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#

""

摘
"

要"目的
"

了解不同厂家
567"89:

定量检测试剂盒测定结果的可比性$方法
"

采用
8;"<68

技术对
1

种
567"89:

试剂精密度"批内%批间#%线性%阳性检出率%试剂间可比性进行评价$结果
"

本方法评价表明各厂家试剂盒批内变异系数"

!"

#均

小于
34=

%批间变异系数"

!"

#均小于
32=

%线性
#

#

4/>?

%阳性检出率均大于
@3=

%试剂间结果相关性均
#

$

4/A4

$结论
"

不同试剂

盒检测结果稳定!但不同厂家试剂盒间可比性差!不利于丙型肝炎患者在不同医院诊治!各试剂厂家需建立溯源体系!统一标准$

关键词"肝炎病毒&

"

乙型&

"

聚合酶链反应&

"

对比研究

!"#

"

34/B>A>

$

C
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文献标识码"

:

文章编号"
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"

2433

#
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""

在核酸定量技术的发展中!荧光定量
<68

%

F&GHI)D')*')

J

G$*0%0$0%K)

!

<68

&是发展最快和最有应用价值的新技术!在感

染性疾病'分子遗传疾病'肿瘤诊断等方面的作用越来越大#

目前!用于诊断丙型肝炎病毒%

567

&感染的主要实验室指标

为抗
"567

和丙型肝炎病毒核酸荧光定量%

567"89:

&!因

567

感染到血清中出现抗
"567

的窗口期一般在
2

个月左

右!甚至有些抗
"567

持续阴性!不能准确反映患者血清中

567

实时水平!临床更侧重
567"89:

检测!陈开慧(

3

)

'王玉

辉(

2

)

'何长辉(

B

)的研究表明!

567"89:

检测较抗
"567

更能

准确反映病情#现在有很多用于检测
567"89:

的商品试剂

盒!很多分子生物学实验室也在开展该项检测!但各试剂检测

结果是否稳定(

1

)

!各试剂间检测结果是否有差异'是否有可比

性'是否适合患者在不同医院间诊治!值得商榷!现将研究结果

报道如下#

$

"

材料与方法

$/$

"

材料
"

收集本所
<68

室
2433

年
B

"

A

月
3AE

例阳性'

B4

例阴性样本!临床诊断符合*病毒性肝炎防治方案+诊断标准#

标本严格按试剂盒要求进行保存#

$/%

"

仪器与试剂
"

实时荧光定量扩增仪器%

L%

.

(06

M

'&)I1@4

&'

高速低温离心机%

N%'IHFG

.

)228

&!仪器均在一个校准周期内,

567

检测试剂盒分别由上海科华%批号"

2433432A

&'上海之江

%批号"

24343243

&'杭州艾康%批号"

24343343

&'广州达安%批号"

2433443

&提供!

1

种试剂分别以
:

'

O

'

6

'

P

代表#

$/&

"

方法

$/&/$

"

精密度评价
"

按照美国临床实验室标准化委员会

%

966LQ

&评价标准!收集高值'低值混合血清各
E4#L

!混匀!

各分装至
2E

支
3/E#L!<

管!每管
3#L

!

R?4S

保存!各试

剂高'低值血清每天各检测一支!累积
24

组数据!用于批间精

密度评价#剩余血清用于批内精密度评价!每种试剂高'低值

各做
24

个数据!计算各组数据均值
$

'标准差
%

!变异系数计算

公式为
!"T%

$

$

#实验操作严格按各试剂盒说明书进行#

$/&/%

"

线性评价
"

将高值%

2/4U34

?

&血清用
567"89:

阴性

血清
34

倍梯度稀释至临界%

2/4U34

2

&!共
A

个水平!每个水平

每种试剂检测
E

次!取均值!计算理论值与均值结果间相关性#

$/&/&

"

试剂间可比性评价
"

收集
3A

例阳性标本'

1

例阴性标

本!浓度覆盖各试剂盒线性范围!各试剂平行检测!计算组间相

关性!同时计算试剂间检测结果阴阳性符合率#

$/&/'

"

统计学处理
"

按美国临床实验室标准化委员会%

96"

6LQ

&

!<>":

文件进行方法间离群值检验!以精密度相对较好

及参加卫生部年度室间质评结果合格
:

组为基准组%或参照

系统&!其他组%或系统&检测结果与之进行相关性和回归分析!

采用相关系数%

#

&估计!以
#

#

4/>?E

为判断标准#采用
Q<QQ

3A/4

统计软件对数据进行分析#所有浓度%

'H

VM

$

#L

&均转换

为对数值后!进行分析#

%

"

结
""

果

%/$

"

精密度评价
"

1

种试剂检测结果显示!批内精密度高'低

水平
!"

值均小于
34=

!批间精密度高'低水平
!"

值均小于

32=

!见表
3

'

2

#

表
3

""

1

种试剂检测批内精密度结果

试剂厂家
$

%低$高&

%

%低$高&

!"

%低$高&

: B/22

$

?/32 4/3>

$

4/B@ 4/4A4

$

4/4EB

O B/A2

$

?/EB 4/23

$

4/14 4/4E@

$

4/4EB

6 2/>?

$

?/24 4/22

$

4/13 4/4?1

$

4/4E?

P 2/>E

$

?/43 4/2E

$

4/12 4/4@E

$

4/4A4

表
2

""

1

种试剂检测批间精密度结果

试剂厂家
$

%低$高&

%

%低$高&

!"

%低$高&

: B/32

$

?/32 4/2B

$

4/13 4/4?1

$

4/4E@

O B/12

$

?/BB 4/22

$

4/1E 4/4A1

$

4/4A2

6 B/3?

$

?/14 4/B2

$

4/1? 4/341

$

4/4A1

P B/2E

$

?/33 4/BE

$

4/11 4/34?

$

4/4A2

表
B

""

1

种试剂线性结果

理论值
:

实际均值
O

实际均值
6

实际均值
P

实际均值

2/B4 B/B3 2/34 2/44 2/34

B/B4 B/@4 2/?4 2/A3 B/14

1/B4 1/A4 B/34 B/24 1/A3

E/B4 E/14 1/34 E/3B E/14

A/B4 A/44 E/23 A/23 A/33

?/B4 ?/13 E/24 A/B> A/B>

图
3

""

线性拟合曲线

%/%

"

线性评价
"

1

种试剂检测经梯度稀释%下转第
24B?
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2433

年
34

月第
B2

卷第
3?

期
"
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!
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!
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染机会#因此!

W6[

'老年病房更要认真做好消毒工作!严格执

行无菌操作!采取相应隔离治疗措施!医护人员勤洗手也是防

止病菌院内感染的关键#

金黄色葡萄球菌在本院感染革兰阳性球菌中占首位!

N8"

Q:

检出率高!耐药性强!

N8Q:

感染已成为临床治疗的一大

难题#

N8Q:

是由于获得
&'()

基因!编码产生
<O<2$

蛋白

%一种青霉素结合蛋白&!

<O<2$

能执行
<O<D

%其他青霉素结合

蛋白&的生理功能!但与
#

"

内酰胺类抗菌剂亲和力低!造成对
#

"

内酰胺类抗菌剂的普遍耐药#另有研究表明
N8Q:

除了携带

&*()

基因造成
#

"

内酰胺类抗菌剂耐药外!同时还会携带其他

耐药基因!对其他非
#

"

内酰胺类抗菌剂!如大环内酯类'四环素

和喹诺酮类抗菌剂交叉耐药(

A

)

#本组资料分离的
32B

株金黄

色葡萄球菌中青霉素耐药率接近
344=

%

>>/2=

&!检测出
?>

株
N8Q:

所占比例为
A1/2=

#

?>

株
N8Q:

中环丙'左氧氟

沙星'红霉素'克林霉素'四环素耐药率达
@E=

以上!耐药性明

显高于甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌%

NQQ:

&!差异具有统计

学意义%

+

$

4/43

&#

32B

株金黄色葡萄球菌中对万古霉素'利

奈唑胺未检出耐药!其次抗菌剂耐药率较低的为辛内吉'氯霉

素'复方新诺明'利福平#与其他医院比较本院复方新诺明耐

药率非常低仅为
32/2=

(

2

!

?"@

)

#分析原因可能为"%

3

&其仅为口

服药!起效较慢,%

2

&不良反应大!易引起过敏反应!可发生肝'

肾损伤及血液系统的病变等,%

B

&新药的不断推出!宣传过多等

多种因素导致医生很少使用复方新诺明!再加上价格低没有利

润!本院已有多年未进购复方新诺明#临床使用率低等多种因

素导致细菌对复方新诺明的敏感性上升#利奈唑胺为恶唑烷

酮类合成抗菌剂!

2444

年被美国政府批准用于临床#有研究

表明治疗
N8Q:

所致的感染(

>

)

!利奈唑胺优于万古霉素!尤其

是治疗肺部感染!但其价格昂贵!在国内使用时间不长耐药性还

有待进一步观察#目前临床治疗
N8Q:

全身感染的首选药物

是万古霉素!本院虽未检出耐万古霉素金黄色葡萄球菌!但国外

已有耐万古霉素菌株的报道(

34

)

!中国也有较多异质性耐万古霉

素的金黄色葡萄球菌的报道(

2

)

#因此临床应慎用万古霉素!以

延缓耐万古霉素金黄色葡萄球菌的出现#

N8Q:

感染的治疗!

应根据临床感染情况结合药敏结果合理使用抗菌剂#

医院要高度重视
N8Q:

院内感染的监测!特别对于高危

病房和高危人群怀疑感染时应立即采集标本送检!及时发现并

采取相应措施防止
N8Q:

的扩散#加强
N8Q:

相关知识的

宣传!根据细菌培养和药敏结果合理选择抗菌剂!对临床治疗

和细菌耐药性的控制有着重要的意义#
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评价
"

3A

例阳性标本'

1

例阴性标本中!

:

试剂组结果符合率

为
>4=

%

3@

$

24

&!假阴性
2

例,

O

'

6

试剂组结果符合率为
?E=

%

3E

$

24

&!假阴性
E

例,

P

试剂组结果符合率为
@E=

%

3?

$

24

&!假

阴性
B

例#各试剂组假阴性均出在临界值附件#以
!,')&

软

件计算!以
:

组为基准组!其他组与之进行比较分析!各组间

相关性如下"

,

:O

T4/>32-R4/EB

!

#

:O

T4/E@1

'

,

:6

T3/34-R

4/33

!

#

:6

T4/EB2

'

,

:P

T4/@A-^4/2>

!

#

:P

T4/E32

#由于各

组间相关系数均
#

$

4/>?E

!参照
!<>":

的要求说明
1

种试剂

测定
567"89:

的结果相关性和可比性不佳#

%/'

"

567"89:

结果的阴阳性符合率评价
"

阴阳性判断参照

试剂盒标准及是否出现标准.

Q

/型曲线为准#

3AE

例临床诊断

符合*病毒性肝炎防治方案+的丙型肝炎患者血清!

:

试剂阳性

率
@A/?=

'

O

试剂阳性率
@3/2=

'

6

试剂阳性率
@2/1=

'

P

试

剂阳性率
@A/3=

!结果见表
1

#

表
1

""

1

种试剂结果符合率

试剂 阳性%

.

& 阴性%

.

& 检出率%

=

&

: 31B 22 @A/?=

O 3B1 B3 @3/2=

6 3BA 2> @2/1=

P 312 2B @A/3=

&

"

讨
""

论

567"89:

检测结果受很多因素影响!尤其是
<68

测量

567

有个逆转录过程!陈朝霞等(

E

)研究表明
567"89:

极易

受内源性及外源性的
89$D)

的降解!而
89:

酶在空气中大量

存在#同时又受标本保存方式的影响!从而使得检测结果的阳

性率偏低!刘长利等(

A

)研究表明标本保存过程中易受到时间及

温度的影响#同时!在试验过程中!检测系统各个环节都影响

<68

测
567

的准确性(

?

)

#

本次参加比对的
1

种
567"89:

检测试剂分属国内不同

厂家!且试剂生产均取得国家药监局批文#本次试验所用的检

测系统除试剂外均相同!其中
:

系统是本实验室常检测系统!

日常室内质控及年度室间质评结果理想!实验室设置及试验均

严格按照*医学实验室质量和能力认可准则在基因扩增检验领

域的指南+执行#

1

种试剂组重复性实验显示!各试剂精密度

均处于理想水平(

@

)

!保证了实验数据的可靠性#各试剂内线性

相关系数良好!斜率'截距均理想!说明在试剂盒线性范围内!

定量结果准确#

:

'

P

组阳性检出率高!阳性率是否与各试剂

盒检测的病毒片段%基因型&有关!有待证实#李峥等(

>

)研究表

明
567"89:

主要基因型为
BY

型!其次是
2$

型#试剂盒间

检测结果的可比性差!有的相差两个数量级%下转第
24B>
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中注意交叉感染!接触任何标本要戴手套%必要时佩戴两副手

套&!各种实验室用品应按规定放置!保护实验室台面'地面及

物品表面不被血液'体液'排泄物直接污染#在实验操作过程

中始终贯穿无菌操作理念!例如!静脉采血必须.一人一针一管

一带/!微量采血应做到.一人一针一管一片/!酒精棉球必须用

镊子取!严格遵守规范的操作程序!减少操作失误造成的危险#

任何实验操作后应按
_5Z

推荐的.六步洗手法/正确洗手#

&/%/&

"

重视实验室设施投入和管理
"

对于临床检验实验教学

的实验室应当配备相应的生物安全防护器材!如"生物安全柜'

防护服'高压灭菌锅'废弃物分类垃圾收集及处理设备#实验

室用过的仪器设备要及时消毒!对反复使用的玻璃器皿!如试

管'移液管'烧杯等!都要有专人进行统一的清洗干燥灭菌(

A

)

#

&/%/'

"

建立生物安全意外事故的处理
"

实验操作过程中难免

会出现实验室意外事故的发生!例如临床阳性标本不慎洒溢在

台面'地面和其他表面,采血操作中不慎皮肤刺伤,分离标本时

离心管发生破裂等#要求学生在实验操作过程中!一旦发生以

上实验室事故!应及时上报带教老师!在老师指导下进行相应

的应急处理#

&/&

"

实验后废弃标本的处理
"

实验垃圾应与生活垃圾分开存

放!由学校统一机构和部门进行处理#例如!进行临床检验实

验操作时!在实验室配备有.生物危害/标志的黄色垃圾袋和利

器盒!让学生将实验过程中的废弃物按类别丢弃!标本'使用的

棉签'棉球'一次性手套'防护帽等直接丢入黄色垃圾袋中!采

血针等损伤性废物应丢入利器盒中#载玻片'玻璃试管'吸管

等实验器材由实验室管理老师统一清洗消毒#实验结束后必

须脱下实验服!不得穿着离开实验室!受污染的实验服要先消

毒后清洗#

'

"

实验室生物安全教育的教学效果评价

'/$

"

考核要求
"

临床检验实验教学中开展生物安全防护教育

的具体实践中!以参加临床检验实验学习的医学检验专业学生

为调查对象随机进行了问卷调查!针对临床检验实验室生物安

全知识和技能的状况!了解他们对实验室生物安全教育和培训

的需求#在临床检验实验考核中贯穿生物安全防护教育!将防

护意识纳入实验技能考核的标准!例如将是否正确穿戴防护设

备'无菌操作观念!实验废弃物的处理等作为考核知识点#

'/%

"

教学反馈
"

对试卷和调查问卷进行分析!

>A=

学生认为

在校期间开展生物安全教育是必要的!特别融入到临床检验实

验教学中是可行的#结合专业实验教学开展生物安全防护教

育!学生在学习临床检验技能的同时能提高安全意识!培养良

好的实验室操作行为习惯和操作规范!取得较满意的教学效

果#为了取得更大的教学效果!可以开展第二课堂!举办生物

危害'生物安全措施'实验废弃物处理等方面的讨论会!让学生

查阅资料!教师指导总结进行讨论等各种形式(

?

)

!可以使教育

内容丰富'生动活泼'富有吸引力#

总之!生物安全防护教育涉及多个方面!是一个艰巨而重要

的任务#临床检验实验中开展生物安全防护教育取得预期的效

果#应将这种防护教育渗透到其他医学检验课程的实验教学

中!按检验工作流程建立包括生物安全防护教育的实验教学体

系!这将使高等医学院校医学检验实验室的学生职业暴露的概

率降低!防护意识逐渐增加!以更快适应临床检验工作岗位#
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试剂间检测
567"89:

结果的可比性以上!相关性低!

不利于医院间检测结果的互认!不利于患者在不同医院间转

诊!增加了丙型肝炎患者的就医成本#

总之!

567"89:

检测需严格按照行业标准进行操作!各

检测试剂盒质量可靠!患者固定在同一医院进行
567"89:

感染'治疗情况监测是可靠的#同时!亟待各试剂厂家建立溯

源体系!以实现自下而上的量值溯源(

34

)

,急需国家制定
567"

89:

标准毒株!以实现行至上而下的量值传递#最终实现不

同检测系统可比性!实现医院间
567"89:

检测结果的互认#
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