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　　摘　要：目的　探讨荧光定量ＰＣＲ测定乙型肝炎病毒核酸（ＨＢＶ　ＤＮＡ）检测系统的线性评价和临床可报

告范围（ＣＲＲ）。方法　选取接近线性范围上限的患者标本（８．８１Ｅ＋０８）ＩＵ／ｍＬ，用阴性标本进行系列稀释至比

厂商声明的线性范围下限低一个数量级（８．８１Ｅ＋０１）ＩＵ／ｍＬ，共制备８种浓度梯度的标本，每个标本重复测量３
次，在一个分析批内完成，采用平均斜率法、美国临床和实验室标准化委员会ＥＰ　０６－Ａ指南方法和线性稀释回

收法进行线性评价。在线性范围内选取３份高浓度患者标本，采用最大稀释度试验确定ＣＲＲ。结果　采用平

均斜率法，相关系数（ｒ）＝０．９９９，斜率（ｂ）＝１．００４（ｔ＝９３．３２６，Ｐ＝０．０００），符合线性要求；按ＥＰ　０６－Ａ指南，经多项

式回归分析，最适多项式为二次，二次多项式中每种浓度的线性偏差均小于允许误差０．４（ｌｏｇ值）；采用线性稀释回

收法，ｒ＝０．９９９，ｂ＝０．９９３（ｔ＝７５．８２，Ｐ＝０．０００），符合线性要求，各浓度梯度的稀释回收量均≤±０．４（ｌｏｇ值）。采用

最大稀释度试验确定最大稀释倍数为１∶１００　０００。结论　ＨＢＶ　ＤＮＡ在（８．８１Ｅ＋０１）～（８．８１Ｅ＋０８）ＩＵ／ｍＬ为临

床可接受线性关系，ＣＲＲ为（８．８１Ｅ＋０１）～（８．８１Ｅ＋１３）ＩＵ／ｍＬ。
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　　２０１２年《医学实验室质量和能力认可准则在分子

诊断领域 的 应 用 说 明》（ＣＮＡＳ－ＣＬ３６）要 求 定 量 检 测

方法和程序 的 分 析 性 能 验 证 应 包 括 线 性、测 量 和／或

可报告范 围（ＣＲＲ）［１］。美 国 临 床 和 实 验 室 标 准 化 委

员会（ＮＣＣＬＳ）ＥＰ　０６－Ａ指 出，线 性 是 在 检 测 标 本 时，
可直接按比例得出分析物浓度（一定范围内）的能力；

·２５９２· 检验医学与临床２０１９年１０月第１６卷第２０期　Ｌａｂ　Ｍｅｄ　Ｃｌｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ　２０１９，Ｖｏｌ．１６，Ｎｏ．２０

＊ 基金项目：广东省深圳市医疗卫生三名工程（ＳＺＳＭ２０１６０１０６２）。

　　作者简介：李育敏，女，主治医师，主要从事分子诊断方面的研究。　△　通信作者，Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｘｍ０７６０＠１６３．ｃｏｍ。



线性范围是指覆盖检测系统可接受线性关系的范围，
非线性误差小于设定标准［２］。ＣＲＲ是美国临 床 实 验

室改进修正案（ＣＬＩＡ）法 规 中 的 定 义，指 实 验 室 可 建

立或验证仪器 或 检 测 系 统 测 量 在 准 确 度 范 围 内 得 到

检验结果的量值范围。ＮＣＣＬＳ　ＥＰ　０６－Ａ用测量范围

代替ＣＲＲ。ＣＲＲ在美国病理学家学会（ＣＡＰ）的定义

中指定量检测项目向临床报告的检测范围。目前，国

内对临床分 子 诊 断 定 量 检 测 系 统 的 线 性、测 量 和／或

ＣＲＲ验证方法报道不一，较少对ＣＲＲ进行确定。本

研究以 荧 光 定 量ＰＣＲ测 定 ＨＢＶ　ＤＮＡ检 测 系 统 为

例，采用 平 均 斜 率 法、ＥＰ　０６－Ａ指 南 方 法 和 线 性 稀 释

回收 法 进 行 线 性 评 价，比 较３种 方 法 的 有 效 性 和 优

势；采用最大稀释度试验确定ＣＲＲ，为临床分子诊断

定量检测方法和程序的线性评价及ＣＲＲ确定提供参

考，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　线性评价标本选取接近线性范围上

限的患者标本，重复测量３次，取均值作为预期值，用

阴性标本进行系列稀释（１∶１０、１∶１００、１∶１　０００、１∶
１０　０００、１∶１００　０００、１∶１　０００　０００、１∶１０　０００　０００）至

比厂商声明的线性范围下限低一个数量级，共制备８
种浓度梯度的标本。ＣＲＲ确定标本为在线性范围内

选取的３种高 浓 度 患 者 标 本，重 复 测 量３次，取 均 值

作为预期值，稀 释 方 法 同 线 性 评 价，稀 释 最 低 浓 度 不

超过线性范围下限，共制备７种浓度梯度的标本。
１．２　试剂与仪器　试剂为湖南圣湘生物科技有限公

司提 供 的 ＨＢＶ　ＤＮＡ荧 光 定 量ＰＣＲ试 剂 盒（批 号：

２０１７０１２）。仪器为罗氏Ｃｏｂａｓ?ｚ４８０全自动荧光定量

ＰＣＲ仪。

１．３　方法

１．３．１　测定流程　标本检测 前 校 准 仪 器 每 天 进 行 室

内质控，质控在控时数据可接受。线性评价的每份标

本重复测量３次，在一个分析批内完成检测。通过线

性验证后进行ＣＲＲ确定试验，测定流程同线性评价。

１．３．２　平均斜 率 法 评 价 线 性［３］　计 算 每 种 浓 度 的 均

值、斜率、平均斜 率 和 预 期 值，以 预 期 值 为Ｘ，测 量 均

值为Ｙ，绘制散点图，做线性回归分析（回归方程Ｙ＝
ｂＸ＋ａ）。如果ｒ≥０．９５（ｒ２≥０．９７５），ｂ与１无明显差

异（通常在０．９７～１．０３），则符合线性要求，试验所选择

的浓度范围为临床可接受线性范围；如果不符合线性

要求，则去掉最高点重新进行试验。

１．３．３　ＥＰ　０６－Ａ评价线性　根据原卫生和计划生育委员

会临床检验中心室间质评评价界限设定允许误差为０．４

（ｌｏｇ值）。计 算 重 复 性（Ｓｒ），Ｓｒ＝
Σ
ｌ

ｉ＝１
Σ
Ｒ

ｊ＝１
（ｒｉｊ－ｒｉ）２

Ｌ×（Ｒ－１）槡 ，Ｌ

为样本数，Ｒ 为重复测量次数（ｊ＝１、２、３…Ｒ），ｒｉ 为

样本ｉ处的平 均 值。如 果Ｓｒ≤０．４，不 精 密 度 符 合 要

求。以样本号为Ｘ，测量均值为Ｙ，绘制散点图，做多

项式回归分析，回归方程为一次Ｙ＝ｂ０＋ｂ１Ｘ（直线）、
二次多项式Ｙ＝ｂ０＋ｂ１Ｘ＋ｂ２Ｘ２ 和三次多 项 式Ｙ＝
ｂ０＋ｂ１Ｘ＋ｂ２Ｘ２＋ｂ３Ｘ３。判断二次多项式中非线性

系数ｂ２ 和三次多项式中ｂ２ 和ｂ３ 是否有统计学意义

（与０之间有无差异），如果二者非线性系数均无明显

差异，认为存在线性关系；有明显差异，该组数据存在

非线性，则根 据 非 线 性 系 数 和 回 归 标 准 误（Ｓｙ，ｘ）确

定最适多项式模型。Ｓｙ，ｘ 越 小，该 模 型 越 适 合 数 据

组。计算最适 多 项 式 模 型 各 种 浓 度 点 测 量 均 值 和 预

期值差值（线性偏差，ＤＬ），ＤＬ≤±０．４，非线性为临床

可接受，说明该 方 法 呈 线 性，试 验 所 选 择 的 浓 度 范 围

为临床可接受线性范围。如果任一个点ＤＬ＞０．４，则

舍去ＤＬ 最大值的浓度点，重新统计分析。
１．３．４　线性稀 释 回 收 法 评 价 线 性［４］　计 算 各 种 浓 度

水平的均值，以预期值为Ｘ，测量均值为Ｙ，进行线性

回归分析，回归方程和线性判断同平均斜率法。计算

各种 浓 度 点 测 量 均 值 和 预 期 值 差 值 （稀 释 回 收

量）≤±０．４，则试验所选择的浓度范围为临床可接受

线性范围。如果不满足上述条件，则去掉最高点重新

试验。
１．３．５　最大稀释度试验确定ＣＲＲ［５］　计算各种浓度

的均值，以变异 系 数（ＣＶ）≤５％，测 量 均 值 和 预 期 值

差值≤±０．４的稀释倍数为临床可接受，ＣＲＲ上限为

线性范围 上 限 乘 以 最 大 稀 释 倍 数，下 限 为 线 性 范 围

下限。
２　结　　果

２．１　平 均 斜 率 法 评 价 线 性　患 者 标 本 预 期 值 为

（８．８１Ｅ＋０８）ＩＵ／ｍＬ，统计结果见表１，将原始数据转

换为ｌｏｇ值后进行线性回归分析（图１），ｒ＝０．９９９，ｂ＝
１．００４（ｔ＝９３．３２６，Ｐ＝０．０００），与１无 明 显 差 异，表 明

ＨＢＶ　ＤＮＡ 在（８．８１Ｅ＋０１）ＩＵ／ｍＬ（ｌｏｇ值８．９４）～
（８．８１Ｅ＋０８）ＩＵ／ｍＬ（ｌｏｇ值１．９４）为 临 床 可 接 受 线 性

关系。

图１　　平均斜率法线性回归分析图

２．２　ＥＰ　０６－Ａ评价线性　Ｓｒ＝０．２７≤０．４，不 精 密 度

符合要求。经多项式回归分析，二次多项式中的非线

性系数ｂ２ 有统计学意义（ｔ＝７．３３６，Ｐ＝０．００１），三次

多项式中的ｂ２ 和ｂ３ 无统计学意义，二次多项式有最

小的Ｓｙ，ｘ，判断最适多项式为 二 次（图２、表２）。二

次多项式中８种不同浓度的ＤＬ 均＜０．４（表３），表明

ＨＢＶ　ＤＮＡ在（８．８１Ｅ＋０１）～（８．８１Ｅ＋０８）ＩＵ／ｍＬ为临

床可接受线性关系。
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表１　　荧光定量ＰＣＲ测定 ＨＢＶ　ＤＮＡ平均斜率法

　　　统计结果（ＩＵ／ｍＬ）

标本号 加入相对量＊ 测量均值 斜率 预期值

１　 ０　 ９．６９Ｅ＋０１ － ９．６９Ｅ＋０１

２　 １　 ８．３５Ｅ＋０２　 ８３５．０　 ７．１８Ｅ＋０２

３　 １０　 ６．６７Ｅ＋０３　 ６６７．３　 ７．１８Ｅ＋０３

４　 １００　 ６．６５Ｅ＋０４　 ６６５．０　 ７．１８Ｅ＋０４

５　 １　０００　 ５．５９Ｅ＋０５　 ５５９．０　 ７．１８Ｅ＋０５

６　 １０　０００　 ６．４５Ｅ＋０６　 ６４５．０　 ７．１８Ｅ＋０６

７　 １００　０００　 ７．７５Ｅ＋０７　 ７７４．７　 ７．１８Ｅ＋０７

８　 １　０００　０００　 ８．８１Ｅ＋０８　 ８８１．０　 ７．１８Ｅ＋０８

　　注：＊由于低值标本为 阴 性 标 本，只 需 考 虑 高 值 标 本 的 加 入 浓 度，

在计算预期值时，将平 均 斜 率 乘 以 ＨＢＶ　ＤＮＡ加 入 的 相 对 量；平 均 斜

率为７１８．１４ＩＵ／ｍＬ；－表示无数据

图２　　多项式回归分析图

表２　　荧光定量ＰＣＲ测定 ＨＢＶ　ＤＮＡ多项式回归分析结果

阶别 系数 系数值 ＳＥ　 ｔ　 Ｐ 自由度 Ｓｙ，ｘ

１ ｂ０ ０．８９９　 ０．０６６　１３．５９１　０．０００　 １４　 ０．０８５
１ ｂ１ ０．９９３　 ０．０１３　７５．８２２　０．０００
２ ｂ０ １．１２９　 ０．０３８　２９．８５３　０．０００　 １３　 ０．０２７
２ ｂ１ ０．８５５　 ０．０１９　４４．３４０　０．０００
２ ｂ２ ０．０１５　 ０．００２　 ７．３３６　０．００１
３ ｂ０ １．１０４　 ０．０７３　１５．１０２　０．０００　 １２　 ０．０３０
３ ｂ１ ０．８８１　 ０．０６６　１３．３２５　０．０００
３ ｂ２ ０．００８　 ０．０１７　 ０．５１０　０．６３７
３ ｂ３ ０．００１　 ０．００１　 ０．４１９　０．６９７

　　注：ＳＥ 为系数标准误；Ｓｙ，ｘ为回归标准误

２．３　线性稀释回收法评价线性　经线性回归分析（图
３），ｒ＝０．９９９，ｂ＝０．９９３（ｔ＝７５．８２，Ｐ＝０．０００），与１无明

显差异，符合线性要求，稀释回收量均＜±０．４（表４），表
明ＨＢＶ　ＤＮＡ在（８．８１Ｅ＋０１）～（８．８１Ｅ＋０８）ＩＵ／ｍＬ为

临床可接受线性关系。
２．４　最大稀释度试验确定ＣＲＲ　患者标本预期值分

别为（８．８１Ｅ＋０８）、（３．７４Ｅ＋０８）和（２．２８Ｅ＋０８）ＩＵ／ｍＬ。

３份标本各种浓度梯度的测量均值和预期值差值均＜
±０．４，但标本３在１∶１　０００　０００稀释浓度的ＣＶ＞５％
（表５），因此确定最大稀释倍数为１∶１００　０００。ＣＲＲ上

限为线 性 范 围 上 限８．８１Ｅ＋８×１００　０００＝（８．８１Ｅ＋１３）
ＩＵ／ｍＬ。结合线性范围下限，ＣＲＲ为（８．８１Ｅ＋０１）～（８．
８１Ｅ＋１３）ＩＵ／ｍＬ。

表３　　荧光定量ＰＣＲ测定 ＨＢＶ　ＤＮＡ二次多项式

　　　和直线回归的线性偏差（ｌｏｇ值）

标本号 测量均值
直线回归

预期值

二次多项式

预期值

线性偏差

（ＤＬ）

１　 １．９９　 １．８９　 ２．００　 ０．１１

２　 ２．９２　 ２．８９　 ２．９０　 ０．０２

３　 ３．８２　 ３．８８　 ３．８３ －０．０５

４　 ４．８２　 ４．８７　 ４．７９ －０．０８

５　 ５．７５　 ５．８６　 ５．７９ －０．０８

６　 ６．８１　 ６．８６　 ６．８１ －０．０５

７　 ７．８９　 ７．８５　 ７．８７　 ０．０２

８　 ８．９４　 ８．８４　 ８．９５　 ０．１１

图３　　线性稀释回收法回归分析图

表４　　荧光定量ＰＣＲ测定 ＨＢＶ　ＤＮＡ线性稀释

　　　回收法统计结果（ｌｏｇ值）

标本号 测量均值 预期值 稀释回收量

１　 １．９９　 １．９４　 ０．０５

２　 ２．９２　 ２．９４ －０．０２

３　 ３．８２　 ３．９４ －０．１２

４　 ４．８２　 ４．９４ －０．１２

５　 ５．７５　 ５．９４ －０．２１

６　 ６．８１　 ６．９４ －０．１３

７　 ７．８９　 ７．９４ －０．０５

８　 ８．９４　 ８．９４　 ０．００

表５　　荧光定量ＰＣＲ测定 ＨＢＶ　ＤＮＡ最大稀释度试验统计差值（ｌｏｇ值）和ＣＶ（％）

标本号

１∶１　０００　０００

差值

（ｌｏｇ）值

ＣＶ
（％）

１∶１００　０００

差值

（ｌｏｇ）值

ＣＶ
（％）

１∶１０　０００

差值

（ｌｏｇ）值

ＣＶ
（％）

１∶１　０００

差值

（ｌｏｇ）值

ＣＶ
（％）

１∶１００

差值

（ｌｏｇ）值

ＣＶ
（％）

１∶１０

差值

（ｌｏｇ）值

ＣＶ
（％）

原倍

差值

（ｌｏｇ）值

ＣＶ
（％）

１ －０．０２　 ２．０８ －０．１２　 ２．１２ －０．１２　 １．６７ －０．２０　 １．０９ －０．１４　 １．０１ －０．０６　 ０．１２　 ０．００　 ０．３２
２ －０．１２　 ３．１９ －０．１０　 １．５０ －０．１７　 ２．０７ －０．１０　 ０．５７ －０．１６　 ０．３９ －０．１６　 ０．７６　 ０．００　 ０．６５
３　 ０．１８　 ８．５６ －０．０４　 １．６５ －０．１１　 ０．５６ －０．１２　 ０．５６ －０．０７　 ０．１４ －０．０４　 ０．５３　 ０．００　 ０．１９
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３　讨　　论

　　按照ＩＳＯ　１５１８９：２０１２在分子诊断领域的应用说

明，定量检测程序应 验 证 线 性、测 量 和／或ＣＲＲ［１］，而

目前国内厂商 关 于 分 子 体 外 诊 断 定 量 检 测 试 剂 盒 的

性能指标通 常 提 供 的 是 线 性 范 围。由 于 自 动 化 仪 器

通常使用两点校准，在０点和设定点之间获得线性校

准函数，超出设定点以外结果可靠性的则需通过ＣＲＲ
评价试 验 来 确 定，为 此 美 国ＣＬＩＡ法 规 使 用ＣＲＲ而

不是线性范围。而美国ＮＣＣＬＳ　ＥＰ　０６－Ａ指南则提出

线性范围是指覆盖检测系统可接受线性关系的范围，
并且用测量范围代替ＣＲＲ［２］。临床ＰＣＲ实验室应正

确理解 线 性、测 量 和／或ＣＲＲ的 含 义。美 国ＣＡＰ提

出分析测量 范 围（ＡＭＲ）和ＣＲＲ的 定 义，ＡＭＲ是 指

患者标本未经 稀 释、浓 缩 等 预 处 理，由 检 测 系 统 直 接

测量得出的可靠结果范围；ＣＲＲ是指实验室可建立或

验证仪器或检 测 系 统 测 量 在 准 确 度 范 围 内 得 到 检 验

结果的量值范围，如果ＣＲＲ超出ＡＭＲ，可采用稀释、
浓缩或其他 预 处 理 使 待 测 物 浓 度 在 ＡＭＲ以 内 再 测

量。从以上定 义 可 以 看 出，线 性 范 围、ＣＲＲ和 ＡＭＲ
是不同组织对 检 测 系 统 在 一 定 范 围 内 给 出 可 靠 检 测

结果能力的描述，名称虽不同，含义却相同。因此，临

床分子诊断定量检测程序应验证线性范围和ＣＲＲ。
本研究首先采用平均斜率法、ＥＰ　０６－Ａ指南方法

和线性稀释回收法对荧光定量ＰＣＲ测定 ＨＢＶ　ＤＮＡ
检测系统进行 线 性 评 价［２－４］，并 比 较 和 讨 论３种 方 法

的有效性、优势及注意点。结果表明，３种方法均可进

行有效 的 线 性 评 价，确 定 ＨＢＶ　ＤＮＡ 在（８．８１Ｅ＋
０１）～（８．８１Ｅ＋０８）ＩＵ／ｍＬ为 临 床 可 接 受 线 性 关 系。
采用平均斜率法应注意以下２点：一是进行数据统计

时通 常 将ＤＮＡ检 测 原 始 结 果 转 换 成 对 数 值 进 行 分

析，以使数据更 符 合 正 态 分 布，消 除 指 标 度 量 单 位 不

同造成的不良影响，但是该方法在计算均值、斜率、平

均斜率和预期值时应采用原始数据，因为在计算斜率

时 ＨＢＶ　ＤＮＡ加入的相对量是按照稀释比例来进行

统计；其次是由 于 低 值 标 本 为 阴 性 标 本，计 算 斜 率 时

只需考虑 高 值 标 本 的 加 入 浓 度。ＥＰ　０６－Ａ采 用 多 项

式回归法，是一 种 非 线 性 选 择 的 特 殊 参 数 模 型，可 以

在每种浓度点进行非线性度判断，并通过检查重复性

减少不精密度的影响，但是其采用直线回归和最适多

项式的 预 期 值 计 算ＤＬ，容 易 导 致 线 性 两 端 的ＤＬ较

大，超出允许误差而得出非线性结论［６］。本研究结果

显示，最低和最高浓度点的ＤＬ较中间浓度点明显增

大。平均斜率 法 和 线 性 稀 释 回 收 法 采 用 测 量 均 值 和

预期值进行线性回归分析，避免了以上问题。线性稀

释回收法只需判断线性的可接受性，在可接受情况下

稀释回收量在 允 许 误 差 内 即 可 确 定 试 验 所 选 浓 度 范

围为线性范围，相对前两种方法，其统计学处理简单，
但是前两种方法基于严格的科学原理设计，能可靠地

评价线性偏离程度。因此，实验室可根据自身检测系

统的情况选择一种或多种方法进行线性评价。
通常情况下，只有经验证的线性范围上限不能满

足临床需求时才进行ＣＲＲ确定。目前，国内对 ＨＢＶ
ＤＮＡ检测程序 的 线 性 范 围 验 证 报 道 较 多，较 少 确 定

ＣＲＲ［７－１０］，这可能是因为临床上 ＨＢＶ　ＤＮＡ几乎很少

高于（５Ｅ＋０９）ＩＵ／ｍＬ，目前厂商提供的线性范围经验

证后已能满足临床需求，而且对于分子诊断定量检测

程序ＣＲＲ确定的具体方法也尚无统一方案。本研究

参考临床生化检验采用最大稀释度试验来确定 ＨＢＶ
ＤＮＡ检测的ＣＲＲ［５］，考虑到低浓度标本检测数据受不

精密度的影响，除判断测量均值和预期值差值≤±０．４
外，以ＣＶ≤５％的稀释倍数为临床可接受，确定ＣＲＲ为

（８．８１Ｅ＋０１）～（８．８１Ｅ＋１３）ＩＵ／ｍＬ，结合临床，该范围

能够满足需求。
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