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全自动核酸提取工作站的
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高敏检测试剂进行正确度%精密度%

检测下限%线性范围%抗干扰能力及抗污染能力的性能评估$结果
!

正确度方面!该试剂参加
%!$&e%!$"

年上海市临床检验中心

室间质评正确率
$!!<

!且实测值与靶值偏差均小于
V!;$*E

L

9c

&

H6

$精密度方面!试剂检测高"

$!

"

#%低"

$!

#

#浓度标本的重复

精密度及中间精密度
?T

值均小于
&<

$检测下限验证结果!最低检出限
%!9c

&

H6

和定量限
#!9c

&

H6

的检出率
&

&

&

!且定量限

#!9c

&

H6

的重复精密度
?T

为
(;$*<

小于
&<

$线性范围评价显示在
#!

"

$!

*

9c

&

H6

范围内呈良好的线性关系"

+T

$;!$*%Fe!;($*%

!

L

%

T!;'+*

#$抗干扰能力验证结果!结合胆红素
"!!

#

HAE

&

6

%血红蛋白
+

L

&

6

或三酰甘油
#;&HHAE

&

6

对于

高浓度"

$!

"

#%低浓度"

$!

#

#水平的标本无干扰影响!干扰物质组与空白对照组的偏差均小于
V!;#&E

L

9c

&

H6

$抗污染能力验证

结果!与阳性标本间隔放置的阴性标本未检出阳性结果$结论
!

基于
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全自动核酸提取工作站的高敏
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检测试剂

的正确度%精密度%检测下限%线性范围%抗干扰能力和抗污染能力均表现良好!有一定临床应用价值$
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乙型肝炎病毒$

0[X

%感染是导致肝脏疾病的重要病因之

一#而慢性乙型肝炎$

/0[

%与肝硬化和肝癌的发生发展密切

相关(

$

)

*有数据显示#目前全世界约有
%;#

亿慢性乙肝患者#

其中#

$&<

"

#!<

可能发展为肝硬化和肝癌*中国是
0[X

感

染大国#约有
*<

的人群为
0[X

感染者(

%-(

)

*

0[XRY,

定量

检测是用于乙肝疾病诊断及疗效观察的重要指标之一#对感染

诊断'判断疾病活动性'抗病毒治疗方案制定以及随访起重要

作用*近年来各版慢性乙型肝炎防治指南中均推荐采用高敏

0[XRY,

结果$

$!

"

$&9c

"

H6

%判断治疗终点(

#

)

#因此#普通

0[XRY,

体外诊断试剂已无法满足临床需求*目前国内试

剂研发机构陆续推出全自动核酸提取检测体系#利用磁珠法进

行核酸提取'纯化#以提高检测灵敏度#满足临床对于高敏

0[XRY,

结果的需求*本研究旨在通过对
,c@8,_

全自

动核酸提取工作站的高敏
0[XRY,

定量检测项目进行正确

度'精密度'检测下限'线性范围'抗干扰能力和抗污染能力的

临床验证#评价该项目的临床应用价值*
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)
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材料与方法

?;?

!

仪器与试剂
!

,c@8,_

全自动核酸提取工作站$上海

之江生物科技股份有限公司%&

,[9+(!!

扩增仪$美国
,[9

公

司%&乙型肝炎病毒核酸测定试剂盒'核酸提取试剂盒$上海之

江生物科技股份有限公司%&

:

J

>HBC

干扰检查
,

试剂盒$日本

:

J

>HBC

株式会社%*

?;@

!

标本来源
!

收集
%!$&

年
'

月和
%!$"

年
&

月上海市临床

检验中心室间质评标本
$!

份及
%!$&

年
'

"

$%

月同济大学附

属同济医院背景清晰的门诊及住院患者
1R@,

抗凝血浆标本

#&

份$浓度包括
$!

*

9c

"

H6&

例'

$!

" 和
$!

#

9c

"

H6

各
$!

例和

阴性标本
%!

例%#剔除溶血及脂血标本*

?;A

!

方法

?;A;?

!

正确度评价
!

参考
1.$&-,%

文件(

&

)

*参加室间质量

评价考核!收集
%!$&

年
'

月至
%!$"

年
&

月上海市临检中心室

间质评标本的检测结果#将检测结果与回报结果的靶值及可接

受限进行比对*

?;A;@

!

精密度评价
!

参考
1.$&-,%

'

1.!&-,%

文件(

&-"

)

*$

$

%

重复精密度!收集高浓度$

$!

"

%'低浓度$

$!

#

%水平
1R@,

抗凝

人混合血浆标本#每个标本重复检测
%!

次#计算均数'标准差

及
?T

值*$

%

%中间精密度!采用连续
&P

重复检测上述高浓度

$

$!

"

%'低浓度$

$!

#

%水平
1R@,

抗凝人混合血浆标本#每日检

测
#

次#计算
&P

均数'标准差及
?T

值*

?;A;A

!

检测下限评价
!

参考
1."-,

文件(

+

)

*取试剂盒定值

标准品$

&h$!

(

9c

"

H6

%#用
1R@,

抗凝正常人血浆分别稀释

至厂家提供的最低检出限
%!9c

"

H6

和定量限
#!9c

"

H6

#每

浓度检测
&

次#计算检出率及与理论值的偏倚*

?;A;B

!

线性范围评价
!

参考
1."-,

文件(

+

)

*取高浓度水平

1R@,

抗凝血浆标本$

&

&h$!

*

9c

"

H6

%#用
1R@,

抗凝正常

人血浆逐步稀释为
$!

*

'

$!

+

'

$!

"

'

$!

&

'

$!

#

'

$!

(

'

$!

%

'

#!9c

"

H6

#

每浓度重复检测
(

次#对测得值与理论值进行线性回归分析*

?;A;C

!

抗干扰能力评价
!

参考
1.+-,%

文件(

*

)

*采用
:

J

>-

HBC

干扰检查
,

试剂盒#根据试剂说明书配制干扰物质浓度

$即结合胆红素浓度
"!!KHAE

"

6

#血红蛋白浓度
+

L

"

6

#三酰甘

油浓度
#;&HHAE

"

6

%及空白对照#分别加入高浓度$

$!

"

%'低浓

度$

$!

#

%水平
1R@,

抗凝人血浆标本中#每个标本重复检测
(

次#计算最终均值及有无干扰物质的结果偏倚*

?;A;M

!

抗污染能力评价
!

在
,c@8,_

的标本架上#将高浓

度阳性标本及阴性标本以间隔的方式循环放置#测试
,c-

@8,_

携带污染情况#验证仪器的防污染能力*

?;B

!

统计学处理
!

所有统计均将初始浓度值
Z

RY,

进行对

数转化为
6

L

d

后计算*使用
:.::$';!

软件进行统计学分析*

计算计量资料的均数'方差'标准差和
?T

#线性范围采用多项

式回归分析*以
!

$

!;!&

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@;?

!

正确度验证结果
!

检测
%!$&

年
'

月至
%!$"

年
&

月上海

市临床检验中心室间质评标本
$!

例#实测结果均在回报结果

的可接受范围内#正确率
$!!<

#且实测结果与靶值的偏倚

$

,

E

L

%均小于$

V!;$*

L

%

9c

"

H6

$

e!;$*

"

!;!%

%#见表
$

*

@;@

!

精密度验证结果
!

在测定范围内#选取高$

$!

"

9c

"

H6

%'

低$

$!

#

9c

"

H6

%两种浓度的临床标本进行重复检测#定量结果

显示高'低浓度标本的重复精密度
?T

值分别为
$;$(<

和

%;&$<

&中间精密度
?T

值分别为
!;'"<

和
%;*+<

#均小于

&<

#重复性好#符合说明书声明#见表
%

*

表
$

!!

%!$&e%!$"

年参加上海市临床检验中心室

!!!

间质评回报结果#

9c

'

H6

$

实测结果 结果对数 靶值 可接受限 评价结果

%;"!h$!

(

(;#$ (;&' (;!(

"

#;$&

符合

+;!&h$!

(

(;*& (;** (;("

"

#;#!

符合

(;*#h$!

(

(;&* (;&' (;$#

"

#;!#

符合

! ! ! !

符合

+;!'h$!

(

(;*& (;'% (;%$

"

#;"(

符合

+;%*h$!

(

(;*" (;'! (;$(

"

#;"+

符合

";'!h$!

#

#;*# #;*% #;!%

"

&;"%

符合

$;$"h$!

"

";!" ";!& &;$#

"

";'"

符合

$;$!h$!

+

+;!# +;!% ";!#

"

*;!!

符合

! ! ! !

符合

表
%

!!

高敏
0[XRY,

精密度验证结果#

<

$

项目
重复精密度

高浓度 低浓度

中间精密度

高浓度 低浓度

均值
";+$ #;*$ ";"# #;"*

标准差
!;!* !;$% !;!" !;$(

?T< $;$( %;&$ !;'" %;*+

@;A

!

检测下限验证结果
!

如表
(

所示#

#!

和
%!9c

"

H6%

个浓

度水平的标本检出率均为
$!!<

#且所有数据与理论值偏倚

$

,

E

L

%均小于$

V!;#&E

L

%

9c

"

H6

$

!;!$

"

!;##

%#其中
#!9c

"

H6

浓度的标本重复精密度
?T

为
(;$*<

#小于
&<

#因此#符合说

明书描述的检测下限为
%!9c

"

H6

#定量限为
#!9c

"

H6

*

表
(

!!

高敏
0[XRY,

检测下限验证结果

理论值

$

9c

"

H6

%

理论对数值

$

9c

"

H6

#

E

L

%

检测

次数

实测对数值

$

9c

"

H6

#

E

L

%

偏倚

$

,

E

L

%

#! $;"! & $;*! !;%!

$;+# !;$#

$;+' !;$+

$;+# !;$#

$;"" !;!"

%! $;(! & $;+( !;#(

$;+( !;#(

$;+# !;##

$;+! !;#!

$;($ !;!$

@;B

!

线性范围验证结果
!

将高浓度
0[XRY,

标本$

&h$!

*

9c

"

H6

%#用阴性混合血浆
$!

倍梯度稀释至
#!9c

"

H6

等
*

个

浓度值#每个浓度重复检测
(

次#经相关性分析得
0[XRY,

载量实测值与预期值呈正相关性$

;T!;'*'

#

!

$

!;!&

%#回归

方程!

+T$;!$*%Fe!;($*%

#

L

%

T!;'+*

#见图
$

*说明书描

述的线性范围
#!

"

$!

*

9c

"

H6

验证合格*

+

*(%(

+
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年
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图
$

!!

高敏
0[XRY,

定量检测线性范围验证结果

@;C

!

抗干扰能力验证结果
!

如表
#

所示#分别对高$

$!

"

9c

"

H6

%'低$

$!

#

9c

"

H6

%两种浓度的临床标本进行抗干扰物

质能力验证$结合胆红素'血红蛋白及三酰甘油%#结果显示#加

入干扰物质后标本检出率均为
$!!<

#且所有数据与空白对照

组比较#偏倚$

,

E

L

%均小于$

V!;#&E

L

%

9c

"

H6

$

e!;%&

"

!;##

%#

符合说明书描述的抗干扰能力*

表
#

!!

高敏
0[XRY,

抗干扰能力验证结果

干扰物质
标本浓度空白

对数值$

9c

"

H6

#

E

L

%

干扰对数值

$

9c

"

H6

#

E

L

%

偏倚

$

,

E

L

%

结合胆红素 高$

$!

"

9c

"

H6

%

";"* ";#" !;%%

高$

$!

"

9c

"

H6

%

";+% ";&% !;%

高$

$!

"

9c

"

H6

%

";"% ";+! e!;!*

低$

$!

#

9c

"

H6

%

#;(( #;($ !;!%

低$

$!

#

9c

"

H6

%

#;#$ (;'+ !;##

低$

$!

#

9c

"

H6

%

#;(+ #;&$ e!;$#

血红蛋白 高$

$!

"

9c

"

H6

%

";+$ ";"* !;!(

高$

$!

"

9c

"

H6

%

";+% ";"' !;!(

高$

$!

"

9c

"

H6

%

";+$ ";+* e!;!+

低$

$!

#

9c

"

H6

%

#;%& #;#+ e!;%%

低$

$!

#

9c

"

H6

%

#;($ #;%( !;!*

低$

$!

#

9c

"

H6

%

#;#% #;%" !;$"

三酰甘油 高$

$!

"

9c

"

H6

%

";&$ ";#& !;!"

高$

$!

"

9c

"

H6

%

";"( ";"% !;!$

高$

$!

"

9c

"

H6

%

";"( ";"+ e!;!#

低$

$!

#

9c

"

H6

%

#;$$ #;(" e!;%&

低$

$!

#

9c

"

H6

%

#;$& #;%* e!;$(

低$

$!

#

9c

"

H6

%

#;!' #;(! e!;%$

@;M

!

抗污染能力验证结果
!

以间隔循环的方式排列高浓度阳

性标本及阴性标本#进行常规检测#结果显示高浓度阳性标本

均检出#阴性标本均未检出且检测值为
!

#表明系统具有很高

的抗污染能力*

A

!

讨
!!

论

最新的国际乙型肝炎防治指南指出
0[XRY,

定量检测

对于诊断
0[X

感染'治疗方案建立及抗病毒治疗的疗效以及

耐药监测具有重要意义(

'-$!

)

#并且以
0[XRY,

检测水平持续

低于$

$!

"

$&9c

"

H6

%或达到病毒学抑制作为治疗终点(

$$

)

*

然而#目前常用的
0[XRY,

检测试剂盒检测下限多为
&!!

"

$!!!9c

"

H6

#不能满足临床需求*为此#

%!$(

年国家
/4R,

技术审评中心提出
0[X RY,

最低检测限应不大于
(!

9c

"

H6

的要求(

$(

)

#这也推进了各大试剂机构对于高灵敏度

0[XRY,

体外诊断试剂的研发*

本研究根据中国合格评定国家认可委员会#

/Y,:-/6("

要求(

$(

)对
,c@8,_

全自动核酸提取工作站的高敏
0[X

RY,

定量检测项目进行正确度'精密度'检测下限'线性范围'

抗干扰能力和抗污染能力的临床验证*结果显示#该项目定量

检测上海市临床检验中心
%!$&e%!$"

年室间质评标本正确率

为
$!!<

#且与靶值偏倚小于$

V!;$E

L

%

9c

"

H6

#正确度良好*

精密度方面#高$

$!"9c

"

H6

%'低$

$!#9c

"

H6

%两种浓度临床

标本的重复精密度及中间精密度
?T

均
$

&<

#结果较稳定*

检测下限验证结果显示
%!

'

#!9c

"

H6

水平检出率为
$!!<

#且

#!9c

"

H6

浓度的标本重复精密度
?T

小于
&<

#因此#符合说

明书描述的检测下限为
%!9c

"

H6

#定量限为
#!9c

"

H6

#比普

通
0[XRY,

定量检测试剂更灵敏*线性实验采用高浓度水

平
1R@,

抗凝血浆标本稀释为
*

个浓度梯度$浓度覆盖整个

线性范围%#结果显示在
#!

"

$!*

之间线性良好*抗干扰实验

通过在标本中添加干扰物质和空白对照同时测定评估的方法

进行#结果显示结合胆红素
"!!

#

HAE

"

6

和血红蛋白
+

L

"

6

对

于高浓度$

$!"

%'低浓度$

$!

#

%水平的
1R@,

抗凝人血浆标本

无干扰影响#符合试剂说明书描述的最高抗干扰能力*而由于

:

J

>HBC

干扰检查
,

试剂盒中三酰甘油靶值浓度过低#无法配

置成说明书要求的最高浓度#因此#本实验室目前仅能对
#;&

HHAE

"

6

浓度的三酰甘油进行评估#结果显示无干扰影响*抗

污染能力验证时阴性标本未检出假阳性#说明系统具有较高的

抗污染能力*

,c@8,_

全自动核酸提取工作站采用磁珠法提取核酸#

该方法与传统煮沸裂解法相比具有减少核酸污染及核酸丢失

等优点(

$#

)

#该系统应用于临床将大大提高基因扩增实验室检

测效率及节省实验室劳动力*

综上所述#基于
,c@8,_

全自动核酸提取工作站的高敏

0[XRY,

定量检测项目正确度与精密度均表现良好#检测下

限和线性范围显著优于普通
0[XRY,

体外诊断试剂盒#且

具有较高的抗干扰及抗污染能力#符合说明书声明#可用于临

床标本检测*

参考文献

(

$

)

4F2?7A1

#

[2

L

?2GA[

#

W2F5?AWS

#

BG2E;0B

D

2G5G5>[

!

B

D

5-

PBH5AEA

LJ

2?P

D

FBMB?G5A?5?PBMBEA

D

5?

L

7AK?GF5B>

(

Q

)

;
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个浓度仅需连续检测
&P

#获得
$&

个数据#实验设计较
1.&-,%

简单#因此#主要用于验证临床实验室检测程序的精密度(

$!

)

*

崔晓阳等(

$$

)认为
1.$&-,%

方案充分考虑了影响检测程序精

密度的来源#如批内'批间和日间不精密度对检测程序的影响#

计算出的室内不精密度能合理反映被评价仪器的精密度性能*

SAHB]-SAHB]

等将
1.$&-,%

方案用于自动化免疫分析仪精密

度的评价*马学斌等(

$%

)则是运用
1.$&-,%

方案评价了
:

J

>-

HBC-%$!!

血细胞分析仪的精密度*

随着各种精密度评价方案的深入和广泛应用#

/6:9

于

%!$#

年又出版了新的
1.

评价文件#如
1.$&-,(

,用户精密度

验证和偏移评估实验
e

批准指南$第
(

版%-#目前有关按照

1.$&-,(

文件设计实验并进行精密度性能验证的文献报道较

少*与之前的
1.$&-,%

不同的是该方案要求每个浓度水平每

天测一批#每批重复测
&

次#连续检测
&P

#总计得到
%&

个数

据*在统计时也提出运用单因素方差分析的原理*但是在实

际使用过程中若无计算软件辅助#计算过程相对繁杂*本研究

首次提出将
1_/16

软件运用到
1.

文件的评价方案中*通过

实验发现#运用
1_/16

软件结合其函数公式编辑器#可以大

大简化计算流程#方便临床检验工作者使用*通过
_1-%$!!

全自动血细胞分析仪#分析
[̂/

'

8[/

'

0S[

及
.6@

等四个

项目高值和低值质控物的检测数据#发现其精密度符合国家或

厂家声明的要求*

/6:91.$&-,(

精密度验证方案结合
1_/16

软件具有较

好的可操作性'实用性#统计效能高#临床实验室在进行定量检

验项目的精密度分析性能验证时可借鉴应用*
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