
檢驗方法學的驗證
Method Validation

中國醫藥大學附設醫院

檢驗醫學部

盧秀琴



ISO 15189 2013

 5.3.1.2 設備驗收測試：實驗室設備於安裝與使用前，應查證
可達到所需性能並符合所考量的任何檢驗相關要求

• 會影響檢驗品質的耗材，應在檢驗使用前加以查證其性能

 5.5.1.2 檢驗程序的查證

• 使用已確認且未經修改的檢驗程序，於導入例行檢驗使用
前，應透過取得客觀證據(以性能特徵(performance
characteristics)的型式)，應經過實驗室獨立查證，以證實已
符合檢驗程序所宣告的性能。。

• 實驗室應取得來自於製造商／方法開發者的資訊，以證實
程序的性能特徵。
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 5.5.1.3檢驗程序的確認

• 一個檢驗程序的性能特徵，須考量包括到：

量測真實度、量測準確度、量測精密度包括量測重複
性與量測中間精密度；量測不確定度、分析特異性，
包括干擾物質、分析敏感度、偵測極限與定量極限、
量測區間、診斷特異性及診斷敏感度。

 5.5.2 當實驗室改變檢驗程序或檢驗前程序，實驗
室應審查參考區間與臨床決策值
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政府

製造商 實驗室
IVD採購

產品測試

校正維修



檢驗方法評估的時機

 新增或變更現有檢驗項目之方法

 變更或新置儀器之評估

 開發檢驗項目之方法評估
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Method Validation
• Precision
• Accuracy
• Linearity (reportable range)
• Detection limit (analytic sensitivity)
• Method comparison
• Reference Interval
• Interference substances
• Carryover



儀器的選購標準
• 根據美國IQLM-Equipment management/Selection 

criteria
– 臨床目的（Intended use）：符合醫療價值

– 效能規格（Performance characteristics）
– 實驗室的需求（Facility requirements）
– 成本（Cost）
– 試劑供應無虞（Reagent supply）
– 操作容易（Ease of operation）
– 保證期（Warranty）
– 廠商的技術協助（Availability of manufacturer technical 

support）
– 服務（維修）合約

– 實驗室的空間、accessibility
– 安全 Institute for Quality in Laboratory Medicine (IQLM)



測試效能審查
-依據廠商試劑說明書
-符合顧客需求

1. Precision 
2. Linearity
3. Accuracy
4. Sensitivity（Low detection limit ）
5. Reference interval 
6. Interference
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顧客需求審查

1. 醫令申請方便性

2. 採檢及病人準備程序

3. 檢體運送程序

4. 報告時效(預計時間)

5. 檢驗報告格式及解釋(適當時請說明：參考值範圍、備
註或解釋)
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6. 人員操作難易度

7. 臨床問題諮詢能力



儀器需求審查

10

1. 分析速度或分析時間

2. 校正頻率/校正時間

3.校正追溯

4. 機種參加CAP數目

5. 具LIS連線能力

6. 具UPS 

7. 水質特殊需求(R/O, D/I)

8. 環境特殊需求

9. 廠商維修/持續供應之能力

10. 保固期（至少一年）

11. 儀器使用年限（至少五年）

12.提供操作手冊及維修保養手冊

13.具教育訓練能力



成本分析（依據廠商報價）

1.儀器價格

2.試劑價格/test (Dead volume estimated, if applicable)
3.QC價格/次
4.Calibrator價格/次
5.耗材價格（必要時表列）

6.檢驗項目成本分析（含人事費用）

7.QC連線費用

8.健保價（或自費金額）
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參考資料

• CLSI, EP5-A, Evaluation of Precision Performance of Quantitative 
Measurement Methods; Approved Guideline

• CLSI, EP6-A, Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement 
Procedures: A Statistical Approach; Approved Guideline

• CLSI, EP17-A, Protocols for Determination of Limits of Detection and 
Limits of Quantitation; Approved Guideline

• CLSI, EP7-P, Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved 
Guideline – Second Edition

• CLSI, EP10-A3 Preliminary Evaluation of Quantitative Clinical Laboratory 
Methods ; Approved Guideline-Second Edition

• CLSI, EP9-A2 Method comparison and Bias estimation using patient 
samples

• CLSI, C28-A2 How to Define and Determine Reference Intervals in the 
Clinical Laboratory; Approved Guideline—Second Edition
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評估前準備
CLSI EP10-A2及EP12-A規範

• 醫檢人員於評估前5天完成教育訓練課程。

• 儀器設備於評估前完成裝機評估。新儀器功能測試包括：
儀器操作速度(例如：急件上機時間、批次上機時間)、電
腦程式之功能、儀器傳送速度等。

• 準備測試檢體，包括檢體量、不同濃度、數量的審查、採
檢方式(例如：採檢容器、病人採檢時注意事項)、運送方
法(例如：運送時的溫度)、保存方法、穩定度。

‧了解試藥需求量、儲存方式及穩定度。

• 確保比對的兩種儀器品管合格允收，完成儀器或新項目之
校正(如果可行)及品管初步測試。

• 建立或修訂相關作業程序。
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教育訓練

 接受訓練人員

--所有實驗室操作相關人員

 訓練內容

• 熟悉該項偵測之原理、檢體採集、處理與儲存的方
式、偵測項目臨床應用等

• 儀器功能介紹、儀器結構簡介、功能監測、異常訊
號及保養程序、、儀器之操作、故障排除、日常保
養、品管及校驗之執行、異常檢體干擾處理

提供教育訓練證明
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EP Evaluator Release 10
(EE10) software
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精密度
Precision

18



精密度Precision

– 重複測定值之間的再現性與一致性。

– Repeatability(within-run)：2 replicates/run相同操作
條件下的精密度，累積至少20點數據

– Intermediate Precision(Between-day)：1 or 2 runs / 
day，同一實驗室的變異程度，累積至少20天之數
據

– 計算within-run、between-day、mean、SD、CV%並
得到total precision。
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Intermediate Precision Evaluation 
(中間精密度評估)

針對實驗室每日實際發生的變異情況而定(同一個
實驗室、同一個分析方法)，在不同分析日期、不
同人員和不同設備的情況下所產生的差異性

● Different days：Minimum 20 days
● Different equipment
● Different reagent lots
● Multiple users



Evaluation of  Precision

 Concentration: 
 Medical decision level
 Upper and lower limits of the measuring interval
 The concentration the manufacturer used to 

establish the precision claim for the assay

 Acceptable material:
 QC
 Standards
 Previously analyzed patient samples

16:46 21

CLSI, EP5-A, Evaluation of Precision Performance of Clin. Chemistry Devices



精密度(Precision)
• 測試檢體包括品管液、標準品、已知結果之病人檢體、PT

material
• 準備兩種濃度的樣品（如低、高品管液）進行二重複分析

，連續操作5天。Day-to-day精密度之測量 (至少20天)，以
兩個濃度的人體檢體每天各作一次分析(亦即各20組數據)

• 檢測數據需在廠商宣稱之分析範圍(AMR)內
• 每日或每批次分析時調動檢體排序。

• 若情況允許，可增加一個以上樣品，建議檢驗數值應接近
醫學判定點（medical decision point），如: glucose為126 
mg/dL。

• 檢視數據是否有離群值

(Outliers)。
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XX醫院新進體外診斷器材
定量檢驗測試工作表：精密度

SAMPLE DATA RECORDING SHEETS

Operator： Concentration： H, N, L Analyte：

Reagent 
/Lot#：

Calibrator /Lot#： Device：

Date Run 1 Run 2 Means

Rep 1 Rep 2 Rep 1 Rep 2 Run 1 Run 2 Note
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SDI=Result-mean/SD
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精密度結果評估

• 以標準偏差（SD）及變異係數（coefficient of 
variation；CV）表示其精密度。

• 儀器愈不精密則SD及CV愈大，一般以不影響到
病人的診療判斷為原則。
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Accuracy
準確度
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Accuracy test
• 將已知濃度的樣品直接分析：觀察值(observed 

value)與已知值(know/reference value)之間的評估，
類似Method comparison的做法。

• 將高濃度的樣品經適當稀釋後分析：類似Linearity
的做法，可合併進行AMR。

• 評估回收率：由添加量、為添加前樣品測定值、添
加後樣品測定值來計算回收率。
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已知值(know/reference value)

• The input data may be drawn from External 
Quality Assurance (EQA) Programs like CAP 
or EQAS Proficiency surveys,

• The result is compared to the selected group 
mean for the same specimen.
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準確度（Accuracy）

• 準備2支病人檢體，至少2個不同濃度（低值與高值），重
複分析至少2次；

• 如要進行驗證，則至少檢測3個不同濃度樣品，重覆分析
至少2次。

• 分別於3~4天測試，一天測5-7個檢體，四小時內完成，每
一個濃度至少20個分析數據。

• 檢體濃度須於廠商宣稱之分析範圍(AMR)內。

32

 Purpose： Calculate Accuracy and 
Reportable Range. 
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Linearity



Linearity

Calibration

Calibration Verification

Analytical Measurement Range (AMR)

Reportable Range
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線性檢查（Linearity check）
• 使用廠商之線性確認物質、proficiency testing 檢體、已知

濃度之病人檢體、已知濃度之病人檢體作稀釋、calibrators
、primary standards 或 secondary standards 或 reference 
materials進行AMR確認。

• 用一個檢體經不同程度(一般至少5點)的稀釋後分別加以分
析。

• 使用高低兩種濃度的檢體經不同比例混合

– 檢體濃度至少5點，一般為(1/0 , 3/1, 1/1, 1/3, 0/1)比例，或
(5*A+0*B), (4*A+1*B), (3*A+2*B), (2*A+3*B),
(1*A+4*B), (0*A+5*B)規則

• 各測試兩次，再將「檢驗結果」的平均值進行線
性評估。
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Analytical Measurement Range Verification
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CONCENTRATION EXPECTED
Based on: (a) admixture ratio 

(b) assigned value 

Specimen concentration 
relationship is linear within 
the AMR

Non-linear region



Linearity(AMR)

37



16:46 38



39



40



41



Linear Regression

42
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Calibration Verification

At least 3 specimens (minimal, midpoint, and 
maximal)
At least once every six months
More frequently for reasons - reagent change & 

major preventive maintenance.
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線性誤差來源

稀釋倍數是否合適

稀釋液的選擇

Pipette的使用方式

…………
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儀器自動稀釋的問題
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確認稀釋結果(前後差異需<5%)



Test Item Specification
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方法比對
Method comparison
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方法比對（Comparison of method)

• 以商業試藥、病人檢體、國家標準局出品的參考血清樣品
進行定性、定量或半定量的測試。
– ≧40 specimens.
– Should cover a substantial portion of the reportable range.
– Assay in duplicate by both methods within a 2 hour period.
– ≤8 specimens a day.

• 無對照組定性項目的檢測，可使用已知數據分佈均勻的檢
體10~20支，其一致性結果應達一致。如有不一致的部份
，可利用CAP 保留檢體的數據佐證。

• 無對照組半定量結果以前後一個稀釋倍數為可接受依據。
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Sample grouping

40 x 20% = 8 40 x 35% = 14 40 x 10% = 4
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Liner regression ( slope, intercept )
Y = b X + a   

 Correlation coefficient ( r )

 if  r  0.975 (or r2  0.95 )

- liner regression can be used

 if  r < 0.975 (or r2  0.95 )

- to be extended by assaying additional samples

評估結果
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Glucose POC Instrument
Evaluation

 Glucose is the single most popular analyte which 
is assayed in Point of Care (POC) locations.

 The point of this evaluation is to compare POC 
glucose results with those from laboratory 
instruments in a very specific format.

 A minimum of 20 specimens.
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Results
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Reference interval



Verifying a reference interval

• Measure 20 samples appropriate for 
reference interval on new method

• Exclude outliers
• If 2 or fewer are outside proposed 

intervals
– Accept intervals

• If >2 are outside proposed intervals
– Measure another 20
– If 2 or fewer are outside – accept 

intervals
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生物參考區間驗證
（Reference Intervals）

(a) 取得健康正常人之基本資料

(b) 根據所訂標準刪除不合宜個體

(c) 取男生10名及女生10名。

(d) 針對欲進行驗證之項目進行檢測。

(e)檢驗數值應有90 ﹪(至少18人)落入原廠生物參考區間範
圍內，確認該生物參考區間為可接受。

(f) 若未達18人之結果落於原生物參考區間之範圍內，否則
應將樣本數擴大為40人，才可確認該生物參考區間為可接
受。

(g) 若擴大取樣仍超出可接受範圍則必須重新制定。
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Verify Reference Interval



Interference substances
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Interference
SUBSTANCE LEVEL TESTED OBSERVED EFFECT

Hemoglobin <300 mg/dL - 2 U/Lg

Bilirubin (3+) 30  mg/dL 3 U/L

Lipemia (3+) 300 mg/dL 1 U/L

Pyruvate 2 mg/dL 1 U/L

SUBSTANCE LEVEL OBSERVED EFFECT

Bilirubin 10-30 mg/dL NSI

Lipid 140-700 mg/dL NSI

Hemoglobin 100-650 mg/dL NSI

Rheumatoid 
Factor

300 IU/mL NSI

SUBSTANCE LEVEL TESTED OBSERVED EFFECTa

Bilirubin 
(unconjugated)

30 mg/dL NSIc

Hemoglobin 50 mg/dL +12 IU/L

Lipemia 500 mg/dL NSI

Adenylate Kinase 100 U/L +8 IU/L

RF

CK

CK-MB

從黃膽（膽紅素 60 mg/dL
[1026 μmol/L]）、溶血（血
紅蛋白 1000 mg/dL [0.62 
mmol/L]）或脂血（三酸干
油酯 1500 mg/dL [16.93 
mmol/L]）中沒有觀察到臨
床意義干擾。

Lipemia檢
體需採取高
速離心

1.

Hemolysis
退檢處理

2.

3.
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採檢容器評估

• 如需異動或新購採檢容器時，需進行新試管對檢
體或試劑干擾影響的評估，評估證明可由實驗室
進行測試、臨床文獻之評論及廠商提供之資料。
評估項目建議包括以下品項：

– 採檢難易度

– 檢驗數值差異(d%)
– 儀器自動穿刺狀況

– 離心後分離狀況

– 標示辨識度
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‧文件化程序

‧紀錄(真實呈現儀器原始紀錄)

‧總結報告書
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謝謝大家！


