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ＨＢＶＤＮＡ定量检测误差来源分析及处理
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（华中科技大学同济医学院附属荆州医院检验医学部，湖北荆州４３４０２０）

　　摘　要：目的　找到误差来源并实施相应处理措施，提高 ＨＢＶＤＮＡ定量检测质量。方法　通过室内质控发现较大误差源

的存在后，对实验全过程定义误差源１５项，通过理论分析、比对实验排除非目标误差源。结果　误差源１０、１５导致了较大负误

差，对其进行处理后的室内质控犆犞由平均９．３％下降为３．３％。结论　证实了本文误差源查找方式的正确性与纠正措施的合

理性。
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　　持续改进是ＩＳＯ１５１８９对医学实验室质量和能力认可的

重要准则之一，也是临床检验工作者们的永恒课题。本文欲通

过发现、分析、解决我科实验室 ＨＢＶＤＮＡ定量检测工作中的

问题的实际案例来解析如何进行质量改进，以求同仁们交流

探讨。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本科室２００６～２００８年定量检测 ＨＢＶＤＮＡ

室内质控数据。

１．２　仪器与试剂　仪器：ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７３００ＲｅａｌＴｉｍｅ

ＰＣＲＳｙｓｔｅｒｍ。试剂：乙型肝炎病毒核酸定量检测试剂盒，中

山大学达安基因股份公司生产。

１．３　方法

１．３．１　前期室内质控数据回顾性分析

１．３．２　定义误差源　对实验全过程按步骤进行分解，定义了

１５个可能的误差源：质控血清混合不匀（误差源１）及分装量不

一致（误差源２），ＤＮＡ浓缩液在加入前是否充分混匀（误差源

３），加入离心管后与血清混合不均匀（误差源４），离心后上清

液吸弃是否彻底（误差源５），吸管管尖是否接触沉淀，带出待

测物质（误差源６），ＤＮＡ提取液吸出前是否混匀（误差源７），

加入离心管后与沉淀是否充分混匀（误差源８），１００℃水浴１０

ｍｉｎ是否一致（误差源９），热裂解后上清液中ＤＮＡ是否均匀

（误差源１０），加入２微升模板时是否够量（误差源１１），各反应

管内反应物是否一致（误差源１２），阳性参考模板瞬时离心后

是否导致分层不均匀（误差源１３），扩增时反应孔间热循环是

否一致（误差源１４），取基线起始循环数及阈值后进行线性回

归分析是否有统计误差（误差源１５）。

１．３．３　寻找目标误差源　从理论上分析各误差源可能引起的

大小、引起的是正还是负误差、哪些是本室能控制的误差源，进

行评估分类，并提出改进措施。再结合比对实验分别以多误差

源联合方式、逐一方式排除非目标误差源。

１．３．４　处理措施及比对实验　对误差源采取相应措施进行控

制，对各处理措施前后进行比对实验；在对误差源不进行控制

状态下进行平行比对实验。

１．３．５　观察实施处理措施后的室内质控数据。

２　结　　果

２．１　数据回顾性分析　２００６年１月至２００７年２月室内质控

的平均标准差为０．４５（ｌｏｇ１０），变异系数（犆犞）为９．３％，虽然低

于卫生部临床检验中心室间质评可接受的标准差，但不能达到

其他同级医院及试剂厂家所建议的标准差０．２（ｌｏｇ１０），并发

现阳性参考较大负误差（偏低１个数量级）出现率３．７％，室内

质控较大负误差出现率是３１．３％，说明本实验室 ＨＢＶＤＮＡ

定量检测的精密度需要提高。

２．２　误差源可能性分析　通过控制或替换的方式逐步排除了

质控品因素（误差源１、２）、试剂因素（误差源１２）和能引起较大

负误差的常见因素３、６、１１，除仪器因素（误差源１３、１４）外对剩

余因素（均为本室可控误差源）进行联合控制，最后重点怀疑误

差源８、１０、１５。

２．３　处理措施及比对实验

２．３．１　误差源８　一般使用振荡器振荡混匀１ｍｉｎ就开始裂

解，由于树脂沉淀很不容易分散，振荡混匀１ｍｉｎ可能使其混

匀不充分而引起较大误差。（１）处理措施：将ＤＮＡ提取液加

在离心管上部后在振荡器上振荡混匀１ｍｉｎ，放置２０ｍｉｎ后

（至无肉眼可见的沉淀）再在振荡器上振荡混匀１ｍｉｎ，以控制

误差源８。（２）比对数据及结果：同步进行控制与不控制误差

源８的室内质控，连续观察４ｄ室内质控数据，结果表明控制

组与不控制组没有差异（狋＝１．８８２，犘＝０．１５６＞０．０５），见表１，

表明误差源８并非目标误差源。

表１　　对误差源８控制和不控制的室内质控

　　　数据比对（ｌｏｇ１０）

组别 １ ２ ３ ４ 狋 犘

不控制组

控制组

５．９５

５．９９

６．１３

５．８

５．９３

５．６１

５．８８

５．７９
１．８８２ ０．１５６

２．３．２　误差源１０　１００℃水浴裂解后常有微小水滴悬挂于管

壁，离心后滑入上清液内，导致待测物质分布不均，直接加入扩

增体系易引起负误差。（１）处理措施：热裂解后将离心管瞬时

离心，在振荡混合器上振荡混合１分钟，再于１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，取上清液时先用加样器吸２微升后轻轻排出，共重复

３次，以混匀上清液，最后加入ＰＣＲ反应管内，以控制误差源

１０。（２）比对数据及结果：在对误差源１０不进行控制的状态

下，对室内质控血清裂解后上清液做双管平行试验，共３天，结

果见表２，犆犞达到１０．２５％，证实误差源１０确实能引起较大

误差。

２．３．３　误差源１３　阳性参考模板瞬时离心后可能导致分层

不均匀，直接加入扩增体系引起负误差。（１）处理措施 ：阳性

参考模板瞬时离心后，在振荡混合器上振荡混合１ｍｉｎ，先用加

样器吸２微升后接着轻轻排出，共重复３次，以此混匀，最后吸

２微升加入ＰＣＲ反应管内，以控制误差源１３。（２）比对数据及

结果：在对误差源１３分别在不控制和控制的状态下，对１０５阳
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性参考模板做多管平行试验，各两天，结果如表３，与控制前相

比，控制组的标准差已显著减小（犉＝７．８８６，犘＝０．０１５４），证实

误差源１３也能引起一定的误差。

表２　　室内质控血清双管平行试验结果（ｌｏｇ１０）

时间 Ａ管 Ｂ管

第１天 ４．６６ ５．９３

第２天 ５．２０ ６．０４

第３天 ６．１５ ５．６５

　　ｓ＝０．５７５，犆犞＝１０．２５％。

表３　　阳性参考模板做多管平行试验结果（ｌｏｇ１０）

组别 １管 ２管 ３管 ４管 ｓ（犆犞）

不控制组 第１天 ５．０６ ４．８７ ４．７１ ５．０８ ０．２０５（４．１５％）

第２天 ４．９９ ４．６２ ５．１７ ４．９３

控制组 第３天 ５．００ ５．００ ５．１５ ５．１３ ０．０７３（１．４５％）

第４天 ４．９４ ５．１１ ５．０８ ５．０４

２．４　室内质控犆犞变化趋势　对误差源１０、１３经过纠正措施

的实施后的２００８年，室内质控犆犞由平均９．３％下降为３．３％，

标准差稳定在０．２（ｌｏｇ１０）左右，进一步证实误差源１０、１３是导

致本实验室前期 ＨＢＶＤＮＡ定量检测的精密度不高的重要

因素。

３　讨　　论

室内质量控制的作用在于监控本实验室常规工作的精密

度，为实验结果的准确性提供保障［１２］。正是基于对本实验室

室内质控数据的回顾性分析，才能发现误差的存在，为误差源

的查找提供方向，还能验证纠正措施是否得当。

ＨＢＶＤＮＡ定量检测是一种影响因素较多的实验技术，所

以对实验各个环节都要进行控制才能保证高质量检验的完成。

作者在查找误差源之前对诸多细节进行了准备，如规范化操作

培训、移液器和温度计的校准、环境温湿度的监测、实验器材的

消毒等，然后经过质控品的替换、试剂的替换后还有较大负误

差出现，再对常见误差源３、６、１１进行控制后仍然没有得到改

善。可见误差源存在于仪器因素和剩余操作步骤中，仪器因素

因为短时不可控而作最后考虑。在剩余误差源中通过多组联

合控制而筛选出疑似误差源８、１０、１３，再经过比对和平行试验

确认导致较大负误差的原因为误差源１０、１３。

误差源１０、１３是 ＨＢＶＤＮＡ定量检测过程的两个步骤，

按照试剂盒说明书要求操作不能避免出现较大负误差，通过作

者提出的两项优化措施对其作相应纠正后的室内质控犆犞从

２００６年的９．３％下降到２００８年的３．３％，标准差控制在０．２

（ｌｏｇ１０）附近，与相关实验室的报道比较一致
［３５］，也证实了本

文误差源查找的正确性与纠正措施的合理性，所以本文所运用

的误差来源分析方式及处理方法值得从事ＤＮＡ定量检测的

临床工作者和研究者们的借鉴，以加强实验室工作的持续

改进。
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·检验技术与方法·

酶法测定同型半胱氨酸的初步评价

朝浩鹏，申丽红，陈永德△

（中国中医科学院望京医院检验科，北京１００１０２）

　　摘　要：目的　通过观察使用免疫学方法和酶法检测样本同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）结果的相关性；用酶法检测 Ｈｃｙ的不精密度、

线性范围及抗交叉污染的性能，研究使用酶法代替免疫学方法的可行性。方法　（１）选取内科患者和体检人群样本共１１８例，对

其血浆 Ｈｃｙ用两种方法同时分别检测，评价其相关性。（２）选取不同水平样本进行酶法的不精密度、线性范围及抗交叉污染的性

能评价。结果　（１）两种方法的检测结果显示其相关性良好（狉＝０．９８５，犘＜０．０１）。测定结果的相对偏倚在线性范围内能被接受，

其结果具有可比性。（２）酶法检测 Ｈｃｙ的不精密度、线性范围和抗交叉污染的性能良好。结论　用酶法代替免疫学方法测定

Ｈｃｙ在结果上具有一致性和可持续性，在临床上是可行的。

关键词：半胱氨酸；　方法学相关性；　不精密度

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０４．０３４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０４０４６３０３

　　随着人们生活方式和饮食习惯的改变，心脑血管疾病在我

国的发生率逐年上升，而 Ｈｃｙ的检测对于动脉粥样硬化、２型

糖尿病、慢性肾功能不全、叶酸缺乏等疾病［１３］的诊断价值也更

普遍地为临床所接受和重视。目前医疗保险已将酶法检测

Ｈｃｙ列为报销项目，而以前传统应用的免疫学方法
［４］因其价格

等问题并未列入。本院根据医疗需求和医保精神，选取了部分
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