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　　聚合酶链反应（ＰＣＲ）应用初期因规范性问题，曾被全面暂

停在临床应用。经过ＰＣＲ技术工作规范的制订和技术人员培

训，卫生部于２００２年出台《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》，重新向临床开

放ＰＣＲ检测项目。２０１０年卫生部出台《医疗机构临床基因扩

增检验实验室管理办法》，加强对临床基因扩增检验实验室的

管理。

福建省临床检验中心作为福建省医疗机构临床基因扩增

检验实验室ＰＣＲ技术审核组织部门，自２００３年起对全省医疗

机构临床基因扩增检验实验室进行技术审核，采用初次评审和

５年复评审的方式。目前全省有８４家ＰＣＲ实验室，先后完成

１４２次现场技术审核。８４家实验室所在医院等级分布为三级

医院５２家，二级医院２３家，其他医院９家。２００３年６月至

２０１３年１２月技术审核存在问题分类汇总情况见表１。

表１　　２００３年６月至２０１３年１２月技术审核存在

　　　问题分类汇总情况

存在问题类型 构成比（％）

检测方法 １８．７

设备管理 １５．０

质量控制 １３．１

人员管理 １２．５

记录 １１．２

标本管理 ８．３

设施和环境 ７．７

实验室设置和设备 ５．８

报告 ４．９

投诉 ２．８

１　检测方法方面存在的问题

１．１　体系文件编写和管理的问题　医疗机构ＰＣＲ实验室通

常隶属检验科，其质量手册和程序文件与检验科合在一起，因

此技术审核重点关注的内容之一是标准操作程序（ＳＯＰ）
［１］。

部分实验室在体系文件的格式、内容、可操作性、管理等方面存

在问题。

虽然ＳＯＰ文件无统一、标准的格式，但实验室名称、ＳＯＰ

文件名称、编号、启用日期、版本号、修订号、页码、编写人、审核

人、批准人等基本要素是必不可少的。许多实验室会遗漏其中

的个别要素，如修订号一项，因ＳＯＰ文件形成后，在使用过程

中可能出现不适用情况，应针对该ＳＯＰ文件进行修订，有关责

任人重新签字确认后实施，此时只需对新ＳＯＰ文件的修订号

进行修改，当修订的次数或文件达到程序文件换版的规定时，

再对整个文件体系进行换版。

一些实验室的ＳＯＰ文件内容不够详尽具体，可操作性较

差。例如仪器维护保养ＳＯＰ文件存在责任人、维护保养周期

不明确，以及维护和保养的方法及步骤不具体等问题。建议每

个仪器设备按具体的维护步骤编写ＳＯＰ文件，注明责任人、维

护时间、内容、所需材料，并有记录。除常规维护外，应有可能

存在意外情况（如出现破管、泼溅、爆盖等）的处理步骤。

质量体系文件管理不到位，存在实验室出现作废文件与现

行文件并存，工作区域缺少相关ＳＯＰ文件，仪器、设备和检测

方法已更改而其相应的ＳＯＰ文件未及时更新等现象。

１．２　试剂耗材质检的问题　ＰＣＲ实验室应对试剂、离心管、

加样枪头等进行质检，而部分实验室未进行或操作不规范。离

心管应进行爆盖试验、高速离心时完整性试验，以及是否存在

抑制物等方面的检测。带滤芯的枪头应进行滤芯密封性、是否

含有扩增抑制物等方面的检测。试剂质检包括内、外包装检查

及性能检验，外包装检查主要是看包装的完整性、包装箱内维

持的温度和试剂的有效期；内包装检查主要是看试剂是否齐

全、有无说明书等。试剂性能检测建议在启用新批号试剂前进

行，按照日常操作规范带入至少５个近期的由上个批号试剂检

测过已知结果的样本，通过不同批号结果一致性的评价，来评

估新批号试剂的性能。

２　设备管理方面存在的问题

２．１　实验室仪器和设备建档的问题　ＰＣＲ实验室应该为主

要仪器和设备建档，一机一档。档案内容包括，（１）仪器基本情

况：仪器设备名称、型号、序列号、生产厂家、购置日期、接收日

期、启用日期、目前放置地点、接收时的状态、负责人等；（２）仪

器使用说明书、注册证等复印件，合格证书；（３）仪器校准记录：

本次校准日期和下次应校准的日期，校准证书或数据；（４）仪器

维修或维护的历史记录；（５）仪器配备的小配件（如保险丝、灯

泡）记录。

２．２　仪器校准的问题　仪器设备定期校准确保其在良好状态

下工作，对保障检验质量的作用是不言而喻的。ＰＣＲ实验室

主要仪器设备（如加样枪、温度计、金属浴、离心机、生物安全

柜、扩增仪）均应校准。目前仪器校准的规范性较差，如某些厂

家的扩增仪校准报告，只有简单的结论，而无具体的检测数据。

扩增仪的校准包括光学系统、温度模块升降温的速率、荧光本

底的校准，以及孔间温度差异等是否在允许误差范围内。

３　质量控制方面存在的问题

３．１　室内质量控制的问题　室内质量控制是指实验室人员采

取一定的方法和步骤，连续评价实验室工作的可靠程度，旨在
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监测和控制实验室常规工作的精密度，提高实验室常规工作中

批内、批间样本检验的一致性，以确定测定结果是否可靠及可

否发出报告的一项工作［２］。许多实验室在质控品的选择与设

置，质量控制方法的有效性，失控的判断及措施方面均存在缺

陷。室内质量控制应该保证以下几点，（１）从基质、浓度、稳定

性等方面选择合适的质控品，定性试验选择弱阳性和阴性质控

品，定量试验选择阴性质控品。（２）室内质控品的来源：购买商

品化的质控品，应写明购买厂家、浓度水平；自制质控品应写明

质控品的制备方法、稳定性、管间差异的评价方法及合格条件。

（３）建议对质控品每次扩增的位置进行顺延，以便更好地监测

每一个孔的扩增有效性，顺延规则应在ＳＯＰ文件中表述清楚。

（４）质量控制方法的选用：定性试验和定量试验可分别参照免

疫学、常规化学相应的质量控制方法。（５）尽可能多的罗列失

控现象和可能原因，制订相应的纠正措施，在实际工作中参照

执行。

３．２　室间质量评价的问题　室间质量评价是客观比较实验室

的测定结果与靶值的差异，由外部机构采取一定的方法，连续、

客观地评价实验室的结果，发现误差并校正结果，使各实验室

之间的结果具有可比性［３４］。室间质量评价存在２个问题：（１）

数据的真实性，实验室上报的室间质评结果与原始数据不符，

说明实验室“特殊对待”质评样本或相互沟通；（２）失控后的分

析，笔者在室间质量评价现场看到的失控后分析报告的原因多

为质控品复溶时间不够、混匀不充分、加样量不足或随机误差

等，分析均不够深入、全面，并缺乏纠正和预防措施。笔者建议

失控后分析报告应该从以下４点分析：（１）提取核酸是否存在

误差；（２）扩增孔间温度是否一致，升、降温速率及荧光背景是

否符合要求；（３）探针的纯度、标记效率和核酸提取试剂的效

率；（４）人员的操作经验、扩增后的分析、标准曲线的确定。

４　人员管理方面存在的问题

人员的规范管理是防止实验室污染，保证实验室生物安全

的重要 环 节，而 继 续 教 育 是 检 验 质 量 持 续 改 进 的 重 要

保证［５１０］。

很多实验室都存在人员进出管理不到位的现象，人员出入

随意，甚至逆行；试验期间缓冲间两侧门同时打开；未经培训的

学生可随意使用实验室。这些不规范的管理使实验室存在污

染和安全隐患。因此，实验室应制订相关的人员管理制度和规

范的实验室操作规程并严格执行，加强人员“无基因、防污染”

的概念及生物安全培训，采用人员进出登记或安装门禁系统、

气锁连动门等措施来加强管理。

“一区”为ＰＣＲ实验室最洁净的区域，不应存在任何核酸，

但大多实验室仍将试剂盒里的标准品和阳性对照品放置于“一

区”。有些实验室还把“二区”、“三区”产生的记录，如室内质

量控制的失控记录、仪器和设备的使用记录、故障维修记录等

归档存放于“一区”。

一些ＰＣＲ实验室工作人员经培训获上岗证后就没有机会

再参加继续教育，导致知识陈旧。实验室应该重视人员的培

训，每年对操作人员进行内部培训或参加其他的学习班以更新

其知识。

５　记录方面存在的问题

所谓记录是阐明其质量管理体系所取得的结果，或提供质

量管理体系完成活动的证据性文件，是质量管理体系文件的有

机组成部分，也是完成质量体系中相关程序和标准操作所规定

的过程及其结果的证实材料［１１１４］。ＰＣＲ实验室记录繁多，主

要包括实验室清洁记录，环境条件的控制记录，仪器设备的操

作、维护保养、校准过程及有关数据记录，检验试剂来源、批号

及配制记录，检验标本的来源和唯一编号，质控记录和原始数

据等。实验室每天工作流程相似，使用流程表可简化记录又能

保证记录完整规范，但部分实验室未使用流程表或存在流程表

设计不够实用合理的现象。笔者建议各实验室应尽量细化流

程表，将试验结果的原始数据打印并附在流程表上一同存档。

６　小　　结

随着分子生物学的发展，ＰＣＲ在临床的应用越来越广泛，

从最初检验科用于感染性疾病的检测，到目前病理科进行肿瘤

的诊断与治疗、药剂科进行个体化治疗、产前诊断中心进行产

前筛查及遗传病诊断等都离不开ＰＣＲ。因此，只有规范ＰＣＲ

的临床应用，才能更好地为临床一线服务。
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