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新型冠状病毒核酸非配套检测系统性能确认方法的建立"

黄!韵!王!秋!夏!勇#

北京大学深圳医院检验科!广东深圳0*3"#+

!!摘!要"目的!对实验室新型冠状病毒"/,8/&(:R&!#核酸非配套检测系统性能进行确认!以确定其是否
满足临床需要$方法!根据_/Z*0*32要求!对北京大学深圳医院实验室/,8/&(:R&!核酸达安提取试剂与伯
杰扩增试剂组成非配套检测系统的符合率&精密度&检出限及交叉反应进行性能确认$结果!非配套检测系统
在实验室内不同的荧光定量1(8扩增仪上检测!方法符合率为*""4""5'精密度确认试验Z8̂ *;J基因和%
基因变异系数""T#均%05$检出限能力 Z8̂ *;J基因为234##5"**3%*!"#!%基因为2*4+95"**"%*!"#!
有效检出率为*""4""5"*!"%*!"#'与感染部位相同或感染症状相似的病原体无交叉反应$结论!实验室需对
非配套检测系统进行性能确认!确保/,8/&(:R&!核酸检测结果质量$

关键词"新型冠状病毒'!核酸检测'!非配套检测系统'!性能确认
中图法分类号"866+ 文献标志码", 文章编号"*+9!&2600"!"!##"2&*!!#&"6

M,;4?5+,BC:-;78@:=87=C4-9:97-8+=C4;+7-C:;B7>87=-7-0C4;9B+-N>:;:9;+7-
,6,;:C78-7E:597=7-4E+=<,-<95:+949+>"

#*0%1Q('#70%1S,(#MG0Q>'/#

9.:&;<=.'<>-A.B,C&82&?>;&<>;@#!.U,'/*',E.;4,<@F5.'O5.'#>4:,<&8#

F5.'O5.'#1(&'/B>'/0*3"#+#"5,'&
3?,;=49;!"?*:9;+E:!):C:<EDGLAB@'@GE:GL;<C@:EAB@<:<&L;ACBD<NI@A@CAD:<H>HA@LE:G/,8/&(:R&!

<FC=@DC;CDID<AB@=;J:G;A:G>#H:;HA:I@A@GLD<@KB@AB@GDAC;<L@@AAB@C=D<DC;=<@@IH:G<:A4F:;B7>,!,C&
C:GID<NA:AB@G@eFDG@L@<AH:E_/Z*0*32#AB@C:D<CDI@<C@G;A@#'G@CDHD:<G;A@#I@A@CAD:<=DLDA;<ICG:HHG@;CAD:<
:E<:<&L;ACBD<NI@A@CAD:<H>HA@LC:L':H@I:E/,8/&(:R&!<FC=@DC;CDI.;;<@MAG;CAD:<;<IUD:[@GL;L'=DE&
>D<N;N@<AK@G@C:<EDGL@ID<=;J:G;A:G>:E1@QD<N]<DP@GHDA>/B@<?B@<7:H'DA;=4G:,<5;,!)B@<:<&L;ACBD<N
I@A@CAD:<H>HA@LK;HA@HA@I:<IDEE@G@<AE=F:G@HC@<AeF;<ADA;ADP@1(8;L'=DEDC;AD:<D<HAGFL@<AHD<AB@=;J:G;&
A:G>#;<IAB@C:D<CDI@<C@G;A@:EAB@L@AB:IK;H*""4""54)B@G@HF=AH:E'G@CDHD:<C:<EDGL;AD:<A@HAHB:K@I
AB@C:@EEDCD@<AH:EP;GD;AD:<:EZ8̂ *;JN@<@;<I%N@<@K@G@;===@HHAB;<054)B@I@A@CAD:<G;A@:EZ8̂ *;J
N@<@K;H234##5 $**3"*!"%#;<I% N@<@K;H2*4+95 $**""*!"%#JFAAB@@EE@CADP@I@A@CAD:<G;A@K;H
*""4""5 $*!""*!"%41;AB:N@<HKDABAB@H;L@D<E@CAD:<HDA@:GHDLD=;GD<E@CAD:<H>L'A:LHIDI<:AB;P@CG:HH&
G@;CAD:<4H7-95<,+7-!)B@'@GE:GL;<C@E:GAB@<:<&L;ACBD<NI@A@CAD:<H>HA@LHB:F=IJ@C:<EDGL@IA:L@@A
AB@G@eFDG@L@<A:EeF;=DA>;HHFG;<C@E:GAB@/,8/&(:R&!<FC=@DC;CDI4

I:6A7=>,!/,8/&(:R&!(!<FC=@DC;CDII@A@CAD:<(!:<L;ACBD<NI@A@CAD:<H>HA@L(!'@GE:GL;<C@C:<EDG&
L;AD:<

!!新型冠状病毒$/,8/&(:R&!%核酸检测是确诊

/,8/&(:R&!感染首要标准**+#完整配套的检测系统
是分析质量的重要保障)由于/,8/&(:R&!核酸检
测试剂种类很多#且涉及不同核酸提取和扩增试剂#
实验室需要对由提取试剂'提取仪'扩增试剂'扩增仪
等组成的检测系统进行必要的性能验证#一旦出现阳

性结果#应采用另外*"!种更为灵敏且扩增不同区
域的核酸检测试剂进行复核检测*!+#因而实验室必需
使用!种以上的扩增试剂)

有不少学者报道了/,8/&(:R&!核酸检测的性
能验证评估及不同核酸提取和检测试剂比较分

析*#&++#但是鲜有对实验室内非配套检测系统在多台
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仪器设备上进行性能确认的相关研究)本研究根据

_/Z*0*32要求#对北京大学深圳医院实验室的非配
套检测系统进行性能确认#为实验室建立非配套

/,8/&(:R&!检测系统提供参考)

$!材料与方法

$4$!样本来源!选取!"!!年国家卫生健康委临床
检验中心#月!3日$样本号!(*&(0%和!"!!年广东
省卫生健康委临床检验中心6月!"日$样本号!(+&
(*"%的/,8/&(:R&!核酸检测室间质量评价标本各

0份(第三方弱阳性质控品$广州邦德盛/,8/&(:R&!
8%,%$试剂盒检测限*40"#4"倍%(上海伯杰/,8/&
(:R&!核酸检测试剂盒阳性对照(中国计量科学研究
院/,8/&(:R&!核酸$低浓度%标准物质(/,8/&(:R&
!核酸检测分析特异性参考品$广州邦德盛/,8/&
(:R&!8%,%)

$4/!仪器与试剂!#台90""实时荧光定量1(8仪
及*台nF;<A/AFID:0实时荧光定量1(8仪均购自
美国,''=D@IUD:H>HA@LH公司(核酸提取或纯化试剂
盒$批号!!"!!"++%购自中山大学达安基因股份有限
公司$以下简称达安%#/,8/&(:R&!核酸检测试剂盒
$批号*!!"!***"*%(批号!!!"!!"#"21%购自上海伯
杰医疗科技有限公司$以下简称伯杰%)

$4'!方法

$4'4$!检测方法!根据伯杰扩增试剂盒说明书操
作#扩增反应条件为0"g*"LD<(20g0LD<(20g
*"H#00g6"H#共60个循环#在00g条件下采集荧
光信号)

$4'4/!性能确认方法及指标!$*%方法符合率)又
叫阴阳符合率)*"例/,8/&(:R&!室间质量评价标
本分别在6台实时荧光定量1(8仪上进行检测#统
计阴'阳性符合率)符合率*""5#则判断试剂盒一致
性符合要求)$!%精密度确认)使用第三方弱阳性质
控品和试剂盒配套阳性质控品进行评价)参考1定量

测量程序精度的评定2*9+#每批做*个弱阳性质控品
和*个试剂盒配套阳性质控品#试剂为同一批号#实
验室6台实时荧光定量1(8仪每天检测*次#连续检
测!"I#弱阳性质控品和阳性质控品各3"个数据一
起计算双靶标基因循环数阈值$(A值%重复性$每日不
精密度%和实验室内$总不精密度%变异系数$"T%#若

"T&05#则认为该试剂盒不精密度符合要求)$#%
检出能力的确认)使用无核酸酶水将/,8/&(:R&!
核酸标准物质稀释到0""C:'>"L-)使用伯杰!个
不同批号的扩增试剂#在6台实时荧光定量1(8仪
上对提取的标本进行扩增#分#I实验#共*!"个结
果#判定要求参照1临床检验方法检出能力的确立和
验证2*3+中测量结果总数与临界值观察比例对照表)
$6%交叉反应)使用邦德盛分析特异性参考品#对与
其感染部位相同#感染症状相似0种病毒$甲型流感
病毒'乙型流感病毒'人副流感病毒'呼吸道合胞病毒
和腺病毒%阳性而/,8/&(:R&!阴性的非定值质控品
进行检测)每个样本重复测量#次#记录循环数(A
值评价试剂特异性)

$41!统计学处理!采用 XMC@=!"!"和 [G;'B1;I
1GDHL34"软件进行数据分析和图表绘制#不精密度
以标准差$4%和"T 表示#计数资料以例数或百分率
表示)

/!结!!果

/4$!方法符合率!根据国家卫生健康委临床检验中
心'广东省卫生健康委临床检验中心室间质量评价回
报结果显示##例阴性质量评价样本$(6'(9和(3%双
靶标基因未检出#阴性符合率为*""4""5(9例阳性
质量评价样本 Z8̂ *;J靶标基因检出率为*""4""5
$!3"!3%#%靶标基因检出率为2+46#5$!9"!3%#有效
检出率*""4""5$!3"!3%#阳性符合率为*""4""5)

*"例室间质量评价样本的Z8̂ *;J和%基因的检测
结果和(A值的分布见图*)

!!注!,为伯杰试剂对*"例室间质量评价样本Z8̂ *;J基因的检测结果(U为伯杰试剂对*"例室间质量评价样本%基因的检测结果)

图*!!*"例室间质量评价样本Z8̂ *;J和%靶标基因检测(A值

/4/!精密度确认!弱阳性质控品和阳性质控品在实
验室内6台实时荧光定量1(8仪上检测#共*+"个数

据(A值#计算其标准差和"T#见表*#Z8̂ *;J基因
和%基因重复性'实验室内总不精密度"T 均%05#
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结果符合要求)

/4'! 检出限能力的确认 ! 伯杰扩增试剂批号

!"!***"*%有*例 Z8̂ *;J基因未检出和+例 %基
因未检出(伯杰扩增试剂批号!"!!"#"21 有*例

Z8̂ *;J基因未检出和6例%基因未检出)!个不同
批号扩增试剂检出率结果见表!#Z8̂ *;J基因检出
率为234##5$**3"*!"%#% 基因检出率为2*4+95
$**""*!"%#有效检出率为*""4""5$*!""*!"%#检出
限满足要求)

表*!!弱阳性质控品和阳性质控品Z8̂ *;J基因(

!!!%基因精密度情况

样本

$质控品%

Z8̂*;J基因(A值

每日精密度

4 "T$5%

总不精密度

4 "T$5%

%基因(A值

每日精密度

4 "T$5%

总不精密度

4 "T$5%

弱阳性 *4"** !4209 "426+ !49++ "496# !4!"3 "4+#9 *432#

阳性 "42*9 #4+22 "4926 #4!"! "40"* *42+6 "4692 *439+

/41!交叉反应!0例分析特异性质控品#次检测结
果Z8̂ *;J和%基因均为阴性#表明0种病毒间不存
在交叉反应#该试剂盒特异性良好)

表!!!!个不同批号扩增试剂检出率%'#5$'

批号 '
单个基因检出率

Z8̂*;J基因 %基因

双基因

同时检出
有效检出

!"!***"*% +" 02$234##% 06$2"4""% 0#$334##% +"$*""4""%

!"!!"#"21 +" 02$234##% 0+$2#4##% 00$2*4+9% +"$*""4""%

'!讨!!论

!!1医学实验室质量和能力认可准则2*2+要求实验

室应对非标准方法检验程序进行确认#方法确认应尽
可能全面#来证实满足检验预期用途的特定要求)本
研究通过对达安提取仪器'提取试剂及伯杰扩增试剂
组成的非配套/,8/&(:R&!核酸检测系统进行性能
确认)性能确认结果显示#伯杰扩增试剂在6台扩增
仪与达安提取试剂组成的非配套检测系统的方法符

合率'精密度'检出限及特异性均能够满足实验室检
测性能要求)

方法符合率结果显示 Z8̂ *;J基因阳性符合率
达*""4""5#%基因阳性符合率约为2+46#5#总阳
性符合率可达*""4""5#其双靶标基因阴性符合率均
为*""4""5#满足要求)本研究中上海伯杰试剂盒的

%基因阳性符合率并未完全检出)蔡侃儒等**"+研究

发现#核酸(A值$#+时#提示病毒载量较低#任意试
剂检测都可能出现假阴性风险)郭元元等***+研究也

显示#国产试剂对弱阳性样品的检出率参差不齐#少
部分试剂只能检测出其中一个靶基因)由此可见#实
验室使用!种或!种以上试剂进行结果复核#除可针

对实验室假阳性标本进行复核外#在一定程度上是避
免病毒载量较低的样本出现假阴性结果的重要措施)

检测系统良好的精密度是进行其他方法学验证

实验的前提**!&*#+)本实验室前期采用(-/_X1*0&,#
方案$同一台仪器每天重复0次#连续0I%对达安配
套系统进行性能验证#结果与何吕芬等**6+研究一致#

Z8̂ *;J基因和%基因(A值的"T 值均%05#说明
达安试剂盒重复性好)而针对达安提取试剂与伯杰
扩增试剂组成非配套检测系统#则参考(-/_X10&,#
进行精密度性能确认)本研究并未在*台扩增仪进
行6次重复试验#而是使用质控品在实验室内6台扩
增仪分别进行检测的数据作为每日数据#由实验室不
同工作人员常规检测过程累计!"I数据#能更加真实
地反映日常检测样本随机分配不同仪器的实际情况#
重复性'实验室总不精密度"T 均%05#精密度性能
确认结果满足要求)

本研究同时使用!个不同批号伯杰扩增试剂对

0""C:'>"L-检出限性能确认结果显示#Z8̂ *;J基
因未检出各有*例#% 基因未检出分别有+例和6
例#但未发现Z8̂ *;J基因和 %基因同时漏检情况)
这也提醒实验室需密切关注单基因检出复核流程及

试剂批号的性能验证$确认%方案应采用更为灵敏且
扩增不同区域的核酸检测试剂进行复核*!+#以降低实
验室假阴性漏检风险)

核酸检测在方法学上特异性强#是确定/,8/&
(:R&!感染的,金标准-#本研究中伯杰扩增试剂对常
见0种呼吸道病毒无交叉反应#满足要求)本研究也
存在以下不足!$*%本研究中方法符合率'交叉反应等
性能确认方法均为室间质量评价或质控等样品来源#
缺乏真实的临床样本验证($!%由于/,8/&(:R&!核
酸检测为定性试验#精密度确认方案采用(A值作为
精密度来源并非传统意义上的绝对定量($#%实验室6
台实时荧光定量1(8仪均来自美国 ,U_公司#其他
实验室应用的仪器设备种类和数量可能会更多#性能
确认方案会更加复杂)

综上所述#实验室应尽量选用配套检测系统#如
选用非配套检测系统#实验室应完善性能验证和性能
确认程序#合理选择试剂盒及扩增仪#加强人员培训#
严格对非配套检测系统进行性能确认#确保/,8/&
(:R&!核酸检测结果质量)
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