
苯丙酮尿症是国家卫计委规定的新生儿疾病

筛查病种，采用的主要筛查指标是血苯丙氨酸（phe⁃
nylalanine，Phe）。目前，国内新生儿疾病筛查实验

室检测苯丙氨酸的方法主要有茚三酮荧光法（DEL⁃
FIA）和串联质谱法（LC⁃MS/MS），两种方法均为半自

动检测方法，工作量大，不精密度较高。为减少人

为误差，提高工作效率，本实验室引进了一台全自

动新生儿筛查荧光免疫分析系统，该系统检测苯丙

氨酸的原理是全自动苯丙氨酸脱氢酶荧光免疫检

测法。目前国内仅有个别单位在使用，国内外尚无

相关参考文献。根据《医疗机构临床实验室管理办

法》的要求，临床实验室应对所用的方法学进行评

价，以保证所选用的方法、试剂、仪器达到临床性能

和分析性能等方面的要求。本研究参照美国临床

实验室标准化委员会（CLSI）相关指南并结合实际

工作，验证了该系统检测苯丙氨酸的分析性能指

标，现报道如下。

1 材料和方法

1.1 材料

选取本实验室新生儿疾病筛查干血滤纸片样

本3 079例，其中阴性样本2 849例，阳性样本230例，

阳性样本均为茚三酮荧光法初筛阳性并确诊为高

苯丙氨酸血症患儿的血样；试剂盒自附质控品 L
（133 μmol/L）、H（641 μmol/L）以及美国疾病预防控

制中心（CDC）室间及室内质控干血斑；空白血片为

不含有人源性苯丙氨酸成分的血斑（绵羊血制备的

G6PD质控品）；由美国PerkinElmer公司提供的 8种
系列浓度样本［以高浓度样本（H，1 500 μmol/L）和

低浓度样本（L，50 μmol/L），按 L、0.98L + 0.02H、

0.94L+0.06H、0.9L+0.1H、0.8L+0.2H、0.5L+0.5H、

0.2L+0.8H、H的比例配制］。滤纸片型号为Scheich⁃
er and Schuell 903#。所有样本-20 ℃保存。

采用美国 PerkinElmer公司生产的苯丙氨酸测

定试剂盒（荧光法）（GSP Neonatal Phenylalanine
kit）。采用美国PerkinElmer公司生产的全自动荧光

免疫分析仪（genetic screening processor，GSP）、荧光

免疫分析仪（1420 VICTOR）及全自动打孔仪 Pun⁃
thera⁃PuncherTM 9；德国Eppendorf单通道微量可调

全自动免疫荧光分析仪检测苯丙氨酸的性能验证

梁晓威，程 威，孙 云，张 瑾，王彦云，蒋 涛*

南京医科大学附属妇产医院（南京市妇幼保健院）新生儿疾病筛查中心，江苏 南京 210004

［摘 要］ 目的：验证全自动免疫荧光分析仪（genetic screening processor，GSP）检测血苯丙氨酸的分析性能，以保证检测结果的

准确可靠。方法：根据美国临床实验室标准化委员会（CLSI）系列文件及相关文献，设计验证方案，对GSP检测血苯丙氨酸的准确

度、精密度、线性范围、检出限及临床可报告范围进行验证和评价，并与厂商声明的性能或公认的质量标准进行比较，应用百分位

数联合ROC曲线确定苯丙氨酸的切值，并进行验证。结果：GSP对5份美国疾病预防控制中心（CDC）室间质控品检测结果与靶

值的相对偏倚在-6.7%~19.2%之间，均小于CDC可接受偏倚（±30%）；检测质控品L（133 μmol/L）及H（641 μmol/L）的试剂批内的

不精密度结果分别为7.5%和7.4%，分析批内的不精密度结果分别为7.4%和4.0%，总批间不精密度结果分别为7.5%和7.4%，与

厂商提供的不精密度数据（2.6%~10.9%）基本一致；GSP检测苯丙氨酸在50~1 500 μmol/L范围内呈线性（厂商的线性范围为45~
1 420 μmol/L）；检测空白限（LoB）为20.9 μmol/L，检出限（LoD）为31.7 μmol/L，定量限（LoQ）为55.5 μmol/L，均小于厂商提供的数

值（44.4 μmol/L、68 μmol/L、68 μmol/L）；临床可报告范围为55.5~1 200.0 μmol/L（厂商的可报告范围范围为68~1 200 μmol/L）；确
定苯丙氨酸初始切值为124.5 μmol/L。结论：GSP检测血苯丙氨酸的主要分析性能符合质量目标要求，可常规应用于临床。

［关键词］ 全自动荧光免疫分析仪；苯丙氨酸；分析性能

［中图分类号］ R722.1 ［文献标志码］ A ［文章编号］ 1007⁃4368（2018）05⁃699⁃04
doi：10.7655/NYDXBNS20180527

［基金项目］ 江苏省卫生厅医学科研项目（H201343）；南京

市医学科技发展重点项目（ZKX14041）；南京市科技发展计划

（201405041）
∗通信作者（Corresponding auther），E⁃mail：jiangzhang784@163.
com

南京医科大学学报（自然科学版）
ACTA UNIVERSITATIS MEDICINALIS NANJING（Natural Science）

第38卷第5期
2018年5月 ··699



南 京 医 科 大 学 学 报
第38卷第5期
2018年5月

移液器。

1.2 方法

1.2.1 准确度验证实验

参考CLSI EP15⁃A2文件［1］，对美国CDC 2016年
2月发放的5个不同浓度的室间质控品进行检测，各

浓度均测量 1次，计算检测值与靶值的相对偏倚。

CDC室间质控可接受水平为相对偏倚≤±30%为可

接受。

1.2.2 精密度验证实验

参考CLSI EP5⁃A2文件［2］，选择 2个批号的GSP
试剂盒自附的 2个水平的质控品（低浓度 L和高浓

度H）及美国CDC的4个水平的室内质控品，每种浓

度质控品第1次用2个批号的GSP试剂盒分别检测

20次，以后每天分别重复测定每种浓度质控品2次，

连续 20 d，对结果进行试剂批内精密度、分析批内

精密度及总批间精密度性能验证，以变异系数

（CV）表示。

1.2.3 线性评价实验

参考CLSI EP6⁃A2文件［3］进行线性范围验证。

对8个系列浓度样本，每个样本重复检测2次，画出

理论值与测量值的散点图，目测排查离值点，只有1
个离值点可直接删除，如果多于1个，则需要排查原

因并重新测量，计算重复性误差须在10%以内。对

实验数据进行一次、二次和三次多项式回归分析，

建立回归方程分别为Y = b0+b1X，Y=b0+b1X+b2X2，以

及Y=b0+b1X+b2X2+b3X3。再通过 t检验，判断高阶系

数（二次回归多项式中的 b2、三次回归多项式中的

b2、b3）与0是否有统计学差异（P＜0.05）。若有统计

学差异，判断数据存在非线性，反之，则认为数据不

存在非线性。最后根据所用的验证样本最低浓度

和最高浓度确定线性范围。

1.2.4 检出限验证

参考CLSI EP17⁃A文件［4］，检测空白样本26次，

并计算均值μB及标准差σB。若空白低限的值符合

高斯分布，则空白限（LoB）的计算方法为 LoB=μB+
1.645σB［5］；若空白样品结果未报负值或不符合高斯

分布时，则LoB为空白样本检测值分布的第95百分

位数；检出限（LoD）根据参考文献［6］定义为μB+
3SD；定量限（LoQ）定义为μB+6SD 。

1.2.5 临床可报告范围验证

根据定量限、线性范围验证结果以及最高和最

低标准品浓度值确定GSP测定新生儿苯丙氨酸的

可报告范围。确定原则：在线性范围内，如果定量

限＞最低标准品浓度值，可报告范围为定量限至最

高标准品浓度值之间；如果定量限＜最低标准品浓

度值，则可报告范围为最低标准品浓度值至最高标

准品浓度值之间。

1.2.6 筛查切值制定

根据新生儿疾病筛查的特点，筛查切值制定原

则定为：保证灵敏度为100%的基础上，选取特异性

最高的数值为筛查切值。具体方法为应用百分位

数联合ROC曲线确定苯丙氨酸的切值，并对该切值

进行前瞻性验证［7］。

1.3 统计学方法

应用SPSS19.0软件对全部数据进行分析处理，

运用频数分布直方图观察苯丙氨酸数据分布特征。

2 结 果

2.1 准确度验证结果

5个不同浓度的CDC室间质控品的检测结果与靶

值的相对偏倚见表1，均在可接受范围内（≤ ±30%）。

2.2 精密度验证结果

精密度验证结果见表 2，与说明书提供的精密

度性能基本一致。

2.3 线性评价验证结果

系列浓度血片理论值与实测值见表 3，目测无

明显离群点，重复性误差为9.54%，满足要求。回归

分析结果见表4。回归分析结果显示二次和三次方

程的高阶系数与0比较，均无显著差异，故认为数据

不存在非线性，GSP检测苯丙氨酸在50~1 500 μmol/L
范围内呈线性。

2.4 检出限验证结果

对空白样本重复测定26次的结果进行分析，正

态性检验结果显示浓度值分布符合正态分布，故采

表1 准确度验证结果

样本

CDC1
CDC2
CDC3
CDC4
CDC5

检测结果（μmol/L）
052.9
281.5
059.4
061.5
053.2

靶值（μmol/L）
056.7
281.7
051.6
051.6
051.6

偏移（%）

-6.7
-0.1
15.1
19.2
-3.1

表2 批内和批间精密度性能验证结果

质控类型

GSP试剂盒质控⁃LOW
GSP试剂盒质控⁃HIGH

试剂批

7.5
7.4

总批间CV
7.5
7.4

分析批

5.2
4.0

批内CV
（%）

··700



用 LoB=μB+1.645σB计算空白限。空白限、检出限、

定量限验证结果见表5。

2.5 临床可报告范围验证结果

根据定量限（55.5 μmol/L）、线性范围（50~
1 500 μmol/L）以及最高（1 200 μmol/L）和最低标准浓

度值（30 μmol/L），取定量限结果及最高标准浓度值计

算得出实验室的可报告范围为55.5~1 200.0 μmol/L，
厂家声明为68~1 200 μmol/L，验证结果为可接受。

2.6 切值分析结果

对 2 360例样本检测结果进行分析，其中阴性

样本 2 211例，阳性样本 149例。根据ROC曲线表，

在敏感度为 1时，特异性最大为 0.995，对应的切值

为 124.5 μmol/L。ROC分析最佳切值 124.5 μmol/L
对应的百分位数约为 99.5%。故得到苯丙氨酸初

始筛查切值为124.5 μmol/L。另取81例临床确诊的

阳性样本和638例阴性样本进行前瞻性验证，阳性样

本检出率100.0%，阴性样本假阳性率为0.47%。

3 讨 论

GSP是集试剂存储、配液与加样、振荡孵育、去

血片与洗板、荧光测定于一体的全自动新生儿疾病筛

查系统。国外已应用多年，积累了一定应用经验［6］，

目前国内刚刚引入，对仪器检测性能尚缺乏足够认

识，在临床应用参考上缺少系统性的性能评价数

据。因此，实验室在其常规运用于临床样本检测

前，有必要对其进行性能验证，同时检测系统的分

析性能是否满足临床要求也是医学实验室质量和

能力认可［8］和“检验结果互认”的根本保证［9］。

检测系统最主要的性能指标是准确度和精密

度，实验室对于产品质量的检验，首要目的是要得

到准确可靠的结果，其次要求检验结果的精密度

高。验证结果表明，GSP测定苯丙氨酸的准确度符

合美国CDC室间质控的要求（≤±30%）。本实验室

在验证系统的精密度时，结合工作经验，考虑了试

剂批次不同对实验结果的影响，分别验证了试剂批

内精密度和分析批内精密度，结果显示不精密度与

厂商提供的基本一致，同时也符合卫生部临床检验

中心室内质量评价的要求（允许不精密度在 1/3允

许总误差之内）。线性范围是检验性能的重要指标

之一，通过线性验证可以发现检测系统在本实验室

与厂家提供的数据是否一致，特别是当实验室外部

条件发生改变时，检测系统的各项参数是否适合本

实验室的检验要求，因此，线性验证是非常有必要

的。GSP配套试剂盒说明书上声明的线性范围为

45~1 420 μmol/L，本实验室验证得出的线性范围为

50~1 500 μmol/L，故该系统声明的线性范围与本验

证结果基本一致。检出限评价的目的是评估方法

所能检测到的分析物最低浓度，确定的依据是CLSI
EP17⁃A文件的要求，验证厂家声明的检出限至少需

要 25个重复测量，计算所得空白限、检出限和定量

限的结果均小于厂家声明的值。本实验室计算得

出的可报告范围也与厂家声明一致。新生儿疾病

筛查的实验室工作不同于一般临床检验，是无法弥

补的一次性检验，不可有任何疏忽，因此制定切值

的原则是在保证灵敏度为 100%的基础上，选取特

异性最高的数值为筛查切值 。本次计算得出的苯

丙氨酸切值为 124.5 μmol/L，此结果仅代表本实验

室的初始切值，随着实验结果数据的积累，苯丙氨

酸的切值需重新确定和调整。

综上所述，GSP检测血苯丙氨酸的分析性能验

证结果与厂商声明的分析性能基本一致，能够满

（μmol/L）表3 系列样本浓度血片理论值与实测值

样本编号

理论值

实测均值

3
137.0
151.2

1
50.0
74.5

2
079.0
108.3

4
195.0
242.8

5
340.0
400.7

6
775.0
767.2

7
1 210.0
1 242.5

8
1 500.0
1 478.1

表4 回归分析结果

阶次

1
1
2
2
2
3
3
3
3

回归系数

b0
b1
b0
b1
b2
b0
b1
b2
b3

回归系数值

37.06
00.98
28.74
01.03
00.00
26.41
01.05
00.00
00.00

t值

-3.01
59.19
-1.64
13.11
-0.70
-0.95
-4.77
-0.22
-0.12

P值

0.02
<0.01
0.16

<0.01
0.52
0.40
0.01
0.84
0.91

表5 检出限验证结果

检出限

空白限（LoB）
检出限（LoD）
定量限（LoQ）

测定结果

20.9
31.7
55.5

厂家报告

44.4
68.0
68.0

（μmol/L）
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足临床检测要求。建议使用或将要使用该仪器的

临床实验室对该检测系统的分析性能进行评价，

并建立完善的质量管理控制制度，保证其结果的

准确可靠。
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