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　　设备系统性能验证是证实检测系统的基本分

析性能符合临床要求,或者与厂商或文献提供的资

料一致,才可以将检测系统用于常规检测工作。
《血站技术操作规程》《医学实验室质量和能力认可

准则在分子诊断领域的应用说明》都对系统的性能

验证做出了规定和要求,目前核酸系统的性能验证

没有统一的标准方法[1]。我实验室对检测系统的

测定下限、特异性、准确度、抗干扰能力,利用几种

方法进行验证、比较并进行全面的评估,寻找最适

宜的验证方法,也为其他实验室核酸系统性能验证

提供参考[2]。
1　材料与方法

1.1　血浆样本

使用含抗凝剂的分离胶真空采血管,采集我中

心无偿献血者静脉血4~5mL,1500×g 离心20
min,经核酸系统 检 测 HBV DNA、HCV RNA、
HIVRNA均为阴性的血浆。
1.2　标准物质和血清盘

标准物质 HBVDNA、HCVRNA、HIVRNA,
浓度分别为200IU/mL、1000IU/mL、1000IU/mL,
由康彻斯坦生物提供。特异性、准确度性能验证学

清盘由216支样本组成(表1);最低检出限(分析灵

敏度)验证学清盘为180只样本,由 HBV DNA、
HCVRNA、HIVRNA50%、95%、100%检出限的

样本各20支组成(表2)。
1.3　仪器、试剂

科华全自动核酸检测分析系统(V2.2),科华

核酸检测试剂(20200403)。

表1　特异性、准确度性能验证血清盘组成

编号 项目 含量 编号 项目 含量

P01B HBVDNA 120IU/mL P19C HCVRNA 20000IU/mL
P02B HBVDNA 120IU/mL P20N NHP N/A
P03I HIV-1RNA 20000IU/mL P21I HIV-1RNA 20000IU/mL
P04N NHP N/A P22I HIV-1RNA 2000IU/mL
P05C HCVRNA 20000IU/mL P23N NHP N/A
P06B HBVDNA 2000IU/mL P24C HCVRNA 20000IU/mL
P07I HIV-1RNA 2000IU/mL P25N NHP N/A
P08B HBVDNA 2000IU/mL P26B HBVRNA 20000IU/mL
P09C HCVRNA 200000IU/mL P27B HBVRNA 20000IU/mL
P10N NHP N/A P28N NHP N/A
P11B HBVRNA 20000IU/mL P29B HBVRNA 120IU/mL
P12C HCVRNA 1200IU/mL P30C HCVRNA 20000IU/mL
P13I HIV-1RNA 20000IU/mL P31I HIV-1RNA 20000IU/mL
P14B HBVRNA 200000IU/mL P32C HCVRNA 1200IU/mL
P15N NHP N/A P33C HCVRNA 20000IU/mL
P16B HBVRNA 2000IU/mL P34N NHP N/A
P17C HCVRNA 1200IU/mL P35C HCVRNA 20000IU/mL
P18B HBVRNA 2000IU/mL P36I HIV-1RNA 2000IU/mL

　　注:另外含180支 HBVDNA、HCVRNA、HIVRNA阴性样本。
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表2　最低检出限验证血清盘组成

项目 HBVDNA HCVRNA HIV-1RNA

50%检出限
2.5IU/mL

(20支)
25IU/mL

(20支)
25IU/mL
(20支)

95%检出限
5.0IU/mL

(20支)
50IU/mL

(20支)
50IU/mL
(20支)

100%检出限
7.5IU/mL

(20支)
75IU/mL

(20支)
75IU/mL
(20支)

合计 180支标本

1.4　方法

1.4.1　使用血清盘的最低检出限验证　将血清盘

中所有标本,按照单检方法检测,同时包含阴阳对

照和质控品;3项目各浓度20支标本的检测率应

严格符合其对应的置信区间,即有反应性概率≥
95%,可确定为试剂的分析灵敏度。
1.4.2　使用标准物质稀释法的最低检出限验证　
选取北京康彻思坦生物技术有限公司生产的核酸

标准物质 HBV DNA(200IU/mL)、HCV RNA
(1000IU/mL)、HIVRNA(1000IU/mL),分别用

正常人新鲜血浆(HBVDNA、HCVRNA 与 HIV
RNA全阴)作为稀释基质,将标准物质稀释为说明

书声明检出限的样本,对每个样本重复20次分别

进行单检和汇集检测,见表3。在20次重复检测

中,≥95%的结果(即至少19次)能检出则为通过。

表3　标准物质及样本稀释量

项目
单检模式

HBVDNA HCVRNA HIVRNA

混检模式

HBVDNA HCVRNA HIVRNA
标准物质原浓度/(IU·mL-1) 200 1000 1000 200 1000 1000
说明书声称的下限/(IU·mL-1) 5 50 50 30 300 300
1次检测需要样本量/mL 1.8 1.8 1.8 0.4 0.4 0.4
20次检测需要样本量估算/mL 40 40 40 9 9 9
标准物质体积/mL 1 2 2 1.35 2.7 2.7
阴性血浆体积/mL 39 38 38 7.65 6.3 6.3
稀释后终浓度/(IU·mL-1) 5 50 50 30 300 300

1.4.3　使用特异性、准确度的系统验证血清盘验

证　将血清盘中216份检测系列标本,依次按照表

1中顺序排序;使用前36份样本,分别与5个阴性

样形成个pool进行检测,不做拆分获得检测结果。
与表1中的结果进行对照,结果输入表4中通过公

式计算各项性能指标。准确度为a+d/(a+b+c+
d),特异性为d/(b+d)。

表4　特异性和准确性计算

项目 预期阳性 预期阴性 合计

检测阳性 a b a+b
检测阴性 c d c+d
合计 a+c b+d

1.4.4　利用室间质量评价验证准确度、特异性　
使用临检中心室间质量评价来验证准确度、特异

性,样本量>30;根据检测结果与回报结果进行对

照计算准确度、特异性。
1.4.5　脂肪血、溶血抗干扰能力验证　选择北京

康彻思坦生物技术有限公司生产的核酸标准物质

HBVDNA(200IU/mL)、HCV RNA(1000IU/
mL)、HIVRNA(1000IU/mL),根据试剂说明书

中声称的3倍LOD脂血、溶血标准,分别用 HBV、
HCV、HIV 全阴性的重度脂血(甘油三酯33g/
L)、重度溶血(血红蛋白浓度5g/L)新鲜血浆梯度

稀释基质,制成脂血、溶血标本及对照。溶血标本

采用将新鲜血液放入冰箱冷冻,溶解制成溶血标

本。分别重复检测3次。从而考核标本脂血、溶血

时对核酸检测结果的影响。
2　结果

使用血清盘的最低检出限验证结果,见表5。

表5　血清盘验证最低检出限验证结果 %

检测项目
50%检出限

水平

95%检出限

水平

100%检出限

水平

HBVDNA 80 100 100
HCVRNA 60 95 100
HIVRNA 80 100 100

使用标准物质稀释法的最低检出限验证结果,
单检所有标本结果都为检出,混检 HIV7号 Pool
未检出,结果见表6。

使用特异性、准确度的系统验证血清盘验证结

果216支样本汇集检测结果符合率为100%,因此

特异性为100%,准确度为100%。
利用室 间 质 量 评 价 验 证 准 确 度、特 异 性 结

果,3次室间质评,每次10个样本,成绩为100%,
因此特异性为100%,准确度为100%。

脂肪血、溶血抗干扰能力验证结果各种类型的

样本都可以检出,结果见表7。
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表6　标准物质稀释验证最低检出结果

项目 单检结果 混检结果 项目 单检结果 混检结果 项目 单检结果 混检结果

HBVDNA01 + + HCVRNA01 + + HIVRNA01 + +
HBVDNA02 + + HCVRNA02 + + HIVRNA02 + +
HBVDNA03 + + HCVRNA03 + + HIVRNA03 + +
HBVDNA04 + + HCVRNA04 + + HIVRNA04 + +
HBVDNA05 + + HCVRNA05 + + HIVRNA05 + +
HBVDNA06 + + HCVRNA06 + + HIVRNA06 + +
HBVDNA07 + + HCVRNA07 + + HIVRNA07 + -
HBVDNA08 + + HCVRNA08 + + HIVRNA08 + +
HBVDNA09 + + HCVRNA09 + + HIVRNA09 + +
HBVDNA10 + + HCVRNA10 + + HIVRNA10 + +
HBVDNA11 + + HCVRNA11 + + HIVRNA11 + +
HBVDNA12 + + HCVRNA12 + + HIVRNA12 + +
HBVDNA13 + + HCVRNA13 + + HIVRNA13 + +
HBVDNA14 + + HCVRNA14 + + HIVRNA14 + +
HBVDNA15 + + HCVRNA15 + + HIVRNA15 + +
HBVDNA16 + + HCVRNA16 + + HIVRNA16 + +
HBVDNA17 + + HCVRNA17 + + HIVRNA17 + +
HBVDNA18 + + HCVRNA18 + + HIVRNA18 + +
HBVDNA19 + + HCVRNA19 + + HIVRNA19 + +
HBVDNA20 + + HCVRNA20 + + HIVRNA20 + +
检出率 100% 100% 检出率 100% 100% 检出率 100% 95%

　　注:单检1~20;混检1~20为Pool。

表7　干扰物质验证结果

标本类型

HBVDNA(5IU/mL)

结果1
(+/-)

结果2
(+/-)

结果3
(+/-)

HCVRNA(30IU/mL)

结果1
(+/-)

结果2
(+/-)

结果3
(+/-)

HIVRNA(30IU/mL)

结果1
(+/-)

结果2
(+/-)

结果3
(+/-)

用正常血浆稀释至3倍LOD + + + + + + + + +
用溶血浆稀释至3倍LOD + + + + + + + + +
用脂血血浆稀释至3倍LOD + + + + + + + + +

3　讨论

对于测定下限的验证,可以使用商品化的学清

盘进行验证,该方法简便,但成本较高。对于各项

目50%的检出限,已经超出了试剂的检出能力,
HCVRNA 项目有 40% 的样本没有检出;而在

95%检出限只有 HCV RNA 项目有1个没有检

出,其他项目都100%检出,说明系统的最低检出

限与试剂说明书所声称的一致。采用标准物质稀

释法验证最低检出限,只有 HIVRNA项目1个标

本没有检出,其他项目标本100%检出,证明标准

物质浓度准确,稀释浓度也准确,证明系统的最低

检出限与声称的一致。虽然稀释法成本较低,但稀

释的准确性可能会存在问题,建议稀释后采用可溯

源的设 备 进 行 定 量 检 测 后 再 根 据 结 果 进 行 稀

释检测。
对于准确度和特异性验证,血清盘中有高浓度

的标本 可 以 验 证 汇 集 提 取 的 抗 交 叉 污 染 的 能

力[3-5]。检测系统对216支浓度强弱不等的标本进

行汇集,阳性结果100%的检出,阴性结果没有产

生假阳性,说明系统提取时阴性标本与临近的强阳

性标本不会产生交叉污染。证明系统提取时不易

产生气溶胶,有一定的抗交叉污染能力。同样也可

以使用室间质量评回顾性的方法进行评价准确度

和特异性,虽然这种方法简便易行,但是因为其中

一般不含有过强浓度的阳性样本,因此没有抗交叉

污染的证明能力。
对于抗干扰测试,采用自制的脂肪血和溶血样

本与 标 准 物 质 配 置 成 3 倍 LOD 样 本,连 续 检

测3次,各项目都可以100%检出,证明了厂家声

称的脂肪血与溶血在相应浓度范围内不会对检测

扩增产生影响,但是同样也要关注稀释准确性的

问题。
性能验证的目的是为了验证检测设备的各项

参数是否符合制造商所能达到的要求,是否能出具
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准确的结果,设备是否可靠[6]。实验室对所使用的

设备经过性能的确认或验证,才能保证设备在该实

验室运行正常,出具的结果准确,因此需要新到设

备或定期对检测设备进行验证以保证设备运转可

靠,进而保证分析测试的质量[7]。
利益冲突　所有作者均声明不存在利益冲突
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　　恶性淋巴瘤(malignantlymphoma,ML)是起

源于淋巴结或结外淋巴组织的免疫细胞肿瘤,是血

液科常见的疾病类型之一。ML分为霍奇金淋巴

瘤(Hodgkin'slymphoma,HL)和非霍奇金淋巴瘤

(Non-hodgkin'slymphoma,NHL),其中以 NHL
较为多见,两者均以进行性地无痛性淋巴结肿大的

临床表现为主。ML患者常因大剂量化疗、自身相

关性疾病、侵入性操作、输血等各种原因导致患者

自身免疫力低下,增加了各种细菌、病毒等入侵的

风险,容易导致患者感染。有报道指出,医院感染

是 ML患者死亡的主要原因之一[1]。有研究指出

抗菌药物、住院天数、侵入性治疗、年龄与合并其他

疾病为恶性淋巴瘤患者医院感染的独立危险因素,
但很少有文献报道输血与 ML患者感染之间的关

系[2]。虽 有 报 道 同 种 异 体 输 血 (allogenicblood
transfusion,ABT)会增加感染风险[3-5],但还存在

争议[6-7],本试验通过对我院近5年收治的 ML患

者进行回顾性研究,旨在分析 ABT与 ML患者感

染之间的关系。
1　资料与方法

1.1　资料

选取2015年1月—2019年10月入住我院血

液内科的 ML患者162例,回顾性分析患者的病历

资料,包括性别、年龄、住院天数、临床分期、是否有

侵入性治疗、是否使用抗菌药物、是否放疗或化疗、
是否输血、是否感染等。
1.2　诊断标准及分类标准

恶性淋巴瘤患者诊断标准参照2001年世界卫

生组织关于淋巴瘤制定的分类标准[8],所有患者经

体格检查、实验室诊断、影像学资料、HE切片及免

疫组织化学染色切片等综合分析确诊为 ML。ML
患者中接受 ABT后1个月内出现感染的患者纳入

感染组。
1.3　统计学分析

所有统计分析均使用 SPSS19.0软件进行。
对患者性别、年龄、住院天数、临床分期、是否有侵

入性治疗、是否使用抗菌药物、是否放疗或化疗、是
否输血、是否感染进 行 描 述 性 分 析。连 续 变 量

以■X±S 表示,采 用t 检 验;分 类 变 量 汇 总 以 例

(%)表示,采用 Pearsonχ2 检验 。按性别(男和

女)、年龄(<45岁和≥45岁)、住院天数(<30d和

≥30d)、临床分期(Ⅰ~Ⅱ期和Ⅲ~Ⅳ期)、是否有

侵入性治疗、是否使用抗菌药物、是否放疗或化疗

对 ML患者进行分层。采用描述性分析比较输血

组与非输血组,感染与非感染组。采用多变量lo-
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