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Access 2 免疫化学发光仪检测动物血清心肌钙蛋白 I 的分析性能确证 
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摘  要：目的  对美国贝克曼库尔特有限公司 Access2 免疫化学发光仪的主要分析性能进行验证。方法  对该仪器检测项目

血清心肌钙蛋白 I（Cardiac Troponin I，cTnI）进行性能验证。利用变异系数分别对质控及大鼠、犬和食蟹猴血清心肌钙蛋

白 I 的精密度进行评估，并根据质控精密度数据对质控的靶值范围进行计算。利用相对偏差及靶值范围对准确度进行评价；

利用携带污染率对携带污染情况进行评价。利用线性方程对 TropI 的线性范围进行评价，同时对 Access 2 免疫化学发光仪检

测动物血清 cTnI 的功能灵敏度进行了评价。结果  Access2 免疫化学发光仪检测 cTnI 低、中、高 3 个水平质控的批内 RSD
均＜8%，批间 RSD 均＜63.75%，大鼠、犬和食蟹猴血清 cTnI 批内 RSD 均＜8%。Bio-Rad 3 水平质控的靶值范围分别为：

0.363 8～0.473 5、1.898 6～2.819 3、7.950 3～9.367 6 ng/mL。Access2 免疫化学发光仪检测 cTnI 的 RSD＜16.32%，且低、

中、高 3 水平质控均在各自的靶值±30%范围内。携带污染率＜10%，线性验证高值动物血清按一定比例稀释后将所得理论

值与实测值进行回归分析，a 值介于 0.95～1.05，R＞0.975，线性范围为 0.016 0～82.843 3 ng/mL，功能灵敏度为 0.007 6 ng/mL。
结论  Access2 免疫化学发光仪检测 cTnI 的精密度、准确度、携带污染率及线性范围均在可接受范围内，且本研究获得了动

物血清 cTnI 检测的线性范围及功能灵敏度。因此，Access2 免疫化学发光仪可用于临床前不同动物种属 cTnI 的检测。 
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Abstract: Objective  To validate the main performance of Access 2 immunoassay system in detecting Cardiac Troponin I (cTnI) in 
animals’ serum from rats, dogs, and monkeys. Methods  The precision was evaluated by coefficient of variance of within-run 
(RSDwithin %) and coefficient of variance of between-run (RSDtotal%). The target values range of BIO-RAD immunoassay plus control 
samples at three levels were calculated by precision data. The accuracy was assessed by Relative Bias (Bias%) and target values. 
Carryover circumstance was evaluated by carryover rates. Linear was evaluated by regression equation, and the functional sensitivity 
(FS) was established. Results  The RSDwithin% of BIO-RAD immunoassay plus control samples at three levels were less than 8%, the 
RSDtotal% of BIO-RAD immunoassay plus control samples were less than 63.75%; The RSDwithin% of serum cTnI from rats, dogs, and 
monkeys were less than 8%, respectively. The target value range of BIO-RAD immunoassay plus control samples at three levels were at 
0.363 8—0.473 5 ng/mL, 1.898 6—2.819 3 ng/mL and 7.950 3—9.367 6 ng/mL, respectively. The Bias% of cTnI was less than 
16.32%, and the measured results were all within the respective target value range. The carryover rates of cTnI was less than 10%. The 
equation of linearity range (0.016 0—82.843 3 ng/mL) of the theoretical value and detected value was got after serial dilution, in which 
a value was within the range 0.95—1.05 (r > 0.975). The FS was 0.007 6 ng/mL. Conclusion  The precision, accuracy, carryover rates, 
and the linearity have a good performance, and FS of serum cTnI from rats, dogs and monkeys were established. In conclusion, cTnI 
could be detected via Access 2 immunoassay system in non-clinical studies. 
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药源性心脏毒性是目前药物研发失败甚至撤市

的重要原因之一 [1]。心肌肌钙蛋白 I（Cardiac 
Troponin I，cTnI）是近年来发现的心脏损伤敏感性

标志物，对心脏具有高度特异性。而且研究发现

cTnI 在大部分的脊椎动物心肌组织中具有较高的

浓度，其抗原决定簇在不同类群中具有保守性，并

且 cTnI 在哺乳动物中的相对分子质量一样，而且

cTnI 在心肌中的活性远远高于骨骼肌[2]，是临床前

和临床心脏毒性诊断潜在的可转化生物标志物。因

此，其检测方法的灵敏度和特异性对其水平的判断

和心脏毒性的发现非常重要。随着检测技术的不断

发展，各种商品化的高灵敏 cTnI 检测试剂相继出

现。其中以双位点酶免疫法（“夹心法”）为主要方

法。为了保证检测结果的准确性，根据 ISO15189
和卫生部《医疗机构临床实验室管理办法》的要求，

参考美国临床实验室标准化协会（CLSI）发布的

EP-6A 指南验证定量测量方法的线性评价 [3]、

EP15-A 指南验证精密度和准确度[4]，EP17-A 指南

检出限和定量检出限确定方案批准指南[5]及相关文

献[6-7]，对贝克曼库尔特有限公司 Access2 免疫化学

发光仪检测 cTnI 的准确度、携带污染率、精密度、

线性范围及功能灵敏度进行验证和评价。 
1  材料 
1.1  动物 

选择健康 SD 大鼠 2 只，雄性，SPF 级，体质

量为 250～276 g，约 7 周龄，购自北京维通利华实

验动物技术有限公司，生产许可证号为 SCXK（京）

2012-0001；Beagle 犬 2 只，雄性，普通级，体质量

为 7.5～8.4 kg，约 7 月龄，购于北京玛斯生物技术

有限公司，生产许可证号为 SCXK（京）2011-0003；
食蟹猴 2 只，雄性，普通级，体质量为 3.7～4.5 kg，
约 4 岁，购于海南新正源生物科技有限公司，生产

许可证号为 SCXK（琼）2011-0002。 
1.2  仪器及试剂 

贝克曼库尔特有限公司 Access2 免疫化学发光

仪（仪器编号 508534），原装配套 TropI 检测试剂（货

号 A78803，批号 425719）、校准品（货号 33345，
批号 424499），伯乐三水平质控品（货号 145，批号

29800）。 
1.3  线性测试高浓度物质 

本实验室前期研究结果显示，Beagle 犬单次 iv
给予 0.75 mg/kg 的异丙肾上腺素后 4 h，血清 cTnI
检测值（82.843 3 ng/mL）几乎接近厂家声明的高值

（100 ng/mL），空白动物血清 cTnI 检测值[(0.002 0
±0.001 6) ng/mL]几乎接近 0。因此本次验证使用

Beagle 犬单次静脉注射给予异丙肾上腺素注射液后

的高值标本血清作为线性测试高浓度物质，空白动

物血清样本作为稀释液。 
2  方法 
2.1  质控品批内及批间精密度 

根据 EP15-A，每天取伯乐三水平质控品（低值、

中值和高值浓度）进行测试，每浓度每日测试 4 次，

共测试 5 d。按照如下公式计算批内标准偏差

（SDwithin）和总标准偏差（SDtotal），从而计算批内相

对标准偏差（ RSDwithin ）和总相对标准偏差

（RSDtotal）： 
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，X 为同一水平质控品全部测

定结果的均值。 

RSDwithin＝SDwithin÷X ；RSDtotal＝SDtotal÷X  

2.2  质控品靶值范围确定 
取“2.1”测试中高值、中值和低值质控品检测

的各 20个检测结果分别取均值，并分别计算 SD值。

从而获得三水平质控靶值接受范围，计算公式为：

均值±3SD 
2.3  准确度检测 

以高（H）、中（M）、低（L）质控样品作为参

考品。检测顺序为：低（L1）、低（L2）、低（L3）、

高（H1）、高（H2）、高（H3）、低（L4）、高（H4）、

中（M1）、中（M2）、中（M3）、高（H5）、中（M4）、

低（L5）、中（M5）。计算每浓度 5 个测试结果的均

值，并计算相对偏差。 
2.4  携带污染率检测 

取“2.3”中的 L 组样品的检测结果计算 CO%，

其中计算公式为：CO%＝[L4－Mean（L1，L2，

L3）]/Mean（L1，L2，L3） 
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2.5  动物血清样本批内精密度 
SD 大鼠、Beagle 犬、食蟹猴分别单次 iv 给予

5、0.75、2.5 mg/kg 异丙肾上腺素建立急性药源性

心肌损伤模型[8]，并分别于给药后 4 h 采集动物血

样，1 500 r/min 离心 5 min 后收集血清，用于不同

动物种属血清样本批内精密度检测。 
每个动物种属血清样品在 1 d 内连续测试参数

20 次。计算各动物 20 次测试的 SD 和 RSD。 
2.6  线性验证 

为了验证 Access 2 化学发光免疫测定仪检测

cTnI 厂家声明的线性范围（0.01～100 ng/mL），根

据美国 CLSI 颁布 EP-6A 定量测量方法的线性评价

指南，使用 cTnI 高值 Beagle 犬动物急性心肌损伤

模型血清作为高值标本（H），使用接近 0 的空白动

物血清作为稀释液，将高值标本按一定比例稀释，

同时对空白动物血清检测，作为最低值，共 9 个浓

度，具体稀释比例及浓度梯度见表 1。每浓度两次

检测结果取均值，根据最高值和稀释比例，计算其

余浓度的理论值；并将测试均值与理论值作线性回

归，计算一次线性方程（y＝ax＋b）及相关系数（r）。 

表 1  线性评估稀释比例 
Table 1  Dilution schemes for linearity evaluation 

浓度组 浓度比例 加入高值血清的体积/μL 加入空白动物血清体积/μL 最终体积/μL 进样体积/μL 
A 1.000 0 900 0 900 200 
B 0.500 0 250 250 500 200 
C 0.050 0 25 475 500 200 
D 0.005 0 加入 C 50 450 500 200 
E 0.000 5 加入 D 50  450 500 200 
F 0.000 250 加入 E 250  250 500 200 
G 0.000 125 加入 F 250  250 500 200 
H 0.000 000 0 200 200 200 

 
2.7  功能灵敏度的确定 

参考文献[9-10]及 EP17-A 文件，对 Access2 免疫

化学发光测定仪检测 cTnI 20% RSD 时的功能灵敏

度（FS）进行评价，即反复测定系列低浓度样品，

计算均值、SD 和 RSD，RSD≤20%的实验样品所

具有的分析物含量即为功能灵敏度。 
3  结果 
3.1  质控品批内及批间精密度验证结果 

根据厂商提供，批内变异的接受标准为

RSDwithin≤8%，依据国际 Westgard QC 关于血清

cTnI 精密度的规定（已更新到 2014 年）[11]，批间

变异的接受标准为：RSDtotal≤63.75%，低、中、高

3 水平质控的批内及批间精密度均在可接受的范围

内，见表 2、3。 
3.2  质控的靶值范围确定 

低、中、高 3 水平质控靶值范围见表 4。 

表 2  Access2 免疫化学发光仪批内精密度测定结果 (n = 4) 
Table 2  Within-run precision of access 2 immunoassay 

system in detecting cTnI (n = 4) 

项目 均数/(ng·mL−1) 标准差 RSDwithin/%

cTnI 低值质控 0.42 0.02 3.86 

cTnI 中值质控 2.36 0.14 5.82 

cTnI 高值质控 8.66 0.23 2.67 

表 3  Access2 免疫化学发光仪批间精密度测定结果  
(n = 20) 

Table 3  Between-run precision of access 2 immunoassay 
system in detecting cTnI (n = 20) 

项目 均数/(ng·mL−1) 标准差 RSDtotal /%

cTnI 低值质控 0.42 0.02 4.46 

cTnI 中值质控 2.36 0.16 6.63 

cTnI 高值质控 8.66 0.24 2.74 

表 4  质控的靶值范围  
Table 4  Target values range of BIO-RAD immunoassay  

plus control samples 

项目 均值/(ng·mL−1) 标准差 靶值范围/(ng·mL−1)

cTnI 低值质控 0.418 7 0.018 3 0.363 8~0.473 5 

cTnI 中值质控 2.358 9 0.153 4 1.898 6~2.819 3 

cTnI 高值质控 8.658 9 0.236 2 7.950 3~9.367 6 
 
3.3  准确度验证结果 

根据国际上 Westgard QC（已更新到 2014 年）

和卫生部临检中心关于 cTnI 评价标准作为接受准

则：Bias%＜16.32%，靶值±30%[11-12]。本试验中

低、中、高 3 水平质控检测值的 Bias%均＜16.32%，

见表 5，由“3.2”所计算靶值范围可知，低、中、

高 3 水平质控每个检测值均分别在相对应的靶值±

30%范围之内。 
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3.4  仪器携带污染率的评价 
仪器 cTnI 的携带污染率为−3.82%＜10%，符合

要求，结果见表 6。 
3.5  动物血清 cTnI 批内精密度验证结果 

SD 大鼠、Beagle 犬和食蟹猴心肌损伤模型血

清 cTnI 的批内精密度结果见表 7，精密度 RSD≤

8%，在可接受范围内。 

表 5  低、中、高值质控准确度结果 
Table 5  Accuracy of BIO-RAD immunoassay plus control  

samples at low level, median level, and high level 

质控水平 cTnI/(ng·mL−1) Bias% 靶值±30% 
L 0.402 9 3.77% 0.391 5～0.416 4 
M 2.250 3 4.61% 2.208 2～2.290 4 
H 8.624 2 0.40% 8.457 5～8.835 5 

表 6  仪器携带污染率测定结果 
Table 6  Carryover circumstance of access 2 immunoassay  

system 

检测序号 cTnI/(ng·mL−1) 
L1 0.397 1 
L2 0.416 4 
L3 0.407 6 

Mean（L1，L2，L3） 0.407 0 
L4 0.391 5 

CO% −3.82 

表 7  Access 2免疫化学发光仪检测不同动物种属血清 cTnI 
日内精密度结果 (n = 20) 

Table 7  Within-run Precision of Access 2 Immunoassay  
System in Detecting Serum cTnI from Rats, Dogs, 
and Monkeys (n = 20) 

动物种属 均值/(ng·mL−1) SD RSD/% 
大鼠 15.62 0.28 1.80 
犬 11.70 0.20 1.71 
猴 17.14 0.90 5.28  
3.6  线性验证结果 

将测试均值与理论值作线性回归，得一次线性

方程：y＝0.991 3 x−0.225 6，R2=0.999 2，0.95≤    
a≤1.05，且 r≥0.975，均符合接受准则，因此本次

验证的线性范围为：0.016 0～82.843 3 ng/mL（为实

测均值范围）。 
3.7  功能灵敏度的确定 

使用“3.6”中线性范围中下限样本连续检测 20
次的 RSD 值为 13.50%＜20%，在可接受范围内，因

此，Access 2 免疫化学发光仪检测动物血清 cTnI 的
功能灵敏度为 0.007 6 ng/mL。 
4  讨论 

近年来一些新型的高敏感肌钙蛋白的检测方法

被推出，如美国雅培公司的 Abbott Architect 系统、

德国西门子拜耳 ADVIA Centaur 自动化学发光免疫

分析仪、贝克曼库尔特有限公司 Access2 免疫化学

发光仪、瑞士 Roche Elecsys 系统等[13]，而且以上系

统都已被用于不同动物种属血清 cTnI 的检测[14-16]。

但是国内外对于该类系统检测动物种属血清 cTnI
分析性能的综合评价尚少。本研究就其中的

Beckman Access 2 免疫化学发光仪检测血清 cTnI分
析性能进行综合评价，从而为血清 cTnI 水平变化的

准确判断及药物心脏毒性的早期发现提供可靠的检

测方法。 
Access 2 测定仪的主要特点是：以双位点酶免

疫法（“夹心法”）测定，将样本与包被着抗 cTnI
单克隆抗体的顺磁性微粒和结合碱性磷酸酶的抗

cTnI 单克隆抗体添加到反应管中。在反应管内完成

温育后，结合在固相上的物质将置于一个磁场内被

吸住，而未结合的物质被冲洗除去。然后，将化学

发光底物 Lumi-Phos*530 添加到反应管内，由照度

计对反应中所产生的光进行测量。所产生光的量与

样本内 cTnI 的浓度成正比。样本内分析物的量由所

储存的多点校准曲线来确定[17]。Access 2 测定仪直

接在分析仪上可以全自动进行操作，大大减少了人

为误差，提高了检测准确性，而且可以随时检测，

是一种快速简便的方法。根据国际上 Westgard QC
和卫生部临检中心关于血清 cTnI 准确度评价标准

Bias%＜16.32%，靶值±30%，本次验证结果显示

水平质控品准确度 Bias%＜10%，且均在靶值±

30%，表明该检测系统系统误差较小。 
在携带污染率检测中，该系统 CO%＜10%，认

为高浓度样本对低浓度样本携带污染程度低，在可

接受范围内。 
EP-6A 文件是美国 CLSI 颁布的定量测量方法

的线性评价[3]，该指南就如何建立、验证和/或证实

定量测量方法线性范围的操作方法提出建议。为了

避免基质效应，用于验证线性范围的标本类型应与

临床测试所用的标本类型类似，因此该指南推荐理

想的样本类型是病人的标本，并且为了避免样本稀

释过程中稀释液可能改变分析物或基质的物理或化

学特性，应使用低浓度的病人标本对高值标本进行

稀释。本机构引进的 Access2 免疫化学发光仪主要

是用于不同动物种属如大鼠、犬和猴血清 cTnI 的检

测，因此，根据本实验室前期研究结果显示，Beagle
犬单次 iv 给予 0.75 mg/kg 的异丙肾上腺素后 4 h，
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血清 cTnI 检测值几乎接近厂家声明的高值，因此，

本验证中选用该标本作为 cTnI 线性范围验证的高

值标本。另外，正常对照组 Beagle 犬的血清 cTnI
的检测值几乎接近 0，因此，本验证使用正常 Beagle
犬血清作为稀释液，验证结果显示，cTnI 检测项目

的 0.95≤a≤1.05，且 r≥0.975，显示了该检测项目

良好的线性范围，验证了厂商提供的线性范围。功

能灵敏度为 0.007 6 ng/mL。 
精密度系指用该法测定同一匀质样品的一组测

量值彼此符合的程度。可以采用 RSD 表示[18]。本

研究结果显示 Access2 免疫化学发光仪检测 cTnI 的
批内变异和批间 RSD 均在厂商提供的批内变异接

受标准及国际Westgard QC关于血清 cTnI批间精密

度的规定[11]，并对低、中、高 3 水平质控批间检测

的 20 个数据分别计算均值及 SD，从而得到 Mean
±3SD 作为质控靶值接受范围，分别为低水平质控

品为 0.363 8～0.473 5 ng/mL，中值水平质控品为

1.898 6～2.819 3 ng/mL，高值水平质控品为 7.950 
3～9.367 6 ng/mL 作为本实验平时检测时的参考

值。同时评价了 SD 大鼠、Beagle 犬和食蟹猴急性

心肌损伤血清 cTnI 日内精密度，结果显示，该仪器

检测 3 种临床前新药安全评价常用动物模型血清

cTnI 的 RSD≤5.28%，均在可接受范围内。 
本研究通过对 Access 2 免疫化学发光仪的性能

验证，对该检测系统的准确性、精密度、携带污染

率、线性范围及检测结果进行了验证和评价，对该

仪器的检测性能有了明确的了解，对其检测结果的

准确性有了评估依据，尤其是首次使用药物诱导的

不同动物种属急性心肌损伤血清进行了精密度评估

和线性范围的验证，保证了实验室检测结果的稳定

性及可靠性，满足了临床前药物诱导心肌损伤敏感

特异性标志物检测的需求，从而更好地为创新药物

的临床前心脏毒性评价提供可靠的检测方法。 
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