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4 讨论 

本试验是同时采用 2 种体外细胞毒性检测方

法，4 种不同药品包装材料的浸提液接触小鼠成纤

维细胞 L-929，产生细胞毒性，进行细胞增殖率的

计算比较，评价药包材体外细胞毒性等级。通过 2

种方法的统计学分析，对于检测 4 种具有不同细

胞毒性的药品包装材料，这 2 种方法的结果具有

很好的相关性 r=0.966。而 MTT 比色法由于其试

验周期短，操作简便，耗材少，结果更加客观，是

常规细胞增殖度法的一种很好的替代检测手段。 

MTT 比色法的原理：活细胞的线粒体酶可将

黄绿色的 MTT 降解形成蓝紫色的物质，用 DMSO

将其溶解成溶液，用酶标仪测定其浓度，从而定

量测定细胞的存活比例。虽然 2 种方法在原理上

是相同的，都是通过供试品浸提液与 L-929 细胞的

直接接触产生细胞毒性来进行测定和评价，并都

是通过 后细胞增殖率的计算来分级。区别在于，

常规标准方法是通过细胞培养 7 d，对细胞计数的

结果进行细胞增殖度计算；而 MTT 法则通过 2 d

培养， 后通过四唑盐的颜色的吸光度值进行细

胞增殖度计算分级。虽然现行标准上均没有对每

组数据均值的标准差大小进行要求，但是从 2 种

方法计算的标准差比较来看，现行标准的细胞相

对增殖度法的相对偏差更大；而 MTT 比色法的相

对偏差更小，准确性更好，结果更加客观。因此，

和标准方法相比，MTT 比色法因为其耗时、耗材

少，结果评定更加客观，体现了生物安全性评价

的要求的 3R原则，做到了人力物力的减少和优化。

MTT 比色法为评价药品包装材料生物安全性提供

了一种简便、快速、灵敏的检测方法。 
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他克莫司血药浓度监测的质控方法比较 
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摘要：目的  评价酶增强免疫分析法(enzyme-multiplied immunoassay technique，EMIT)监测患者全血中他克莫司浓度的质

量，建立他克莫司血药浓度监测的质量控制方法，提高血药浓度监测的准确性。方法  对本实验室 2013 年 6 月—2014

年 7 月的他克莫司血药浓度监测的随行质控结果进行回顾性评价与分析，建立常规中心线及控制限，并分析他克莫司血

药浓度低、中、高质控品共计 127 个点，其中低浓度 36 点、中浓度 52 点、高浓度 39 点。结果  他克莫司低、中、高 3

水平的常规中心线分别为 5.21，9.20，19.34 ng·mL1；CV 分别为 31.01%，22.84%，15.11%。Levey-jennings 质控方法检

出结果失控 1 次，Westgard 多规则控制方法检出 6 次失控。结论  Westgard 多规则控制方法有较高的误差检出率，优于

以 3sX  作为失控限的 Levey-jennings 质控方法，使用 Westgard 多规则控制方法来判断质控结果，提高了监测数据的可

靠性，可以为临床提供准确的血药浓度监测结果。 
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Comparison of Quality Control Methods in Blood Concentration Monitoring of Tacrolimus 
 
ZHANG Lijuan, TONG Rongsheng, CHEN Lu, XIAO Hongtao(Department of Pharmacy, Sichuan Academy of 

Medical Sciences＆Sichuan Provincial People’s Hospital, Chengdu 610072, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate the quality of enzyme-multiplied immunoassay technique(EMIT) for therapeutic drug 
monitoring(TDM) of tacrolimus, establish the quality control method for TDM of tacrolimus, improve the accuracy of blood 
concentration monitoring. METHODS  To retrospectively evaluate and analysis the quality control results which was 
accompanying with blood concentration monitoring of tacrolimus in our laboratory during June 2013 to July 2014, established 
conventional centerline and control limits, and analysis totaling 127 points, including 39 points in a higher concentration, 52 
points in a middle concentration, 36 points in a lower concentrations. RESULTS  The low, medium and high levels of 

conventional centerline were 5.21, 9.20, 19.34 ng·mL1, respectively; CV were 31.01%, 22.84%, 15.11%, respectively. 
Levery-Jennings control method detection 1 time out of control. Westgard multi-rules control method detection 6 times out of 
control. CONCLUSION  Westgard multi-rule control methods have a higher error detection rate than Levey-jennings quality 
control methods. Westgard rules used to determine the quality control results, can improve the reliability of monitoring data, can 
provide accurate blood concentration monitoring results for clinical use.  
KEY WORDS: tacrolimus; quality control; EMIT; therapeutic drug monitoring 

 

目前，他克莫司是临床上 常用的免疫抑制

剂，由于其治疗窗窄，生物利用度个体差异大，

同时存在很多不良反应，临床上多对其进行治疗

药物监测(therapeutic drug monitoring，TDM)，实

行个体化给药，以期达到满意的临床治疗效果，

减少排斥反应和肝、肾毒性的发生[1]。对治疗药物

监测实行全过程、全范围的质量管理，是保证检

验结果可靠的手段。为了提高本实验室监测他克

莫司血药浓度的准确性，本研究对随行质控数据

进行分析评价，并建立适当的质控规则。 

1  仪器与试剂 

1.1  仪器   

Viva-E 药物浓度分析仪(德国 Siemens 公司)；

微量加样器(德国 Eppendorf 公司)；HC-2517 高速

离心机(中国中佳公司)；Vortex-Genie 涡旋振荡器

(美国 Vortex 公司)；低温冰箱(中国海尔公司)。 

1.2  试剂  

他克莫司检测试剂盒，包括抗体试剂(批号：

8R019UL-F2，含抗他克莫司鼠单克隆抗体、烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸、葡萄糖-6-磷酸盐、氯化钠、

牛血清白蛋白、表面活性剂和防腐剂)、缓冲试剂

(批号：8R019UL-F2，含三羟甲基氨基甲烷缓冲液、

牛血清白蛋白、表面活性剂和防腐剂)、酶试剂(批

号：8R019UL-F2，含细菌的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶

标记的他克莫司、磷酸缓冲液、牛血清白蛋白和

防腐剂)、他克莫司定标液(批号：8R109UL-F1)、

他克莫司样本前处理液(批号：8S078UL-F3)、他克

莫司质控品(批号：12840)等，以上试剂均为西门

子医学诊断产品有限公司提供；甲醇为色谱纯(美

国 DIKMA，批号：2851151)。 

2  方法与结果 

2.1  测定原理   

样本中的他克莫司与酶试剂中的标记有重组

酶葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(rG6PDH)的他克莫司发生

竞争，活性 rG6PDH 酶将抗体试剂中的氧化型烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸转化为还原型烟酰胺嘌呤二

核苷酸(NAD)，所导致的动态吸光度改变，可以用

分光光度法进行测量，使与抗体相结合的酶活性

下降，从而根据酶活性的变化测定他克莫司浓度。 

2.2  质控品的测定   

在监测临床患者样本的同时，随行测定他克

莫司的质控品，每次测定依次按低、中、高顺序

循环随机进行，测定 2013 年 6 月—2014 年 7 月期

间使用此新批号他克莫司质控品共计 245 个点，

建立常规控制中心线及控制限后对余下的 127 个

点进行分析，其中低浓度 36 点、中浓度 52 点、

高浓度 39 点。 

每次测定前，取出在 2~8 ℃保存的质控品，放

至室温，将样本 200 μL、甲醇 200 μL 和他克莫司样

本前处理液 50 μL 依次加入 1.5 mL 离心管中，于涡

旋振荡器上充分混 ，放置 5 min后于 14 000 r·min1

离心 5 min。离心结束后，倾倒离心管内上清液于

样品管中，上机检测。 

2.3  质控方法 

2.3.1  设定控制图的中心线及控制限  根据 20 次

控制测定结果，对数据进行离群值检验，计算出
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平均数及标准差，作为暂定中心线及暂定标准差，

以此暂定中心线和暂定标准差作为下 1 个月室内

质控图的中心线和标准差进行室内质控，1 个月结

束后，将该月控结果与前 20 次控制测定结果汇集

在一起，计算累积中心线和累积标准差，重复 3

个月[2]。累积后的高、中、低浓度均值分别为 5.21，

9.20，19.34 ng·mL1 与说明书标定值接近，以此均

值作为控制图的中心线；SD 分别为 1.62，2.10，

2.92 ng·mL1，以此 SD 值确定质控图的控制限；

CV 分别为 31.01%，22.84%，15.11%。结果见表 1。 

表 1  设定控制图中心线及控制限 

Tab. 1  Control chart centerline and control limits 

初 20 点 累积 1 个月 
 

低 中 高 低 中 高 

X /ng·mL1  4.53  8.46 19.06  4.83  8.68 19.15

SD/ng·mL1  1.58  2.14  3.26  1.62  2.08  2.98

CV/% 34.85 25.33 17.11 33.55 23.92 15.56

X 1s/ng·mL1  6.10 10.60 22.32  6.46 10.76 22.13

X 1s/ng·mL1  2.95  6.31 15.79  3.21  6.61 16.17

X 2s/ng·mL1  7.68 12.74 25.58  8.08 12.84 25.11

X 2s/ng·mL1  1.37  4.17 12.53  1.59  4.53 13.20

X 3s/ng·mL1  9.26 14.88 28.84  9.70 14.91 28.09

X 3s/ng·mL1 0.21  2.03  9.27 0.03  2.45 10.22

累积 2 个月 累积 3 个月 

低 中 高 低 中 高 

X /ng·mL1  5.05  9.07 19.20  5.21  9.20 19.34

SD/ng·mL1  1.60  2.15  2.76  1.62  2.10  2.92

CV/% 31.76 23.74 14.36 31.01 22.84 15.12

X 1s/ng·mL1  6.65 11.22 21.96  6.82 11.30 22.27

X 1s/ng·mL1  3.45  6.92 16.45  3.59  7.10 16.42

X 2s/ng·mL1  8.26 13.37 24.72  8.44 13.40 25.19

X 2s/ng·mL1  1.84  4.76 13.69  1.98  5.00 13.50

X 3s/ng·mL1  9.86 15.53 27.48 10.05 15.50 28.12

X 3s/ng·mL1  0.24  2.61 10.93  0.36  2.90 10.57

标定值/ng·mL1     5.00  9.80 19.00

2.3.2  Levey-jennings 质控方法  Levey-jennings

质控方法通常是将超过 2sX  作为质控警戒限，超

过 3sX  作为质控失控限。将表 1 中累积出的 X ， 
2sX  ， 3sX  标在纵坐标轴上，作为中心线及控

制限，通过各点作与横坐标轴平行的直线，分别

称为靶值线、上警戒线、下警戒线和上失控线、

下失控线，以测定值为纵坐标、测定日期为横坐

标绘制他克莫司质控图[3]，对接下来的质控数据进

行分析，含低、中、高质控品共计 127 个点，其

中低浓度 36 点、中浓度 52 点、高浓度 39 点，见

图 1。由图 1 可见中浓度的质控品有 1 例超过了

+3sX 的失控限，为 2014/7/4。有 4 例质控品的测

得值超过了 +2sX 的警戒限，分别是 2014/6/4、

2014/6/16 及 2013/6/18 的中浓度和 2014/1/20 的高

浓度。 

 
图 1  他克莫司低、中、高浓度 Levey-jennings 质控图 

A低浓度；B中浓度；C高浓度 
Fig. 1  Levey-jennings quality control curves of the low, 
middle and high concentrations of tacrolimus 

Alow concentration; Bmiddle concentration; Chigh concentration 

2.3.3  Westgard 多规则控制方法   采用的是

Levey-jennings质控图结合Westgard多规则控制方

法来绘制低、中、高浓度他克莫司的质控图及 3

浓度水平的 Z-分数质控图，来评价质控结果。多

规则控制方法为 12s /13s /22s / R4s /41s /10 X 。12s 警

告规则：在某水平的控制值超出 2sX  限值时，为

符合 12s 规则，发出警告。13s 失控规则：控制值超

出 3sX  限值时，为失控。22s 失控规则：同一个

水平的控制品的连续 2 次控制值同方向超出

2sX  限值，为失控；或 2 个水平的控制值同方向

超出 2sX  限值，为失控。R4s 失控规则：在同一
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批检测中，1 个控制品的控制值超出 +2sX 限值，

另一个控制品的控制值超出 X 2s 限值，为失控。

41s 失控规则：有连续 4 次的控制值超出了 X ±1s

限值，为失控。10 X 失控规则：有连续 10 次的控

制值在均值的一侧，为失控。质控规则见图 2。 

 
图 2  Westgard 质控规则逻辑图 

Fig. 2  Westgard quality control rules of logic diagram 

由于本室采用 3 个浓度质控品，按低、中、高

顺序循环使用，评价时将不同浓度水平的质控测定

值转换成 Z-分数形式，绘制在单个质控图上进行比

较。Z-分数质控图上的值和正负号表示测定值为标

准差的倍数和偏离方向，Z-分数=(X 测定 X )/s[4]。低、

中、高质控品 127 个点的结果见图 3。 

 
图 3  Z-分数图 
Fig. 3  Z- score chart 

从 Z-分数控制图上发现质控结果有 6次失控，

1 次违反了 13s 失控规则，为 2014/7/4 的中质控；2

次违反了 10 X 规则，即 2014/6/18~2014/6/25 的连

续 12 次结果在均值一侧及 2014/5/30~2014/6/18 的

连续 17 次结果在均值一侧；2 次违反了 41s规则，

分别是 2014/1/13~2014/1/20及 2014/6/20~2014/6/23

的连续 4 次结果超过了 +1sX 限值；1 次违反了 22s

失控规则，2014/6/16 和 2014/6/18 的连续 2 次中质

控超过了 +2sX 限值。 

3  讨论 

3.1  质控方法比较 

本实验室采用的是酶增强免疫分析法(EMIT)

测定他克莫司，EMIT 法具有设备简单，操作方便，

检测时间短等优势。为保证检测结果准确可靠，

需要带入质控样本进行验证，采用的是每次测定

样本时随行带入质控样本。选择的质控方法应具

既能灵敏地检出分析误差(即具有较高的误差检出

概率)，又能特异地识别误差(即具有较低的假失控

概率)[5]。 

而目前判断质控样本合格与否的方法常有 2

种，一种是只要质控样本的测定结果在质控样本

说明书允许的误差范围内，则判断本批次的测定

结果正确，可以发出检测报告。而他克莫司说明

书中 3浓度的标定值分别为 5，9.8，19.0 ng·mL1(批

号： 12840)，说明书的误差范围分别在 2.5~ 

7.5 ng·mL1(±50%)、5.9~13.7 ng·mL1(±40%)、

14.2~23.8 ng·mL1(±25%)，只要测定结果超过了

误差范围，则判断本批次失控，这种质控方法都

只能反映出本次测定的质控结果，且说明书的标

定值并非真正的测定均值。另一种方法是

Levey-jennings 质控方法，绘制质控图，通过靶值

线、上下警戒线和上下失控线来判断质控结果。

运用 12s作为控制限来判断结果易产生较多的假失

控，而运用 13s 来作为控制限虽降低了假失控，但

同 时 也 降 低 了 误 差 检 出 。 而 单 纯 的 应 用

Levey-jennings 质控方法只对随机误差敏感。单个

质控规则不能提供对随机误差和系统误差两者都

好的灵敏度。因此理想的控制方法应使用一些联

合规则，一些规则对随机误差敏感，且一些规则

对系统误差敏感。 

而采用 Westgard 多规则控制方法来绘制 3 浓

度水平的 Z-分数质控图，并结合 Levey-jennings

低、中、高浓度质控图，来评价质控结果。则可

以及时发现随机误差(通过 13s，规则和 R4s 规则)

和系统误差(通过 22s 规则、41s 规则和 10 X 规则)，

具有低的假失控率，误差检出能力强[2]。徐雨佳[6]

和乔小云等[7]即运用 Westgard 多规则控制方法结

合 Levey-jennings 质控图来评估质控结果。本次回

顾性样本中，单纯运用 Levey-jennings 方法，检出

1 例超过了 +3sX 的失控限。而 Westgard 多规则控

制方法，检出 6 次失控。1 次违反了 13s 失控规则，
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提示可能存在随机误差；2 次违反了 10 X 规则，2

次违反了 41s规则，1 次违反了 22s失控规则，提示可

能存在系统误差。但由于之前采用的是单规则方法

中的说明书范围来判断，故误差并没有及时纠正。 

3.2  影响质控结果的因素 

根据质控图来判断质控结果，当室内质控“在

控”时发出监测结果，当室内质控“失控”时，

及时查明失控原因后再发出监测结果。根据质控

图来判断是否存在漂移趋势性变化，分析出现这

种定向趋势的原因，排查误差并分析可能存在的

影响因素并及时纠正，以确保血药浓度监测结果

的准确可靠[8]。 

实验记录中应对操作人员、试剂批号、定标

日期、冰箱温度、实验室环境、仪器的校正及故

障、测定过程中的异常现象等均应详细记录，以

便及时发现问题并解决问题。在监测中发现 EMIT

法受温、湿度及空气洁净度等环境因素的影响较

大，为保持仪器的灵敏度和精密度，需控制好环

境因素，并做好实验记录，及时发现问题。监测

时实验室的温度应尽量控制在恒温，温差不能太

大，且操作时的温度与定标时的温度要保持一致[9]。

试验中也发现在冬天和夏天，室温不易控制在恒

温时，测定的结果偏差较大。EMIT 法的试剂价格

昂贵，故应按照说明书要求来储存试剂，在保证

结果准确可靠的同时，避免不必要的经济损失；

试剂在 2~8 ℃条件下贮存，开封后需在 12 周或有

效期内使用。应用 EMIT 法监测血药浓度时，会发

生“试剂瓶底效应”影响测定结果，在本实验室

的监测工作中也发现试剂反复使用多次后剩余少

量试剂时，会出现结果的漂移。及时绘制质控图，

及时发现漂移，及时更换新的试剂盒，从而保证

监测结果的准确性。 

综上所述，Westgard 多规则控制方法有较高的

误 差 检 出 率 ， 优 于 以 3sX  作 为 失 控 限 的

Levey-jennings 质控方法，使用 Westgard 多规则控

制方法来判断质控结果，提高了监测数据的可靠

性，可以为临床提供准确的血药浓度监测结果。 
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GC 和 GC-MS 测定阿那曲唑中的 11 种残留溶剂 
 

李佳妮 1，高芳 1，王建 2*
(1.浙江工业大学，杭州 310014；2.浙江省食品药品检验研究院，杭州 310004) 

 
摘要：目的  建立 GC 测定阿那曲唑中的 11 种残留溶剂，用 GC-MS 对样品中检出的残留溶剂进行确证。方法  采用顶

空进样，色谱柱为 DB-624(6%氰丙基苯基-94%二甲基聚硅氧烷固定液)石英毛细管柱，柱温为 40 ℃，维持 7 min，以

10 ℃·min1 速率升至 180 ℃，维持 4 min，二甲基甲酰胺为溶剂。结果  被测物均能得到很好的分离，峰面积与浓度呈

良好的线性关系，精密度和回收率良好，通过 GC-MS 对样品中检出的残留溶剂进行了确证。结论  该法可用于阿那曲唑

原料药中残留溶剂的检测。 
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