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摘要：探讨“方法学比较”法评价临床检验定量测量方法正确度时存在的问题，以帮助临床实验室正确评价这类方法的正确

度。本文从实验方案的设计、实验准备、实验、数据处理、实验结果表述等五方面分析目前国内外临床实验室常用的“方法学

比较“法在评价定量测量方法正确度时面临的问题，提出目前我国临床实验室采用该方法评价正确度时应注意的问题及解决

的方法。严密的实验设计、恰当的实验样本、运行稳定的测量程序、训练有素的技术人员、适当的数据处理方法和评价标准是

获得定量测量方法正确度评价正确结论的基础。行业标准的制定有助于临床实验室建立规范的评价定量测量方法正确度的

“方法学比较”方法并获得可靠的评价结论。
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　　“方法学比较”法是临床实验室进行定量测量
方法性能评价的可靠方法。目前，国内一些实验室

采用ＣＬＳＩＥＰ９Ａ２［１］文件描述的“方法学比较”法评

价测量结果的正确度［２］，也有部分实验室采用 ＣＬＳＩ

ＥＰ１５Ａ２［３］文件提出的“方法学比较”法，即采用新
方法和被替代的方法同时检测患者样本确认新方法

的性能，以验证厂家声明的性能。笔者研究发现，不

同的实验方案、不同的数据处理方法在处理相同的

测量数据时可得出不一致的结论［４５］，应引起高度

重视。现将“方法学比较“法评价定量检验结果正

确度时应注意的问题及对策总结如下。

１　实验方案的设计

就像“好设计可以得到好作品”一样，一个经严

密设计的“方法学比较”实验，可以使实验室获得可

靠的定量测量方法正确度评价结果。临床实验室在

设计“实验方案”时，应注意以下三个关键问题。

１．１　参考方法测量程序的性能验证　采用“方法

学比较”法评价定量测量方法正确度性能时，比较

方法应采用ＪＣＴＬＭ列表的参考方法。这在 ＥＰ９Ａ２
和ＨＯＫＬＡＳＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＣｒｉｔｅｒｉａ［６］中有明确规定。
参考方法［２］是一类经充分研究、用于获得与同类量

测量标准没有关系的测量结果所用的方法，适用于

评定由同类量的其他测量程序获得的被测量量值的

测量正确度。一般用于校准或表征标准物质测量结

果时采用。从理论上讲，参考方法的测量结果具有

溯源性，但是不是只要运行的是参考方法，获得的测

量结果就一定具有溯源性呢？关于这一点，从事参

考测量的技术人员都非常清楚，只有建立的参考方

法测量程序的性能满足参考方法测量性能要求时，

通过其获得的测量结果才是可溯源的。换句话讲，

当采用“方法学比较”法进行正确度评价时，所用的

参考方法测量程序应首先进行方法学性能验证，即

溯源性确认。只有参考方法测量程序的测量性能达

到参考方法性能要求时，才能用作“比较”方法。因

此，在“实验方案”中应包含参考方法性能验证的内
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容、要求及通过标准。

１．２　常规方法的校准　用“方法学比较”法评价正
确度时另一实验主体是被评价的定量测量常规方

法。众所周知，常规方法的正确度与校准密不可分，

也就是说正确的校准是常规方法实现量值溯源的第

一步。校准品的浓度、性质（溯源性、互通性、稳定

性、均匀性）、校准方法（周期、模式）、校准品的正确

使用是获得良好校准结果的重要因素。这些内容在

“实验方案”中均应进行详细说明。应选择有溯源

性定值、被测量浓度恰当、与测量样本有良好互通

性、均匀且稳定的校准品，在确认满足测量方法性能

要求的校准模式下校准或在有效的校准周期内进行

“方法学比较”实验，以获得客观的评价结果。

１．３　评价样本及测量　采用“方法学比较”法评价
正确度时另一重要因素是评价样本及测量。评价样

本的类型、来源、浓度范围与其数量、测量条件包括

实验人员选择、实验仪器、实验试剂及相关产品、测

量程序及测量环境等是保证“方法学比较”法评价

结果可靠的重要因素。在“实验设计”中应进行详

细规定。

２　实验准备

采用“方法学比较”法评价定量测量方法正确

度是方法学性能验证的重要组成部分，也是对待评

价的定量测量方法是否可用于临床实验室进行患者

样本测量的重要实验。ＩＳＯ１５１８９［７］、欧盟器具
令［８］、ＧＢ／Ｔ２１４１５２００８［９］等文件均规定实验室应使
用正确可溯源的方法测量患者样本，表明用于患者

样本测量的常规方法的正确度是临床实验室要重点

关注的问题。为获得准确可靠的正确度评价结果，

“实验准备”是常规方法正确度评价的重要步骤。

在严密设计“方法学比较”实验方案的基础上，进行

细致、适当的实验前准备是必不可少的环节。应重

点关注以下五个方面。

２．１　人员准备　“正确度评价”是一项技术要求
高、测量过程复杂的实验，对实验人员技术能力、责

任心、统筹能力要求高。应选择经验丰富、具备良好

技能与责任心的技术人员进行实验。实验前这些人

员应熟知“实验方案”，并能按其要求正确执行。

２．２　仪器准备　应使用检定合格、性能稳定的仪器
用于定量方法测量结果的正确度评价。实验前，应

由有经验的工程师、实验室技术人员共同确认仪器

的状态，对影响被测量分析性能的重要参数应按

“实验方案”要求逐项验证、确认满足“实验方案”规

定的性能指标后，方可进行“方法学比较”实验。

２．３　样本准备　样本准备也是临床实验室进行
“方法学比较“的关键步骤之一。恰当数量的高质

量的样本不仅可使临床实验室获得客观评价结果，

还可明显降低实验成本。ＥＰ９Ａ２文件规定应使用
４０份覆盖方法测量范围的不同浓度的患者样本评
价测量结果的正确度，并规定了各浓度水平样本的

例数。ＥＰ１５Ａ２文件推荐使用浓度水平覆盖方法可
报告范围的２０份新鲜患者样本评价测量结果的正
确度。王治国等在《临床检验方法确认与性能验

证》［１０］一书中提出应使用至少１０个常规分析样本
进行新检验方法的正确度估计。Ｗｅｓｔｇａｒｄ［１１］提出应
使用４０份患者样本评价常规方法的正确度，样本应
覆盖整个方法的可报告范围及代表方法在常规应用

预期疾病的浓度范围。到底用多少份样本评价方法

的正确度性能合适？各“标准”没有给出一致的说

法，这难免让实验室的技术人员有无所适从的感觉。

样本数量过少可能导致评价结果可信度降低，样本

数量大会增加评价结果的可信度，但成本将明显增

加，究竟选择多少份样本进行定量测量方法的正确

度评价恰当呢？笔者研究发现，使用２０份以上均匀
覆盖定量测量方法测量范围的新鲜／冰冻（－８０℃）
患者单人份样本评价测量结果正确度与使用４０份
甚至更多份数样本采用相同的统计学方法评价时得

到的结果基本一致。如果评价样本浓度范围及分布

恰当，２０份样本已能满足方法正确度评价要求，没
有必要再增加评价样本数量。

样本质量对方法的正确度评价也有一定影响。

实验室应依据实验方案要求在正式实验前准备符合

要求的样本，即应尽量选择外观正常、无明显溶血、

乳糜、黄疸等有可能影响被测量准确测量的样本。

如有可能，还应确认这些样本中不含有可能干扰被

测量准确测量的药物或其他成分。评价样本的有效

样本量应同时满足参考方法和常规方法正确度评价

实验需要。值得注意的是实际工作中参考方法和常

规方法的线性范围有时相差悬殊，此时，应依据线性

范围窄的方法选择评价样本，浓度应均匀覆盖方法

的线性范围。还应注意不宜使用经各种预处理的样

本如反复冻融、稀释、浓缩、有效成分添加等。

２．４　试剂、耗材的准备　试剂与耗材涉及参考方法
与常规方法两部分。实验前实验室应以列表方式准

备实验所需试剂及相关耗材。关键试剂特别是一些

不稳定试剂的性能应按“实验方案”要求在实验前

进行验证并确认满足方法性能要求。实验所需的全
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部试剂、耗材在“实验方案”中均应根据被测量常规

实验情况设计一定备用量。

３　实验中应注意的问题

样本稳定性、测量周期与批次是目前“方法学

比较“法评价正确度时应特别关注的问题。关于样

本稳定性，通常情况下，被测量不同，样本的稳定性

不同。有时，同一被测量在不同样本类型、不同保存

状态中稳定性可能也不同，实验室应了解待评价被

测量的这些特性，并应根据这些特性确定样本有效

的测量时间，如对于大多数临床化学检验项目，单一

样本测量时间室温状态下应不超过２ｈ。Ｗｅｓｔｇａｒｄ
等建议在不同天、不同批测量评价样本，实验周期至

少５ｄ，每天测量２～５个患者样本。ＥＰ１５Ａ２文件
规定应在３～４ｄ内，每天在４ｈ内完成５～７份样本
的测量。ＥＰ９Ａ２文件没有规定测量时间要求。笔
者研究发现，不同的测量项目实验室应根据其测量

方法的运行稳定性和实验室的测量能力决定单一样

本允许测量时间。上述不同学者给出了不同的实验

周期，有专家认为这可以增加实验结果的可信度。

笔者以为，正确度性能评价应基于运行稳定的测量

程序进行，如果实验室运行的测量程序本身还存在

这样或那样导致测量结果变异大的情况，实验室应

优先解决测量程序精密度问题，没有必要通过延长

测量周期、增加测量批次来增加评价结果的可信度。

多个实验已证实对于一个运行稳定的测量程序，多

日、多批次测量与单日单／多批次测量可获得非常一
致的结果，是否可以据此理解为只要测量程序稳定，

单日单／多批次测量结果也可获得满意的方法正确
度评价结果？这有待于更多实验研究验证。

４　实验数据处理

“方法学比较”实验不同于一般的定量测量实

验，通常由具有良好技能、熟知实验程序的技术人员

在适宜的实验环境中使用性能可靠的仪器、试剂及

相关产品、运行稳定的操作程序进行实验。从理论

上讲，这类实验获得的数据应足以代表实验室运行

程序的测量水平，不应再剔除实验数据。但由于

“方法学比较”实验也是一种科学试验，在统计学上

不可能是完全的理想状态，实验室应根据实验性质

在“实验方案”中约定数据剔除标准，应尽量与其他

文件／标准等一致。ＥＰ９Ａ２文件给出了离群值的判
断标准，不少学者使用这一标准评价实验数据有效

性，基本满足“方法学比较”法实验数据有效性判断

要求。

在采用“方法学比较”法评价定量测量方法正

确度时，通过实验获得的有效数据的统计学处理方

法是实验室获得“正确度评价”正确结论的关键环

节之一。在医学实验中，大多数方法均基于配对 ｔ
检验进行分析，有些方法使用原始数据作统计分析；

有些方法则使用数据的相对或其他形式作统计分析

如ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图形法［１２］；一些标准如ＥＰ９Ａ２等，
除对原始数据进行相应的统计分析外，还增加医学

决定水平处允许偏移的评价及限定，形成新的评价

标准。总体上看各方法实验数据的统计学处理原则

似乎并没有改变。

虽然各方法实验数据总的统计学处理原则一

致，但既往研究［１３１７］发现不同统计学方法处理相同

实验数据群常导致不同的结论。在临床实验室评价

二种定量方法一致性时，由于受统计软件限制常会

选用配对 ｔ检验、线性回归、ＥＰ９Ａ２文件方法、
ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图形法等方法进行分析。对于配对 ｔ
检验：结论由 ｔ检验假设决定（总均数与０比较）。

根据公式：ｔ＝
珔ｄ－０

槡ｓ／ｎ
，若ｔ＞１．９６，则 Ｐ＜０．０５，示两法

均数不等；若 ｔ＜１．９６，则 Ｐ＞０．０５，示两法均数相
等。１９８７年Ｈｏｗｅｌｌ［１８］曾使用配对 ｔ检验作为衡量
一致性的方法。根据文献［１９］配对ｔ检验对系统误
差敏感，对随机误差不敏感。ＢｅＡｄａｒｄ等认为［２０］配

对ｔ检验的本质是对“差异”的检验，而非对“一致”
的检验。当采用此法评价时常存在二个误区：一是

两法均数相等是否等价于两法测量结果一致？二是

ｔ或Ｐ值受那些因素影响？这常导致分析结果与实
际情况不符。如文献［４］中 Ｂ法与 ＩＦＣＣ法的比较
结果，用配对ｔ检验分析时与其他统计方法得出的
结论不一致。关于 ＥＰ９Ａ２文件方法：要求评价常
规方法正确度时应与参考方法比较，包括直线回归

方程和回归方程的９５％偏移预测区间与设定偏移
值比较二部分。对直线回归方程评价斜率和截距与

“０”的差别是否有显著性，在配对 ｔ检验中，若 Ｐ＜
０．０５，直线方程成立。反之亦然。此时会遇到与 ｔ
检验类似的问题：数据越分散，越不可能拒绝斜率为

１、截距为０的假设。栾荣生等将相关系数用于评价
定量数据两种测量结果的一致性［２１］。通常相关系

数仅能反映两变量线性关系的密切程度，不能检出

恒定或成比例的偏移，如文献［４］中所述的４种常
规方法与ＩＦＣＣ法相关系数均 ＞０．９９，各常规方法
结果与ＩＦＣＣ法结果高度相关，但４种常规方法中的
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Ｄ法测量结果明显低于ＩＦＣＣ法，已远超出临床和统
计学可接受范围。因此线性回归方法对系统偏差不

敏感，不能正确反映两法一致性。同样对相关系数

ｒ的检验即使 Ｐ＜０．０５，也无法得出“两法一致性
“的正确结论。基于此 ＣＬＳＩ建立了 ＥＰ９Ａ２文件的
方法，即在直线回归方程比较基础上增加回归方程

的９５％偏移预测区间与设定偏移值比较内容，也即
各常规方法与ＩＦＣＣ参考方法是否等价还要依据回
归方程的９５％偏移预测区间与设定偏移值比较后
判断。根据 ＥＰ９Ａ２文件，若设定偏移值 ＞预测偏
移区间的上限，示预测偏移小于可接受偏移，常规方

法与ＩＦＣＣ参考方法等价（文献［４］中的 Ｂ、Ｃ常规
方法）。若设定偏移值 ＜预测偏移区间的下限，示
预测偏移超过可接受偏移，常规方法与 ＩＦＣＣ参考
方法不等价（文献［４］中的Ｄ常规方法）。若设定偏
移值包含预测偏移区间，根据 ＥＰ９Ａ２文件认为常
规方法与ＩＦＣＣ参考方法等价（文献［４］中的Ａ常规
方法）。值得注意的是，当设定偏移值包含预测偏

移区间时，根据评价方法测量结果仅部分符合评价

标准，不表示两法完全相等，文献［４］中的Ａ常规方
法平均偏移为－５．９２％，已超出设定偏移值，按实际
情况应判定为不等价，这与 ＥＰ９Ａ２文件方法结论
不符。另由于该法引入直线回归方程的９５％偏移
预测区间与设定偏移值比较条件可检出恒定偏移，

但对随机误差检出仍不敏感（如文献［４］中的 Ｃ常
规方法）。事实上文献［４］中的 Ａ法、Ｃ常规方法与
ＩＦＣＣ法直线回归方程斜率相等、截距不等，因此两
法血清测量结果并不相同，但根据 ＥＰ９Ａ２文件方
法判断结论相同。可见该法评价正确度是否存在标

准较松的情况，尚需进一步证实。

２０世纪８０代 Ｂｌａｎｄ等建立的 ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图
形法是评价两种定量测量法一致性较好的简便、直

观的统计学方法，通过对每一对测量值、测量差值、

变异均值的观察，计算依据偏移均值、标准差、９５％
置信区间评价恒定偏移的基本图形，观察图形变化

趋势、测试数据是否有≥９５％的点落在“均值 ±２ｓ”
内。可同时观察系统误差与随机误差。对解决配对

ｔ检验、线性回归分析和 ＥＰ９Ａ２文件方法评价“两
法一致性”的不足有明显的帮助，其核心思想是描

述被评价方法结果与两法均值的变异性（相对偏

移）与两法均值的变量关系，以“被评价方法结果与

两法均值的变异性均值±２ｓ”，观察被评价测量方法
结果是否落在上述界值范围内，若超过９５％的观察
点落在此范围，则两法一致。本法由于被评价方法

结果是与两法均值做比较，不符合 ＩＳＯ１８１５３［２２］、
ＩＳＯ１５１８９文件对测量结果正确度评价要求。

在充分理解ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图形法设计思想的基
础上，笔者曾对ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图形法进行改进，建立
以“ＩＦＣＣ参考方法做比较方法、各酶常规方法为被
评价方法、被评价方法与 ＩＦＣＣ参考方法结果的变
异性均值±２ｓ”为界值的改良ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图形法。
由于比较方法为 ＩＦＣＣ参考方法，因此，在加入被评
价方法的平均偏移值小于 ５％的条件后，将改良
ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ图形法用于 ＡＭＹ常规方法的正确性
评价，可清晰识别由系统误差或随机误差引起的测

量结果不正确，效果优于其他统计学方法。

ＥＰ１５Ａ２文件是实验室用于验证检验方法的测
量性能与厂家的声明是否一致的文件，其中包括正

确度验证内容，文件给出二种方法：“分析标准物

质”方法和“方法学比较”方法。在采用“方法学比

较”方法评价正确度时，一方面该文件没有明确规

定比较方法必须是参考方法；另一方面在数据处理

时，该文件需要通过配对 ｔ检验计算方法的平均差
值（偏移）、差值的标准差、置信区间，将观测的偏移

与厂家的声明进行比较。笔者以为，该文件的“比

较方法”和所谓的“偏移”的评价标准有待明确。不

适用于评价正确度。２０１０年５月发布的“ＨＯＫＬＡＳ
ＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＣｒｉｔｅｒｉａＮｏ．３８”文件中明确规定在
“方法学比较”中，如果比较的方法不是参考方法，

则比较的差异不能用“偏移”表示。

５　结果表述

在采用“方法学比较”法评价定量测量方法正

确度时，按不同标准／文件的统计学方法（或相应软
件）处理数据时可能给出不同的结论，如等效、等

价、正确、一致等。事实上这些术语表达的含义并不

完全相同。笔者以为，用于正确度评价的比较方法

通常为基准方法或其他公认的参考方法（ＪＣＴＬＭ列
表参考方法），同时被评价方法与比较方法又具有

测量一致性，可以理解为被评价方法与参比方法等

效、等价、一致，其测量结果正确度性能应使用“正

确“一词表述，可能更为恰当。关于如何正确表述

“检验结果正确度”，行业内目前尚未形成一致观

点。有些学者用“正确”表述，有些学者用“等效、一

致、等价”等表述，这急需规范。如有可能，行业制

定相关标准可能有助于此方法评价正确度结果表达

的尽早规范。
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６　小结

“方法学比较”法是一种评价临床检验定量测

量方法正确度的可靠方法，其可信度依赖于严密的

实验设计、恰当的实验样本、运行稳定的测量程序、

训练有素的技术人员、适宜的数据处理方法和评价

标准。相关行业标准的制定将有助于临床实验室建

立规范的评价定量测量方法正确度的“方法学比

较”方法并获得可靠的评价结论。
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