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研究

贾峥1#，曲守方1#，高瑛瑛2，张文新1，孙楠1，沈敏3，李丽莉1*，张河战1*（中国

食品药品检定研究院，国家药品监督管理局体外诊断试剂质量研究与评价重点实验室，北京 100050）

摘要 目的：对胱抑素C进行量值溯源性研究，研制胱抑素C冰冻人血清国家标准品，建立用于胱抑素

C检测试剂盒准确度评价的质量评价标准，提升检验检测水平。方法：以人血清样本为原料进行无菌分

装、制备胱抑素C冰冻人血清国家标准品，采用多实验室联合赋值的方法对胱抑素C国家标准品候选品

进行赋值、标定，建立可溯源至国际标准物质ERM-DA471/IFCC的溯源链，并采用免疫比浊的方法对

其均匀性、稳定性进行验证。结果：建立了包含2个水平量值的胱抑素C冰冻人血清国家标准品，水平

1为（0.94±0.03）mg·L-1（k=2），水平2为（3.52±0.09）mg·L-1（k=2）。该国家标准品均匀性和

稳定性良好。30天短期稳定性研究结果显示，室温条件下，国家标准品（水平1和水平2）可稳定5天；

2~8 ℃条件下，水平1可稳定10天，水平2可稳定20天；-20 ℃条件下，水平1和水平2均至少可稳定30

天。溯源准确性采用血清参考盘和临床血清样本进行验证，研究结果显示，该国家标准品和国际标准品

ERM-DA471/IFCC具有良好的溯源性。结论：通过对胱抑素C进行量值溯源性研究，研制出胱抑素C冰

冻人血清国家标准品（360046-202001），并获得批准向社会提供，可用于人血清中胱抑素C检测试剂盒

正确度评价及临床实验室检测系统量值准确性评价。
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Abstract   Objective:  To carry out a quantitative traceability study on cystatin C, and to develop cystatin C 
frozen human serum national standard, which can be used for evaluating  the accuracy of cystatin C test kits, 
and improving the ability of human serum cystatin C detection. Methods: Human serum samples were used as 
raw materials for aseptic sub-packaging and preparation of cystatin C frozen human serum national standard. 
The candidate of cystatin C frozen human serum national standard was assigned and calibrated by the method of 
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胱抑素C（Cystatin C）又名γ-微量蛋白，是

半胱氨酸蛋白酶抑制剂蛋白质的一种，可在有核细

胞内能以恒定速度进行持续的转录及表达，无组织

特异性，生成率恒定。研究发现，胱抑素C在炎性

反应状态下不会改变，也不受其他因素如年龄、

性别、饮食、感染、血脂、肝脏疾病等干扰[1-2]。

肾脏是清除血液循环系统中胱抑素C的唯一器官，

血浓度由肾小球滤过决定。由于胱抑素C是由122

个氨基酸残基组成的小分子蛋白质（13.3 kD），

能自由从肾小球滤过，并被肾小管上皮细胞完

全重吸收，降解于细胞内，且不会重新回到血液

中。基于以上2个特点，胱抑素C是非常理想的肾

脏功能评价指标，是一种反映肾小球滤过率变化

的内源性标志物，目前广泛应用于肾脏相关疾病

的肾功能评价和肾移植领域，以及糖尿病、心血

管、肝硬化等疾病的早期诊断、病程监测和伴随

诊断中[3-5]。

1   研究目的
胱抑素C的测定方法包括酶联免疫吸附法、化

学发光法和免疫比浊法。其中，酶联免疫吸附测定

法和化学发光法由于操作烦琐、耗时长、费用高等

不便于使用的缺陷，限制了其广泛应用；而随着全

自动生化仪的普及和多种快速免疫比浊检测技术的

发展，免疫比浊法因具有反应时间短、精密度高、

检测范围宽，以及黄疸、溶血、脂血标本影响小和

易于自动化等优点，已成为临床胱抑素C 的主要的

测定方法[6]。

2010年前，由于胱抑素C没有可溯源的国际标

准品，故检测结果准确性较差。直到2010年，国

际临床化学与检验医学联合会（IFCC）成立胱抑

素C的标准化工作小组，研制出胱抑素C国际标准

品 ERM-DA471/IFCC[7]，胱抑素C检测结果的准确

性和可比性才有所改善。目前，已获批的胱抑素C

检测试剂盒多数可溯源至国际标准品ERM-DA471/

IFCC。我国于2013年研制出溯源至该国际标准品

的、由重组人胱抑素C抗原为原料的胱抑素C国家

二级标准物质GBW（E）090437[8]。ERM-DA471/

IFCC和GBW（E）090437均为重组蛋白抗原原料使

用人血清或添加保护剂和稳定剂的水溶液基质配制

成的冻干品，而非临床血清，与该检测试剂检测的

临床血清样本存在差异，检测分析物也存在差异，

同时也存在一定的基质效应。由此产生的差异，会

对实际临床样本检测结果的一致性带来影响，对检

测试剂量值准确性评价带来困扰。有研究对ERM-

DA471/IFCC的互通性进行研究，结果显示其在部

分方法间的互通性还不是太理想[9]。

为解决临床应用中胱抑素C在不同检测系统的

检测结果一致性差的问题，课题组主要针对以下

问题开展研制工作：①可溯源至国际标准品特性量

值；②组成成分与实际检测物同质（即基质相同）

且为天然分析物（非重组蛋白）；③设置2个不同

水平量值，即低值（水平1，接近正常生理值）和

multi-laboratory joint assignment, which was traceable to the international standard ERM-DA471/IFCC, and the 
accuracy of the traceability chain has been verifi ed. The homogeneity and stability of the national standard was 
verifi ed by the method of immune turbidimetry. Results: The cystatin C frozen human serum national standard 
was established, which contains two concentration levels: level 1 (0.94 ± 0.03) mg·L-1 (k=2), Level 2 (3.52 ± 0.09) 
mg·L-1 (k=2); cystatin C frozen human serum national standard has good homogeneity and stability. The results 
of the 30-day short-term stability study showed that cystatin C frozen human serum national standard (level 1 and 
level 2) were stable for 5 days at room temperature; at 2-8 ℃, level 1 can be stable for 10 days and level 2 can 
be stable for 20 days. At -20 ℃, both level 1 and level 2 can be stable for at least 30 days. The accuracy of the 
traceability was verifi ed by using the serum reference panel and clinical serum samples, study results show that the 
national standard and international standard ERM-DA471/IFCC have good traceability. Conclusion: The Cystatin 
C frozen human serum national standard (360046-202001) has been approved and provided to the society with 
the quantitative traceability study, which can be used for the accuracy evaluation of the cystatin C detection kit in 
human serum and the accuracy evaluation of clinical laboratory detection system values. 
Keywords:   Cystatin C; quantity traceability; international standard material; immunoturbidimetry
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高值（水平2），低值水平可以对具有临床诊断意

义的量值进行评价，高值水平便于按照YY/T 1230-

2014准确度评价要求进行试验检测；④主要用途为

用于胱抑素C检测试剂盒准确度的评价。

2   方法
2.1   样本和材料

血清样本：志愿者捐献或来自体检中的血清

样本。所用血清要求外观清澈透明，无溶血、黄

疸、乳糜，无人类免疫缺陷病毒（HIV）、乙型肝

炎病毒（HBV）、丙型肝炎病毒（HCV）、梅毒等

疾病。

国际标准品：ERM®-DA471/IFCC，为冻干

品，特性量值为5.48 mg·L-1。

检测试剂盒：胱抑素C检测试剂盒（胶乳增强

免疫比浊法），美康生物科技股份有限公司；胱抑

素C试剂盒（胶乳免疫比浊法），北京九强生物技

术股份有限公司；胱抑素C检测试剂盒（免疫比浊

法），罗氏诊断公司；胱抑素C测定试剂盒（胶乳

比浊法），迈克生物股份有限公司；胱抑素C测定

试剂盒（胶乳免疫比浊法），深圳市新产业生物医

学工程股份有限公司。

2.2   国家标准品候选品的制备

首先将收集到的4项传染病（HIV、HBV、

HCV、梅毒）检测均为阴性的临床血清样本，按

照胱抑素C的2个预期浓度（0.55～1.05 mg·L-1、

2～3 mg·L-1）进行高、低浓度水平的分组混合，

充分混匀后备用；再分别将混合后的2个浓度血清

大样本用定性滤纸、0.45 μm及 0.22 μm微孔过滤

膜进行三级过滤，充分去除血清中的纤维素及杂

质；最后采用1.5 mL棕色冷冻瓶进行无菌分装（0.5 

mL·支-1），分装后得到高、低2个浓度水平的国

家标准品候选品样本（水平1、水平2），于-70 ℃

保存。

2.3   均匀性和稳定性研究

2.3.1   均匀性研究

依据国家标准JJF 1343-2012《标准物质定值

的通用原则及统计学原理》[10]及CNAS-GL003《能

力验证样品均匀性和稳定性评价指南》[11]，根据分

装国家标准品候选品的数量确定其抽样的最小单元

数为30个，并在分装的初始、中间和终结阶段以随

机方式进行取样，用于均匀性研究。对抽取样本采

用免疫比浊法进行胱抑素C含量的测定，每个样本

测3次。结果采用单因素方差分析，通过组间方差

和组内方差进行F检验用于均匀性评价。

2.3.2   稳定性研究

依据国家标准JJF 1343-2012《标准物质定值

的通用原则及统计学原理》及CNAS-GL003《能力

验证样品均匀性和稳定性评价指南》，考虑到测量

技术与仪器等的重复性和精密度的影响，同一样品

分批测定其结果会有变化，为了更有效地观察短期

稳定性，避免仪器等无关因素的影响，采用同步等

时测定法进行短期稳定性研究。对3种保存的温度

条件，即室温、2～8 ℃、-20 ℃，进行30天的短

期稳定性研究。在分装后的标准品候选品中随机抽

取96支，统一放于-70 ℃的冰箱内冻存，然后于第

1、11、21、24、26、28、29、30天，每个水平各

随机抽取2支于以上3种温度条件下保存。保存结束

后，采用免疫比浊法统一进行胱抑素C的测定。

2.4   量值传递及协作标定

采用多家实验室联合赋值的方法，对国家标

准品候选品进行协作标定。邀请到5家近两年参加

并通过国际参考实验室能力验证（IFCC-RELA）

的实验室参与。将胱抑素C国际标准品ERM ®-

DA471/IFCC进行量值的传递，并采用临床血清盘

对量值传递的准确性和检测系统的一致性进行验

证。具体方法如下：

各协作标定实验室首先需要建立2个平行的检

测通道，再使用国际标准品ERM®-DA471/IFCC进

行系列稀释，在检测通道1上建立标准曲线1，然后

测定国家标准品候选品，通过标准曲线1对国家标

准品候选品进行赋值；再将赋值后的国家标准品候

选品也进行系列稀释，在检测通道2上建立标准曲

线2，从而形成国际和国家2个平行的检测系统。

通过在上述2个检测系统上，同时检测胱抑素C

临床血清参考盘样本，从而对国际标准品和赋值后

的国家标准品候选品量值的一致性和赋值准确性进

行验证。该血清盘提前收集和制备，由两组临床血

清组成，一组为6份胱抑素C浓度从低到高分布的

临床血清样本（A～F），另一组为50份胱抑素C浓

度随机分布的临床血清样本。

每个实验室对每份血清盘样本均测定3次，

测定结果应满足（CV,%）≤5.0%、允许范围均

值±2SD。通过线性回归分析和偏移计算，分析2

个系统间检测结果的相关性（要求相关系数R2＞
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0.9900，偏移要求在±5%以内）。通过对以上参

考血清盘样本的结果分析，对国家标准品候选品量

值溯源的准确性进行验证。对符合要求的国家标准

品候选品测定结果取均值，完成其协作标定。

2.5   不确定度评估

根据GB/T 15000.3-2008《标准样品工作导则

（3）标准样品定值的一般原则和统计方法》[12]进

行不确定度评估。分别计算国家标准品候选品来自

赋值、均匀性以及稳定性的不确定度，计算合成不

确定度，完成对候选品的最终赋值，形成胱抑素C

国家标准品。

3   结果与分析
3.1   均匀性研究

经过对国家标准品2个浓度水平的均匀性样本

测值采用单因素方差分析，结果显示2个水平，其

F值均小于对应的F临界值，说明无明显统计学差

异，瓶间均匀性良好。具体检测结果统计分析见

表1。

表 1   胱抑素 C 冰冻人血清国家标准品均匀性分析

项目 差异源 SS f MS F 值 F 临界值

水平 1 组间 0.0036 35 0.0001 1.0840 1.5860

组内 0.0069 72 0.0001

水平 2 组间 0.0426 35 0.0012 1.4913 1.5860

组内 0.0588 72 0.0008

表 2   胱抑素 C 冰冻人血清国家标准品短期稳定性分析

项目 保存温度 /℃ 保存时间 / 天 t0.95，n-2 · sk 结果

水平 1 -20 30 0.0002 0.0004 稳定

2～8 30 0.0162 0.0065 不稳定

20 0.0223 0.0091 不稳定

10 0.0090 0.0102 稳定

室温 30 0.0375 0.0098 不稳定

7 0.0714 0.0307 不稳定

5 0.0660 0.0802 稳定

3.2   稳定性研究

胱抑素C冰冻人血清国家标准品水平1和水平

2，分别在室温、2～8 ℃及-20 ℃ 3个温度条件下

放置30天的短期稳定性结果显示，水平1和水平2

分别在室温及2～8 ℃条件下放置30天不稳定，但

在-20 ℃条件下均可至少稳定30天，所以进一步缩

短考察时间，直至稳定为止；实验结果显示，水

平1和水平2在室温条件下，均至少可稳定5天；在

2～8 ℃条件下，水平1至少稳定10天，水平2至少

稳定20天。参照常规血清型标准品的长期保存条

件，胱抑素C冰冻人血清国家标准品于-70 ℃长期

保存并定期监测。具体短期稳定性检测结果及分

析见表2。
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表 3   胱抑素 C 冰冻人血清国家标准品溯源性验证结果

样本

实验室1 实验室2 实验室3 实验室4 实验室5

测定值/

(mg·L-1) RSD/

%

测定值/

(mg·L-1) RSD/

%

测定值/

(mg·L-1) RSD/

%

测定值/

(mg·L-1) RSD/

%

测定值/

(mg·L-1) RSD/

%通

道1

通

道2

通

道1

通

道2

通

道1

通

道2

通

道1

通

道2

通

道1

通

道2

A 0.55 0.55 -1.20 0.54 0.51 -4.35 0.56 0.54 -3.57 0.56 0.55 -1.80 0.47 0.46 -2.12

B 1.01 1.04 2.30 1.11 1.06 -3.92 1.09 1.06 -2.75 1.06 1.04 -1.89 1.01 0.99 -1.97

C 1.82 1.87 2.94 1.96 1.88 -3.92 1.88 1.84 -2.13 1.83 1.78 -2.37 1.83 1.81 -1.14

D 1.96 2.04 4.26 2.11 2.05 -3.15 2.00 1.94 -3.00 1.93 1.88 -2.76 2.02 1.99 -1.34

E 3.51 3.65 4.08 3.63 3.65 0.37 3.49 3.52 0.86 3.40 3.39 -0.39 3.45 3.50 1.36

F 4.49 4.61 2.52 4.68 4.71 0.78 4.43 4.41 -0.45 4.34 4.24 -2.30 / / /

血清参
考盘样
本R2

0.9998 0.9996 0.9997 0.9997 0.9997

临床血
清样本
R2

0.9993 0.9994 0.9999 0.9987 0.9902

项目 保存温度 /℃ 保存时间 / 天 t0.95，n-2 · sk 结果

水平 2 -20 30 0.0005 0.0012 稳定

2～8 30 0.0051 0.0037 不稳定

20 0.0016 0.0050 稳定

室温 30 0.1220 0.0130 不稳定

7 0.1230 0.1168 不稳定

5 0.0455 0.0992 稳定

续表 2

3.3   协作标定及验证

3.3.1   溯源性验证

各协作标定实验室使用校准后的通道1和通道

2同时对血清样本A～F进行测定，计算在2个通道

中测定检测结果的相对偏差及线性回归分析的相

关系数R2。其中，实验室5检测试剂的线性范围未

能覆盖血清样本F的浓度，故只检测浓度A～E样

本。血清参考盘血清样本A～F检测结果显示，所

有血清样本A~F在2个通道测定结果的相对偏差均

在±5%范围内，R2值均大于0.9900；对浓度随机分

布的50份临床血清样本进行双通道检测，在剔除离

群值后，2个通道测值的偏差分布范围也均在±5%

范围内，线性相关系数R2值均大于0.9900。具体如

表3所示。

3.3.2   协作标定赋值

胱抑素C冰冻人血清国家标准品的溯源性，

通过参考血清盘样本和浓度随机分布的临床血清

样本的验证后，证明样本在国际标准品检测通道

和国家标准品检测通道的测值相对偏差满足量值

传递准确性的要求，2个检测系统具有较好的一

致性，国家标准品的量值可以较好地溯源至国际

标准品ERM®-DA471/IFCC。采用计算各实验室赋

值结果的平均值，作为国家标准品特性量值的结

果，具体见表4。
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表 4   胱抑素 C 冰冻人血清国家标准品联合赋值结果

参加实验室 水平 1/（mg·L-1） 水平 2/（mg·L-1）

实验室 1 0.92 3.59

实验室 2 0.97 3.64

实验室 3 0.97 3.45

实验室 4 0.93 3.42

实验室 5 0.89 3.52

均值 0.94 3.52

SD 0.034 0.092

表 5   胱抑素 C 冰冻人血清国家标准品不确定度的计算

项目
定值引入的不确

定度

不均匀性引入的

不确定度

不稳定性引入的

不确定度
合成不确定度

扩展不确定度

（k=2）

水平 1 0.0152 0 0.0052 0.0161 0.0321

水平 2 0.0411 0.0001 0.0147 0.0436 0.0856

3.4   不确定度评估

根据不确定度引入的因素，按照不确定度的

计算公式，将结果代入公式计算，得到最终水平

1和水平2的扩展不确定度分别为0.0321和0.0856 

mg·L-1详见表5。

经 过 联 合 验 证 及 定 值 ， 胱 抑 素 C 冰 冻 人 血

清国家标准品特性量值最终为：水平1，（0.94 

±0.03）mg·L-1（k=2）；水平2，（3.52±0.09）

mg·L-1（k=2）。

4   结论与讨论
4.1   天然结构胱抑素C制备工艺解决了基体标准物

质与临床样本同质性问题

为了更好地解决胱抑素C的临床检测中存在的

检测结果可比性差，以及检测结果的评价体系缺

乏与临床血清同质性好的基体标准物质的实际问

题，课题组开展了胱抑素C冰冻人血清国家标准品

的研制。该标准品原料系人血清，按照美国临床

和实验室标准化协会（CLSI）C37-A程序文件[13]的

要求采集的血液标本。制备过程通过过滤处理去除

血清中纤维素及杂质，尽可能地保持与临床待检样

本同质性，解决了标准品组成成分添加重组待检

靶标的“人造性”问题；分装后的标准品放置于

棕色冷冻瓶中，-70 ℃长期冻存，运输过程中温度

也控制在-20 ℃以下，与临床样本保存状态一致，

确保国家标准品与临床待测靶标物一致且同质。

该标准品为我国首个天然结构分析物，可溯源至

ERM-DA471/IFCC的临床血清标准品。该标准品已

于2020年获批使用，批号为360046-202001。

4.2   量值准确的溯源链解决了不同检测系统检测

结果一致性评价问题

临床检验过程中，为采用通用指南对疾病进

行诊断和治疗，理想情况下要求不同检测系统对临

床样本的检验结果一致并具有可比的参考范围。而

实现检测结果一致性，对逐步推行临床检验结果互

认，避免对检测结果的错误解释和对疾病的错误干

预，提高医疗服务质量具有重要意义。本研究参考

国际临床化学联合会（IFCC）促甲状腺功能检测

标准化委员会（C-STFT）推出的促甲状腺激素国

际溯源和检测一致性研究[14-15]，创新性地建立了胱

抑素C冰冻人血清国家标准品溯源体系以及量值一

致性的验证方法和用于验证方法的血清参考盘。

使用量值一致性的验证方法，用参考盘在验证溯源

系统的检测结果线性拟合相关性均在0.990以上，

mg·L-1
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所有样本单点浓度测定结果偏差均在±5.0%范围

内，说明国际标准品的量值正确传递至国家标准

品。协作标定单位均为参加并通过IFCC-RELA的

实验室，采用各项性能指标均满足临床检验要求的

试剂，对标准品样本进行赋值，并对量值传递的准

确性进行验证。本研究建立的量值溯源传递的方法

及标准，为各厂家检测系统对临床样本测定结果的

可比性提供了新方法，为科学监管提供了新工具。

4.3   协作定值标准化操作规范解决了使用单位量

值传递操作不规范的问题

为保证协作定值的可靠性，首先，邀请具备

胱抑素C测定能力的实验室参加盲样测试，确认参

加定值的实验室相关设备、人员和实验室运行的测

量方法满足要求后方可加入协作定值实验室组；

其次，根据胱抑素C测定特点，制定了包括样本制

备、测试操作、数据分析等操作清晰的检测操作规

范并发放给协作定值实验室，保证了实验室定值过

程的操作规范。另外，通过识别不确定度来源采取

必要的措施，合理地进行了不确定度的评估。

本研究建立的胱抑素C冰冻人血清国家标准

品，将国际标准品量值传递至可用于临床检测的体

外诊断试剂，解决了国际标准品与临床检测系统溯

源链不完整的问题。在开展国际标准品量值传递研

究中，建立了量值准确性评价参考盘。该参考盘

包括了量值从低到高的线性样本，浓度随机分布的

临床样本，对量值传递过程的准确性进行了科学评

价，确保量值传递正确，为相关诊断试剂科学监管

提供新标准，保障了临床检验结果的准确、可靠。
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