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质控“即刻法”在ＨＩＶ抗体ＥＬＩＳＡ检测中的应用探讨

佘有彬

（南京市六合区疾病预防控制中心，江苏南京２１１５００）

　　摘　要：目的　应用“即刻法”质控是提高实验室在 ＨＩＶ抗体ＥＬＩＳＡ检测中的准确性，减少假阳性和假阴性反应的发生。方

法　严格按照本中心计量认证质量体系文件作业指导书中的操作规程进行操作，每板设阴性对照３孔、阳性对照２孔，空白对照

１孔，外部质控阳性对照血清２孔。结果　犛犐上限和犛犐下限值都在小于狀２ｓ，表示处于控制范围，说明可以继续继续测定。结论　“即

刻法”应用于 ＨＩＶ抗体ＥＬＩＳＡ定性检测中是适宜的。

关键词：即刻法；　质控；　ＨＩＶ；　酶联免疫吸附测定

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２４．０５８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２４３３８８０２

　　ＨＩＶ抗体检测是用于艾滋病防治的一项重要保证措施。

因此，提高实验室检测的准确性，减少假阳性和假阴性反应的

发生，对监测、诊断、血液筛查艾滋病来说是很重要的。为了更

准确、更严谨地出示检测报告，本实验室在做 ＨＩＶ抗体检测时

应用了“即刻法”质量控制方法［１］，现将此方法的应用分析如

下。

１　材料与方法

１．１　外部质控阳性对照血清　由南京市疾病预防控制中心

ＨＩＶ确认实验室提供。

１．２　仪器与试剂　ＷｅｌｌｓｃｃａｎＭＫ３型自动酶标仪和 Ｗｅｌｌｓｃ

ｃａｎＭＫ３型自动洗板机、电热恒温培养箱（ＨＨ、ＢＩＩ、４２０）、可

调移液器（０～２００μＬ），以上仪器均经省计量研究院检定合格，

并在检定周期一年内使用，本室严格按照质量体系文件作业指

导书中的操作规程，并详细填写使用记录，对酶标仪检测数据

进行不确定度分析，从而确保其具有良好的重复性和线性范

围，对电热恒温培养箱温度控制在（３７±１）℃，对可调移液器定

期进行期间核查。ＨＩＶ诊断试剂盒：由省级 ＨＩＶ实验室指定

使用经临床质量评估敏感性和特异性高的试剂，由珠海丽珠试

剂有限公司提供，所用试剂盒及内部对照质控血清均在有效

期内。

１．３　方法　严格按照本中心计量认证质量手册中作业指导书

的操作规程进行操作。将预包被板条固定于板架，加入待测样

品５０μＬ，加样量要准确，同时每板设阴性对照３孔、阳性对照

２孔，空白对照１孔，外部质控阳性对照血清２孔；震摇１５ｓ，３７

℃孵育６０ｍｉｎ，置自动洗板机上洗涤６次，洗板时应保证洗板

机管路通畅，洗液量均匀，不得随意改变洗板次数，拍板（以垫

纸不湿为宜）；加酶标记物５０μＬ（空白不加），３７℃孵育３０

ｍｉｎ，再置自动洗板机上洗涤６次，拍板拍干；每孔加底物缓冲

液５０μＬ，震荡混匀，３７℃孵育３０ｍｉｎ，每孔加终止液５０μＬ，

轻拍混匀，用酶标仪读值，双波长为４５０ｎｍ／６３０ｎｍ测各孔 Ａ

值。索取试剂厂家及供应商资质、生物制品检定所批检合格复

印件，以保证试剂质量，不同批号的试剂不得混用。

２　结　　果

在常规条件下，外部质控阳性对照血清测定６次，获得一

组Ｓ／ＣＯ值、均数狓和标准差狊，犛犐上限 和犛犐下限 结果都在小于

狀２ｓ，表示处于控制范围，说明可以继续继续测定。见表１。

表１　　２０１２年 ＨＩＶ抗体检测即刻法室内质控表

次数 日期 ＯＤ（Ａ） ＣＯ Ｓ／ＣＯ 狓 狊 犛犐上限 犛犐下限 有无失效 狀２ｓ 狀３ｓ

１ ２０１２９１２ ０．６５３ ０．２３ ２．８４ － － － － － － －

２ ２０１２９１２ ０．７１７ ０．２３ ３．１２ － － － － － － －

３ ２０１２９１２ ０．６６３ ０．２３ ２．８８ ２．９５ ０．１５１ １．１２ ０．７３ － １．１６ １．１５

４ ２０１２９１２ ０．６８７ ０．２３ ２．９９ ２．９６ ０．１２６ １．２７ ０．９５ － １．４９ １．４６

５ ２０１２９１２ ０．７０２ ０．２３ ３．０５ ２．９８ ０．１１６ １．２１ １．２１ － １．７５ １．６７

６ ２０１２９１２ ０．６８９ ０．２３ ３．００ ２．９８ ０．１０５ １．３３ １．３３ － １．９４ １．８２

　　－：无数据。

３　讨　　论

室内质控是实验室内部对所有影响检测质量的各个环节

进行系统控制，目的是控制本实验室常规工作的精密度，提高

常规工作前后的一致性。在 ＨＩＶ抗体ＥＬＩＳＡ检测验中，当质

控血清的犛犐上限和犛犐下限结果都在小于狀２ｓ，表明工作正常，结果

可靠；若有一值处于狀２ｓ～狀３ｓ值之间时，系统处于告警状态，应

予注意，及时分析原始数据，对具体检验过程进行回顾性分析，

查找原因后给予纠正并重复测试；若有一值大于狀３ｓ时，系统处

于失控状态，本次实验结果不能被接受，可能是系统误差、随机

误差或外部对照滴度下降造成，需重新测定该质控血清和患者

样品。

引起室内质控失控的原因很多。如：换用新批号诊断试剂

盒或标准血清、仪器设备未经检定、校准或测试、温育时间和温

度不准确、新的检验人员、质控标准血清反复冻融等，此时要及

时查找原因，找出解除问题的方法，并消除原因，予以纠正，防

止将来出现同样的问题，以确保试验过程的正确性和准确性。

“即刻法”应该是判断一组测定值中极大值或极小值是“在

控极值”还是“异常极值”的方法，其实从“即刻法”的计算公式

也可以看出犛犐上限和犛犐下限 分别代表最大值和最小值，而不是

代表末次测定值，在出现犛犐上限或犛犐下限值大于狀２ｓ时，说明该组

测定值中最大值或最小值告警，而不是末次测定值告警。

“即刻法”作为特殊情况的质量控制方法，是对同一批外部

质控血清连续测定３次后，即可对３次检验结果进行质控评

价，在质控数据较少时合理应用可以达到室内质控的目的［２］，

所以把“即刻法”应用于 ＨＩＶ抗体 ＥＬＩＳＡ 定性检测中是适

宜的。
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２００１～２０１２年陕西省临床微生物鉴定室间质评结果分析

谢小娟１，魏力强１△，闫福堂２，张丽侠２

（１陕西省人民医院省临床检验中心，陕西西安７１００６８；２．陕西省人民医院检验科，陕西西安７１００６８）

　　摘　要：目的　了解陕西省微生物检验存在的问题，提出改进的措施。方法　对２００１～２０１２年陕西省临床微生物鉴定室间

质评的参评单位情况、合格率、单株微生物鉴定符合率和回报错误率较高的菌株进行统计分析。结果　参评单位逐年增多；微生

物鉴定合格率２００７年以前不稳定，近５年稳中有升。常见菌的鉴定符合率较高，而少见菌、大肠埃希菌属回报错误率较高。结论

　陕西省临床微生物鉴定整体水平在逐年提高，但基层医院存在的问题还很多。
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　　室间质量评价是 ＷＨＯ推荐的一种评价实验室工作质量

的方法，其目的是了解实验室的技术水平，使检验人员从质评

过程中发现存在的问题，制定相应的措施，不断改进提高检验

质量。陕西省临床微生物室间质量评价工作开展于１９８８年，

目前已成功组织了４０多次。本文就２００１～２０１２年的微生物

鉴定室间质评做一总结分析。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２００１～２００８年质评样本购自吉林省临床检

验中心，２００９～２０１２年购自温州康泰生物技术有限公司。所

发质评样本均为冷冻干燥管，含单一致病菌。样本模拟临床感

染血液、尿液、痰液等标本，并告知基本的临床信息。２００１～

２０１２年共发放１２０份质评菌株，其中革兰阳性球菌２０株，革

兰阴性球菌７株，革兰阳性杆菌６株，革兰阴性杆菌８３株，真

菌４株。

１．２　质评活动　每年开展活动两次，每次５份样本，全年１０

份样本通过快递一次性发放给参评单位。参评单位在每年４

月、９月分别回报２次质评结果。临检中心在每年６月、１１月

统计回报结果，向参评实验室发放质评报告。

１．３　样本处理方法　拉开菌株瓶的易撕铝盖，用浸过７５％乙

醇的脱脂棉消毒胶塞和菌株瓶。吸取液体培养基０．５～１．０

ｍＬ，滴入菌株瓶内，轻轻震荡，使冻干菌体溶解呈悬浮状。根

据其提供的样本类型及临床诊断等信息，按照《全国临床检验

操作规程（３版）》
［１］，与临床样本同步进行培养、分离、鉴定。

１．４　评价方法　采用能力比对检验（ＰＴ）评价方法，所报细菌

必须鉴定到种或型（特殊例外）方可得分，即完全正确ＰＴ为

１００％，否则ＰＴ为０％。参评单位每次成绩（ＰＴ）计算：实验室

回报正确样本数／实际样本数×１００％。评价分为：合格（ＰＴ≥

８０％）；不合格（ＰＴ＜８０％）。年度合格标准为全年２次平均成

绩ＰＴ≥８０％。２００８年以前，考虑到陕西省微生物检验的实际

情况和参评单位的积极性，合格率标准为ＰＴ≥６０％。本文为

了便于比较，合格率标准统一采用ＰＴ≥８０％。

２　结　　果

２．１　参评实验室　参评实验室数从２００１年的８９家增加到

２０１２年的１６６家，１２年间增长率为８６％。参评实验室以省、

市级三级医院的检验科为主，近年来县级医院实验室参评逐渐

增多；参评相对较多的地区是西安、宝鸡、咸阳和汉中。

２．２　合格率　２００１～２０１２年陕西省临床微生物鉴定参评实

验室数分别为：８９、８９、９１、９３、１０１、１１０、１０５、１２６、１４１、１５２、１４８、

１６６；合格率分别为：７０％、６０％、７９％、６５％、７０％、６４％、８９％、

８３％、９４％、９５％、９５％、９５％。微生物鉴定合格率２００７年以前

不稳定，近５年稳中有升。

２．３　鉴定符合率　所发放的１２０株菌中，鉴定符合率大于或

等于８５％的菌株有８３株，其中有４３株的符合率大于或等于

９５％；鉴定符合率小于８０％的菌株有２２株，其中有１０株的符

合率小于７０％。耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）、口腔

链球菌、丙型副伤寒沙门菌、肠炎沙门菌、嗜麦芽窄食单胞菌、

迟缓爱德华菌、星形奴卡菌等鉴定符合率较低。大肠埃希菌各

型多次发放，但符合率依然很低。近２年首次发放的真菌标本

鉴定符合率很高。见表１（见《国际检验医学杂志》网站“论文

附件”）。

２．４　回报错误率　鉴定符合率较低的大肠埃希菌、伤寒沙门

菌、副伤寒沙门菌主要是分型鉴别错误，这与缺乏诊断血清有

关。迟缓爱德华菌、星型奴卡菌等少见疑难菌的鉴别错误主要

集中在菌属鉴别错误，这与重要的鉴别反应试验选择错误有

关。见表２（见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。

３　讨　　论

近几年，微生物检验得到了快速的发展，出现了许多自动

或全自动的微生物鉴定仪器和药敏分析系统，使微生物检测变

得简易、快捷。但这些自动化的检测设备大都集中在中心医

院，基层医院依旧从事着烦琐缓慢的手工操作［２］。考虑到陕西

省大部分基层医院微生物检验水平较低，日常工作中所见各菌

属细菌较少，本中心每年发放的１０株样本中，有２株为苛养

菌、疑难或不常见菌，其余８株均为临床常见菌。在下发菌株

的同时上传最新版的ＣＬＳＩ标准供大家学习。目的是在考察

实验室检测能力的同时，通过发一些特殊菌株督促他们学习。

希望他们在以后的日常工作中遇到此类菌株能够识别，不会漏

检或误检。

但基层医院微生物检验的现状还不容乐观，存在的问题：
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