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　 　 【摘要】 　 目的　 应用美国临床实验室标准化协会 CLSI EP12-A2 和 EP15-A2 文件,评估一种磁

微粒化学发光法腺病毒 IgM 抗体检测试剂的性能。 方法　 参照 EP15-A2 文件方法,选用高中低 3 个

浓度的样本,每个样本每天重复测定 4 次,持续 5 d,计算总不精密度。 应用 EP12-A2 文件方法,制备

C50、C50 -20%、C50+20%浓度样本,重复检测 40 次,验证 C50±20%是否在 C5 ~C95区间之外。 应用 EP12-
A2 文件,与临床诊断标准比对,计算灵敏度和特异性;与同类 ELISA 法进行方法学比对,计算符合率

和 Kappa 值。 结果　 3 批产品检测高中低 3 个浓度样本的总不精密度均小于 8%,低于行业标准和说

明书声称值。 3 批产品的 C50±20%均在 C5 ~C95区间之外,验证通过。 以核酸为临床诊断标准,灵敏度

为 100%(95%CI:79. 6% ~ 100%),特异性为 97. 8%(95%CI:94. 5% ~ 99. 1%),Kappa 值 = 0. 871(P =
0. 001)。 与酶联免疫法同类产品的阳性符合率为 66. 7%(95%CI:53. 6% ~ 77. 7%),阴性符合率为:
97. 4%(95%CI:95. 4%~98. 5%),总符合率为 93. 9%(95%CI:91. 6% ~ 95. 6%),Kappa 值 = 0. 678(P =
0. 001)。 结论　 本研究的全自动磁微粒化学发光法腺病毒 IgM 抗体检测试剂精密性良好,与临床诊

断标准符合率较好。
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【Abstract】 　 Objective 　 Application of Clinical and Laboratory Standards Institute evaluation
protocols-12 approved guideline 2nd edition (CLSI EP12-A2) and EP15-A2 documents in the performance
evaluation of Adenovirus IgM CLIA microparticles. Methods 　 Referring to the EP15-A2 method , three
samples of high and low concentration were selected. Each sample test was repeated 4 times one day for 5
days, and the total imprecision was calculated. Referring to the EP12-A2 method , samples of C50, C50 -20%
and C50 + 20% were prepared and repeated 40 times, to verify C50 ± 20% bounds the C5 ~ C95 interval.
Compared with diagnostic accuracy criteria, the sensitivity and specificity were calculated. Compared with
ELISA method , the concordance rate and Kappa value were calculated. Results　 The total imprecision CV
(%) was less than 8%, lower than that announced by manufacturer. C50±20% concentration fall outside the
C5~C95 interval. Compared with diagnostic accuracy criteria, the sensitivity was 100% (95%CI: 79. 6%~
100%), specificity was 97. 8% (95% CI: 94. 5% ~ 99. 1%), Kappa value was 0. 871. Compared with
ELISA method , the positive concordance rate was 66. 7% ( 95% CI: 53. 6% ~ 77. 7%), negative
concordance rate was 97. 4%(95%CI: 95. 4%~98. 5%)total concordance rate was 93. 9%(95%CI: 91. 6%
~ 95. 6%), Kappa value was 0. 678. Conclusions　 The performance of Adenovirus IgM CLIA microparticles
can meet clinical requirements.
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　 　 腺病毒( adenovirus)是无包膜的双链 DNA 病

毒,根据生物学特点和核酸序列可分为 6 个亚群,检
测方法有:核酸检测、抗原检测、血清学特异性抗体

检测和病毒分离培养等[1-2],其中血清特异性 IgM
抗体阳性对诊断具有重要参考意义[3]。 目前应用

于临床的 IgM 抗体检测方法有间接免疫荧光法

(IFA)和酶联免疫吸附法(ELISA),这些方法均需

要手工操作,应用中对结果的影响因素较多。 随着

检验技术的发展,全自动化学发光法已越来越多的

应用于传染病及激素等检测[4-5],根据医学实验室

认可国际标准 ISO15189《医学实验室质量和能力专

用要求》和《医疗机构临床实验室管理办法》要求,
新的检测系统在用于常规工作前应对其分析性能进

行验证确认或分析评价,证实其能够满足预期用

途[6]。 对于定性检测产品,最重要的两个指标是精

密性和检测准确性,本研究根据美国临床和实验室

标准化协会(CLSI)发表的 EP12-A2 文件《定性检测

性能评价的用户方案》 [7], 对安图生物生产的

AutoLumo A2000 磁微粒化学发光法腺病毒 IgM 抗

体检测试剂进行性能评估。 其中对于精密性的评

估,EP12-A2 中是以 C50±20%是否在 C5 ~ C95范围内

评估精密性,只适用于定性检测,评估方法相对复

杂,一般在接受新的检测系统时进行评估;而实验室

日常的检测精密性常以变异系数(CV)体现,企业和

行业都对检测的变异系数有相关的要求,而且能和

室内质控结合起来方便的评估每天的检测是否失

控,因此本文增加了 EP15-A2 文件《用户对精密度

和准确度性能的验证指南》精密度的评估[8]。

1　 材料与方法

1. 1　 材料　
1. 1. 1　 精密性评估样本:收集腺病毒 IgM 抗体阳性

血清样本,所有样本均无溶血、无黄疸、无脂浊,根据

反应性强弱混合成 3 份,离心后取上清液,分装成

20 管,置-70 ℃冰冻保存。
1. 1. 2　 与临床诊断标准比对样本:2017 年 12 月至

2018 年 2 月,郑州大学附属儿童医院呼吸道感染住

院患者,症状包括发热 38 ℃以上,扁桃体炎、咽炎、
肺炎等。 入院时采集患者咽拭子和血清样本,对咽

拭子核酸检测为阳性的患者,出院时(5 ~ 14 d)再次

采集血清样本。 共入选 198 例患者,其中 15 例患者

核酸检测为阳性,并在入院和出院时采集了双份

血清。
1. 1. 3　 与同类产品比对样本:2017 年 9 月至 2018
年 1 月,郑州大学附属儿童医院门诊和住院患者

558 例,年龄 1 个月至 14 岁(平均 4 岁)。 患者来自

6 个科室,其中呼吸科 186 例,消化科 121 例,肾脏

风湿科 62 例,急诊医学科 78 例,血液肿瘤科 51 例,
感染性疾病科 60 例。 所有患者仅在入院时用普通

血清管采集分离急性期血清,编号后-20 ℃ 保存。
本研究经郑州大学附属儿童医院伦理委员会批准,
患者签署知情书。
1. 2　 仪器与试剂　
1. 2. 1　 磁微粒化学发光法试剂盒: 腺病毒 IgM 抗

体检测试剂盒(磁微粒化学发光法),全自动化学发

光仪 AutoLumo A2000,郑州安图生物生产。 高值质

控品 Q1(S / CO 4. 5 ~ 6. 0)、低值质控品 Q2( S / CO
1. 0~1. 6)、洗液、发光底物等耗材,由郑州安图生物

生产。 该试剂盒采用捕获法检测血清 /血浆中的

IgM 抗体,从样本载入到报告实验结果都由全自动

化学发光仪完成,S / CO 值≥1. 0 判定为阳性,<1. 0
判定为阴性。
1. 2. 2　 酶联免疫法(ELISA)试剂盒: 腺病毒 IgM
检测试剂盒,德国 Euroimmun 公司生产。 该试剂盒

使用纯化的腺病毒抗原包被微孔板,辣根过氧化物

酶标记抗人 IgM 抗体,采用间接法检测血清 /血浆中

的 IgM 抗体,样本比值≥1. 1 时,结果判为阳性;比
值<0. 80 时,结果判为阴性;0. 80≤比值<1. 1 时,结
果为可疑。
1. 2. 3　 腺病毒核酸检测方法:核酸提取、检测试剂

均为郑州安图生物生产;实时荧光定量 PCR 仪为美

国 Applied Biosystems 公司 7500 Real Time PCR
System 机型。 Ct 值<34 为核酸检测阳性。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 C50和 C50±20%浓度制备: 同一样本重复测

量,得到 5%阳性结果的浓度为 C5、50%阳性结果的

浓度为 C50、95%阳性结果的浓度为 C95。 高于和低

于 C50,使重复测定结果分别达 5%阳性和 95%阳性
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的浓度称为 C5 ~C95区间,C5 ~C95区间越小则重复性

越好。 C50浓度制备:将高值新鲜阳性血清,用阴性

血清做系列浓度稀释,每天上午和下午分别做 2 个

重复检测,连续 10 d,分别得到 40 个重复检测结果,
阳性结果在 14~26 次范围内,即 C50制备正确,应尽

量选择阳性接近 20 次的浓度值。 C50 ±20%浓度制

备:将配制 C50用的高值新鲜阳性血清,分别按照制

备 C50稀释倍数的 5 / 6 倍和 5 / 4 倍稀释,制备 C50 +
20%和 C50-20%。
1. 3. 2　 EP12-A2 精密性评估:EP12-A2 以 C50±20%
的浓度范围是否在 C5 ~ C95区间内判断精密性是否

符合要求,即 C50±20%样本各检测 40 个重复,≥36
个结果为阳性或阴性认为通过验证。

表 1　 接近临界值的样本重复性验证

Tab.1　 Repeatability verification of the critical value sample

试剂批次
C50 C50+20% C50 -20%

阳性(%) 结论 阳性(%) 结论 阴性(%) 结论

第 1 批 16 / 40(40. 0) 正确 38 / 40(95. 0) 通过 40 / 40(100) 通过

第 2 批 18 / 40(45. 0) 正确 39 / 40(97. 5) 通过 39 / 40(97. 5) 通过

第 3 批 22 / 40(55. 0) 正确 40 / 40(100) 通过 40 / 40(100) 通过

1. 3. 3　 EP15-A2 精密性评估:按操作说明书每天对

仪器进行维护保养和常规质控,在控后进行检测。
将 3 个浓度的新鲜阳性样本复溶,充分混匀后上机

检测,每份样本每天上午和下午各做 2 个重复检测,
连续 5 d,每份样本得到 20 个测试结果。
1. 3. 4　 EP12-A2 方法学比对:临床诊断标准比对选

择核酸作为比对方法,鉴于腺病毒的潜伏期为 3 ~ 8
d,核酸的出现时间会早于 IgM 抗体,因此对核酸阳

性患者采集双份血清以监测 IgM 抗体的变化。 同类

产品的比对选择德国 Euroimmun 公司 ELISA 试剂

盒被作为对比试剂,用两个试剂盒每天平行检测相

同的样本,20 d 内检测完成,按照试剂盒各自说明

书判断结果。
1. 4　 统计学方法　 按 EP12-A2 和 EP15-A2 文件进

行试验数据的统计学处理。 不精密度 CV 值用

Excell 计算;方法学比对数据以四格表显示;符合率

95%置信区间用 Excell 计算;一致性 Kappa 值用

SPSS 18. 0 计算,Kappa 值 0. 61~0. 80 表明两者高度

一致性,0. 81~1. 0 表明两者极高一致性[9]。

2　 结果

2. 1　 EP12-A2 精密性　 C50用 3 个批次试剂各检测

40 个重复,阳性结果均在 14~26 个范围内,C50制备

正确。 C50+20%用 3 个批次试剂各检测 40 个重复,
阳性结果均≥36 个,C50-20%用 3 个批次试剂各检

测 40 个重复,阴性结果均≥36 个,3 批次的精密性

均验证通过,结果见表 1。 将 C5、 C50-20%、 C50 +
20%、C95 4 个浓度的各 40 次检测结果阳性率绘制

成不精密度曲线,可见 C50 ±20%的浓度值范围在浓

度区间之外,说明精密性良好,见图 1。

图 1　 不同浓度的各 40 次检测结果阳性率的不精密度曲线

Fig.1　 Imprecision curve of diffrent concentration
with 40 times tests of positive samples

2. 2　 EP15-A2 精密性　 用 3 批试剂检测高、中、低
3 个浓度样本的不精密度 CV 均在 7%以下,低于行

业标准和厂家说明书声称,结果见表 2。
2. 3　 EP12-A2 方法学比对

2. 3. 1　 与临床诊断标准比对: 198 例患者分别采集

了咽拭子样本和血清样本,其中 15 例患者核酸检测

为阳性,183 例患者核酸检测为阴性。 15 例核酸检

测为阳性的患者 IgM 抗体均检出了阳性,灵敏度为

100%(95%CI:79. 6% ~ 100%),包括入院出院双份

血清 IgM 均阳性 2 例,阴性转阳性 9 例,阳性转阴性

4 例,(见图 2)。 183 例核酸检测为阴性的患者检出

IgM 阳性 4 例,特异性为 97. 8%(95%CI:94. 5% ~
99. 1%)。 见表 3。 与临床诊断标准比对 Kappa 值=
0. 871(P<0. 05)。
2. 3. 2　 与同类产品比对: 门诊和住院患者采集的

558 例血清标本中,酶联免疫法检出 13 例可疑样本

计入阴性统计。 磁微粒化学发光法与酶联免疫法的
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阳性符合率为:66. 7%(95%CI:53. 6% ~77. 7%),阴
性符合率为:97. 4%(95%CI:95. 4% ~98. 5%),总符

合率为 93. 9%(95%CI:91. 6% ~ 95. 6%),与同类产

品比对的 Kappa 值= 0. 678(P<0. 05)。 见表 4。

表 2　 高、中、低 3 个浓度样本 3 批试剂检测的精密度

Tab.2　 Precision of 3 batches reagents with diffrent concentration

样本 批次
平均值

S / CO
标准差

SD
变异

CV(%)

高值样本

第 1 批

第 2 批

第 3 批

5. 01
4. 97
4. 97

0. 22
0. 23
0. 21

4. 39
4. 63
4. 23

中值样本

第 1 批

第 2 批

第 3 批

3. 77
3. 73
3. 75

0. 19
0. 18
0. 20

5. 04
4. 83
5. 33

低值样本

第 1 批

第 2 批

第 3 批

1. 07
1. 19
1. 11

0. 07
0. 06
0. 07

6. 54
5. 04
6. 31

表 3　 磁微粒化学发光法 IgM 与临床诊断标准比对结果

Tab.3　 Comparison of magnetic particle chemiluminescence
IgM with clinical diagnostic criteria

PCR
阳性 阴性

合计

磁微粒化学发光法 IgM
阳性 15 4 19
阴性 0 179 179
合计 15 183 198

图 2　 15 例核酸阳性患者双份血清 IgM S / CO 值变化

(入院时编号 S1,出院时编号 S2)
Fig.2　 Changes of IgM S / CO value in double sera of 15 nucleic acid positive patients (no. S1 on admission, no. S2 on discharge)

3　 讨论

精密性是体外诊断试剂盒的重要性能指标,描

述方式有多种,本研究中使用了 EP12-A2 和 EP15-
A2 两种不同的评估方式。 精密性评估所用样本均

为阳性血清或用人血清稀释的阳性血清,以排除基

质效应的影响[10],同时还包括了强、中、弱反应性样

本,保证评估结果与在临床应用中没有偏差。 结果

显示,用 EP12-A2 方法验证的 3 批产品 C50±20%的

浓度值范围均在 C5 ~C95浓度区间之外,验证符合要

求。 3 批产品检测高中低 3 份样本的总不精密度均

小于 8%,低于行业标准 15%的要求。 磁微粒化学

发光法使用的固相载体是微米级的磁性微粒,整个

反应过程是均相反应,单人份管理,避免了分析间的

反应时间差和误差,因此用两种方案验证的精密性

均良好。

表 4　 磁微粒化学发光法与酶联免疫法比较

Tab.4　 Comparison of IgM results between magnetic particle
chemiluminescence and ELISA

酶联免疫法 IgM
阳性 阴性

合计

磁微粒化学发光法 IgM
阳性 42 21(1)∗ 63
阴性 13 482(12) 495
合计 55 503(13) 558

　 　 注:∗:括号中数字为可疑样本

Note:∗ Numbers in parentheses are those of suspicious samples

　 　 方法学比对包括与临床诊断标准比对和与已上

市的同类产品比对,本研究中的临床诊断标准为核

酸,鉴于核酸的出现时间早于 IgM 抗体,因此每例患
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者均采集了间隔一段时间的双份血清以监测 IgM 抗

体的变化,双份血样本中任何 1 份 IgM 检测为阳性

即认定腺病毒感染。 本研究中 15 例核酸阳性患者

的双份血清中至少有 1 份样本检出为 IgM 阳性,因
此与临床诊断标准的阳性符合率为 100%,但其中

有 9 例核酸阳性患者第 1 份样本 IgM 检测为阴性,
随后出现了阳转,由于腺病毒的潜伏期约 3~8 d,入
院时第 1 份样本 IgM 抗体可能尚未出现,结果符合

核酸与抗体的出现规律[11]。 与临床诊断标准的比

对结果提示磁微粒化学发光法 IgM 可用于腺病毒感

染的检测,对于早期感染者初次检测为阴性时,应最

好能在间隔几 d 后再次采样检测。
与已上市同类产品 ELISA 方法比对时,为降低

人群选择对比对结果的影响,本研究中样本人群来

自 6 个科室,包括了相似疾病患者和可能干扰的人

群,与同类产品比对的阳性符合率为 66. 7%(95%
CI:53. 6%~77. 7%),阴性符合率为 97. 4%(95%CI:
95. 4%~98. 5%),Kappa 值<0. 75,表明两种方法的

一致性不高,阳性符合率偏低。 EP12-A2 文件指出

评价方法和对比方法的错误结果都会导致比对结果

的不一致,只要对比方法的结果不是 100%符合,都
需要对不一致样本用金标准进行检测,以确认哪个

方法更准确,同时患者的临床诊断和样本的其他临

床信息应当进行回顾以确定那些具有差异结果的样

本中是否有显著的临床症状,从而需要进行进一步

的调查。 虽然目前腺病毒 IgM 抗体的检测尚没有国

家标准和国家参考品,但参照磁微粒化学发光法腺

病毒 IgM 检测方法与临床 PCR 检测方法对比分析

结果,磁微粒化学发光法的特异性和敏感性结果比

较好。
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