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目的
!

探讨
!"#$

%

&'(

多规则质量控制法在应用高效液相色谱"

)*+,

%技术对珠蛋白生成障碍性贫

血进行分子检测和筛查中的应用价值&方法
!

应用全自动
)*+,

分析系统对血红蛋白分子中胎儿血红蛋白

"

)23

%和血红蛋白
4.

"

)24

.

%两个组分进行定量检测分析!对每一组分的低值和高值质量控制品与每批次样品进

行同批检测!绘制
+"5"

6

78"99:9

%

#

质量控制图&应用
!"#$

%

&'(

多规则
-

.!

#

-

;!

.

.!

<

1!

对每批次检测结果进行室内质

量控制&分析
)23

和
)24

.

的两个质量控制品在选用的质量控制警戒值
-

.!

出现前后的重测比对结果!验证质量

控制规则在临床诊断中的适用性并探讨该规则在珠蛋白生成障碍性贫血筛查中的应用价值&珠蛋白生成障碍性贫

血的基因诊断分别采用跨越断裂点聚合酶链反应"

=&

>

7*,<

%法检测缺失和反向点杂交技术检测常见的基因突变位

点&结果
!

!"#$

%

&'(

质量控制警戒值
-

.!

出现后!重测比对结果差异无统计学意义"

"

$

0/0?

%!与该批次的基因诊

断符合率无明显差异&研究建立并验证
!"#$

%

&'(

多规则
-

.!

#

-

;!

.

.!

<

1!

在应用
)*+,

分析技术对
)23

和
)24

.

定

量检测的质量控制作用!证实可以通过质控品检测出误差类型!降低假失控概率!可应用于定量检测珠蛋白生成障

碍性贫血的临床诊断和筛查中&结论
!

!"#$

%

&'(

多规则质量控制法在应用全自动
)*+,

定量分析珠蛋白生成障

碍性贫血的筛查诊断中起到重要的室内质量监控作用!可以评价临床检测报告的可靠性!并且对导致结果不可靠的

误差实时监控&
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珠蛋白生成障碍性贫血是一类在世界范围内广为流行的

遗传性血液疾病+

-7.

,

*因珠蛋白基因的缺失或突变使珠蛋白肽

链的合成减少或缺失#导致血红蛋白中胎儿血红蛋白$

)23

&和

血红蛋白
4.

$

)24

.

&等水平异常*对
)23

和
)24

.

的定量分

析是筛查和诊断珠蛋白生成障碍性贫血的主要临床生化指

标+

;

,

*作者应用全自动高效液相色谱$

)*+,

&分析系统对

)24

.

和
)23

进行定量检测#发现检测结果与基因诊断结果

的符合率较高#可重复性和精确性高#与血液学指标联合检测

可作为珠蛋白生成障碍性贫血筛查和诊断的可靠方法+

;

,

*但

由于检测过程容易受各种干扰#如红细胞生存期改变#标本储

存条件与处理方法的差异#异常血红蛋白等因素均可造成报告

值出现假阳性升高或降低#进而影响到采用
)23

和
)24

.

评

估患者是否患病的准确性*因此#

)23

和
)24

.

检测的标准

化和质量管理至关重要+

17A

,

*本文在对珠蛋白生成障碍性贫血

患儿和健康对照标本进行
)*+,

全自动定量分析的同时#应

用低值和高值两个水平的质量控制品与每批次样品进行同批

检测#采用
!"#$

%

&'(

多规则质量控制法对质量控制品所得结

果进行室内质量控制#以验证这些质量控制规则在临床诊断珠

蛋白生成障碍性贫血中的适用性*

$

!

资料与方法

$/$

!

一般资料
!

选择
.0-;

年
-

"

-.

月于本院经基因诊断确

诊的珠蛋白生成障碍性贫血患儿
.00

例和
@0

例健康儿童#年

龄为
-

"

-@

岁*健康儿童标本基因检测结果显示均无
#

珠蛋

白基因和
$

珠蛋白基因异常#所有检测标本均排除其他各种

疾病*

$//

!

方法

$///$

!

标本采集与保存
!

全血标本约
.L+

置于乙二胺四乙

酸二钾$

TUC47V

.

&抗凝采血管#

1W

保存*

$////

!

珠蛋白生成障碍性贫血的基因诊断
!

按照基因检测实

验的要求对血液进行预处理#

#

珠蛋白基因诊断采用跨越断裂

点聚合酶链反应$

=&

>

7*,<

&和反向点杂交法检测缺失$

XT4

-

;/A

"

1/.

&和常见突变$

,X

-

KX

-

!X

&*

$

珠蛋白基因诊断采用

反向点杂交法检测
-A

种中国人群的常见突变*

$///'

!

全自动
)*+,

分析
!

应用美国
N:D7<&(

公司的
U7

-0

CQ血红蛋白全自动
)*+,

分析系统及其配套检测试剂盒-

校准品和质量控制品*按照仪器操作说明对标本进行预处理#

并完成质量控制品和临床标本的
)23

-

)24

.

的定量检测#以

峰面积占总洗脱面积百分比及各组分保留时间的形式报告*

检测时高值-低值质量控制品的位置随机放置*针对
)23

和

)24

.

两个组分#每隔
A(

测定
-

次#在每批中检测两个不同浓

度的质量控制品#两个浓度各测
-

次#记录质量控制结果并将

其绘制在各自的质量控制图上*

$/'

!

+"5"

6

78"99:9

%

#

质控图的绘制
!

在进行
)23

-

)24

.

质

量控制检测时#分别应用低值和高值两种浓度质控品#确定两

个水平质控品的均值和标准差#以及质量控制上-下限$

HY

;!

&*绘制相应
+"5"

6

78"99:9

%

#

质控图*每批次样品与
)23

和
)24

.

的低值-高值质控品进行同批检测#

)23

-

)24

.

的质

控图分别包含各自两个水平质控品的检测结果*

$/1

!

统计学处理
!

采用
X*XX-A/0

统计软件进行分析#计量

资料以
HY!

表示#组间比较采用配对
@

检验#以
"

%

0/0?

为差

异有统计学意义*应用
!"#$

%

&'(

多重质量控制规则
-

.!

"

-

;!

.

.!

<

1!

对每批次检测结果进行室内质量控制*

/

!

结
!!

果

//$

!

基因诊断结果
!

见图
-

"

.

*正常标本均显示仅
-

条
-/Z

[2

区带%

#

珠蛋白生成障碍性贫血标本中泳道
-

对应
./0

-

-/Z

[2

两个扩增片段#检测结果为基因型
##

"

\

#

;/A

%泳道
.

-

;

-

@

对

应
-/Z

-

-/;[2

两个扩增片段#标本检测结果为
##

"

\\

XT4

*

图
.

为
#

珠蛋白生成障碍性贫血
KX

纯合点突变*作者对
-A

种中国人群的常见突变#包括
,U1-71.
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始密码子
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PRX7P7?

$

=7,

&进行了检测*

!!

注!

1

"

?

-

A

"

Z

为正常标本%

-

"

;

#

@

为
#

珠蛋白生成障碍性贫血标

本%

Q

为
US4

标记物*

图
-

!#

珠蛋白生成障碍性贫血
=4*7*,<

电泳图

图
.

!#

珠蛋白生成障碍性贫血标本反向点杂交结果

!!

注!水平
-

为低值质量控制品检测值#水平
.

为高值质量控制品检

测值*

图
;

!

)23

的
+"5"

6

78"99:9

%

#

质量控制图

!!

注!水平
-

为低值质量控制品检测值#水平
.

为高值质量控制品检

测值*

图
1

!

)24

.

的
+"5"

6

78"99:9

%

#

质量控制图

///

!

)23

和
)24

.

定量测定的质量控制分析
!

在分别应用

单一规则!

-

;!

-

<

1!

-

.

.!

-

-0H

-

1

-!

时#该质量控制周期
10

批次检

测中#批间及批内均未出现违反相应规则现象%分别应用单一

规则
-

.#

-

!"#$

%

&'(

多规则
-

.!

"

-

;!

.

.!1!

时#

10

次质量控制检测中

)

.

)

检验医学与临床
.0-@

年
-

月第
-;

卷第
-

期
!

+&2Q"(,F:9
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6

.0-@

!
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共出现
.

次违反该质控方案的情况#即在第
B

次-第
.A

次质控

时分别出现
-

次违反
-

.!

规则的现象*见图
;

"

1

*对质控品及

该批次临床标本进行重复定量测定#经比对临床标本检测结

果#差异无统计学意义$

"

%

0/0?

&#见表
-

*这
.

次违反情况均

在重复测定时恢复在控且违反
-

.!

该批次出现前后两个批次的

临床标本检测结果与基因诊断结果的符合率均为
-00̂

*整

个质控周期质控品的检测情况#其中低值
)23

质控品检测水

平为$

./.1Y0/0@

&

^

#变异系数$

&I

&值为
./@Ẑ

%高值
)23

质控品为$

B/Z0Y0/A0

&

^

#

&I

值为
A/-1̂

*低值
)24

.

质控

品为$

./;-Y0/--

&

^

#

&I

值
1/A@̂

%高值
)24

.

质控品为

$

?/?-Y0/0B

&

^

#

&I

值最低#为
-/@;̂

#说明检测结果稳定性

比较高*

表
-

!

质量控制警告出现前后数据比对%

HY!

&

^

'

指标
,

出现警告 调整后在控
@ "

)23 .@0

第
-

次
-/.1Y0/@- -/;1Y0/?; -/;@B 0/.01

第
.

次
;/Z1Y-/AZ ;/A1Y-/ZB -/0ZZ 0/;0?

)24

.

.@0

第
-

次
./-?Y0/;- ./.AY0/;1 \-/--Z 0/.B.

第
.

次
1/?-Y0/B- 1/;1Y0/A. -/11Z 0/-Z.

'

!

讨
!!

论

质量控制是临床检测实验室对质控品的检测#通过对结果

的统计分析来监视和评价实验结果+

Z7-0

,

*分为室内质控和室

间质控*室内质控可提高批内-批间检测的一致性#确保实验

结果准确-可靠#通过连续测定同一批质控品来评价实验室工

作的可靠程度*室间质控是利用多家实验室分析同一标本#通

过实验室间比对确保本实验室维持稳定的检测水平+

B7--

,

*在

应用全自动
)*+,

对
)23

和
)24

.

的定量检测中#为确保检

测结果准确性-可靠性-可重复性高#须建立本实验室的质控方

案对实验操作进行有效的室内质控*

采用
!"#$

%

&'(

多规则
-

.!

"

-

;!

.

.!

<

1!

实时监控
)23

-

)24

.

的定量检测*结果显示
10

个分析批次无违反
.

.!

-

1

-!

-

-0H

现

象$图
;

"

1

&#说明检测过程中系统误差在可控范围内*当去

掉
-0H

-

1

-!

单个规则时#发现尽管系统误差检出率可能增加#但

并不影响随机误差的检出*在整个质控周期中#出现两次不连

续的
-

.#

违背现象#但并未违反
<

1#

规则#因而该批内没有因随

机误差而失控%对后续批次的批间分析发现并无
.

.!

失控现象#

说明批间未出现系统误差的失控*应用
-

.!

"

-

;!

.

.!

<

1!

可判定该

批次临床标本检测结果在控*复测结果证实#当违反
-

.!

但不

违反
-

.!

"

-

;!

.

.!

<

1!

多规则时#

.

次数据显示结果差异无统计学

意义$

"

$

0/0?

&#与基因诊断的符合率均为
-00̂

#表明该批检

测结果可以接受*因此#当仅违反
-

.!

规则#同时不违反
-

.!

"

-

;!

.

.!

<

1!

联合规则#判定出现的是一个可接受的随机误差*当以

-

.!

作为警告而非失控规则使用#降低了假失控概率*

本实验室建立的
-

.!

"

-

;!

.

.!

<

1!

!"#$

%

&'(

多规则质控方案

有着多规则质量控制方法的优越性*不仅提高了实验误差类

型的检出率#在检测中可对结果进行准确判读#能及时-迅速分

辨出误差性质#而且减少了不必要的重复测定#并可对违背该

组合规则的检测过程进行回顾性分析#及时纠正误差#提高了

质量控制方案在临床应用上的实用性和有效性*在实际应用

过程中#违反某个单一规则并不是判断发生误差类型的绝对指

征#其他类型的误差可与随机误差相伴存在#并容易被随机误

差掩盖*因此#要将单个规则和多规则质控方案有机结合起来

完成对质控值的单次判定和整个质量控制过程的连续分析#指

出调查误差的方向*

目前我国尚未开展针对
)23

和
)24

.

定量测定的室间质

量控制#本研究可为我国开展珠蛋白生成障碍性贫血筛查定量

检测的质量控制提供借鉴*作者建议#检测
)23

和
)24

.

的

临床实验室应有相应的实验操作规程和质量控制规程#每周至

少进行
-

次室内质控#出现警告或失控情况应加以分析-纠正#

每月进行
-

次结果汇总并参加室间质量控制评估*
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