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荧光定量ＰＣＲ法检测ＨＣＶＲＮＡ质控物的制备及质控图的绘制
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　　摘　要：目的　自制 ＨＣＶＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ室内质控物，利用Ｅｘｃｅｌ绘制质控图。方法　取某一浓度 ＨＣＶＲＮＡ 阳性血

清，稀释至一定浓度，分装数管，－７０℃保存。首次分两批（Ａ组：第１批在最佳条件下检测；Ｂ组：第２批在常规条件下检测）连续

检测２０次，计算均值的对数值、标准差和变异系数，绘制常规条件下质控图，进行室内质控动态监测；第２次（Ｃ组：第３批在常规

条件下检测）标本－７０℃保存１２月后，连续检测２０次，计算均值的对数值、标准差和变异系数。结果　ＨＣＶＲＮＡ室内质控常

规条件下及标本－７０℃保存１２个月后，均值的对数值分别为５．０２３、５．０４１；标准差分别为０．２２８、０．２３１；变异系数分别为４．５４％、

４．５８％；经两组均数对数的显著性狋检验，均值的对数值之间无统计学差异（犘＞０．０５）；标准差、变异系数之间相差很小。结论　

荧光定量ＰＣＲ检测 ＨＣＶＲＮＡ质控物的制备方法简单，性能稳定，质控图绘制方便，适合ＰＣＲ实验室对 ＨＣＶＲＮＡ荧光定量的

室内质控。
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　　随着《临床基因扩增检验实验室管理暂行办法》和《临床基

因扩增检验实验室工作规范》的贯彻实施，全国各地陆续规范

地开展荧光定量ＰＣＲ检测技术，江苏省２０１０年也出台了《江

苏省临床基因扩增检验技术管理规范（试行）》。荧光定量

ＰＣＲ技术与常规ＰＣＲ 技术相比，具有特异性强，能有效解决

ＰＣＲ产物污染，自动化程度高等特点
［１２］。目前，还很少有实

验室对 ＨＣＶＲＮＡ室内质控物制备及使用进行探讨，唯有卫

生部临检中心对其标准物质进行了探索［３］，而且标准物质数量

有限，现在国内尚未有商品化的 ＨＣＶＲＮＡ质控品，国家暂时

还没有出台相关标准。笔者在总结近年临床ＰＣＲ工作经验的

基础上，针对ＰＣＲ实验室工作的实际情况，制备 ＨＣＶＲＮＡ

检测室内质控物，并利用Ｅｘｃｅｌ绘制质控图，对实验室 ＨＣＶ

ＲＮＡ检测进行动态观察。

１　材料与方法

１．１　质控物的制备

１．１．１　质控物来源　血清来自医科所临床部门诊患者新鲜血

清，经 ＨＣＶＡｂ检测 ＨＣＶＡｂ为阳性，所选血清标本乙型肝

炎病毒血清标志物检测 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、抗ＨＢｃ、ＨＡＶＡｂ、

ＨＩＶＡｂ和梅毒抗体均为阴性，均无黄疸、无脂血、无溶血的样

本５例，将血清充分混匀，预期 ＨＣＶＲＮＡ检测病毒载量在１．

０×１０６ＩＵ／ｍＬ左右；另取经 ＨＣＶＲＮＡ、ＨＣＶＡｂ及乙型肝炎

病毒标志物检测全阴性且 ＨＡＶＡｂ、ＨＩＶＡｂ和梅毒抗体均为

阴性，无黄疸、无脂血、无溶血的新鲜样本２０例，充分混匀。

１．１．２　质控品制备　将上述两组血清分别进行５６℃３０ｍｉｎ

灭活，将两组血清按适当比例混合，使其检测预期浓度大约在

１０５ＩＵ／ｍＬ左右。

１．１．３　质控品分装、保存及复融　将质控品充分混匀，保证其

均一性，取高压灭菌的０．５ｍＬ离心管数只，将上述质控品每

管３２０μＬ分装至离心管中，瞬时离心数秒，盖上盖，留取若干

管进行下述实验，其余用封口膜将其封口后直立放入－７０℃
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冰箱冷存。临实验时取出后使其达到或复融至室温，充分震荡

混匀，低温瞬时离心数秒后使用。

１．２　仪器与试剂　 ＨＣＶＲＮＡ 荧光定量ＰＣＲ 检测试剂盒、

ＤＡ７６００型实时荧光定量ＰＣＲ仪（中山大学达安基因公司），

低温高速离心机、超低温冰箱、加样器等。

１．３　质控品的检测　每批次实验严格按操作规程，同时做强

阳性对照和阴性对照各一份，ＨＣＶＲＮＡ 临界阳性质控一份，

空白对照一份，阳性定量参考品４份，分别为１．０×１０５、１．０×

１０６、１．０×１０７ 和１．０×１０８ＩＵ／ｍＬ。实验结果均显示，阴性质

控品：增长的曲线不呈Ｓ型曲线或Ｃｔ值为３０；阳性质控品：增

长曲线呈Ｓ型曲线；阳性定量参考品：增长曲线呈Ｓ型曲线，Ｃｔ

值小于２７，且０．９７≤｜狉｜≤１；以上要求需在同一次实验中同时

满足，否则，本次实验无效，需重新进行。

１．３．１　第１批（Ａ组）　最佳条件下的变异（ｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｖａｒｉａｎｃｅ，犗犆犞）：在仪器和试剂均为最佳状态下，由经过培训的

熟练的实验室技术人员进行操作，连续测定上述阳性质控品

２０次，得到一组质控数据，定为 Ａ组，经计算可得到其均值的

对数（狓）、标准差（狊）和变异系数（犆犞），此变异系数即为犗犆犞，

检测结果见表１。

１．３．２　第２批（Ｂ组）　常规条件下的变异（ｒｏｕｔｉｎｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｖａｒｉａｎｃｅ，犚犆犞）：在仪器和试剂均为常规状态下，由经过培训的

普通的实验室技术人员进行操作，连续测定上述阳性质控品

２０次，得到一组质控数据，定为Ｂ组，经计算可得到其均值的

对数（狓）、标准差（狊）和变异系数（犆犞），此变异系数即为犚犆犞。

检测结果见表１。

１．３．３　第３批（Ｃ组）　标本－７０℃保存１２个月后，在仪器和

试剂均为常规状态下，由经过培训的普通的实验室技术人员进

行操作，连续测定上述阳性质控品２０次，得到一组质控数据，

定为Ｃ组，经计算可得到其均值的对数（狓）、标准差（狊）和变异

系数（犆犞），检测结果见表１。

１．３．４　瓶间差异分析　按照上述最佳条件下的测定方法随机

抽取自制 ＨＣＶＲＮＡ质控品１０支，每支检测３次取平均值，

分别计算１０支自制质控品的病毒载量平均值及平均值的对数

值狓、狊、犆犞，分别为 １．０５９×１０５ＩＵ／ｍＬ、５．０２５、０．１７８ 和

３．５５％，符合一般规范要求
［３］。

１．４　绘制质控图

１．４．１　质控图绘制方法

１．４．１．１　新建Ｅｘｃｅｌ表格　将Ｂ４到Ｂ２３输入Ｂ组２０次质控

结果的对数值；将Ｃ４～Ｇ４和Ｃ２３～Ｇ２３依次输入Ａ组的狓－

２狊，狓＋２狊，狓，狓－３狊，狓＋３狊的数值，用鼠标从Ｂ４拖到Ｇ２３，按工

具栏中的“图表向导”点击“折线图”，按“完成”可得到质控图的

基本轮廓，点右键去除数值轴网络线，进行其他项目的添加及

设置。

１．４．１．２　失控线和警告线的绘制　以狓±３ｓ为失控线，以狓

±２ｓ为警告线。将鼠标移至狓±３ｓ上的任意一个点，右击后

选择“添加趋势线”，选择“线性Ｌ”，按“确定”键，两端点连成直

线，即成失控线。用相同的方法绘制出警告线和均值线。

１．５　统计学处理　Ｂ、Ｃ两组实验数据计算均数的对数后，用

均数的狓±狊表示，标准差、变异系数分别用狊、犆犞％来表示；同

时用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行两组均数显著性狋检验。

２　结　　果

２．１　最佳条件下、常规条件下及标本保存１２月后检测结果见

表１。结果显示：Ｂ组与 Ａ 组 犚犆犞 与犗犆犞 接近并犚犆犞＜

２犗犆犞，则认为犚犆犞可以接受
［１］；Ｂ组与Ｃ组均值的对数相比

较狋值为１．６５４，小于狋０．０５（３８）＝２．０２４，因此犘＞０．０５。

表１　　３组标本检测结果

组别
狓

病毒载量（ＩＵ／ｍＬ） 对数值
狊 犆犞（％）

Ａ组 １．０５９×１０５ ５．０２５ ０．２０５ ４．０１（犗犆犞）

Ｂ组 １．０５４×１０５ ５．０２３ ０．２２８ ４．５４（犚犆犞）

Ｃ组 １．０９８×１０５ ５．０４１ ０．２３１ ４．５８

２．２　应用Ｅｘｃｅｌ绘制ＬｅｖｅｙＪｅｎｎｉｎｇｓ质控图　依据犚犆犞计算

出狓和狊确定质控限，依狓±２狊为警告限，狓±３狊为失控限（图

１），同时用鼠标右键点击质控线，点击“趋势线格式”，选择并添

加黄色表示警告限（狓±２狊），红色表示失控限（狓±３狊）。将每批

次实验所做质控结果取对数值后直接输入相应Ｅｘｃｅｌ单元格

中，按回车键，右边将自动生成本次质控结果所在位置的质控

图并可以判断其质控趋势，见图１。

图１　　ＬｅｖｅｙＪｅｎｎｉｎｇｓ质控图

３　讨　　论

目前中国 ＨＣＶ 的感染率也有逐年上升的趋势
［４］，ＨＣＶ

感染患者血清 ＨＣＶＲＮＡ载量的高低对肝脏损害的程度密切

相关［５］，ＨＣＶＲＮＡ是反映 ＨＣＶ感染的可靠指标，也是目前

对 ＨＣＶ感染的唯一指标。在国内丙型肝炎的报道逐渐增多，

ＨＣＶ感染所带来的严重后果正日益显现，控制 ＨＣＶ传播，提

高丙型肝炎的治疗效果，需要依赖于及时、准确的实验室诊断。

ＨＣＶＲＮＡ荧光定量检测被认为是诊断 ＨＣＶ感染的“金标

准”［６７］，ＨＣＶＲＮＡ定量检测有助于诊断急性 ＨＣＶ 感染。在

ＨＣＶ在感染１周内即可检测到 ＨＣＶＲＮＡ 载量，大大缩短了

ＨＣＶ感染诊断的“窗口期”，ＨＣＶＲＮＡ定量检测已成为明确

ＨＣＶ感染诊断的重要手段
［８］。此方法具有敏感性和特异性

高、定量准确、重复性好等特点，有助于动态反映病毒复制、突

变情况，预测抗病毒治疗效果，是了解病情严重程度、病情转归

及预后的有效手段之一［９］。

目前，临床基因扩增实验室的室内质控的管理日益受到重

视。大部分市级检验科还没有把荧光定量ＰＣＲ检测 ＨＣＶ

ＲＮＡ的室内质控开展起来。若要开展室内质量评价工作，必

须要有良好的质控品及其相应的质控措施，但是目前国内尚未

有商品化的 ＨＣＶＲＮＡ检测质控品。因此，作为临床ＰＣＲ实

验室有必要自制室内质控品。

用于临床ＰＣＲ实验室质控的质控品应具备以下几个条

件：（１）基质与检测标本一致。（２）在样品保存条件下，有良好

的稳定性，并可单批大量获得。（３）无已知的生物传染危险性。

（４）样品浓度与试验的临床应用相适应
［１０］。本研究 ＨＣＶ

ＲＮＡ质控品病毒载量选择在１０５ＩＵ／ｍＬ左右，是充分考虑临

床ＰＣＲ实验室测定时，在质控工作中使用合适的弱阳性质控

样品同时检测，既可以保证每次测定的有效性，也可以监测测

定的重复性［１１］。另外质控品在制作过程中必须充分混匀，尽

量缩小瓶间差异；ＲＮＡ作为 ＨＣＶ的遗传物质是一类极容易

降解的物质，因此实验室对血清标本的保存应严格，随用随取，

·２７２· 国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３



实验后质控物不要保留。

本文对 ＨＣＶＲＮＡ检测的质控物制备及利用Ｅｘｃｅｌ绘制

质控图，可以作为ＰＣＲ实验室 ＨＣＶＲＮＡ检测室内质控的重

要手段。由于各单位标本量不同，每月做不到２０批次，应及时

将每批次质控结果绘成质控图便于动态观察。本单位每月不

足２０批次，一方面将质控结果绘成质控图，另一方面将标本放

入－７０℃冰柜中保存１２个月后，集中检测ＨＣＶＲＮＡ来评价

其稳定性，这样便于消除批间误差。表１显示犚犆犞与犗犆犞 接

近，并犚犆犞＜２犗犆犞，则认为犚犆犞可以接受
［１］；Ｂ组与Ｃ组均

值的对数 无显著性差异，同时可以看出狊、犆犞相差很小，表明

自制 ＨＣＶＲＮＡ质控物在－７０℃保存稳定性至少可达１年，

能够满足临床要求；所绘质控图能有效地帮助我们判断质控情

况。本文犚犆犞为４．５４％，小于临床允许误差；２０次质控值结

果均在 ±２ｓ范围内，且符合 Ｗｅｓｔｇａｒｄ质控规则的１３ｓ、２２ｓ和

４１ｓ，此图可以用做“管理用质控图”，对检验过程进行控制。同

时此质控图标示出了警告线和失控线，将给判断质控结果是否

在控提供方面，实用性强，作图简单，判断清晰，值得推广应用。

同时，自制质控物可以与国家标准物质进行比对，这样自

制物就有了溯源性，将极大地改善不同实验室间检验结果的可

比性，从而逐步实现不同实验室间检验结果有条件互认［１２］。
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列；Ｈｉｓ６标签序列方便后续的蛋白质纯化；可以有效用于大肠

杆菌的原核表达环境［９１０］。本研究利用了 Ｈｉｓ６融合蛋白的特

异性染料进行目的蛋白的检测，该染料只对含有 Ｈｉｓ６标签序

列的蛋白质染色［１１１２］，而且和总蛋白的染料兼容（可以先后染

色同一块蛋白电泳胶），尤其适用于没有特异性抗体的蛋白质

和蛋白质结构域的检测；和 Ｈｉｓ６的抗体相比，该染料的使用省

去了 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ的过程，合理简化了实验流程。在本研

究中，利用 Ｈｉｓ６ＳＵＭＯ融合蛋白表达系统，在低温诱导时可

以保证Ｓｉｇｌｅｃ９Ｖ可溶性表达，从而有助于进一步研究其如何

通过分子间相互作用实现生物学功能。

参考文献

［１］ ＡｎｇａｔａＴ，ＶａｒｋｉＡ．Ｃｌｏｎｉｎｇ，ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｉｇｌｅｃ９，ａｎｅｗｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅＣＤ３３ｒｅｌａｔｅｄｇｒｏｕｐｏｆｓｉ

ｇｌｅｃｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０００，２７５（２９）：２２１２７２２１３５．

［２］ ＡａｌｔｏＫ，ＡｕｔｉｏＡ，ＫｉｓｓＥＡ，ｅｔａｌ．Ｓｉｇｌｅｃ９ｉｓａｎｏｖｅｌｌｅｕｋｏｃｙｔｅｌｉｇ

ａｎｄｆｏｒｖａｓｃｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｉｎＰＥＴｉｍａ

ｇｉｎｇｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１１，１１８（１３）：３７２５

３７３３．

［３］ ＶａｒｋｉＡ，ＡｎｇａｔａＴ．ＳｉｇｌｅｃｓｔｈｅｍａｊｏｒｓｕｂｆａｍｉｌｙｏｆＩｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎｓ

［Ｊ］．Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００６，１６（１）：１Ｒ２７Ｒ．

［４］ＣａｏＨ，ＣｒｏｃｋｅｒＰＲ．ＥｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆＣＤ３３ｒｅｌａｔｅｄｓｉｇｌｅｃｓ：ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ

ｈｏｓｔｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｎｄｅｓｃａｐｉｎｇｐａｔｈｏｇｅｎｅｘｐｌｏｉｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｉｍ

ｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１１，１３２（１）：１８２６．

［５］ＰｉｌｌａｉＳ，ＮｅｔｒａｖａｌｉＩＡ，ＣａｒｉａｐｐａＡ，ｅｔａｌ．Ｓｉｇｌｅｃｓａｎｄｉｍｍｕｎｅｒｅｇｕ

ｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，２０１２，３０（３）：３５７３９２．

［６］ＦｏｕｓｓｉａｓＧ，ＹｏｕｓｅｆＧＭ，ＤｉａｍａｎｄｉｓＥＰ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅｓｉｇｌｅｃｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．Ｇｅ

ｎｏｍｉｃｓ，２０００，７（２）：１７１１７８．

［７］ ＭａｒｙＫ，Ｏ′ＲｅｉｌｌｙＪ，ＰａｕｌｓｏｎＣ．Ｓｉｇｌｅｃｓａｓｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｙｉｎ

ｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＰｈａｒｍａｃｏｌＳｃｉ，２００９，３０

（５）：２４０２４８．

［８］ＰｅｒｏｕｔｋａＩｉｉＲＪ，ＯｒｃｕｔｔＳＪ，ＳｔｒｉｃｋｌｅｒＪＥ，ｅｔａｌ．ＳＵＭＯｆｕｓｉｏｎｔｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｙｆｏｒｅｎｈａｎｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｐｒｏ

ｋａｒｙｏｔｅｓａｎｄｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，２０１１，７０５：１５３０．

［９］ＳａｉｔｏｈＨ，ＵｗａｄａＪ，ＡｚｕｓａＫ．ＳｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＵ

ＭＯｍｏｄｉｆｉｅｄｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌ

Ｂｉｏｌ，２００９，４９７：２１１２２１．

［１０］ＷａｎｇＺ，ＬｉＨ，ＧｕａｎＷ，ｅｔａｌ．ＨｕｍａｎＳＵＭＯｆｕｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓｅｎ

ｈａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＰｒｏｔｅｉｎＥｘｐｒＰｕｒｉｆ，

２０１０，７３（２）：２０３２０８．

［１１］ＷｉｌｌｉａｍｓＮＫ，ＰｒｏｓｓｅｌｋｏｖＰ，ＬｉｅｐｉｎｓｈＥ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｖｏｐｒｏｔｅｉｎｃｙ

ｃｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙａｃｉｒｃｕｌａｒｌｙｐｅｒｍｕｔｅｄｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓｓｐ．

ＰＣＣ６８０３ＤｎａＢｍｉｎｉｉｎｔｅｉｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００２，２７７（１０）：７７９０

７７９８．

［１２］ＳｍａｌｌｗｏｏｄＮＤ，ＨａｕｓｍａｎＢＳ，ＷａｎｇＸ，ｅｔａｌ．ＩｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆＮＨ２

ｔｅｒｍｉｎｕｓｏｆＰＫＣｄｅｌｔａｉｎｂｉｎｄｉｎｇｔｏＦａｃｔｉｎｄｕｒｉｎｇａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ

Ｃａｌｕ３ａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＮＫＣＣ１［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，

２００５，２８８（４）：Ｃ９０６９１２．

（收稿日期：２０１２１００６）
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