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[bookmark: _Toc210991458]前言
本文件由按照 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第 1 部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
T/BJYXH XXXX-XXXX《抗磷脂抗体谱检测标准》现分为以下2个部分：——第1部分：狼疮抗凝物实验室检测标准
——第2部分：抗磷脂抗体检测标准
本文件由中国医学科学院北京协和医院提出。
本文件由北京医学会归口。
本文件由北京医学会组织实施。
[bookmark: _Hlk211502025]本文件起草单位：中国医学科学院北京协和医院，北京医院/国家卫生健康委临床检验中心，上海交通大学医学院附属仁济医院，山西医科大学附属第二医院、中国医科大学附属盛京医院，北京大学第三医院，中山大学附属第一医院，福建医科大学附属第一医院，首都医科大学附属北京朝阳医院，首都医科大学附属北京安贞医院。
本文件主要起草人：李永哲，张蜀澜，吴子燕，刘昱东，郑冰，罗静，秦晓松，崔丽艳，李柳冰，晏颂欣，赵冠飞，陈思，王立，陈华，张奉春。












[bookmark: _Toc210991459]引言
抗磷脂综合征的临床表现复杂且缺乏特异性，可累及全身多个器官系统，因而在临床上常涉及风湿免疫科、检验科等多个学科，诊断难度较大。抗磷脂抗体不仅是抗磷脂综合征的重要特征，同时也是其关键诊断依据之一。其包括狼疮抗凝物（lupus anticoagulant，LA）、IgG或IgM型抗心磷脂抗体（anticardiolipin antibodies，aCL）、IgG或IgM型抗β2糖蛋白I抗体（anti‑β2 glycoprotein I antibodies，aβ2GPI）及其他非分类标准的抗磷脂抗体谱等。然而，由于缺乏充分的循证医学证据，目前尚未建立起严格的抗磷脂抗体检测标准。随着对抗磷脂抗体临床应用需求的日益增加，以及新检测方法学的不断涌现，其检测仍面临以下问题：一是不同检测方法之间的检测结果差异较大，难以实现标准化；二是缺乏可在全球范围内广泛使用的权威标准物质及单位。因此，北京医学会组织制定了抗磷脂抗体检测的相关标准，旨在为抗磷脂抗体的实验室检测及临床应用提供规范依据。














抗磷脂抗体检测标准
[bookmark: _Toc210991460]1 范围
  本标准规定了抗磷脂抗体检测的技术要求。
  本标准适用于开展抗磷脂抗体检测的相关机构。
[bookmark: _Toc210991461]2 规范性引用文件
  下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本标准必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本标准；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。
WS/T 661-2020 静脉血液标本采集指南
WS/T 408-2024 定量检验程序分析性能验证指南
WS/T 641-2018 临床检验定量测定室内质量控制
WS/T 804-2022 临床化学检验基本技术标准
WS/T 402-2024临床实验室定量检验项目参考区间的制定
[bookmark: _Toc210991462]3 术语与定义
下列术语和定义适用于本标准。
3.1 抗磷脂抗体（antiphospholipid antibodies，aPL）是一组以磷脂和/或磷脂结合蛋白为靶抗原的自身抗体总称，包括狼疮抗凝物（lupus anticoagulant，LA）、IgG或IgM型抗心磷脂抗体（anticardiolipin antibodies，aCL）、IgG或IgM型抗β2糖蛋白I抗体（anti‑β2 glycoprotein I antibodies，aβ2GPI）及其他非分类标准的抗磷脂抗体谱等[1-2]。
3.2 抗磷脂综合征（antiphospholipid syndrome，APS）是一种以动静脉血栓形成、病态妊娠为临床特征，并伴aPL或LA阳性的自身免疫性疾病。根据病因，APS可分为原发性APS和继发性APS。继发性APS可与其他疾病并存，可见于其他自身免疫性疾病、病毒感染和药物诱导等，尤其多见于系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，SLE）[3-6]。分类标准aPL包括LA、IgG或IgM型aCL、IgG或IgM型aβ2GPI，是APS的重要生物标志物，可用于临床诊断、风险评估和指导治疗[1]。本标准主要介绍IgG或IgM型aCL、IgG或IgM型aβ2GPI的实验室检测要求。
[bookmark: _Toc210991463]4 检测原理与方法
4.1 原理
aCL和aβ2GPI的检测基于固相免疫分析原理。该原理的本质是利用抗原-抗体特异性结合反应，先用固相载体包被抗原，随后血清中抗体与固相抗原结合，通过标记物识别抗原-抗体复合物，并通过信号放大系统检测信号物质的强度实现对待测物的定量或定性分析。
4.2 方法
[bookmark: _Hlk209772989]酶联免疫吸附法（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）是aCL和aβ2GPI的检测最常见的方法。随着分子生物和自动化技术的发展，aCL和aβ2GPI检测逐渐应用新技术及自动化平台，包括化学发光法（chemiluminescence，CLIA）、流式点阵免疫发光法（multiplex bead immunoassay）、荧光酶免疫测定（fluorescence enzyme immunoassays，FEIA）及薄层色谱免疫分析法（thin-layer chromatography immunostaining）等。自动化技术显著提高了检测的一致性及检测效率，并降低了实验室间的差异[7, 8]。2023年美国风湿病学会/欧洲抗风湿病联盟（American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism，ACR/EULAR）APS分类标准延续了2006年的悉尼标准的建议，仍推荐ELISA法作为aCL和aβ2GPI检测的标准方法，并定义中滴度为40-79 U/L，高滴度为≥80 U/L[1, 9]。为应对不同检测技术带来的挑战，国际血栓与止血学会科学和标准化委员会（International Society on Thrombosis and Haemostasis Scientific and Standardization Committee, ISTH-SSC）工作组提出如下建议：一是加速研发全球统一的参考物质，以协调不同检测方法学间的结果差异；二是对于非ELISA法，实验室应建立或验证其中、高滴度界值。可通过对大样本临床队列进行受试者操作特性曲线（receiver operating characteristic curve，ROC）分析或通过系列稀释参考物质，再平行使用ELISA法和非ELISA法检测，进而使用线性回归分析确定非ELISA法相应的界值[10, 11]。
5 [bookmark: _Toc210991464]性能验证
5.1验证时机
aPL检测项目临床开展初期、更换试剂品牌、更换检测系统或关键部件更换、维修后（如光源、检测器、加样针等），需对检测项目的精密度、正确度、线性范围和稳定性等参数进行验证。所使用的分析仪器应符合医疗器械注册要求。使用手工法检测aPL的实验室，所有专业技术人员应有本专业的教育经历。aPL检测技术主管应有专业技术培训（如进修学习、参加培训班）及考核记录（如合格证、学分证及岗位培训证）；其他检查人员应有定期培训及考核记录。
5.2 验证参数
5.2.1精密度验证 选取至少2个浓度水平（高浓度和低浓度）的血清样本，每个样本至少检测5批，每批重复检测各个样本至少3次。连续检测至少5天，计算变异系数（coefficient of variation，CV）。对于自动化检测方法，批间变异系数（CV）应 ≤ 10%；对于手工方法，检测CV最好低于15%，最多不应高于20%[7, 8,12-15]。
5.2.2正确度验证  建议选择公认的参考方法或相对广泛、已知分析性能良好的其他常规检验方法为对比程序。建议选用患者样本，其浓度水平包括参考范围重要限值和临床决定水平。每份样本一分为二，分别用于对比程序和待验证程序的检测。数据分析等参考WS/T 408—2024定量检验程序分析性能验证指南[15,16]。 
5.2.3可报告范围验证 可报告范围验证包括可报告低限（定量检测线性下限）与可报告高限（定量检测线性上限×样品最大允许稀释倍数）。选取低值和高值样本，在一次验证中将每个低值样品重复检测5-10次，每个高值样品重复检测3次。数据分析等参考WS/T 804-2022 临床化学检验基本技术标准[17,18]。
5.2.4线性验证  宜采用患者样本，线性验证应检测至少5个浓度水平的样品，其高值和低值应接近可报告范围的上下限。每个样品重复检测至少3次，可在同一批次内完成。数据分析等参考WS/T 408—2024定量检验程序分析性能验证指南[15,19]。
5.2.5特异性验证 （1）通过干扰因素验证特异性，应评估常见内源性和外源性干扰物质对检测结果的影响，如类风湿因子（rheumatoid factor，RF）阳性、脂血、溶血、黄疸、异嗜性抗体、人抗动物抗体和高水平（单克隆）免疫球蛋白等。具体可参考WS/T 408-2024定量检验程序分析性能验证指南。
（2）通过程序比对验证特异性，验证过程同5.2.2。数据分析等参考WS/T 408-2024定量检验程序分析性能验证指南[15,20]。
5.2.6样本稳定性：建议最少纳入5例患者样本（3个阳性，2个阴性），以即刻检测结果为基线水平。在预设的储存条件（温度、时间）和实验室环境温度控制条件下，对上述样本进行重复检测，以相对偏差或绝对偏差表示，检测结果应符合实验室的验证要求。也可以对试剂盒说明书中的稳定性条件进行验证。
5.2.7临床验证：建议最少纳入20例临床确诊APS患者及健康对照（最少10个阴性，10个阳性），采用待验证程序和对比程序进行平行检测，通过ROC分析，评估并比较两种方法的临床灵敏度、特异度、曲线下面积（Area Under the Curve，AUC）、临床界值（Cut-off值）等性能参数。比较两种程序准确分类APS患者的能力。两种方法对APS患者的总体分类一致性应≥90%[21]。
[bookmark: _Toc210991465]6 检验前过程
检测样本建议使用无溶血、脂血的血清。试剂厂家应说明试剂盒检测所需的样品类型，如果使用与厂商指定的样品类型不同的样品类型，建议进行验证。溶血样本、脂血样本、黄疸样本等可能均会产生干扰免疫反应及检测体系。空腹采血可减少脂血干扰；避免剧烈运动后立即采血。脂血样本，必要时可采取超速离心去脂。黄疸样本，应谨慎解释结果。建议拒收热灭活及严重溶血样本。样品短期储存条件应根据样本稳定性验证结果确定，通常建议在2-8℃储存，但具体期限需经本实验室验证符合要求后方可采用。长期保存应置于-20℃或更低温度，并避免反复冻融[7, 8,22]。
[bookmark: _Toc210991466]7 检验中过程
7.1 质量控制措施
7.1.1内部质量控制 宜采用独立于试剂系统的第三方质控品，并至少包含阴性和阳性两个水平。每个检测批次均需包含质控品，自动化分析系统每日开机检测质控品。判定规则等参照WS/T 641-2018 临床检验定量测定室内质量控制[23]。
7.1.2外部质量评价 建议实验室定期参加国家卫生健康委临床检验中心或当地临床检验中心组织的室间质量评价计划，以持续监控和保证实验室结果与其他实验室或参考值的一致性。
7.2 抗原、标准品及标准曲线
7.2.1 抗原制备
aCL检测的抗原建议采用含有牛或人β2GPI的心磷脂；aβ2GPI检测的抗原建议采用人β2GPI，固相载体表面应带负电荷[7, 8]。
7.2.2 标准品及标准曲线
（1）鼓励试剂厂家应确保其校准品可溯源至公认的国际或国家标准品。校准品经标准品的比对和验证可用于日常检测，建议采用一组患者血清进一步确定检测体系的一致性程度。目前aCL推荐采用Harris标准品（IgG型和IgM型多克隆抗体）[24]，aβ2GPI推荐采用多克隆抗体（IgG型和IgM型）或单克隆抗体HCAL（IgG型）和EY2C9（IgM型）[25-27]。
（2）由于免疫反应中测量物质与测量信号不成线性关系，每批检测均需建立多点定标的标准曲线。当校准品检测值与预期值之间的相关系数小于0.90，不能使用该标准曲线[7, 8]。
7.3 精密度
详见5.2.1。商品化试剂盒应在产品操作手册上应标明预期精密度。建议实验室可按CLSI EP15-A3指南验证试剂盒的精密度。建议采用具有与患者样品相同的基质的阴性样品确定检测下限[12-15]。
7.4 单孔与复孔检测
如果单孔检测能得到满意的精密度，无需进行复孔检测。如单孔检测的精密度不满足要求，需要采用复孔检测验证精密度。除非明确复孔检测能得到比单孔检测更好的精密度，否则不鼓励在单孔检测的精密度满足要求的情况下采用复孔检测[7, 8]。
7.5 参考范围的建立与验证
由于自身抗体水平一般不遵循正态分布，因而应采用非参数法（如百分比法）建立参考范围。建议试剂厂家采用至少120名根据纳入标准严格筛选的受试者血清，并根据99百分位来建立参考范围。临床实验室使用商业化试剂盒时，应验证试剂厂家提供的参考范围，并回溯制造商建立参考范围的规则及细节、文献及受试者人群的统计学特征等。如果可行，临床实验室应根据CLSI EP28-A3C要求：采用至少20份健康人样本对商品化试剂盒的参考范围进行验证，若18份样本的数值在参考范围内，则可使用厂商提供的参考范围。如果临床实验室更换试剂，则可通过临床比对试验进行新旧试剂之间的参考范围的转移。建议实验室通过临床试验建立适合于本实验室的参考范围[28,29]。
7.6 结果报告
结果应以单位或半定量范围进行报告，并标注阴性、“可疑”、中度阳性和高度阳性。检测结果高于检测线性范围的样品应稀释并重新检测或报告为“高于测量范围上限值”，低于检测下限的值应报告为“低于检测下限”。aCL的检测建议采用通用的国际单位（GPL/MPL）回报结果（1个GPL/MPL单位代表1 μg/mL亲和纯化的IgG或IgM aCL的心磷脂结合活性），并根据参考范围的百分位数确立低、中和高度阳性的范围。对于基于ELISA方法的检测，可参考经典阈值并根据参考范围的百分位数确立低、中和高度阳性的范围：阴性为小于参考范围下限，弱阳性在第95和99百分位数之间，中等阳性为从弱阳性上限到79 GPL / MPL，强阳性为≥80 GPL / MPL。对于非ELISA法检测平台，应根据平台特性、厂家说明书并结合ISTH-SSC工作组的建议，建立和验证与ELISA结果可比的阳性分级报告体系。aβ2GPI暂无通用的测定单位，依据检测的标准品回报结果[7, 8,10,11]。
[bookmark: _Toc210991467]8 检验后过程
8.1 结果解释
试剂厂家应公开临床研究的数据及信息以支持结果的解释。临床实验室解释结果时，应充分了解所用检测方法的性能及局限性。对于临界值附近的结果，应结合该检测方法的测量不确定度或精密度数据进行解释。aCL和aβ2GPI检测结果需结合临床表现及LA结果进行综合判读。间隔12周的持续阳性结果方具有临床诊断意义。同时检测LA、aCL和aβ2GPI可以提高APS诊断效率[1, 7, 8,9]。
8.2 报告解读建议
建议报告内容应规范化，建议报告各个抗体的类别（IgG、IgM）、检测方法、数值结果、单位和参考范围，并备注中高滴度浓度范围[7, 8,10,11]。
[bookmark: _Toc210991468]9. 结语与展望
aPL检测及临床应用的未来发展方向包括：一是开展严谨设计的观察性研究和同质患者群体的随机对照试验；二是持续推进aPL检测的标准化，包括建立国际通用单位、制备及推广aPL的标准物质以提升aPL检测质量[10,11,30,31]。
本标准是在参考大量国内外aPL检测文献及最新研究进展的基础上，结合了临床检验与风湿免疫等领域专家的共识制定而成，旨在促进aPL的实验室检测及临床应用的规范化及标准化。本标准虽然借鉴了国际指南和国内外的最新进展，且经多学科专家的认真讨论和反复修改，仍难免存在不足和局限性，有待在临床实践中不断补充、修改和完善。
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