
图
'

""

$

J

试剂校准轨迹

D

"

讨
""

论

全自动生化分析仪的应用大大提高了临床生化测定工作

效率#解放了劳动力#减少了标本用量和人为误差#达到了准

确*快速*微量的目的'

(

(

)随着.医疗机构临床实验室管理办

法/的实施#实验室的质量管理越来越被重视#为了获得高质量

的生化检验结果#就必须加强生化分析过程中各个环节的质量

控制#对测定标本的仪器一定要进行校准'

)

(

#对不同分析项目

要根据其特性确立各自的校准频率'

9

(

)在这里首先必须明确

生化分析仪不论如何先进#它还是一个比较器#它测试出来的

标本结果是随着标准限的设置不同而变化的'

-

(

)所以#在卫生

部临床检验中心拟定的,临床实验室$定量测定&室内质控工作

指南-中明确指出,对测定标本的仪器一定要求进行校准#校准

时要选择合适的$配套的&标准品"校准品%如有可能#校准品应

能溯源到参考方法或"和参考物质%对不同的分析项目要根据

其特性确立各自的校准频率)-这说明校准仪器是室内质控的

重要部分#强调了校准工作的必要性和重要性#同时指出了校

准的方法和要求'

0

(

)生化分析仪在定标校准后#随着时间的推

移#各种影响因素的累加#会对检测结果产生一定的偏差'

+

(

)

要保证所出现的偏差在允许误差的范围之内#就必须对生化分

析仪进行定期校准#可根据本实验室所使用试剂稳定性*方法

学特性*仪器状态而制定校准次数和校准模式$单点或多

点&

'

1

(

)本科使用的镁试剂是由北京莱帮生物有限公司提供#

其原理是在弱碱性缓冲液中#血清镁与偶氮类显色剂作用生成

蓝紫色化合物#其颜色深浅与血清镁含量呈正比#与同样处理

的标准液进行比较#可求得血清镁含量)在日常镁试剂使用过

程中#将出现用新开封试剂*试剂开封后连续使用*已用剩余试

剂混合后再次使用三种情况#从上面实验可知#三种情况的校

准
\

值会出现较大的波动'

3

(

#分析原因可能与镁是弱碱性试

剂#其开瓶后#空气中的
Oc

(

溶入弱碱性缓冲液中#造成缓冲

液的
>

a

值发生改变#从而造成校准
\

值的变化)为了切实做

好室内质控#作者必须在新开封试剂*试剂开封后连续使用*已

用剩余试剂混合后再次使用三种情况下进行校准#在校准合格

后方可进行室内质控和患者样本的检测#只有这样#才能提高

生化检测的整体水平#才能使发出的检验报告更可靠*准

确'
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感染性疾病定量分子检测的质量保证
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摘
"

要"目的
"

提出一套感染性疾病定量分子检测质量保证的方案&方法
"

参考临床实验室常规检验质量控制程序!结合感

染性疾病定量分子检测的特殊性!对感染性疾病定量分子检测临床应用中质量控制和质量保证重要方面进行分析&结果
"

依据

临床实验室检测全过程的阶段!分别就检验前期"标本采集时间和类型(标本运输和保存%(检验中期"标本处理(核酸提取(结果分

析%和检验后期"结果的报告和解释%中影响定量分子检测结果的关键步骤质量控制过程进行详述&结论
"

定量分子检测是感染

性疾病常用的实验室检测方法!对其做好质量控制和质量保证对于实验室获得正确的结果和结果解释非常重要!对于患者的医疗

有重要意义&

关键词"感染$

"

分子生物学$

"

全面质量管理$

"

质量控制

!"#

!
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文献标识码"

&

文章编号"

'0+)89'),
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""

定量分子检测方法目前越来越多地用于感染性疾病的临

床检测和监测过程中#实验室对于做好定量分子检测的质量工

作非常重要)目前检测核酸分子的方法有多种#检测原理主要

含靶物质扩增*探针扩增或信号扩增和常用到的检测方法主要

为!终点检测核酸扩增*实时检测核酸扩增*无核酸扩增的信号

检测)本文主要参考美国临床和实验室标准化研究院$
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'

(以及相关文献'

(83

(就临床实验室检测全过程中的

检验前*检验中和检验后期中保证定量分子检测方法的质量关

键点给出一条明确的路线)

B

"

检验前期质量保证

实验室检测的结果可能会影响到患者疾病的预后或者治

疗的决策#实验室工作人员应该意识到检测的结果反应的是患

者的机体状态#而不是标本处理的人工结果)检验前期临床实

验室应该重视的过程包括标本采集*标本运输以及标本保存等

阶段)

B*B

"

标本采集
"

感染性疾病标本采集的过程要注意标本采集

的时间*温度*溶血*贴签等问题)对员工进行标本采集和处理

培训是非常有必要的)

B*B*B

"

标本采集时间
"

标本采集的时间是由许多因素决定

的#如检测目的和特定感染#过早或过晚都可能会产生假阴性

的结果)治疗监测通常要求确定出基线的病毒载量以及在恰

当时间间隔内进行的后续检测)例如#巨细胞病毒$

O$Y

&疾

病中#应该在基线时检测病毒载量#而治疗开始后病毒载量会

下降)由于一线抗病毒药物达到治疗水平和病毒生活的半寿

期是需要时间的#因此过频繁的检测并不能得到有意义的结

果#尤其是在治疗的第一周)

B*B*C

"

标本采集类型及采集量
"

检测使用到的标本类型及含

量应该是特定的)定量分子检测中有多种标本类型#最常见的

标本类型为 血清*血浆*全血和脑脊液$

O!̂

&等)标本的类型

不同病毒载量也不同#例如
#"

病毒在全血中的病毒载量高于

血浆中病毒载量一个
?;

J',

值)标本类型恰当的选择依赖于多

种因素#如感染的位置以及被检测的对象)

标本采集量与定量分析检测的方法有关的)使用同一标

本多点滴定的方法需要的标本含量较使用一点滴定的方法多)

如果只获得一份标本也可以进行多种分析#前提条件是核酸分

离后有足够的目标被测量含量)标本中的目标被测量含量如

果较少#可能会出现采样变异"错误的情况)如果核酸已经从

标本中提取出并且要用于多重分析#在核酸提取过程中发生的

任何情况都有可能会影响到整个分析检测)

B*C

"

标本采集"运输设备
"

某检测方法厂商确认过的适当的

采集和运输系统以及在产品说明中推荐的标本采集和运输系

统都适用于该检测系统所有的标本)实验室在使用没有得到

厂商推荐的设备前应该对其进行确认)标本采集"运输设备绝

对不能与核酸发生不可逆转地结合#而且也不能干扰扩增或检

测)通常优先使用乙二胺四乙酸$

#̀ :&

&抗凝剂对采集的全

血标本进行抗凝#但是在分子检测中使用如柠檬酸葡萄糖抗凝

剂进行抗凝是已通过确认的'

'

(

)任何用于确保核酸稳定性的

试剂都应该确认其对分析灵敏度的影响和检测的干扰)如果

标本采集"运输设备包含稳定性的液体#应该将稀释效应纳入

到影响结果计算的因素中)

B*D

"

标本运输和保存
"

实验室必须确定出标本运输和保存恰

当的条件#可以遵照厂商说明书中的建议或者实验室自身确立

的条件)标本在运输和存储过程中不应该暴露于那些能导致

核酸降解或增加检测困难性的条件中)标本的采集和加工之

间的间隔时间#以及标本的存储和运输温度之间应该有相应的

条件限制)由于核糖核酸酶$

URE6<6

&的普遍存在#核糖核酸

$

UR&6

&很容易发生降解#因此对于那些要检测
UR&

含量的

标本而言这些限制条件尤为关键)

实验室必须向标本采集和运输的人员提供标本恰当处理

和运输条件的操作指南)还应提供特殊的处理要求和同运输

人员进行恰当的沟通)实验室必须建立不合格标本的拒收准

则#不合格标本原则上不应该进行检测)同时#实验室应该告

知检测申请者标本被拒收以及拒收的原因)运输标本时#每个

标本应该具有如下的信息!$

'

&标本采集的日期%$

(

&标本开始

运输的日期%$

)

&实验室接收到标本的日期%$

9

&标本接收时大

致的温度)监测这些标本信息有助于确保$但不是绝对的&标

本是正确地进行处理的)在以质量保证为目的的前提下#实验

室应该记录标本运输问题以及标本拒收情况)

此外#由于重复的冻融可能会导致核酸降解#因此实验室

应该确定出可接受的冻融参数)

C

"

检验中期质量保证

检验中期的质量保证活动关注的范围包括有标本处理*核

酸提取等#关键是取决于检测方法的质控状态)实验室进行恰

当的质量控制活动可确保整个检测过程中的性能)

C*B

"

标本处理
"

标本处理程序及相关考虑问题与标本的类型

相关)例如#血浆和血清应该及时地从细胞中分离出#以减低

核酸的降解#预防内源性干扰物质如亚铁血红素和基因组

R̀&

的污染)当进行标本分杯时#应该使用好的实验室技术

来避免交叉污染)分杯的标本不应该放回入原始的试管中)

C*C

"

核酸提取
"

核酸提取是影响到定量分子检测结果不准确

和变异的重要因素)

C*C*B

"

提取方法
"

核酸提取的方法有很多#比如有机提取*二

氧化硅技术*玻璃纤维技术以及阴离子交换)以前核酸提取是

人工进行的#目前越来越多的自动化平台应用到其中)定量检

测中使用的自动化提取平台理论上具有增加复现性和降低潜

在污染的好处)

定量检测所使用的核酸制备方法应该满足如下性能准则!

$

'

&有效的分离#以便于在所有的标本类型检测中能够获得最

佳的测量范围*检出限$

.;̀

&和复现性%$

(

&避免污染$标本和

纯化试剂的污染&%$

)

&避免引入或产生检测干扰物质)

某些核酸制备的方法能够影响到定量检测方法#如乙醇沉

淀纯化法)核酸的回收效果在酒精沉淀之后是很差的#尤其是

当标本待检测内源性核酸含量很低时)这些情况下#可以添加

糖原或非特异性的核酸等以增加产量)而且#在提取前向每份

标本中加入内部校准品就可以评估核酸的损失)

当非靶核酸的含量在检测方法确认或性能验证过程中显

示出对定量结果造成干扰或影响结果时#应该采取措施以减少

其含量#尤其对于那些细胞
R̀&

含量高的标本)对于
a/Y8'

#

当提取出的核酸同时含有病毒
UR&

和基因组
R̀&

时#存在

的整合前病毒
R̀&

能够致使病毒载量的过高估计)如果提

取方法更以
UR&

为中心#这种情况通常是可以降到最低的#

并且如果对提取和定量方法同时进行确认或验证#那么这种情

况是可能避免的)

C*C*C

"

标本类型
"

另一个能够影响到核酸制备质量的问题是

标本类型)通常无细胞的标本可以进行高质量的核酸标本制

备#这些标本生理
>

a

通常为
+*)-

$

+*9-

#如血浆*血清和离心

后脑脊液$

O!̂

&)表
'

给出了高质量核酸获取的相关因素)

标本抑制剂$比如#亚铁血红素*胆汁盐和肝素&可能会不

同程度地影响到不同的定量分子检测方法#产生假阴性结果或

假性低病毒载量)而且#抑制作用在不同的标本类型间是不

同的)

C*C*D

"

分析范围
"

定量分析方法的核酸提取结果检测范围必

须要等同于或超出分析检测方法的测量范围#这在复杂的标本

基质中尤其重要#在这些标本中存在有大量的非特异性的核

+
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酸#能够在核酸提取过程中竞争结合能力#这会为检测阶段人

为地增加一个检测范围上限#导致检测结果的错误解释)同样

地#特别高的靶病毒载量可能会超过提取方法的结合能力#这

可能对相对小的基因组的病毒被测量具有低的风险#但是对于

原核或真核靶物质是值得关注的)

C*D

"

结果分析
"

使用差值检查能够帮助实验室在报告发出前

发现检测差错)差值检查对同一患者检查结果与之前相比发

生的变化)差值检查可以在当前多数的实验室信息系统中使

用到)在一些小到中等规模能接入到电子病历系统的实验室

中#其可以通过与患者的病史比较以发现问题的存在)而这种

方法不适合于大规模的参考实验室#对结果的趋势分析以及差

值检查随时间的比例可能在识别出检测前和检测中差错中

有用)

回顾检测结果以及过去阳性结果和阴性结果所在比例同

样是有用的质量保证活动)突然出现的阳性结果#尤其是弱阳

性结果#可能提出存在污染#应该引起关注)阳性值的降低可

能提示出分析灵敏度的降低#原因在于试剂缺陷*过程差错或

者突发的靶序列变异$探针或引物不结合&)应该要求有对试

剂性能系统的评价以及标准操作程序的检查)研究发现由于

探针结合位点单核苷酸多态性会导致实时
VOU

结果发生假阴

性'

',

(

)这些变异的存在可以通过定期对公开序列库的查看以

及分析反应产物$判断出扩增子是否是合成了但没有检测到&

来发现)通常#使用电泳$凝胶或毛细管&方法来检测扩增子#

之后进行测序#以确定出潜在的变异体)

表
'

""

高质量核酸获取的挑战
88

因素和相关的标本类型

项目 因素 标本

降低核酸完整性 核酸酶
>

a

化学交联多糖组成的厚细胞壁
尿液*大便*支气管肺泡灌洗液$

"&.

&*全血尿液*大便

福尔马林固定的组织含分枝杆菌和葡萄球菌的血液和体液

酶抑制 高细胞含量
R̀&

干扰物质的携带效应 全血*骨髓尿液*大便

D

"

检验后期质量控制

定量分子检测的结果报告应该含检测值*解释性评论以及

检测标记)扩增中得出的数据应该以
?;

J',

转换后的数据进行

报告#同时报告中也应该有原始数据)由于许多定量检测是用

在治疗监测或预防管理的#对病毒载量变化$在复杂中代表着

显著的改变&进行的微型解释性评论对于临床具有重要的意

义)为确保结果报告的准确性#使用的方法和实验室人员的数

量取决于检测仪器是否连接到了实验室信息系统)当这种连

接实施时#结果报告是最准确的)此时#准确性的确保与校准

品和质控品的检测$为了确保其落在检测范围内&是一样的简

单#将结果在仪器上进行电子转化并传输到实验室信息系

统中)

检测后阶段的质量保证是非常复杂的#当结果是手工输入

到实验室信息系统中时是很容易发生差错的)此时#通常以打

印形式报告的结果必须与原始结果进行人工比较#同时也要对

质控品和校准品的有效性进行检查)这些活动应该在检测完

成后快速地进行#以帮助及时发现无效的检测和抄写差错#并

且这些活动应该在有审核者签字和日期的检测后报告中进行

记录)
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