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干式时间分辨荧光免疫层析法检测血清抗链球菌 
溶血素“O”的方法学性能验证
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摘　要：目的　验证时间分辨荧光免疫层析法抗链球菌溶血素“O”（ASO）检测试剂的方法学性能。方法　参照

CLSI 对上海捷门生物技术有限公司生产的干式时间分辨荧光分析仪（FIT-1000）ASO 荧光免疫层析法检测的精密度、

正确度、线性及参考范围进行验证。并以贝克曼 IMMAGE800 免疫散射速率法作为参考系统，对临床标本进行比对实验。

结果　正确度试验，检测 ASO 浓度分别为 83.2 ，136 和 269 IU/ml 的校准品，相对偏倚分别为 -1.03％，-0.99% 和 -2.70%。

检测低、高两个浓度血清标本的 ASO 精密度，CV 分别为 8.32％，6.39％。ASO 浓度范围 46.37 ～ 868.13 IU/ml 时，线

性方程为 Y=0.958 8X-3.889（r2=0.998 5）。临床标本 (n=61) 比对实验，Deming 回归方程 Y=1.256X-6.51,r=0.950 6。性

能评价项目结果均达到厂商声明标准。结论　应用干式时间分辨荧光分析仪（FIT-1000）及配套试剂检测 ASO，其正确性、

重复性良好，可满足临床尤其是基层医疗单位的要求。
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Abstract: Objective　To verify the methodological performance of anti streptolysin “O” (ASO) detection reagent by time-
resolved fluorescence immunochromatography CTRFIC. Methods　According to CLSI, the precision, accuracy, linearity and 
reference range of ASO fluorescence immunochromatography (FIT-1000) produced by Shanghai Jiemen Biotechnology Co. 
Ltd were verified. Beckman IMMAGE800 was used as the reference system to compare the clinical samples. Results　In the 
accuracy test, the relative bias was - 1.03%, - 0.99% and - 2.70%, when the ASO concentration was 83.2 , 136 and 269 IU / 
ml, respectively. The precision of ASO was 8.32% and 6.39% respectively. When the concentration of ASO ranged from 46.37 
to 868.13 IU / ml, the linear equation was Y = 0.958 8X-3.889 (r2 = 0.998 5). The Deming regression equation Y = 1.256X-6.51, 
r = 0.950 6. The results of performance evaluation items all meet the manufacturer’s declaration standard. Conclusion　The 
accuracy and repeatability of dry TRFIC analyzer (FIT-1000) and related reagents for ASO detection are good, which can meet 
the requirements of clinical, especially primary medical units.
Keywords: anti-streptococcus hemolysin “O”; precision; accuracy; linear test; reference range

抗链球菌溶血素 O（antistreptolysin O，ASO）

的定量检测可作为临床链球菌感染后引发变态反应

性疾病（风湿热、肾小球肾炎等）的辅助诊断指标 [1]。

传统的 ELISA 法操作复杂且特异度和重复性不理

想而应用甚少。免疫透射比浊法虽常用，但有灵敏

度低，检测范围较窄。免疫散射速率法结果准确，

但 仪 器 试 剂 进 口 价 格 昂 贵， 基 层 单 位 尚 难 普
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及。国内近年推出的时间分辨荧光免疫层析法（time 
- resolved fluorescence immuno chromatography，

TRFIC）相对而言其设备简单，操作便利，同时又兼

具较好的灵敏度和准确度，是一种较易推广使用的

方法学平台。为评价其在临床应用可行性，我们对

荧光免疫层析法血清抗链球菌溶血素“O”检测试剂

盒进行了临床实验室方法学性能验证，现报道如下。
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1　材料与方法

1.1　研究对象　收集 2019 年 5 月份门诊及住院患

者检测 ASO 的血清样本共 61 例，其中阳性标本 33
例，均由苏州市立医院东区提供。

1.2　仪器及试剂

1.2.1　试剂：实验所用 ASO 时间分辨荧光免疫层

析法检测试剂及相应的校准品和质控品均由上海捷

门生物技术有限公司提供。对比试验所用散射速率

法试剂由美国贝克曼公司提供。

1.2.2　主要仪器：干式时间分辨荧光分析仪（FIT-
1000） 及配套 ASO 检测试剂由上海捷门生物技术

有限公司提供。美国贝克曼公司 IMMAGE800 特定

蛋白测定仪。

1.3　方法

1.3.1　方法学原理：固相双抗原夹心法免疫试验，

待测样本中所含的 ASO，首先与链球菌溶血素

O(streptolysin O，SLO)- 稀土离子螯合物荧光乳胶

微球结合，通过层析分离作用被固定在硝酸纤维

素膜上的 SLO（T 线）捕获，T 线荧光信号被配

套仪器定量测定，荧光强度与样本中 ASO 浓度呈

正相关。

1.3.2　正确度评估试验：选用生产厂商提供的低 
(83.2 IU/ml ) 、中 (136.0 IU/ml ) 和高 (269.0 IU/ml )
浓度 ASO 校准品。校准品复溶后连续测试 3 次。

1.3.3　精密度评估试验：采用简易精密度评估实验。

随机测试 ASO 低、高两个浓度的临床血清样品 ，
每个浓度标本连续测定 4 天，每天重复 3 次，共测

试 l2 次。

1.3.4　线性评估试验：参考 CLSI EP6-A[2] 文件

方案 ，将低浓度水平混合血清、高浓度水平混合

血清，按照体积比制备成浓度分别为 50，180，

360，540，720 和 900 IU/ml。 每 个 样 本 平 行 测

试 3 次。

1.3.5　临床样本比对试验：收集临床样本 61 例，

分别使用贝克曼 IMMAGE800 散射速率法 [ 参考

方法 (X )] 和荧光免疫层析法 [ 实验方法 (Y)] 进行

检测 。
1.3.6　受试者工作曲线（ROC）测试评价：以临

床推荐使用的美国贝克曼公司 IMMAGE800 散射

速率法检测 ASO 作为参考标准，以该仪器检测

ASO ≥ 116 IU/ml 为诊断阳性（Pos.），＜ 116 IU/
ml 为阴性（Neg.），进行受试者工作曲线（ROC）

测试评价。

1.4　统计学分析　使用 EP Evaluator 分析软件进行

统计学分析。采用 Pearson 相关系数 (r) 和配对 t 检
验分析两种方法之间的差异 ，当 r>0.95 时认为相

关性好。以 P <0.05 为差异有统计学意义 。

2　结果

2.1　正确度评估结果　见表 1。低 、中、高 3 个

浓 度 的 ASO 校 准 品 相 对 偏 倚 分 别 为 -1.24%，-

0.99% 及 2.70%，均在行业标准所列相对偏倚范围

内。
表 1　              正确度评估试验结果

校准品
标准值 测定值 偏倚 相对偏倚

(IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (%)

低浓度 83.2 82.2 -1.03 -1.24

中浓度 136.0 134.7 -1.35 -0.99

高浓度 269.0 261.8 -7.25 -2.7

2.2　精密度评估试验结果　低 (18.6IU/ml) 、 高

(226.0 IU/ml) 两个浓度样本的 CV 分别为 8.32% 和

6.39%，均在厂商声明范围（≤ 10%）内。

2.3　线性评估试验结果　 见 图 1。ASO 浓 度 在

46.37~868.13 IU/ml 时检测呈线性 ，直线回归方程

为 Y=0.958 8X-3.889，r2=0.998 5。线性范围符合厂

商声明区间 (50 ～ 800 IU/ml)。

０         200        400         600        800        1 000

1 000

800

600

400

200

0

Scatter Plot

Assigned(IU/ml)

M
ea

su
re

d(
IU

/m
l)

1∶1  Line
Reg Regr

图 1　ASO 线性试验结果

2.4　临床样品比对试验结果　见图 2。比对试验

按照 EP Evaluator 软件中的两种仪器 ( 方法 ) 比对

模式进行。Deming 回归方程截距 (intercept) 和斜

率 (slope) 分 别 为 -6.51 (95%CI:-28.28 ～ 15.25)
和 1.256 (95%CI:1.154~1.359)，r 为 0.950 6，相关

性良好。

2.5　受试者工作曲线（ROC）评价结果　FIA-1000
荧光免疫层析法检测 ASO 的 ROC 曲线见图 3。曲

线下面积（AUC）为 0.942，标准误为 0.03，最靠

左上角的截割点即最佳临床诊断 Cutoff 值为 150.8 
IU/ml。 以 ASO ≥ 150.8 IU/ml 为 诊 断 Cutoff 值，

其灵敏度为 90.9 % （95 % CI 76.4% ～ 96.9%），

特异度为 89.3 % （95 % CI 72.8 % ～ 96.3% ），阳

性及阴性似然比分别为 8.48 和 0.10，阳性及阴性预

测值分别为 90.9 % 和 89.3 % ，有效性为 90.2 % 。
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图 2　两种 ASO 检测方法临床样品比对结果
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图 3　荧光免疫层析法检测 ASO 的 ROC 曲线图

3　讨论

本研究结果显示，时间分辨荧光免疫层析法测

定 ASO 具有良好的正确度和精密度，在 845IU/ml
浓度范围内线性良好，与免疫比浊法的线性范围接

近 [3]。和参考方法相比也有较好的相关性。同时，

本研究亦对确定该荧光免疫层析法的参考值范围进

行了初步尝试，以 ASO ≥ 150.8 IU/ml 作为诊断的

Cutoff 值。但因观察例数尚少，故在开展 ASO 荧

光免疫层析法定量的临床检测时，还需进行实验室

的参考值调查。

方法学性能验证数据表明，FIA-1000 时间分辨

荧光免疫层析法检测 ASO 能满足临床常规检测应

用，但也应看到该荧光免疫法既要注意时间、温度

等影响因素，同时也需对溶血、黄疸、脂血进行干

扰试验。有文献报道，在类风湿关节炎伴随有链球

菌感染时，ASO 亦有轻度升高，有较好的诊断价值 [4]。

这些有待进一步的病例试验和研究。

在临床特种蛋白的检测实践中，ASO 是一项

不可或缺的常用指标，其检测方法学近 20 多年的

发展演变，经过了从定性乳胶凝集到定量的免疫比

浊法的进展 [5-6] ，产生了为数不少的介绍和评价二

者各自特点的文献 [7-10]。这些都是基于对经典的免

疫复合物微粒的浓度检测。目前，国内规模医院均

已使用进口免疫散射速率法来定量检测 ASO[11-12]。

尽管临床符合性较好，但因此类仪器设备昂贵，

不少基层医院仍在使用传统的乳胶凝集法定性检

测 ASO，影响了临床诊断的准确性、及时性。FIA-
1000 时间分辨荧光免疫分析仪及配套试剂，使用一

次性测试卡，采用了目前已广泛应用的现代免疫荧

光标记技术 [13-14]，利用稀土元素铕的荧光效应，在

机体本底荧光消退后实现免疫复合物荧光测定。在

样本处理和测试操作上实现了随到随做，操作简单。

报告结果时间耗时不超过 30min，大大方便了病人，

适于在各临床医疗机构尤其是中小医院开展。
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