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流式细胞仪检测结缔组织生长因子的方法学评价
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［摘　要］目的：评价ＦＡＣＳＡｒｒａｙ流式细胞仪检测血清结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）的方法学性能。方法：用流
式细胞仪测定血清高低浓度ＣＴＧＦ，计算两种浓度的批内变异系数、批间变异系数及相对偏差评价仪器的精密
度、准确度及分析灵敏度，采用美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＬ）的有关要求进行评价；计算在校准品中加入
聚苯乙烯微球、高浓度的甘油三酯（１７ｍｍｏｌ／Ｌ）、血红蛋白（１２ｇ／Ｌ）、胆红素（１７０ｕｍｏｌ／Ｌ）或低浓度的甘油三酯
（０７６ｍｍｏｌ／Ｌ）、血红蛋白（０５ｇ／Ｌ）和胆红素（１７ｕｍｏｌ／Ｌ）干扰物对 ＣＴＧＦ测定时的干扰率，对仪器分析性能
进行验证和评价。结果：ＣＴＧＦ的高低两个浓度的批内变异系数分别为２９６％和３７５％，高低两个浓度的批间
变异系数分别为９０２％和８７８％，ＣＴＧＦ的高低两个浓度的相对偏差分别为２２３％和１８５％，检测灵敏度为
１４９１ｎｇ／Ｌ，均达到ＣＬＳＬ的有关要求；聚苯乙烯微球，高浓度的甘油三酯、血红蛋白及胆红素干扰物对 ＣＴＧＦ测
定时的干扰率分别为３９８％、１２７６％、１１３５％及１１１４％，对检测有一定的干扰；低浓度的甘油三酯、血红蛋白
及胆红素干扰物对ＣＴＧＦ测定时的干扰率分别为４４５％、３４９％和２９４％，对检测干扰相对于高值干扰物较小。
结论：ＦＡＣＳＡｒｒａｙ流式细胞仪检测系统检测血清 ＣＴＧＦ的性能指标可满足实验室认可的需求；高浓度的甘油三
酯、血红蛋白和胆红素对ＣＴＧＦ的测定有一定干扰作用。
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　　根据ＩＳＯ１５１８９医学实验室检验质量标准化的
认证标准和美国《临床实验室改进法修正案》

（ＣＬＩＡ８８）的规定，实验仪器在用于临床之前必须
对其精密度、准确度、分析灵敏度和干扰实验等主

要分析性能进行验证，而检验仪器的检测性能是否

能够满足相关要求是医学实验室认可和检验结果

互认的根本保证［１］。ＦＡＣＳＡｒｒａｙ流式细胞仪是近
年来广泛使用的检测仪器，它可以快速测定并记录

悬浮在液体中分散细胞的一系列重要的生物物理、

生物化学方面的特征参量，本研究对ＦＡＣＳＡｒｒａｙ流
式细胞仪检测系统测定羊抗人结缔组织生长因子

（ＣＴＧＦ）的分析性能进行验证，旨在验证流式细胞
仪的方法学和仪器性能是否能满足实验室认可的

需要。

１　材料与方法

１１　仪器、试剂和校准品
ＦＡＣＳＡｒｒａｙ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司），羧基

化微球（ＢｉｏＲａｄ公司），生物素标记的 ＣＴＧＦ单克
隆抗体（美国Ｒ＆Ｄ公司），ＰＥ标记的亲和素（ｅＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ公司），ＣＴＧＦ校准品（美国ＢＤ公司）
１２　方法

将ＦＡＣＳＡｒｒａｙ流式细胞仪校准后，应用美国临
床和实验室标准协会（ＣＬＳＬ）的有关规则对流式细
胞仪检测ＣＴＧＦ的精密度、准确度、灵敏度、干扰实
验等分析性能进行系统性评价［２］。

１２１　校准　按照ＢＤＴＭＣＢＡ操作说明书，配制
校准微球，对ＦＡＣＳＡｒｒａｙ流式细胞仪进行仪器调试
和校准。

１２２　精密度实验　分别选择高低两个浓度的
ＣＴＧＦ的校准品进行精密度试验，批内精密度为对

同一样品同时重复检测２０次，计算均值、标准差和
变异系数。批间精密度为对每个样品每天检测一

次，连续２０ｄ，计算均值、标准差和变异系数。
１２３　准确度实验　选择高、低两个浓度的ＣＴＧＦ
校准品进行检测，以校准品的浓度为预期靶值，实

际检测值为验证值，将验证值与预期靶值进行比

对，计算验证值与靶值的相对偏倚（％）。
１２４　分析灵敏度（ＬＬＤ）实验　分别选择 ＣＴＧＦ
的低值校准品进行灵敏度试验，以稀释液为空白样

品，分别对空白样品和低值校准品进行１０次检测，
记录每次检测的荧光强度值，按照《实用临床实验

室管理学》（丛玉隆，２０１１）推荐方法经过计算
ＬＬＤ。
１２５　血清中其他物资对ＣＴＧＦ测定的干扰　临
床医生在采集患者血样本时会出现溶血，或血样本

为脂血，或为黄疸病人，因此，干扰试验是在校准品

中分别加入聚苯乙烯微球、高低两个浓度水平的血

红蛋白（１２０和 ０５ｇ／Ｌ）、甘油三酯（１７０和
０７６ｍｍｏｌ／Ｌ）和胆红素（１７０和 １７μｍｏｌ／Ｌ）；模
拟病人血样因轻度和重度溶血、脂血或黄疸造成的

对该项目检测结果的影响。

１３　统计学处理
数据用ＳＰＳＳ１１５软件进行统计学分析，所有

资料进行正态性（偏度与峰度）和方差齐性 Ｌｅｖｅｎｅ
检验，计量变量符合正态分布以均数 ±标准差（ｘ
±ｓ）表示，非正态计量变量以中位数（Ｐ２５，Ｐ７５）表
示，分类或计数变量以百分数（％）表示；依据检验
结果分别适用单因素方差分析、ｔ检验、Ｋｒｕｓｋａｌ
Ｗａｌｌｉｓ秩和检验，正态方差齐变量两两比较采用最
小显著差异检验法（ＳＮＫ检验），方差不齐变量两
两比较采用ＤｕｎｅｔｔＴ法分析，以 Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。
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２　结果

２１　精密度验证试验
对高低两个浓度的 ＣＴＧＦ校准品进行精密度

试验，其批内精密度结果和批间精密度试验结果均

达到ＣＬＳＬ规定（ｃｖ＜１０％和＜１５％）。见表１。

２２　准确度验证试验
按程序检测ＣＴＧＦ两个浓度的校准品，预期靶

值为校准品的实际浓度，验证值为实际检测值，比

对预期靶值和验证值，计算其相对偏差（％），ＣＴ
ＧＦ准确度验证结果亦达到达到 ＣＬＳＬ标准（相对
偏差＜２０％），见表２。

表１　ＣＴＧＦ批内和批间精密度验证试验结果
Ｔａｂ．１　ＰｒｅｃｉｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｂｅｔｗｅｅｎＣＴＧＦｗｉｔｈｉｎａｓｓａｙａｎｄｂｅｔｗｅｅｎａｓｓａｙ

类别 ＣＴＧＦ（ｎｇ／Ｌ） 检测范围 ｘ±ｓ ｃｖ（％） ＣＬＳＬｃｖ标准（％）

批内 ７０．２５ ６５．５１～７７．２５ ６９．８４±４．２０ ３．７５ ＜１０

５２１．４５ ４９９．７９～５２７．２５ ５１１．７８±７．５０ ２．９６ ＜１０

批间 ７０．２５ ６０．５１～８１．２５ ６８．２４±６．２０ ８．７８ ＜１５

５２１．４５ ４９１．７９～５３２．２５ ５０１．７８±９．１３ ９．０２ ＜１５

表２　ＣＴＧＦ准确度验证试验结果
Ｔａｂ．２　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＴＧＦａｃｃｕｒａｃｙｔｅｓｔ

ＣＴＧＦ预期靶
值（ｎｇ／Ｌ）

ＣＴＧＦ验证
值（ｎｇ／Ｌ）

绝对

偏差

相对偏差

（％）
ＣＬＳＬ标准
（％）

７０２５ ７１５５ １３０ １８５ ＜２０

５２１４５ ５０９７８ １１６７ ２２３ ＜２０

２３　灵敏度验证试验
ＣＴＧＦ的空白和低浓度样本的中位荧光强度

（ＭＦＩ）的均值分别为１７４４和４３６７，标准差分别
为２５４和２７８。按照９９７０％的可信度，空白样
本３倍标准差为 ２５４×３＝７６２，低浓度样品
ＭＦＩ４３６７扣除空白值１７４４后为２６２３；因此ＭＦＩ
为 ７６２时，ＣＴＧＦ检测灵敏度为 ７６２／２６２３×
５１３３＝１４９１（ｎｇ／Ｌ）。见表３。

表３　ＣＴＧＦ灵敏度验证试验结果
Ｔａｂ．３　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｏｆＣＴＧＦｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ＣＴＧＦ
（ｎｇ／Ｌ）

１０次检测
ＭＦＩ均值

标准差
低浓度标本扣

除空白后ＭＦＩ
分析

灵敏度

０．００ １７．４４ ２５４
１４９１

５１３３ ４３６７ ２７８ ８４６

２４　干扰试验
干扰试验结果显示，在聚苯乙烯微球、高浓度

的甘油三酯、血红蛋白及胆红素对 ＣＴＧＦ测定时的
干扰 率 分 别 为 ３９８０％、１２７６％、１１３５％ 和
１１１４％，对检测有一定的干扰；低浓度的甘油三

酯、血红蛋白和胆红素对ＣＴＧＦ测定时的干扰率分
别为４４５％、３４９％和２９４％，对检测干扰相对于
高值干扰物较小。

３　讨论

ＣＴＧＦ属一类新的富含半胱氨酸生长因子家
族，位于６ｑ２３１。成纤维细胞的有丝分裂作用依
赖于ＣＴＧＦ，另外ＣＴＧＦ还有促使细胞增殖、分化和
迁移的作用［３］。ＣＴＧＦ促使由肝星状细胞活化增
殖、合成及分泌活性物质，改变胶原构成比例，所以

ＣＴＧＦ对纤维化进程具有重要意义。ＴＧＦβ诱导
的ＣＴＧＦ过程影响因素众多，如ｃＡＭＰ水平、ＴＮＦα、
前列腺素Ｅ２、白介素４、过氧化物酶体增殖物激活
受体等。其中 ｃＡＭＰ激活蛋白激酶使转录因子磷
酸化，抑制ＴＧＦβ诱导ＣＴＧＦ表达，抑制胶原合成，
但对ＣＴＧＦ促细胞增殖的作用和基础表达的ＣＴＧＦ
没有影响［４］；ＴＮＦα抑制 ＴＧＦβ诱导的 ＣＴＧＦ表
达，但对硬皮病患者ＣＴＧＦ的基础表达不存在抑制
作用，有研究表明［５］ＴＮＦａ通过 ｐ３８激酶和 ｒａｓ／
ＭＥＫ／ＥＲＫ途径对ＣＴＧＦ表达进行抑制，此作用能
够被核因子Ｂ抑制剂阻断；前列腺素 Ｅ２能够抑制
ＴＧＦβ刺激诱导表达 ＣＴＧＦ［６］；白介素４对 ＴＧＦβ
介导的 ＣＴＧＦ表达能够起到抑制作用，但不影响
ＴＧＦβ诱导表达［７］；过氧化物酶体增殖物激活受体

可抑制ＴＧＦβ促使的ＣＴＧＦ表达，这种抑制可被过
量表达的Ｓｍａｄ３逆转［８］。

本文利用美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＬ）
２９７
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的有关要求，对 ＦＡＣＳＡｒｒａｙ流式细胞仪检测 ＣＴＧＦ
行了方法学评价。其验证的性能指标主要包括精

密度、准确度、灵敏度和干扰试验等，验证其结果是

否满足预期的质量要求。

流式细胞仪检测系统检测血浆 ＣＴＧＦ的方法
学评价包括检测系统的精密度、准确度、灵敏度的

评价以及干扰实验，检测系统精密度评价中，根据

ＣＬＩＳＥＰ５Ａ２［９］计算的批内和批间变异系数均在试
剂说明书范围内，也未超过 ＣＬＳＩ要求一般免疫试
验２０％的水平［１０］，达到了公认的质量要求。在准

确度实验中，ＣＴＧＦ两个浓度的相对偏倚采用 ＣＬＳＩ
ＥＰ９Ａ３［１１］文件进行准确度验证和偏倚评估，远远
小于ＣＬＳＩ要求２０％的允许误差范围内，达到公认
的质量要求。流式细胞仪灵敏度检测实验中 ＣＴ
ＧＦ检测下限虽然与ＥＬＩＳＡ法相当，均能满足 ＣＬＳＩ
的相关要求，但两者的灵敏度均远远高于临床诊断

所需要的检测灵敏度，能较好满足临床诊断的需

要。另外通过干扰试验证实高浓度的胆红素、血红

蛋白和甘油三酯对实验结果影响较大，应在标本准

备时引起重视，聚苯乙烯微球以及低浓度的胆红

素、血红蛋白和甘油三酯对实验结果干扰则相对较

小。

目前，常用于检测血清中ＣＴＧＦ的免疫学检测
方法主要有：（１）免疫金标法，能快速定性或半定
量，该法标本用量少，但灵敏度低［１２］，易受主观因

素影响；（２）电化学发光法，灵敏度和精密度均较
高［１３］，但费用昂贵；（３）免疫比浊法，方便、快速、成
本低，但误差较大，影响因素多［１４］，不利于方法比

对；（４）ＥＬＩＳＡ法，价格适中，灵敏度、准确度和精
密度尚可［１５］，在临床上运用广泛，但是仍有一些缺

点，如用 ＥＬＩＳＡ法检测患者 ＣＴＧＦ，通常会造成
“ＨＯＯＫ”效应［１６］，血清中ＣＴＧＦ的浓度如果不在适
当的范围内，会造成大量的假阴性结果；（５）微量
样本多指标流式蛋白定量技术［１７］（ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｂｅａｄ
ａｒｒａｙ，ＣＢＡ）是基于包被抗体的微球并利用流式细
胞仪同时对多种蛋白质进行定量分析的创新性技

术。每种微球具有特定的荧光强度，可以在一个试

管中混合同时进行检测。这些临床常见的检测方

法均存在标准化的问题，探索一种精密度、准确度

和灵敏度好、快速、价廉的方法是临床急需解决的

问题。本研究采用流式细胞仪运用ＣＢＡ技术对患
者样本进行检测相对于传统的 ＥＬＩＳＡ方法来说，
该方法需要的样本量小，检测速度更快，实验时间

比单次ＥＬＩＳＡ大大缩短，一次检测就能提供需要

做多次ＥＬＩＳＡ才能得到结果。研究者可自由组合
检测指标；精密度、准确度均优于一般免疫学方法，

灵敏度足够满足临床需要，但是仍需注意高浓度的

甘油三酯、血红蛋白和胆红素对检测的影响，在样

本的预处理中需要引起重视。

综上所述，ＦＡＣＳＡｒｒａｙ流式细胞仪检测系统检
测血清ＣＴＧＦ的分析性能符合规定的性能指标，能
够满足实验室认可的需要。比传统的免疫学方法

具有更大优势。
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