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临床实验室血浆抗凝蛋白 S 活性检测日间精密度与凝血因
子Ⅷ，Ⅸ定量限的性能验证方法学评估及改善方案研究

王星皓 1,2，胡高峰 1，许成山 1，彭明婷 1,2（1. 北京医院 / 国家老年医学中心，国家卫生健康委临床检验中心，中

国医学科学院老年医学研究院，北京 100730；2. 北京协和医学院 / 中国医学科学院，北京 100730）

摘  要：目的 针对抗凝蛋白 S（PS）、凝血因子Ⅷ活性（F Ⅷ :C）和凝血因子Ⅸ活性（F Ⅸ :C）检测性能验证中存在

的问题，探讨 PS 活性检测日间精密度验证的改进方案，以及 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测定量限（LoQ）的验证方案。方法 

使用 Sysmex CN-6000 及配套试剂，使用低值和高值质控品作为研究样品。参考美国临床和实验室标准协会（CLSI）
EP15-A3 文件，使用三种试剂准备方式（说明书方式、仪器操作手册方式和改进方式）进行 PS 活性检测日间精密度验

证研究。说明书要求方式即完全参照产品说明书开展；仪器操作手册方式在其基础上将所需试剂于仪器中静置 30min
后用于检测；改进方式在产品说明书基础上对所需试剂进行混合分装。研究同一批号试剂检测同一样品的瓶间差异，以

国家卫生健康委临床检验中心（NCCL）室间质评（EQA）可接受范围作为评价标准。参考 CLSI EP25 文件，验证产品

说明书方式与改进方式复溶试剂的机载稳定性。参考 CLSI EP17-A2 文件、WS/T 514-2017《临床检验方法检出能力的

确立和验证》和国际血液学标准化委员会（ICSH）指南，进行 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测 LoQ 验证。研究结果均以满足产

品说明书要求为验证通过。结果 参照产品说明书与仪器操作手册进行 PS 活性检测精密度验证，日间精密度（CV 日间：

12.9% ～ 21.6%）均超出产品说明书要求（高值水平的 CV 批内，CV 日间均＜ 10%；低值水平的 CV 批内，CV 日间均＜ 20%）。

应用改进方式的日间精密度验证结果（CV日间：2.9% 和 4.5%）符合产品说明书要求。试剂瓶间差异超出 EQA 可接受范围。

改进方式纠正了试剂机载稳定性验证结果（相对偏差：-4.24% ～ 9.97%）符合产品说明书（高值水平＜ 10%，低值水

平＜ 20%）。F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测的 LoQ 验证通过范围均符合厂商声明（F Ⅷ :C：0.75% ～ 1.46%，0.74% ～ 1.40%；

F Ⅸ :C：0.71% ～ 1.27%，0.70% ～ 1.32%）。结论 提供了改善 PS 活性检测日间精密度的改进方式，并提供了 F Ⅷ :C
和 F Ⅸ :C 检测的 LoQ 验证方案，以供临床实验室参考。
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Abstract：Objective  To discuss the improvement for the verification of inter-day precision of PS activity assay and the 
verification protocol for limits of quantitative of F Ⅷ :C and F Ⅸ :C assay, aiming at the problems in the performance verification 
of anticoagulant protein S (PS), coagulation factor Ⅷ activity (F Ⅷ :C) and coagulation factor Ⅸ activity (F Ⅸ :C) assay. 
Methods SYSMEX CN-6000 and supporting reagents were used, and low- and high-value quality control (QCs) were used as the 
study samples. Following the American Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) document EP15-A3, an inter-day 
precision verification study of the PS activity assay was performed with three reagent preparation methods designed 
(specification-required method, instrument’s manual method and improved method). The specification-required method was 
carried out completely according to the specification, and the instrument manual method involved allowing the required reagents 
to stand in the device for 30 minutes based on the specification-required method, and the improved method mixed and dispensed 
the reagents needed to be based on the specification-required method. To study the bottle variation of the same batch of reagents 
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for the same sample, the acceptable range of external quality assessment (EQA) of the National Center for Clinical Laboratories 
(NCCL) was used as the evaluation standard. Following the CLSI EP25 document, the PS activity assay reagent onboard stability 
verification was performed with the specification-required method and the improved method. Following the CLSI EP17-A2 
document, WS/T 514-2017 “Establishment and Verification of Detection Capability for Clinical Laboratory Measurement 
Procedures” and the International Committee for Standardization in Hematology (ICSH) guidelines, the LoQ for FVIII: C and 
FIX: C assays was verified. The verification results were passed if the requirements of the specification were met. Results The 
verification result of inter-day precision (CVWL：12.9% ～ 21.6%) of PS activity assay according to the specification method and 
the instrumental manual method exceeded the requirements of the specification (<10% CVWL at high levels, <20% CVWL at low 
levels). The results of inter-day precision verification with the improved method (CVWL：2.9% and 4.5%) were consistent with 
the requirements of the specification. The bottle variation exceeded the acceptable range of EQA. The improved method corrected 
the reagent on-board stability verification results of reagents (relative deviations of -4.24% ～ 9.97%) by the specifications (high 
levels <10%, low levels <20%). The LoQ verification results for F Ⅷ :C and F Ⅸ :C assay were by the product specifications 
(F Ⅷ :C：0.75% ～ 1.46% and 0.74% ～ 1.40%；F Ⅸ :C：0.71% ～ 1.27% and 0.70% ～ 1.32%). Conclusion An improved 
method to improve the inter-day precision of PS activity detection is provided, and LoQ verification protocol for F Ⅷ :C and 
F Ⅸ :C assay is provided for clinical laboratory reference.

Keywords：anticoagulant protein S (PS)；coagulation factor；inter-day precision；limit of quantification (LoQ)；
performance verification

国际血液学标准化委员会（International Coun-
cil for Standardization in Haematology，ICSH）指南

建议临床实验室基于使用的凝血分析仪对出凝血检

验项目进行性能验证 [1-4]。抗凝蛋白 S（anticoagulant 
protein S, PS）活性检测被推荐用于遗传性易栓症的

病因诊断，其临床检测量也在逐年上升 [5-8]，但是

国家卫生健康委临床检验中心（NCCL）2017 年对

全国 50 家实验室的 PS 活性检测的调查结果表明，

仅有 60% 的实验室开展了性能验证，并且各实验

室的室内质控（IQC）的变异系数（CV）差异较大：

1.8% ～ 24.8%，提示 PS 活性检测质量控制较差 [9-11]。

凝血因子Ⅷ（factor Ⅷ activity，F Ⅷ :C）和Ⅸ

活性（factor Ⅸ activity，F Ⅸ :C）的定量限（limit 
of quantitation，LoQ） 对 中 间 型 和 重 型 血 友 病 的

分型诊断至关 重要，ICSH 指南建议当 F Ⅷ :C，

F Ⅸ :C 检 测 的 LoQ ＜ 1% 时 才 能 应 用 于 血 友 病

诊断 [12-15]。美国临床和实验室标准协会（Clinical 
and Laboratory Standards Institute，CLSI） 发 布 的

EP17-A2 文件提供了定量检测项目的 LoQ 验证方

案和评价方式，但是尚未应用于 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C
检测 [2,16]。

本课题组在开展新仪器 Sysmex CN-6000 的出

凝血检验项目性能验证过程中，发现 PS 活性检测

日间精密度 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测的性能验证方案

并不完善，可能对仪器性能评价和临床检测产生影

响。因此本研究对性能验证中发现的 PS 活性检测

日间精密度和 F Ⅷ :C，F Ⅸ :C 定量限性能验证相

关问题开展研究，为改善临床 PS 活性检测的质量

控制和 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测的 LoQ 验证提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验样品 使用 Sysmex 配套校准品（货号：

ORKL17）、低值质控品（货号：ORKE41）、高

值质控品（货号：OUPZ17）（德国西门子公司）。

1.2 仪器和试剂 Sysmex CN 6000 全自动凝血分

析仪及配套试剂（日本希森美康公司）。

1.3 方法

1.3.1 PS 活性检测精密度：参考 CLSI EP15-A3 文

件，制定精密度验证方案。使用同一批号试剂，使

用三种试剂准备方式：①说明书要求方式：完全参

考产品说明书进行；②仪器操作手册方式：在说明

书基础上，将复溶试剂在仪器中稳定 30min 后再用

于检测；③改进方式：在说明书基础上，混合分装

所需试剂，无需在仪器中稳定。选择 2 个水平质控

品，每天各检测 5 次，连续检测 5 天，经 Grubb’s
离群值检验后，记录检测结果均值（x）、标准差

（s）、变异系数（CV）；使用单因素方差分析

（ANOVA） 计 算 精 密 度（CV 批 内 和 CV 日 间）； 结

果满足产品说明书要求（CV 要求）则验证通过，结

合 CLSI EP15-A3 文件的 F 因子附表，计算说明书

要求的验证上限（upper verification limit, UVL），

UVL=F×CV 要求
[17]。

1.3.2 PS 活性检测试剂瓶间差异：参考产品说明书，

将同一批号试剂分为两套，分别检测 2 个水平同一

质控品各 5 次，计算每次检测结果（x1 和 x2）的绝

对偏差和相对偏差。绝对偏差 =x2-x1，相对偏差 =
x2-x1

x1
， 参 考 NCCL 的 EQA 可 接 受 范 围（ 靶 值

>40% 时，相对偏差为 25%；靶值≤ 40% 时，绝对

偏差为 ±10%）作为试剂瓶间差异评价标准。

1.3.3 PS 活性检测试剂机载稳定性：厂商声明 PS 活

性检测试剂在仪器中的稳定性可达 6h。参考 CLSI  
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EP25 文件，本研究制定试剂机载稳定性的验证方

案：使用同一批号试剂，使用说明书要求和改进方

式准备试剂，方法同上。选择 2 个水平质控品，在 0，

1，2，3，4，5，6h（t0 ～ t6）连续检测，于 t0 时刻

重复检测 6 次，计算检测结果均值 x0；t1 ～ t6 时刻

各重复检测 5 次，计算检测结果的均值 x1 ～ x6。计

算 x1 ～ x6 与 x0 的 相 对 偏 差， 相 对 偏 差 =xi-x0
x0

×100%。相对偏差满足产品说明书要求（高值水平

＜ 10%，低值水平＜ 20%）则验证通过 [18-19]。

1.3.4 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测定量限（LoQ）：参考

CLSI  EP17-A2 文件和 WS/T 514-2017《临床检验

方法检出能力的确立和验证》[20]，使用同一批号试

剂，按照产品说明书进行试剂准备。使用 OVB 缓

冲液分别稀释校准品 100 倍和 80 倍获得待测样品，

计算出待测样品的 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 理论值。每天

对 2 个水平样品重复检测 4 次，连续检测 3 天，共

计 24 个检测数据量，计算检测结果的 x，s，CV。

评价方式①：参考 CLSI EP17-A2 文件，计算检测

结果均值与理论值的绝对偏差和相对偏差，使用

Westgard 模型：TEa= 丨 Bias 丨 ±2s（Bias：绝对偏

差；s：标准差），计算允许总误差（TEa），使用

TEa 计算通过范围 [16]。评价方式②：参考 ICSH 指南，

以相对偏差＜ 20% 计算通过范围 [2]。绝对偏差 =x-
理 论 值， 相 对 偏 差 =x- 理论值

理论值 ×100%。 参 考

CLSI EP17-A2 文件，检测结果在通过范围内的记作

“有效数据”，当显著性水平 α=0.05，检测数据量

为 24 时，要求“有效数据”占比＞ 85%（20/24），

同时 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 理论值满足产品说明书要求

（F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 的 LoQ 均为 0.9%）作为 LoQ 验

证通过标准。

1.4 统计学分析 采用 Excel 和 SPSS 26.0 软件进行

数据分析。对原始数据进行 Grubb’s 离群值检验和

正态性检验。使用单因素方差分析（ANOVA）计算

PS 活性检测精密度，使用相对偏差和绝对偏差评价

PS 活性检测试剂瓶间差异，使用相对偏差评价 PS
活性检测试剂机载稳定性，使用方差齐性检验（F
检验）判断两组试剂机载稳定性数据的差异是否具

有统计学意义。P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果 
2.1 PS 活性检测精密度 原始数据无离群值。精

密度验证结果中 PS 活性检测的 CV 批内均满足产品

说明书。使用说明书要求和仪器操作手册方式得到

的 CV 日间不符合产品说明书要求；应用本研究制定

的改进方式后，有效改善了 PS 活性检测的 CV 日间，

符合产品说明书要求（高值水平的 CV 批内和 CV 日间

均＜ 10%，低值水平的 CV 批内和 CV 日间均＜ 20%）。

PS 活性检测精密度验证结果见表 1。

表 1 PS 活性检测精密度验证结果

项目
说明书要求方式 仪器操作手册 改进方式

高值水平 低值水平 高值水平 低值水平 高值水平 低值水平

PS 活性检测（x±s，%） 75.30±9.21 34.80±6.98 87.92±10.67 42.71±8.33 79.00±2.21 38.31±1.69

CV 批内（%） 7.2 8.4 6.8 6.7 2.9 3.8

CV 日间（%） 13.0 21.6 12.9 21.2 2.9 4.5

说明书要求（CV%） 10 20 10 20 10 20

UVL（CV%） 13 26 13 26 13 26

注：UVL：验证上限，以 CV % 表示。

2.2 PS 活性检测试剂瓶间差异 本研究将同一批

号的试剂分成 2 套，对同一样品的检测结果分别记

为 x1 和 x2，计算绝对偏差和相对偏差。试剂瓶间

差异（相对偏差：26.90% ～ 52.45%；绝对偏差：

10.30% ～ 36.50%）超出 NCCL 室间质评的可接受

范围（PS 活性值 >40% 时，相对偏差为 25%；PS
活性值≤ 40% 时，绝对偏差为 ±10%）。试剂瓶

间差异结果见表 2。

2.3 PS 活 性 检 测 试 剂 机 载 稳 定 性 原 始 数 据

无 离 群 值。 使 用 说 明 书 要 求 方 式 的 相 对 偏 差

为 -13.53% ～ 30.49%，不满足产品说明书；使用

改进方式相对偏差为 -4.24% ～ 9.97%，满足产品

说明书（高值水平相对偏差＜ 10%，低值水平相对

偏差＜ 20%）[21]。结果见表 3 和图 1。方差齐性检

验（F 检验）结果表明机载稳定性验证结果的差异

具有统计学意义（高值水平：F=7.34，P=0.014；

低值水平：F=10.66，P=0.006），本研究制定的改

进方式纠正了机载稳定性验证结果。
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表 2 PS 活性检测试剂瓶间差异

次数 PS 活性检测（x1%） PS 活性检测（x2%） 相对偏差（%） 绝对偏差（%）

1 64.80 85.30 31.64 20.50 

2 69.50 93.00 33.81 23.50 

3 70.10 98.60 40.66 28.50 

4 72.20 108.70 50.55 36.50 

5 61.70 78.30 26.90 16.60 

6 28.40 40.90 44.01 12.50 

7 30.90 46.80 51.46 15.90 

8 31.20 47.00 50.64 15.80 

9 34.70 52.90 52.45 18.20 

10 28.50 38.80 36.14 10.30 

注：x1%，x2%：2 套试剂 PS 活性检测结果，单位为 %。

表 3 PS 活性检测试剂机载稳定性

时刻
（h）

说明书要求方式

时刻
（h）

改进方式

PS 活性检测（xi%） 相对偏差（%） 绝对偏差（%） PS 活性检测（xi%） 相对偏差（%） 绝对偏差（%）

高值 低值 高值 低值 高值 低值 高值 低值 高值 低值 高值 低值 

0 75.73 31.71 0.00 0.00  0.00 0.00 0 85.98 42.08 0.00 0.00  0.00 0.00

1 75.02 27.86 -0.94 -12.14 -0.71 -3.85 1 88.42 43.02 2.83 2.23  2.44 0.94

2 66.44 27.42 -12.27 -13.53 -9.29 -4.29 2 82.34 42.18 -4.24 0.23 -3.64 0.10

3 74.14 31.30 -2.10 -1.30 -1.59 -0.41 3 89.78 46.28 4.42 9.97 3.80 4.20

4 86.34 41.38 14.01 30.49 10.61 9.67 4 86.74 43.52 0.88 3.41 0.76 1.44

5 85.44 38.38 12.82 21.03   9.71 6.67 5 91.26 43.98 6.14 4.51 5.28 1.90

6 67.08 30.94 -11.42 -2.43 -8.65 -0.77 6 88.46 45.54 2.88 8.21 2.48 3.46

注：xi%：每时刻 PS 活性检测结果均值，单位为 %。

A：高值水平验证结果                   B：低值水平验证结果

图 1 PS 活性检测试剂机载稳定性验证结果图

2.4 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测定量限 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ : 
C 检测的 LoQ 验证结果有效数据占比均＞ 85%（其 
中 CLSI EP17-A2 有效数据：F Ⅷ :C 24/24，F Ⅸ :C 
24/24；ICSH 有效数据：F Ⅷ :C 23/24，F Ⅸ :C 24/ 

24），F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检 测 的 LoQ 理 论 值 符 合

产品说明书要求（说明书要求 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检

测 的 LoQ 均 为 0.9%）。F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检 测 的

LoQ 验证结果见表 4 和图 2。
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表 4 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测定量限验证结果

项目
理论值
（%）

凝血因子活性
（x±s，%）

CV
% 绝对偏差

相对偏差
(%)

TEa
ICSH 通过范围 CLSI EP17-A2 通过范围

下限 上限 下限 上限

F Ⅷ :C 0.93 0.92±0.09 10.15 -0.01 -0.6 0.19 0.74 1.12 0.75 1.11

1.16 1.13±0.11 9.69 -0.04 -3.1 0.25 0.93 1.40 0.87 1.46

F Ⅸ :C 0.88 0.84±0.08 9.40 -0.04 -4.4 0.20 0.70 1.06 0.71 1.05

1.10 1.09±0.07 6.86 -0.01 -0.7 0.16 0.88 1.32 0.93 1.27

注：理论值：F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 的 LoQ 计算值，单位为 %。

A：凝血因子Ⅷ活性 0.93% 的验证结果；B：凝血因子Ⅷ活性 1.16% 的验证结果；C：凝血因子Ⅸ活性 0.88% 的验证结果；D：凝血因子Ⅸ活性 1.10%
的验证结果。

图 2 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测 LoQ 验证结果

3 讨论 
PS 检测对遗传性易栓症的初筛具有重要作用 [7-8]，

2017 年 NCCL 的全国调查显示，国内以 PS 活性

检测为主，但是其性能验证与实验室内质量管理仍

有不足 [10]。本研究发现 PS 活性检测的日间精密度

不符合产品说明书，并进行了原因排查与纠正。

F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测作为临床血友病诊断与分型

的重要依据 [14]，应具备可靠的临床检测能力。但

是产品说明书中并未提供 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测的

LoQ 验证方案，本研究通过对规范化文件进行系统

梳理和实验验证，提出了 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测的

LoQ 验证方案。

目前，PS 活性检测的质量控制仍需进一步加强。

本研究在深入排查 PS 活性检测 CV 日间不满足产品

说明书的原因时，首先发现产品说明书与仪器操作

手册中对试剂准备的要求不同，但是后者并没有改

善 PS 活性检测的日间精密度。进一步研究发现，

说明书标示 PS 活性检测试剂开盖后在 4℃条件下

仅能储存 3 天，因此 5 天的精密度验证需要使用不

同瓶试剂进行。经实验证明，同一批号的不同瓶试

剂对同一样品的检测结果存在差异，因此推测试剂

瓶间差异可能是精密度验证不通过的原因。使用本

研究制定的改进方式（混合分装试剂），减小了试

剂瓶间差异，改善了 PS 活性检测的精密度（CV 批内 

为 2.9% 和 3.8%；CV 日 间 为 2.9% 和 4.5%）， 并 且

其试剂机载稳定性符合产品说明书要求。根据 2017
年 NCCL 的全国调查，76% 的实验室 PS 活性检测

临床样本量＜ 100 份 / 月，最大样本量不超过 1 000
份 / 月 [10-11]，而目前主流检测系统的 PS 活性检测

试剂理论测试数为 5 ～ 36 测试 / 瓶，因此本研究制

定的改善方式可以满足大部分临床实验室应用，有

利于加强 PS 活性检测的质量控制。

临床对 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测能力的可靠性

要求较高 [2,14]，但是产品说明书未提供 F Ⅷ :C 和

F Ⅸ :C 检测的 LoQ 验证方案，此外已发表的相关

研究未考虑到日间变异的影响，而日间变异是检
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测结果的重要误差来源 [15-16,20]。本研究参考 CLSI 
EP17-A2 和 WS/T 514-2017《临床检验方法检出能

力的确立和验证》设计的 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测

LoQ 验证方案，兼顾了批内与日间变异；并且方案

中 2 种评价方式的 LoQ 验证结果均符合产品说明

书的要求。因此本研究提出的验证方案可以为临床

实验室进行 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测 LoQ 验证提供

参考 [2,16,20]。

本研究的局限性在于，所提出的 PS 活性检测

改进方式，更适用于单瓶试剂检测数较少和临床标

本量不大的情况，随着临床需要的增长和厂商的技

术升级，可能需要进一步完善。

总之，本研究针对在进行仪器规范性能验证过

程中发现的 PS 日间精密度不符合要求，以及说明

书未提供 F Ⅷ :C 和 F Ⅸ :C 检测 LoQ 验证方案的

问题，通过系统查找原因、梳理规范化文件和实验

验证，提出了可供参考的适宜的解决方案，有助于

临床实验室进一步提高检测质量。
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