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　　摘　要：目的　验证ＡＢＩＶｉｉＡ７ＴａｑｍａｎＨＢＶＤＮＡ检测系统性能，确定该系统是否稳定、准确、可靠。方法　参考美国临床

实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）颁布的相关文件，从精密度、准确度、线性、可比性等方面对ＡＢＩＶｉｉＡ７ＴａｑｍａｎＨＢＶＤＮＡ检测系统进

行性能评价；通过稀释标本直至低于检测下限进行定量检出限验证实验；并与质量目标要求和厂商声明的分析性能进行比较。结

果　ＡＢＩＶｉｉＡ７ＴａｑｍａｎＨＢＶＤＮＡ分析系统的批内精密度（犆犞 批内）分别为１．４８５％、１．９９０％和０．９３２％；总精密度（犆犞 总）分

别为１．８７６％、３．３６１％和１．８９１％；准确度最大偏移为－６．８％；狉２ 为０．９９８３，回归方程为犢＝０．９７４８犡＋０．０５０７，线性范围为

１．００Ｅ２～２．００Ｅ８；定量检出限为１００ＩＵ／ｍＬ；ＡＢＩＶｉｉＡ７与ＡＢＩ７５００两台ＰＣＲ仪的可比性：犘＝０．１１５，狉２＝０．９９４，线性比对直线

回归方程为犢＝０．９８７２犡＋０．０５１７。结论　ＡＢＩＶｉｉＡ７ＴａｑｍａｎＨＢＶＤＮＡ检测系统具有优良的精密度、准确度、灵敏度、线性，

与ＡＢＩ７５００检测系统有良好的相关性，可用于临床标本检测。
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　　ＩＳＯ１５１８９：２０１２
［１］５．５．１指出实验室只能使用已确认的

适用于预期用途的检验程序，确认程序应尽可能充分，以满足

给定用途或某特定领域的应用要求。特别列出了“检验程序的

选择、验证和确认”，包括检验程序的验证、检验程序的确认及

测量量值的测量不确定度。ＧＢ／Ｔ２２５７６２００８
［２］明确指出，临

床实验室使用厂家已严格评估的检验方法或试剂盒之前，应验

证相关分析性能以证实在本实验室能达到厂家声明的性能指

标。卫生行业标准 ＷＳ／Ｔ４２０２０１３
［３］指出临床实验室应对所

用的检验方法或商品试剂盒进行验证。ＣＮＡＳＣＬ３６
［４］要求性

能验证内容至少应包括正确度、精密度、线性、可报告范围等。

笔者依据最新相关文件，结合 ＨＢＶＤＮＡ试剂盒产品性能要

求，对本室新购进的 ＡＢＩＶｉｉＡ７荧光定量ＰＣＲ仪定量测定

ＨＢＶＤＮＡ，验证检测系统性能。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＡＢＩＶｉｉＡ７实时定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ公司）、

ＡＢＩ７５００实时定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ公司）、生物安全柜、恒温金属

浴、低温高速离心机等；中山大学达安股份有限公司生产的乙

型肝炎ＤＮＡ定量检测试剂盒，批号为２０１４０１１。

１．２　标本来源　标准品为试剂盒配套标准品，质控品由北京

康彻斯坦生物技术有限公司提供，标本分别为卫生部临检中心

室间评价样本和本院门诊及住院患者、体检中心的样本。

１．３　方法

１．３．１　精密度验证　参照ＥＰ１５Ａ文件
［５］。每天分析１个批

次，选用高中低３个浓度质控品，每个浓度重复测定４次，连续

检测５ｄ。参照文献［６］计算批内精密度（犆犞批内）和总精密度

（犆犞总），同厂家声明的批内精密度（犆犞批内）和总精密度（犆犞

总）进行比较，判断是否存在差异；同时，以能力验证／室间质评

评价界限（靶值±０．４对数值）作为允许总误差（ＴＥａ），要求重

复性精密度小于３／５ＴＥａ；中间精密度小于４／５Ｔｅａ
［４］。

１．３．２　正确度验证　对卫生部临检中心和广东省临检中心提

供的室间质评样本进行检测，检测结果与已知的靶值和可接受

限进行比对。要求样本数狀≥２０，浓度应覆盖测量范围，系统

误差应小于±７．５％
［４］。

１．３．３　最低定量检出限验证　参照ＥＰ６Ａ文件
［７］，将试剂盒
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提供的 ＨＢＶＤＮＡ定量Ｓ３浓度标准品作为基础样本，用阴性

血清进行梯度稀释，稀释后的样本浓度分别为１０００、５００、２５０、

１００、５０ＩＵ／ｍＬ，每份样本重复测定１０次，计算各浓度犆犞％，

以检出率为１００％，精密度小于３／５ＴＥａ的浓度定为最低检

出限［４］。

１．３．４　线性范围验证　参照ＥＰ６Ａ文件
［７］，用阴性血清将

１０８ 浓度线性参考品梯度稀释成８份样本，浓度分别为１０８、

１０７、１０６、１０５、１０４、１０３、１０２、１０１ＩＵ／ｍＬ，最后浓度为５０ＩＵ／ｍＬ

（比厂方声明的线性范围低一个数量级），全部实验和数据采集

应在同一工作日内完成。分析序列应为随机排列。有显著携

带污染时，应用空白隔开样本。每个浓度样本重复测定３次。

记录测定结果，计算线性相关系数和线性范围。

１．３．５　特异性验证　搜集高载量 ＨＣＶ、ＣＭＶ、ＥＢＶ、ＨＳＶ２

的阳性标本各３份（乙肝表面抗原为阴性），分别检测乙肝表面

抗原及乙肝核酸量。要求核酸检测结果全部为阴性［８］。

１．３．６　参考范围确认　取１５个年龄、性别均匀分布的健康人

血清标本，－８０℃冻存，每天做３个，连续做５ｄ
［９］。

１．３．７　比对试验　将ＡＢＩＶｉｉＡ７定量ＰＣＲ仪与已通过卫生

部室间质评的ＡＢＩ７５００定量ＰＣＲ仪进行比对，ＡＢＩ７５００定量

ＰＣＲ仪作为参比系统。参考ＥＰ９Ａ２文件
［１０］，选取本院就诊

的４０例无脂血、无溶血、无黄疸的临床患者血清标本，浓度均

匀覆盖测量范围，在两台仪器上进行平行测试，每天监测１０份

标本，标本随机排列，连续监测４ｄ，每个样本重复测定３次，取

３次测定的平均值作为比对结果，计算相关系数狉２ 和回归方

程，要求相对偏移小于±７．５％
［４］。

１．３．８　室内质控　每次实验室内质控结果在控时，实验数据

可采用；否则，应重新进行检测。

１．４　统计学处理　所有统计均将初始浓度值 ＱＤＮＡ进行对

数转化为ＬＧＱ后计算。使用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学

分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　精密度验证结果　见表１。为ＣＮＡＳＣＬ３６医学实验室

质量和能力认可准则在基因扩增检验领域的应用说明附件Ａ．

２说明，以能力验证／室间质评评价界限（靶值±０．４对数值）作

为允许总误差（ＴＥａ），重复性精密度小于３／５ＴＥａ；中间精密度

小于４／５ＴＥａ；而计算得出的允许犆犞％。验证通过。

表１　　ＨＢＶＤＮＡ精密度验证结果

项目 ＨＢＶＤＮＡＳ３ ＨＢＶＤＮＡＳ４ ＨＢＶＤＮＡＳ６

狓 ３．３３０ ４．９５０ ６．３１０

狊批内 ０．０４９ ０．０９８ ０．０５９

犆犞 批内（％） １．４８５ １．９９０ ０．９３２

狊总 ０．０６３ ０．１６６ ０．１１９

犆犞 总（％） １．８７６ ３．３６１ １．８９１

厂家声明犆犞 （％） ５．０００ ５．０００ ５．０００

允许犆犞 批内（％） ７．２１０ ４．８５０ ３．８００

允许犆犞 总（％） ９．６１０ ６．４６０ ５．０７０

２．２　准确度验证结果　检测２０１３年和２０１４年卫生部和广东

省室间质评样本２０例，结果偏移最大为－６．８％，系统误差均

小于±７．５％。不同试剂批号准确度验证，高中低共５个浓度

样本，结果两批号的平均偏移最大为０．１６％，均小于ＥＱＡ所

要求的允许偏移±０．４％。参加２０１４年卫生部室间质评ＰＴ

成绩１００分。验证通过。

２．３　最低定量检出限　ＨＢＶＤＮＡ浓度大于或等于１００ＩＵ／

ｍＬ的稀释样本检出率为１００％，５０ＩＵ／ｍＬ和２５ＩＵ／ｍＬ浓度

的样本检出率为５０％和３０％，通过计算各浓度样本的总犆犞％

进行评价，检出率１００％浓度样本的犆犞％均小于５％，在试剂

厂家所要求的范围内。因此，该系统能检测到的 ＨＢＶＤＮＡ

的最低定量浓度为１００ＩＵ／ｍＬ。见表２（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。

２．４　线性范围结果验证　见图１（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。

２．５　参考范围确认　１５个数据均低于检测限，因此９５％可信

区间即参考范围可确认为小于１００ＩＵ／ｍＬ。

２．６　仪器比对　４０份临床样本比对结果，对３组平均值进行

配对狋检验，提示ＡＢＩＶｉｉＡ７与 ＡＢＩ７５００的检测结果差异无统

计学意义（犘＝０．１１５）；其线性比对回归直线方程：犢＝

０．９８７２犡＋０．０５１７（狉２＝０．９９４），提示两台仪器具有良好相关

性。见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

每份样本的相对偏移均小于±７．５％，符合ＣＮＡＳＣＬ３６医学

实验室质量和能力认可准则在基因扩增检验领域的应用说明

中附录Ａ２对仪器比对的要求。

３　讨　　论

　　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。ＩＳＯ１５１８９是国际医学界普遍承认并遵照执行的

关于医学实验室质量和能力方面要求的国际标准，其技术要素

５．３．２中指出应确定设备（在安装时及常规使用中）能够达到

所要求的性能标准。张葵［１１］提出对检测系统性能验证，应多

参照ＣＬＳＩ相关文件的要求设计实验方案。强调ＣＬＳＩ文件的

要求通常用于厂商设备、试剂申报及实验室新方法性能参数的

建立。而临床实验室引入检测系统或检测方法时，多数厂家均

提供了较为完整的性能参数，只需验证其性能。实验室可在符

合相关文件要求的前提下，结合自身实际情况设计简单易行的

实验方案。因此，笔者通过对ＣＮＡＳＣＬ３６医学实验室质量和

能力认可准则在基因扩增检验领域的应用说明的认真解读，结

合达安股份有限公司生产的 ＨＢＶＤＮＡ定量检测试剂盒说明

书中“产品性能指标要求”制定和实施如上验证程序，验证仪器

性能和评价试剂质量。

ＡＢＩＶｉｉＡ７精密度实验表明，在１０３、１０４、１０６ＩＵ／ｍＬ数量

级上犆犞批内和犆犞 批间值均小于４％，重复性精密度小于３／

５ＴＥａ，中间精密度小于４／５ＴＥａ，具有良好的精密度。同时，

２０１４年参加卫生部室间质评成绩ＰＴ１００％；定量检出限方面，

ＡＢＩＶｉｉＡ７在ＨＢＶＤＮＡ浓度大于或等于１００ＩＵ／ｍＬ时检出

率均为１００％，在浓度为５０ＩＵ／ｍＬ时检出率高达５０％，而造

成假阴性的原因可能与操作过程中不可避免的随机误差及标

本梯度稀释后的基质效应有关，验证结果符合试剂说明书标识

的最低定量浓度１００ＩＵ／ｍＬ。线性实验８个浓度梯度的质控

品，测得狉２ 为０．９９８３，线性方程为犢＝０．９７４８犡＋０．０５０７，线

性关系良好。按照ＣＬＳＩ的ＥＰ９Ａ２文件要求，比对试验狉２＞

０．９５为相关良好，本实验中，ＡＢＩＶｉＩＡ７与ＡＢＩ７５００相比，检测

结果的狉２ 为０．９９５，说明相关性良好；配对狋检验，提示两台

ＰＣＲ仪检测结果差异无统计学意义（犘＝０．１１５），均能用于临

床标本的检测。

ＡＢＩＶｉｉＡ７是ＡＢＩ公司最新研发的第７代荧光定量ＰＣＲ

仪，该仪器的ＴａｑＭａｎ系统使用一组光学滤光片来区分运行期

间采集的荧光发射，可校正光路的微小差异；（下转第７１２页）
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不强调，往往很多学生，一到下课，直接脱下工作服就放书包

了。强调工作服要经常清洗消毒；实验完后消毒洗手；禁止吸

烟、吃食物；保持桌面干净整洁，传染性物品放入消毒容器内；

如有菌材料溅出，应报告教师及时做出适当处理；在使用实验

器材时一定要合理、规范。对在实验中需要的实验物品不准随

意抛掷；对潜在的带有生物危害的标本都要进行高压蒸汽灭菌

或是其他方法消毒后才能处理。（２）严格遵守实验操作规程。

在免疫学实验过程中产生的主要生物危害有：使用离心机离

心、操作玻片凝集实验、对动物进行接种、用移液器吹打、去注

射器针头等所产生的气溶胶吸入［２］，而这些实验都是免疫学检

验实验中的常规实验，每一个学生都必须操作和掌握。除此以

外，在实验过程中还可能遇到皮肤黏膜污染、被感染的实验动

物咬伤、误食，甚至可能被刺伤割伤等。总之，要求学生在实验

过程中必须严格遵守生物安全有关规定，反复强调实验中的安

全注意事项，对学生在操作过程中出现的问题及时指导和规

范，避免任何意外事件发生的可能。

２．４　加强《免疫学检验》实验室生物安全管理体系的建设　本

院在２００８年成立了生物安全委员会，实验室也专门配备了一

名生物安全员，落实到了生物安全管理责任制，教研室主任也

定期组织教师学习生物安全的相关标准、政策与法规等，但主

要是针对微生物检验实验室，虽然其生物安全管理制度不断得

到完善，但是免疫学实验中的一些生物安全问题仍然没有引起

足够的重视。所以，加强《免疫学检验》实验室生物安全管理体

系的建设十分必要。对免疫学检验实验中的各个技术操作规

程也要严格进行规范，每次实验完毕进行相关的记录等。在实

验室中，要规范各种标识，使其时效性与警示作用得到保证。

在发生紧急情况时的联系电话，事故处理的流程应张贴在明显

处等，使工作人员发生问题时，能及时找到处理问题的人。总

之，实验室环境的井然有序，管理体系的完善建立，对初入免疫

学检验实验室的检验专业学生来说就是最好的示范，并有很强

的警示作用［３］。

２．５　加强《免疫学检验》实验室的清洁与消毒管理　由于免疫

学检验学科的特性，几乎每个实验都要用到仪器设备，所以实

验室仪器的保养、清洁与消毒都非常重要，也是学生实验生物

安全的重要保障［４］。在免疫学检验实验中最常用的仪器有：冰

箱、高压蒸汽灭菌器、离心机、移液器、恒温干燥箱等常规仪器，

由于学生接触的机会非常多，因此消毒和清洁一定要彻底，要

充分保证学生的实验安全。其他的有酶标仪、洗板机、水浴箱

等仪器设备，虽然使用频率不如常规仪器，但每次使用完毕后

也要进行彻底的消毒和清洁。总之，实验室的每台仪器都要由

专业人员保管，消毒和清洁工作都要符合生物安全规定，遵守

先消毒后清洁的原则［５］。除此以外，为了保证实验室的生物安

全，在实验过程中使用的操作台，其消毒和清洁也要严格按照

生物安全进行。另外，免疫学实验室废弃物处理所用的血清标

本，抽血的注射器针头等也都要符合生物安全要求，保证无污

染为目的。

免疫学检验实验中的生物安全防护知识学习是医学检验

专业学生学习生物安全防护知识的重要途径之一，当其具备了

相应的生物安全防护知识，不仅能够保证他们在学习期间的生

物安全，而且使他们在今后的职业生涯中终生收益。
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添加的荧光探针，大大提高了反应的特异性。该系统使用

ΔＲｎ循环曲线可有效识别和检查不规则扩增，进一步确定正

确的基线值和阈值。选择适用于 ＡＢＩＶｉｉＡ７ＴａｑＭａｎ系统的

达安股份有限公司生产的 ＨＢＶＤＮＡ核酸定量检测试剂盒，

该试剂盒带有的内标物质参与实验，可有效监控核酸提取过

程，减少假阴性结果的出现。

综上所述，ＡＢＩＶｉｉＡ７ＴａｑｍａｎＨＢＶＤＮＡ检测系统具有

良好的精密度、准确度、灵敏度、可比性，检测范围宽，特异性

强，符合标准化实验室的质量管理要求，能用于临床标本检测。
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