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要"目的
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探讨分子诊断定量项目的分析性能验证程序&方法
!

依据.医学实验室质量和能力认可准则在分子诊断领域

的应用说明/和美国国家临床实验室标准化协会"

X"/!

$颁布的相关文件对实验室开展
LX̀

检测乙型肝炎病毒核酸进行方法学性

能验证&结果
!

本实验室乙型肝炎病毒核酸"

O-T#MU+

$检测的重复不精密度"

/M

$分别为
*(&*0

和
*(&*%

#日间不精密度"

/M

$

为
*(&%6

和
*(&$6

#与参比实验室结果比较回归方程为
0]*(076,a*($7$

!线性相关系数为
*(00*

#线性范围为
%(**

$

&(&*

#定量

检出限为
%**!b

(

@"

#溶血对标本检测没有影响&结论
!

实验室开展分子诊断项目应当进行分析性能验证!选择合适的方法可以

进行明确的性能验证!明确检测项目性能指标对项目的临床使用有非常积极的作用&

关键词"性能验证#
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正确度#

!

精密度#

!

线性验证#
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检测系统或方法学的分析性能评价是临床检验质量管理

的重要内容#但很多资料对如何进行分析性能验证没有明确的

规定和指导#同时分子项目方法的特殊性#其分析性能验证的

方式和判断依据也存在很多争议和不统一)实时荧光定量

LX̀

方法是分子实验室开展检测人体内
O-T#MU+

水平最常

见的一种项目)笔者以实验室
O-T#MU+

定量检测为例#探

讨如何进行分子诊断定量项目的分析性能验证)

A

!

材料与方法

A(A

!

标本来源
!

标本来源于南京金域医学检验所)重复性精

密度验证及线性验证采用
'*&7

年上半年间来自江苏省各地的

临床样本进行测定)中间精密度验证采用北京康斯坦彻提供

的高低值室内质控品进行测定#批号!

'*&$*%**&

)分析灵敏度

验证采用
'*&7

年卫生部
O-T#MU+

室间质评样本进行测定

和试剂厂家的标准物质)临床样本在实验室接收后第一时间

分离血清#所有标本当天收集并置于
Z'*[

保存备用)

A(B

!

仪器与试剂
!

+-!6%**

实时荧光定量
LX̀

仪*恒温金属

浴*

%&7%̀

高速冷冻离心机)上海科华生物技术有限公司生产

的
O-T#MU+

定量荧光检测试剂盒#批准文号!国食药监械

$准&字
'*&'

第
$7**)*$

号)

A(C

!

方法

A(C(A

!

正确度验证
!

参考
.L0#+'

文件'

&

(

#与已通过临床基

因扩增检验实验室技术验收并有连续参加过
'*

个测试
O-T#

MU+

定量项目的
L,

或室间质评全部合格的实验室进行
7*

例临床样本比对#与广州金域基因实验室进行临床标本的比

对)计算二者线性相关系数$

`

&#并进一步计算回归曲线)利

用回归方程#分别计算该实验室当检测值
>

J

为
$

*

7

*

%

*

1

*

6

时

的理论检测值#然后计算出每个浓度的偏倚百分比#偏倚百分

比
]

$测量值
Z

理论值&"理论值
^&**_

)每个浓度的偏倚百

分比与偏倚
6(%_

比较#偏倚百分比小于
\6(%_

表示可接受)

A(C(B

!

精密度验证

A(C(B(A

!

重复性精密度
!

选择高低值标本#按规定的操作方

法#在短时间内及稳定的条件下各作
&*

次重复测定)计算其

均数$

D

&*标准差$

@

&与变异系数$

AX

&)以能力验证"室间质评

评价界限$靶值
\*(7

对数值&作为允许总误差$

,.?

&#重复性

不精密度小于厂家技术指标!

/M

$

$

"

%,.?

$

,.?]*(7"

J

&#即

通过)

A(C(B(B

!

中间精密度
!

选择室内质控作为衡量期间精密度的

依据)选择具有医学决定水平的正常或异常质控品#按照常规

标本的方法测定#测定结果在不出控的前提下利用前
$

个月测

定的数据逐步累积最终得出最适
D

*

@

)以此作为判断今后该

批号质控数据是否在控的依据)期间不精密度小于厂家技术

指标!

/M

$

7

"

%,.?

$

,.?]*(7"

J

&#即通过)

+

*1$'

+
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A(C(C

!

线性验证
!

取
O-T#MU

最高浓度标本
M*'*

#检测值

为
&(&*̂ &*

)

!b

"

@"

#用
O-T

阴性血清做
&*

倍梯度稀释#一

直稀释到
7*****

倍至
'(6%^&*

'

!b

"

@"

)由于
O-T#MU+

定量项目每批实验均使用
7

个浓度的标准物质进行定量分析

标准曲线的制作#实验质控要求标准曲线的相关性
<

'

&

*(0)

#

方可报告检测结果)其每次的四个标准物质的浓度为
7(**̂

&*

6

*

7(**̂ &*

1

*

7(**^&*

%

*

7(**^&*

7

!b

"

@"

#所以明确的线

性范围为
7(**̂ &*

7

$

7(**̂ &*

6

!b

"

@"

)而厂家给出的线性

范围为
%(**̂ &*

'

$

&(**̂ &*

)

!b

"

@"

)需验证线性范围是否

下限可以到达
%(**^&*

'

!b

"

@"

#上限是否可以达到
&(**̂

&*

)

!b

"

@"

)

A(C(D

!

分析灵敏度验证
!

取
'*&7

年卫生部
O-T#MU+

室间

质评样本
&7&&

#靶值为
'(%&̂ &*

%

!b

"

@"

#进行
&*

倍*

&**

倍*

'**

倍*

&***

倍稀释检测)同时取试剂厂家标准物质稀释到

%**!b

"

@"

检测
'*

次#

0%_

结果符合预期要求$

'(6*\*(7

&)

检验实际操作中所检出的标本下限值是否与厂商提供的检出

下限值相符)

A(C(H

!

干扰实验
!

选取
%

个
O-T#MU+

阳性且无溶血*外观

正常的全血临床样本#经全血冻融使之溶血)分别检测溶血

前*后的
O-T#MU+

定量值#每个样本重复测试
7

次)检验血

红蛋白$

OP-

&对
O-T#MU+

荧光定量
LX̀

检测的影响)

A(C(T

!

质控
!

每次实验时均做阴性*低值与高值室内质控)

低值与高值质控结果在实验结束时均进行对数转换并录入

b̀ ,

系统)当质控结果在控时#实验数据才能采用#否则重新

进行检测)本实验室的购买的质控品均为北京康彻斯坦公司

生产)

A(D

!

统计学处理
!

所有统计均将样本测定浓度值$

!b

"

@"

&进

行对数转化后计算)使用
/L//&$(*

统计软件进行统计学

分析)

B

!

结
!!

果

B(A

!

正确度验证结果
!

浓度值的对数分别为
$

*

7

*

%

*

1

*

6

时#

其偏倚百分比均小于
\6(%_

)准确度符合要求)见表
&

)

表
&

!!

O-T#MU+

正确度验证结果%

_

&

浓度$

"

J

& 测定值 理论值 偏倚 允许偏倚

' '(66 '(0* a7(1)

$

\6(%

$ $(1) $(61 a'(6&

$

\6(%

7 7(6$ 7(71 Z%(6*

$

\6(%

% %()* 1(*7 a7(&*

$

\6(%

1 1(6% 1(0' a'(%*

$

\6(%

6 6(1% 6(%0 Z*(6)

$

\6(%

B(B

!

精密度验证结果

B(B(A

!

重复性精密度
!

重复性精密度测定低*高值
/

值分别

为
*(&*0

*

*(&*%

#均小于,医学实验室质量和能力认可准则在

分子诊断领域的应用说明-规定的重复不精密度技术指标'小

于
*('7

$

$

"

%,:?

&(#与重复不精密度技术指标'小于
*('7

$

$

"

%

,:?

&(比较#

0%_

的置信区间
'/M

$

*('7

为可接受)见表
'

)

表
'

!!

O-T#MU+

重复性精密度验证结果%

!b

#

@"

&

组别
D

@

重复不精密度指标

低值样本
7($0% *(&*0

$

*('7

$

$

"

%,:?

&

高值样本
1(7$0 *(&*%

$

*('7

$

$

"

%,:?

&

B(B(B

!

中间精密度
!

中间精密度统计
$

个月累积的
/

低值为

*(&%6

#高值为
*(&$6

#均小于,医学实验室质量和能力认可准

则在分子诊断领域的应用说明-规定的中间不精密度技术指标

'小于
*($'

$

7

"

%,:?

&()与中间不精密度技术指标'小于
*($'

$

7

"

%,:?

&(比较#

0%_

的置信区间
'/M

$

*($'

为可接受)见

表
$

)

表
$

!!

O-T#MU+

中间性精密度验证结果

月份 组别
D

$

!b

"

@"

&

@

$

!b

"

@"

&

AX

$

_

&

数据点

个数

'*&7

年
'

月 低值样本
7($7 *(&% $(71 $%

高值样本
1(%* *(&' &()% $%

'*&7

年
$

月 低值样本
7($0 *(&1 $(17 $1

高值样本
1(%0 *(&% '(') $1

'*&7

年
7

月 低值样本
7($% *(&1 $(1) $6

高值样本
1(%1 *(&7 '(&$ $6

B(C

!

线性验证结果
!

&(&*̂ &*

)

!b

"

@"

浓度的标本一直稀释

到
'(6%̂ &*

'

!b

"

@

#测定结果见表
7

%将所有的
)

个点做回归

分析#直线方程
0]Z$(')1,a77(''0

#相关性
<

'

]*(00)

)

见图
&

$见,国际检验医学杂志-网站主页.论文附件/&)

表
7

!!

O-T#MU+

线性验证结果

编号 稀释倍数 理论结果$

!b

"

@"

& 检测结果$

!b

"

@"

&

W& &

&(&*̂ &*

)

&(&*̂ &*

)

W' &*

&(&*̂ &*

6

'(07̂ &*

6

W$ &**

&(&*̂ &*

1

&(&*̂ &*

1

W7 &***

&(&*̂ &*

%

&(&1̂ &*

%

W% &****

&(&*̂ &*

7

&(7)̂ &*

7

W1 &*****

&(&*̂ &*

$

0()'̂ &*

'

W6 '*****

%(%*̂ &*

'

%(*7̂ &*

'

W) 7*****

'(6%̂ &*

'

&(0)̂ &*

'

B(D

!

分析灵敏度验证结果
!

室间质评样本稀释后检测结果显

示可以检测到
'(%&̂ &*

' 浓度#具体见表
%

)

表
%

!!

O-T#MU+

分析灵敏度验证结果

编号 稀释倍数 理论结果$

!b

"

@"

&检测结果$

!b

"

@"

&差异$

!b

"

@"

&

& &l&*

'(%&̂ &*

7

&($*̂ &*

7

*('0

' &l&**

'(%&̂ &*

$

&(%%̂ &*

$

*('&

$ &l'**

&('1̂ &*

$

1(01̂ &*

'

*('1

7 &l&***

'(%&̂ &*

'

&(*6̂ &*

'

*('6

取试剂厂家标准物质稀释到
%**!b

"

@"

检测
'*

次#

&0

例

标本结果在$

'(6*\*(7

&

!b

"

@"

以内)

B(H

!

溶血对检验结果的影响
!

每个样本溶血前后的平均

O-T#MU+

水平偏倚数均未超过
6(%_

#显示血红蛋白水平小

于
7&

J

"

"

时对
O-T#MU+

荧光定量检测的结果无影响)见

表
1

)

表
1

!!

溶血对检验结果的影响

编号
溶血前

O-T#MU+

水平均值$

!b

"

@"

&

溶血后
O-T#MU+

水平均值$

!b

"

@"

&

OP-

水平

$

J

"

"

&

偏倚

$

_

&

& 6(** 1()1 ') '

' )('& 6(00 &1 '(6

$ %(7) %('& && 7(0

7 6(0' 6(1% $0 $(7

% %(06 %(07 7& *(%

C

!

讨
!!

论

!!

LX̀

方法在临床分子诊断中展现出巨大的应用价值#但

临床实验室必须充分了解其方法性能及采取相应质控措施#才

+

&1$'

+
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能确保实验结果的准确)临床基因扩增检验是中国临床检验

技术中目前唯一需要审核准入的技术)

!/f&%&)0

和
X+L

认

可要求中规定在开展某一检测项目前需进行方法学验证)由

此可见#方法学性能验证是临床实验室开展
LX̀

项目前必须

进行的工作)许多学者对检测系统的性能评价做过研究#大多

集中在精密度*准确度*灵敏度*特异度和多系统比较等性能参

数'

'#7

(

)基本没有进行干扰实验和线性的验证)同时#也有文

献指出#对于多点校准的检测项目#一般不需要进行分析测量

范围来评价实验'

%

(

)但笔者认为#多点校准的检测项目#在多

个校准点之间的测量范围是不需要进行评价实验#但一般试剂

厂家给出的测量范围超过多个校准点的上限和下限#对于超出

上限的测量范围和低于校准下限的测量范围是需要进行实验

确认的)

'*&7

年修订的,医学实验室质量和能力认可准则在分子

诊断领域的应用说明-中规定定量检测方法和程序的分析性能

验证中增加了干扰实验#说明干扰物质在分子诊断项目中越来

越被重视#但分子诊断所涉及的方法也很多#随着生物技术和

个体化医学的发展#分子诊断使用的方法和标本种类也明显增

多#而每种方法可能被影响的干扰物质也不尽相同#而哪些干

扰物质会对所开展的检测项目产生影响也并不明确#需要实验

进行确认)

O-T#MU+

定量项目所使用的血清标本#实验证实

血红蛋白浓度
7&

J

"

"

时对血清标本没有影响#而一般血液标

准溶血
aaaa

时#血红蛋白的浓度都小于
&%

J

"

"

#所以笔者

认为溶血对
O-T#MU+

检测没有影响)至于脂血是否有影

响#需收集到合适的标本来进一步确认)

对于不精密度的评价#以往没有明确的判断标准#大多数

实验室使用
AX

来判断#而
AX

的标准没有明确的要求)

'*&7

年新修订的应用说明给出的检测系统不精密度要求判断指标

是!重复性精密度小于
$

"

%,.?

#中间精密度小于
7

"

%,.?

)这

就意味着新的标准使用
/M

来判断不精密度#重复性精密度小

于
*('7

对数值#中间精密度小于
*($'

对数值#但这个标准准

确性有待验证)本次实验室用来判断的标准是依据
0%_

的置

信区间重复性精密度小于
$

"

%,.?

#中间精密度小于
7

"

%,:?

)

笔者觉得这样的标准更加合理)

对于本分子诊断项目方法学性能验证的方法其设计均按

照最新版,医学实验室质量和能力认可准则-$

!/f&%&)0l

'*&'

&文件和,医学实验室质量和能力认可准则在分子诊断领

域的应用说明-的要求进行#参考了生化定量学科的方法#具有

很强的实用性#但其设计也存在一些缺陷!$

&

&在线性验证中#

由于没有
&(**̂ &*

)

!b

"

@"

的标准物质#故采用临床标本来

验证#而笔者使用的
&(&*^&*

)

!b

"

@"

的临床标本是通过稀

释样本检测乘以稀释倍数计算出来的浓度#由于样本的稀释和

检测都可能存在误差#所以
&(&*^&*

)

!b

"

@"

为可接受的检

测结果而非真值#故其实验只能证明线性范围上限能达到厂家

描述的
&(**̂ &*

)

!b

"

@"

#但并没有得到具体的本实验室上限

的值)$

'

&在干扰实验验证中仅仅完成了溶血实验#其他的感

染因素因标本原因未能完成)

综上所述#分子诊断项目的方法学性能验证是
!/f&%&)0

认可要求要完成的内容#也是实验室开展分子项目的工作#目

的是让实验室清楚所开展检测项目的性能情况#以更好的服务

临床工作)以前性能验证的具体内容没有明确规定#随着新版

,医学实验室质量和能力认可准则-$

!/f&%&)0l'*&'

&文件和

,医学实验室质量和能力认可准则在分子诊断领域的应用说

明-的出台#实验室工作者清楚了要验证的具体内容#但仍然对

如何进行这些指标的验证不是很明确和统一#笔者实验室提出

了一套验证的方法可有效的明确性能的具体情况#能够很好地

用于项目的方法学评价)
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