 时 检 测 。

厂商声明的生物参考区间为< 2 0  n g / m L。符合率

R ≥ 9 5 % 的 标 本 结 果 位 于 生 物 参 考 区 间 内 为 验 证

通过。

2  结果

2.1  正确度验证结果

AFP 2个水平校准品测定的均值与靶值的平均

偏倚分别为6.47%和2.22%(表1)。

2.2  精密度验证结果

A F P  3 个 浓 度 水 平 的 批 内 及 批 间 精 密 度 均

小 于 厂 商 声 明 的 C V ， 且 均 小 于 所 设 定 的 分 析 质

量 目 标 ( 批 内 不 精 密 度 ≤ ± 6 . 2 5 % ， 批 间 不 精 密 
度≤±8.33%；表2)。
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表1 AFP正确度试验结果

Table 1 Accuracy test results for AFP

天数
水平1检测值/(ng·mL–1) 均值/

(ng·mL–1)

靶值/

(ng·mL–1)

偏倚

/%

水平2检测值/(ng·mL–1) 均值/

(ng·mL–1)

靶值/

(ng·mL–1)

偏倚

/%重复1 重复2 重复1 重复2

1 22.1 21.9

23.85 22.4 6.47

373.5 383.9

383.23 374.9 2.22

2 24.2 24.2 378.2 373.5

3 23.4 23.5 381.9 385.6

4 24.7 25.6 383.9 389.4

5 23.9 25.0 389.9 392.5

表2 AFP精密度试验结果

Table 2 Precision test results for AFP

水平 批内/(ng·mL–1) CV/% 厂商声明CV/% 批间/(ng·mL–1) CV/% 厂商声明CV/%

低 20.69±1.20 5.79 10 20.69±0.51 2.47 10

中 81.25±1.35 1.66 10 81.25±1.81 2.23 10

高 380.1±8.22 2.16 10 380.1±4.07 1.07 10

2.3  线性范围验证结果

AFP的预期值与实测值散点图如图1所示。AFP
评价的样本浓度范围为4.97~697.2 ng/mL，采用回归

分析，AFP的实测值与预期值没有明显离群值。AFP
的线性回归方程为Y=1.0128X+3.8556，R2=0.9995， 
a值范围为0.975~1.025，R2≥0.95(表3)。

2.4  临床可报告范围验证结果 
5 0倍稀释的相对偏差为1 8 . 7 %，不在 ± 1 0 %之

内，结果不可接受，其他3个稀释倍数的相对偏差

均可接受，最大稀释倍数为3 0倍。临床可报告范

围为800 ng/mL×30倍=24 000 ng/mL(表4)。
图 1 AFP 线性分析图 

Figure 1 Linear analysis diagram for AFP

Y=1.0128X + 3.8556
R2=0.9995
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表3 AFP线性范围试验结果

Table 3 Linear range test results for AFP

稀释度
检测值/(ng·mL–1)

实测均值/(ng·mL–1) 理论值/(ng·mL–1)
重复1 重复2 重复3

5L 5.2 4.8 4.9 4.97 4.97

4L:1H 137.3 138.4 139.1 138.27 143.42

3L:2H 273.5 272.7 270.0 272.07 281.86

2L:3H 407.6 410.4 407.4 408.47 420.31

1L:4H 530.9 548.6 541.9 540.47 558.75

5H 687.5 692.0 698.9 692.8 697.2
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2.5  生物参考区间验证结果

2 0 份 健 康 体 检 人 血 清 标 本 A F P 的 浓 度 为

2.6~7.9 ng/mL，全部<20 ng/mL，符合率为100% 

(表5)。

3  讨论

检验程序的性能验证是新版实验室质量与能

力认可准则的核心技术要素，也是临床实验室质

量管理的重要技术要素，检测系统的分析性能能

够满足临床要求是实验室认可和检验结果互认的

根本保证。西藏林芝市米林县人民医院因总体患

者样本量少，化学发光法检测A F P的使用成本较

高，因此本研究对贝克曼库尔特AU480全自动生化

分析仪检测北京九强金斯尔胶乳免疫比浊法AFP的

分析性能进行验证，评价其临床应用价值。

本研究正确度验证中通过偏倚评估方案，计

算厂商提供的校准品检测值与靶值的偏倚，偏倚

小于校准品的不确定度10%，表明生化分析仪检测

胶乳免疫比浊法AFP正确度的性能符合要求，准确

度高。

精密度是定量测定中最基本的性能指标，因

西藏林芝市米林县人民医院收集AFP高值患者血清

困难且西藏地区物流运输条件限制及考虑到质控

品基质效应的影响，依据CNAS-GL037：2019《临

床化学定量检验程序性能验证指南》 [12]所提供方

案，根据实际条件设计方案，采用健康人混合血

清和少量校准品配制混合血清进行精密度验证，

结果显示：AFP 3个水平的精密度均小于厂家声明

的批内及批间变异系数10%，且小于所定的分析质

量目标，总体变异小，可满足临床应用。本研究

中低水平的批内及批间变异系数为5.79%、2.47%，

略高于中水平的1.66%、2.33%及高水平的2.16%、

1.07%，表明在检测低水平样本时，重复性没有检

测中高水平样本好，但仍然能很好的满足临床检

测要求的。本研究生化分析仪检测胶乳免疫比浊

法AFP中高水平的批内及批间精密度优于相关文献

表4 AFP的临床可报告范围试验结果

Table 4 Clinical reportable range test results for AFP

稀释倍数
检测值/(ng·mL–1)

均值/(ng·mL–1) 预期值/(ng·mL–1) 相对偏差/%
重复1 重复2 重复3

原倍 701.8 698.6 705.8 702.07 702.07 0

1:10 69.3 70.1 70.9 70.1 70.21 –0.15

1:20 35.9 35.7 36.3 35.97 35.1 2.46

1:30 24.6 25.2 23.7 24.5 23.4 4.69

1:50 15.7 17.7 16.6 16.67 14.04 18.70

表5 AFP生物参考区间试验结果

Table 5 Biological reference range test results for AFP

标本号 性别 检测值/(ng·mL–1) 是否符合

1 女 4.3 符合

2 女 2.6 符合

3 女 7.2 符合

4 女 4.9 符合

5 女 4.7 符合

6 女 7.1 符合

7 女 7.9 符合

8 女 5.0 符合

9 女 4.4 符合

10 女 5.4 符合

11 男 5.8 符合

12 男 3.8 符合

13 男 5.4 符合

14 男 3.8 符合

15 男 5.1 符合

16 男 4.2 符合

17 男 6.8 符合

18 男 5.2 符合

19 男 5.2 符合

20 男 5.2 符合
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报道的主流进口或国产品牌化学发光仪检测AFP的

批内及批间的精密度[7,9-11]。

线性范围的验证，因西藏林芝市米林县人民医

院收集AFP高值患者血清困难，本研究根据CNAS-
GL037：2019《临床化学定量检验程序性能验证指 
南》 [12]及实验室具体条件设计的线性范围验证方

案，线性范围验证AFP在5~697.2 ng/mL线性良好，

厂家声明AFP的线性范围为5~800 ng/mL，与厂家声

明线性范围较接近。结果线性范围符合验证要求，

线性良好。

临床可报告范围的验证，本研究将 A F P 高值

校 准 品 用 健 康 体 检 人 混 合 血 清 分 别 进 行 1 0 倍 、  
2 0 倍、 3 0 倍、 5 0 倍稀释， 4 个稀释倍数的相对偏

差分别为–0.15%、2.46%、4.69%、18.7%，50倍稀

释的相对偏差不在±10%之间，结果不可接受，其

他3个稀释倍数的相对偏差均可接受，最大稀释倍

数为30倍，临床可报告范围为24 000 ng/mL。这

与段桂开等人对胶乳免疫比浊法A F P诊断试剂盒

的临床应用评价研究中A F P的最大稀释倍数3 2倍 
及临床可报告范围为25 600 ng/mL基本一致 [14]。

而杨丽等 [7]对罗氏Cobas6000电化学发光分析仪检

测AFP，CE A的性能验证研究中，AFP的最大稀释

倍数为50倍；王凡等[6]对AFP检测的临床可报告范

围验证研究中，罗氏Elec sys2010电化学发光法测

定A F P的最大稀释倍数为8 0倍；齐文峰等 [ 1 0 ]对贝

克曼DXI800全自动化学发光免疫分析仪测定肿瘤

标志物的性能验证研究中，AFP的最大稀释倍数为

50倍；姚爱荣等[9]对雅培化学发光肿瘤项目试剂盒

分析性能验证的研究中AFP的最大稀释倍数为100
倍。可见进口主流品牌的化学发光仪检测AFP的最

大稀释倍数及临床可报告范围优于生化仪检测胶

乳免疫比浊法AFP，也即进口主流品牌的化学发光

仪检测AFP在低浓度水平的检测重复性、回收率更

优于生化仪检测胶乳免疫比浊法AFP。国产品牌的

化学发光仪检测AFP对临床可报告范围的验证目前

报道少见，故无法分析比较。但生化仪检测胶乳

免疫比浊法AFP的临床可报告范围仍能满足临床应

用需求的。

依据CL SI  C28-A3c文件 [13]验证A FP的参考区

间，本研究所有检测结果均小于厂家提供的生物

参考区间20 ng/mL，符合率R为100%。本实验室使

用生化仪检测胶乳免疫比浊法AFP可采用厂家提供

的生物参考区间。

综 上 所 述 ， 本 研 究 在 西 藏 林 芝 市 米 林 县 人

民医院对贝克曼库尔特AU 4 8 0全自动生化分析仪

检测北京九强金斯尔的A F P胶乳免疫比浊法试剂

的 正 确 度 、 精 密 度 、 线 性 范 围 、 临 床 可 报 告 范

围、生物参考区间进行了验证和评价。各项性能

均能满足临床应用需求。虽目前市场上化学发光

法是检测A F P的主流，但化学发光分析仪检测使

用成本较高，生化仪检测方便快捷成本低，对于

西 藏 县 级 地 区 以 及 样 本 量 少 的 中 小 型 医 院 可 考

虑开展使用生化仪检测胶乳免疫比浊法A F P来替

代化学发光仪检测。但不建议作为A F P水平高于 
24 000 ng/mL患者治疗监测的检测。

因西藏地区试验条件受限，本试验未能与主

流品牌化学发光检测仪做比对分析，正确度试验

未能采用卫生部室间质评样本。
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