
式中传播系数犠

犆０
＝
犞×犱
犿
＝１００ｍＬ／ｇ

犠

犞
＝
犮０×犱

犿
＝１１．８２７ｍＬ／（Ｌ·ｇ）

犠

犿
＝
犮０×犞×犱

犿２
＝１１．８２７ｍＬ／ｇ

２

将上述数据代入公式中，得犝犠＝４５．３４ｍｇ／ｋｇ。

２．６　合成标准不确定度的有效自由度ν犲犳犳＝４９６，以犘＝０．９５，

查狋分布表，得包含因子犽约为１．９６０。

２．７　扩展不确定度 Ｕ的评定　犝＝犽犝狑＝１．９６０×４５．３４＝

８８．９ｍｇ／ｋｇ。

２．８　测量不确定度的报告与表示　ＩＣＰＡＥＳ测定人发中钙

含量为：（１１８２．７±８８．９）ｍｇ／ｋｇ，犽＝２，置信区间犘＝０．９５。

３　结　　论

本实验结果表明：使用微波消解ＩＣＰＡＥＳ测定人发中钙

元素质量分数具有快速简便、数据稳定可靠的优点。其不确定

来源主要来源为测量重复性引起的不确定度以及标准物质和

标准曲线非线性引起的不确定度。
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·质控与标规·

实时荧光定量ＰＣＲ法检测ＨＣＶＲＮＡ测量不确定度评价

庄健海，卓雪芽，谢小梅，何　娴，罗　娜，黄星华

（佛山市中医院检验科，广东佛山５２８０００）

　　摘　要：目的　探讨对实时荧光定量ＰＣＲ法测 ＨＣＶＲＮＡ测量不确定度评定的合理方式。方法　依据Ｎｏｒｄｔｅｓｔ准则，利用

实时荧光定量ＰＣＲ法检测 ＨＣＶＲＮＡ室内质控及室间质评标本，收集２０１２年４～９月的 ＨＣＶＲＮＡ室内质控数据及２０１０～

２０１２年室间质评结果。计算其批内及批间变异系数、系统偏倚变异系数，确定其相应的标准不确定度分量，进而计算出其扩展不

确定度。结果　同一天内１２次 ＨＣＶＲＮＡ室内质控的检测批内变异系数为２．５５％，２０１２年４～９月共１５５个工作日的 ＨＣＶ

ＲＮＡ检测批间变异系数为５．８０％；２０１０～２０１２年卫生部临检中心室间质评共３０个检测数据的系统偏倚变异系数为５．０４％，剔

除８个检测为零的数据后重新计算变异系数为５．９７％。批内、批间及系统偏倚的因素合成后，扩展不确定度为１６．１８％，剔除８

个检测为零的数据后为１７．１６％。结论　对实时荧光定量ＰＣＲ法测 ＨＣＶＲＮＡ测量不确定度的评价，利用现有室内外质控数

据，无须额外测试，简单易行，是医学检验实验室较为实用的一种测量不确定度评价方式，但数据的纳入应考虑方法的特殊性。

关键词：实时荧光定量ＰＣＲ法；　ＨＣＶＲＮＡ；　测量不确定度；　评定

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１２．０４１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１２１５７５０３

　　近十几年，测量不确定度（ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ）的概

念逐渐被引入检验界，并逐步取代误差理论。误差的定义为测

量结果减去真值，因为真值的不可测性，导致其只是一种理想

的数据，只能是一种估算值，结果间可比性较差，这种误差理论

缺陷大大限制了其应用的范畴。测量不确定度代表的是检测

指标的可靠性，提供检测量值的分散性信息，是与测量结果相

联系的参数。中国合格评定国家认可委员会按照对检测结果

可信性、可比性及可接受性的要求，在２０１１年颁布了ＣＮＡＳ

ＣＬ０７《测量不确定度的要求》
［１］以取代原有的ＣＮＡＳＣＬ０７《测

量不确定度评估和报告通用要求》，规定申请ＩＳＯ１５１８９认可

的检测实验室对检测报告必要且可能时提供测量结果的不确

定度。本文基于对 ＣＮＡＳＣＬ０７《测量不确定度的要求》和

ＣＮＡＳＧＬ０５《测量不确定度要求的实施指南》
［２］的理解，探讨

依据Ｎｏｒｄｔｅｓｔ准则
［３］下对实时荧光定量ＰＣＲ法测ＨＣＶＲＮＡ

测量不确定度的评价，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　室内质控物购自广东省临检中心（批号２０１２０３

Ｓ４）；室间质评质控物来自卫生部临检中心２０１０～２０１２年分

发，质控物编号分别为：１０１１、１０１２、１０１３、１０１４、１０１５、１０２１、

１０２２、１０２３、１０２４、１０２５（２０１０年）；１１１１、１１１２、１１１３、１１１４、１１１５、

１１２１、１１２２、１１２３、１１２４、１１２５（２０１１年）；１２１１、１２１２、１２１３、１２１４、

１２１５、１２２１、１２２２、１２２３、１２２４、１２２５（２０１２年）。

１．２　仪器与试剂　采用由美国应用生物系统公司生产的ＡＢＩ

７５００荧光定量ＰＣＲ仪。ＨＣＶＲＮＡ试剂由上海科华生物工

程股份有限公司提供。

１．３　方法

１．３．１　室内质控数据　来自２０１２年４～９月每个工作日记录

ＨＣＶＲＮＡ室内质控数据，对每个数据（单位：ＩＵ／ｍＬ）取对数

并绘制质控图。

１．３．２　室间质评数据　２０１２年度本科室参加卫生部临检中

心室间质评回报信息。

１．３．３　确定标准不确定度分量　根据 Ｎｏｒｄｔｅｓｔ准则
［３］，主要

用不精密度及系统偏倚来评估检测项目的测量不确定度。室

内质控的批内及批间变异系数可反映检测项目的总不精密度

的标准不确定度，室间质评数据则主要反映结果偏倚的标准不

确定度。

１．３．４　合成标准不确定度（犝ｃ）的计算　合成标准不确定度

的计算公式（见公式１），按其传播的规律，评定的不精密度和

结果偏倚两种因素相关极弱，可取狉＝０，
犳
狓ｉ
＝１，公式１可简

化为公式２，可将批内、批间、系统偏倚及除此以外的因素合并

成合成标准不确定度，则有公式３
［４］，在这时里 Ａ类不确定度

的评定主要依据对室内外质控观测列数据计算出不精密度和

偏倚的标准不确定度，Ｂ类不确定度主要依据经验、资料记载

或有关信息等非统计学方法，说明书未有提及相关资料，故其

他因素可忽略，即公式可进一步简化成公式４。

犝犮（狔）
２＝Σ

狀

犻＝１

（犳
狓犻
＝１）犝２（狓犻）＋２Σ

狀－１

犻＝１
Σ
狀

犼＝狀＋１

犳
狓犻

犳
狓犻
·狉（狓犻，狓犼）·犝

·５７５１·国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２



（狓犻）犝（狓犼）　（公式１）

犝犮（狔）＝ Σ
狀

犻＝１
犝２（狓犻槡 ）即

犝犮（狔）＝ 犝２（狓１）＋犝
２（狓２）＋……＋犝

２（狓狀槡 ）（公式２）

犝犮（狔）＝ 犆犞狑
２＋犆犞犫

２＋犆犞狊狔狊
２＋犆犞狅狋犺槡

２（公式３）

犝犮（狔）＝ 犆犞狑
２＋犆犞犫

２＋犆犞狊狔狊槡
２（公式４）

１．３．５　扩展不确定度（Ｕ）的计算　扩展不确定度计算公式犝

＝犽犝犮（狔），正态分布下９５％置信概率时ｋ＝２，即犝＝２犝犮（狔），

则有公式５。

犝＝２× 犆犞狑
２＋犆犞犫

２＋犆犞狊狔狊槡
２（公式５）

１．４　统计学处理　室内质控及室间质评数据取对数进行统计

学分析，统计数据用ＳＰＳＳ１５．０软件进行处理。

２　结　　果

２．１　室内质控数据

２．１．１　将 ＨＣＶＲＮＡ室内质控物在同一天进行４次检测，每

次３孔，安排在不同孔位扩增，获得１２个检测数据，分别为：

５．２２、５．３９、５．４８、５．５１、５．３４、５．５４、５．５７、５．７０、５．４１、５．５１、５．

６８、５．３５，１２次 ＨＣＶＲＮＡ室内质控物检测结果总和为６０．３５，

批内变异数为２．５５％。

２．１．２　２０１２年４～９月共１５５ｄ的 ＨＣＶＲＮＡ室内质控检测

数据，见表１。１５５ｄＨＣＶＲＮＡ检测结果总和为８５６．３２，批间

变异系数为５．８０％。

２．２　室间质控数据　２０１０～２０１２年 ＨＣＶＲＮＡ室间质评数

据，见表１。３年的差值百分比总和、（狓θ－狓θ１）
２ 总和及（狓θ－

狓θ２）
２ 总和分别为５４．７７、７１２．６８及６７６．３２；３年的差值百分比

均值（狓θ１）为 １．８３％，相应的差值百分比标准差（犛θ１）为

４．９６％，剔除测定值为零的数据后的差值百分比均值（狓θ２）为

２．４９％，相应的犛θ１为５．６８％。系统偏倚的标准不确定度计算

按如下公式进行：犝狊狔狊＝犆犞狊狔狊＝ （θ
２
）２＋犛犻槡

２，则计算出系统

便宜的不确定度为５．０５％，剔除８个检测为零的数据后，重新

计算系统偏倚的变异系数为５．７９％。

表１　　２０１０～２０１２年 ＨＣＶＲＮＡ室间质评信息

年度 批号 测定值 靶值 差（１０－２）
差值百分比

（θ，％）

狓θ－狓θ１

（％）

（狓θ－狓θ１）２）

（％）

狓θ－狓θ２

（％）

（狓θ－狓θ２）２

（％）

２０１０ １０１１ ４．８５ ４．７５ １０．００ ２．１１ ０．２８ ０．０８ －０．３８ ０．１４

１０１２ ６．８６ ６．６０ ２６．００ ３．９４ ２．１１ ４．４５ １．４５ ２．１０

１０１３ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ －１．８３ ３．３５ －２．４９ －

１０１４ ５．８２ ５．６４ １８．００ ３．１９ １．３６ １．８５ ０．７ ０．４９

１０１５ ３．８４ ３．７８ ６．００ １．５９ －０．２４ ０．０６ －０．９ ０．８１

１０２１ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ －１．８３ ３．３５ －２．４９ －

１０２２ ４．８８ ４．８０ ８．００ １．６７ －０．１６ ０．０３ －０．８２ ０．６７

１０２３ ４．９０ ４．８０ １０．００ ２．０８ ０．２５ ０．０６ －０．４１ ０．１７

１０２４ ４．９５ ４．８ １５．００ ３．１２ １．２９ １．６６ ０．６３ ０．４０

１０２５ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ －１．８３ ３．３５ －２．４９ －

２０１１ １１１１ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ －１．８３ ３．３５ －２．４９ －

１１１２ ５．５３ ４．９２ ６１．００ １２．４０ １０．５７ １１１．７２ ９．９１ ９８．２１

１１１３ ５．１２ ４．９２ ２０．００ ４．０７ ２．２４ ５．０２ １．５８ ２．５０

１１１４ ３．８８ ３．３４ ５４．００ １６．１７ １４．３４ ２０５．６４ １３．６８ １８７．１４

１１１５ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ －１．８３ ３．３５ －２．４９ －

１１２１ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ －１．８３ ３．３５ －２．４９ －

１１２２ ５．８２ ５．８４ －２．００ －０．３４ －２．１７ ４．７１ －２．８３ ８．０１

１１２３ ４．５９ ４．１０ ４９．００ １１．９５ １０．１２ １０２．４１ ９．４６ ８９．４９

１１２４ ６．０３ ５．８４ １９．００ ３．２５ １．４２ ２．０２ ０．７６ ０．５８

１１２５ ４．５２ ４．１０ ４２．００ １０．２４ ８．４１ ７０．７３ ７．７５ ６０．０６

２０１２年 １２１１ ４．４８ ４．６４ －１６．００ －３．４５ －５．２８ ２７．８８ －５．９４ ３５．２８

１２１２ ４．００ ４．１６ －１６．００ －３．８５ －５．６８ ３２．２６ －６．３４ ４０．２０

１２１３ ５．１８ ５．４０ －２２．００ －４．０７ －５．９０ ３４．８１ －６．５６ ４３．０３

１２１４ ５．８９ ６．２０ －３１．００ －５．００ －６．８３ ４６．６５ －７．４９ ５６．１０

１２１５ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ －１．８３ ３．３５ －２．４９ －

１２２１ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ －１．８３ ３．３５ －２．４９ －

１２２２ ４．３０ ４．３４ －４．００ －０．９２ －２．７５ ７．５６ －３．４１ １１．６３

１２２３ ４．００ ４．０５ －５．００ －１．２３ －３．０６ ９．３６ －３．７２ １３．８４

１２２４ ４．３０ ４．３４ －４．００ －０．９２ －２．７５ ７．５６ －３．４１ １１．６３

１２２５ ４．００ ４．０５ －５．００ －１．２３ －３．０６ ９．３６ －３．７２ １３．８４

　　－：无数据。

２．３　ＨＣＶＲＮＡ扩展不确定度计算　按公式５计算出扩展不

确定度为±１６．１８％，剔除上述８个检测为零的数据后重新计

算得到±１７．１６％。

３　讨　　论

测量不确定度是传统误差理论发展和完善的产物，以参数

的形式表示了无法修正的那部分误差，取消了随机和系统误差

的分类方法，表示的是一种包括测量真值在内的一组测量结果

范围，表征被测量值的分散性，即与结果联系的参数，只有提供

不确定度的定量检测，测量结果才是完整的，据此可将检测过

程分为分析前不确定度、分析中不确定度及分析后不确定度。

目前，在临床检验实验室里，ＨＣＶＲＮＡ分析前不确定度

影响因素涉及药物干扰、患者准备、患者生物变异、抽血技术、

抽血时间、试管、抗凝剂、标本状态、运送等，较为复杂，因素间

环环相扣，随意性较大，检验科往往对此类影响不可预知，不确
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定度分量的贡献难以定义，导致其数学模型不完善、不稳定，不

适宜对其进行评估。而对于分析后的不确定度评估，Ｌｉｎｋｏ

等［５］认为其对检验结果影响较小，其不确定分量可以忽略。分

析中的影响因素也不少，实时荧光定量ＰＣＲ法测 ＨＣＶＲＮＡ

分析中测量不确定度主要来源有内源性及外源性ＲＮＡ酶干

扰、加样枪准确性、核酸提取效率、扩增反应体系及数据分析

等，但影响因素较为稳定，可预知可控，可将多因素合并成总的

不确定度进行评估。Ｍａｇｎｕｓｓｏｎ等
［６］建议在临床实验室里，可

用常规室内质控及室间质评数据评估测量不确定度。

在医学检验领域，是对测量程序还是对测量结果进行测量

不确定度的评估存在争议［７８］，评估方法也各异［９］。其评估方

式主要有《测量不确定度表示指南》自下而上的ＧＵＭ 模式和

Ｎｏｒｄｔｅｓｔ准则的自上而下两种方式为主。Ｎｏｒｄｔｅｓｔ准则主要

用总不精密度及系统偏倚来评估检测项目的测量不确定度。

本研究结果显示，同一天内对 ＨＣＶＲＮＡ室内质控进行１２次

检测得出批内变异系数为２．５５％，对室内质控１５５ｄ检测结果

计算出批间变异系数为５．８０％，可反映检测项目的总不精密

度，无须对各不确定分量一一建立数学模型，大大简化了分析

步骤；室间质评数据则主要反映较准物及系统偏倚的情况，计

算其变异系数为５．０４％，但在３０个检测数据里有８个检测结

果为零，为零的数据表示的是 ＨＣＶＲＮＡ含量低于试剂盒定

量检测线性范围下限，经对数转换后变为零，该份标本浓度处

于方法检测下限，但各实验室所用方法的检测范围为１２～

１０００ＩＵ／ｍＬ
［１０］，这些检测结果虽然与预期结果相符，实际检

测结果各个实验室可能有极大差别，即数据的可靠性存疑，不

应该将这类数据纳入不确定度的评估。最终计算出荧光定量

ＰＣＲ法 ＨＣＶＲＮＡ扩展不确定度为±１６．１８％，剔除８个检测

为零的数据后 ＨＣＶＲＮＡ扩展不确定度为±１７．１６％，可以看

出，对不合格检验数据的纳入会人为减小测量不确定度，所以

检测数据的纳入时应考虑检测方法的特殊性。

从本文数据获得过程看，评估方式简单，数据获取容易，无

须额外进行检测，成本较低。一般三级甲等医院开展的检测项

目在４００～１０００项不等，若按 ＧＵＭ 模式进行检测项目的测

量不确定度评价，步骤繁琐，工作量相当大，只存在理论上完成

的可能，各实验室应在ＩＳＯ１５１８９框架下积极探讨适合自己实

验室的测量不确定度评估方式。
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［２３］ＯｋｕｒａＨ，ＳｕｚｕｋｉＲ，ＳｕｇｉｂａｙａｓｈｉＳ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌ

ｕｔｉｌｉｔｙｏｆａｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｒｏｐｏｎｉｎＴａｓｓａｙ［Ｊ］．ＲｉｎｓｈｏＢｙｏｒｉ，

２０１２，６０（５）：４０７４１３．

［２４］邓永超，莫丽亚，唐喜春，等．血清心肌肌钙蛋白Ｉ与超敏Ｃ反应

蛋白检测在婴幼儿重症肺炎中的诊断价值［Ｊ］．国际检验医学杂

志，２０１０，３１（３）：２８８２８９．

［２５］ＴｏｕｓｏｕｌｉｓＤ，ＫａｍｐｏｌｉＡＭ，ＳｔｅｆａｎａｄｉＥ，ｅｔａｌ．Ｎｅｗｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｍａｒｋｅｒｓｉｎａｃｕｔｅｃｏｒｏｎａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｅｄＣｈｅｍ，２００８，

１５（１３）：１２８８１２９６．

（收稿日期：２０１３０１１２）
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