
!论
!!

著!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$3&$)&%$2

荧光
-58

检测
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基因分型分析性能验证程序研究"

葛燕梅!樊苏逸!毛
!

源#

!袁
!

杭!曹
!

鹏!张厚智

"南京金域医学检验所!南京
%$''(%

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨荧光聚合酶链反应"

-58

$检测
5[-%5$4

基因分型分析性能验证程序%方法
!

依据.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/对荧光
-58

方法检测
5[-%5$4

基因分型进行准

确性&精密度&灵敏度&特异度&临界值和最低检测限等的相关性能验证%结果
!

荧光
-58

与测序法检测

5[-%5$4

基因分型结果符合率为
$''2

#荧光
-58

检测
5[-%5$4

基因分型精密度用
/V

表示!

%/

&

%,

&

)/

和

),

反应体系
_,Q

和
80W

荧光通道结果
/V

均小于
$'2

#以测序法结果为标准!诊断灵敏度和特异度结果均

为
$''2

#验证
?@A;GG

值
%/

反应体系
#

5A

为
'&4*

!

%,

反应体系
#

5A

为
'&3(

!均小于设定的
?@A;GG

值
*

#验证

的
?@A;GG

值
)/

反应体系
#

5A

为
$&(+

!

),

反应体系
#

5A

为
$&()

!均小于设定的
?@A;GG

值
+

#最低检测限为
$'

E

"

)

&

P

%结论
!

荧光
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检测
5[-%5$4

基因分型各项性能验证指标符合要求!可以在实验室内开展%

关键词"荧光聚合酶链反应#

!

基因分型#

!

性能验证#

!

分子诊断

中图法分类号"

8((.

文献标志码"

,

文章编号"

$.+%94(**

"

%'$3

$

$.9%('49')

S?>A

K

=-9-98

K

?+798

D

6@;=@B9-76F6@+;+79?+=-=;ITQ%I$4

:

6-=?

KD

+-

:

9-98

K

,+,<

K

;8>=@6,76-76QIH

"

&=#;)>,(

#

O$%H8

E

(

#

7$5#8;)

#

#

#2$% 1;)

*

#

/$5",)

*

#

91$%&138K0(

$

&,),A(C<(;

*

)3F(F6;D3!;A3!

E

#

%;)

P

()

*

T()

*

7,G/4()(C;46;D3!;A3!

E

/3?6AG?

#

%;)

P

()

*

#

'(;)

*

F8%$''(%

#

/0();

&

E<,?@97?

!

"<

*

67?+F6

!

:;CV

K

D;ICABCFEFD

M

A=?FD

K

CIG;IJFE?CLCI=G=?FA=;E;G5[-%5$4

"

CE;A

MK

=E

"

FEFD

M

>=>

H

M

GD@;IC>?CE?C-58&G6?5=A,

!

TF>C<;Eh/@=<FE?C;EABC,

KK

D=?FA=;E;G,??IC<=AFA=;E5I=ACI=FG;IABCQC<=9

?FDPFH;IFA;I

M

b@FD=A

M

FE<5;J

K

CACE?C=EABC_=CD<;GQ;DC?@DFIY=F

"

E;>A=?>h

#

ABCICDCLFEA

K

CIG;IJFE?CLCI=G=9

?FA=;E;G5[-%5$4

"

CE;A

MK

=E

"

H

M

GD@;IC>?CE?C-58G;IF??@IF?

M

#

K

IC?=>=;E

#

>CE>=A=L=A

M

#

>

K

C?=G=?=A

M

#

?I=A=?FDLFD9

@CFE<J=E=J@J<CAC?A=;ED=J=ANCICF?B=CLC<&H6,>8?,

!

:BC?;=E?=<CE?CIFAC;G5[-%5$4

"

CE;A

MK

=E

"

<CAC?AC<

H

M

GD@;IC>?CEA-58FE<>C

a

@CE?=E

"

NF>$''2&:BC

.

5R

/

=E<=?FAC<ABC

K

IC?=>=;E;G5[-%5$4

"

CE;A

MK

=E

"

H

M

GD@;IC>?CEA-58&:BC5R;G_,QFE<80WGD@;IC>?CE?C?BFEECDNCICDC>>ABCE$'2ABI;@

"

B%/

#

%,

#

)/FE<

),ICF?A=;E>

M

>ACJ&TF>C<;E>C

a

@CE?=E

"

IC>@DA>

#

<=F

"

E;>A=?>CE>=A=L=A

M

FE<>

K

C?=G=?=A

M

IC>@DA>NCICH;AB$''2&

:BC?@A;GGLFD@C;G%/ICF?A=;E>

M

>ACJNF>'&4*FE<%,ICF?A=;E>

M

>ACJNF>'&3(&T;ABABCLFD@CNCICDC>>

ABFEABC>CA?@A;GGLFD@C*&:BC?@A;GGLFD@C;G)/ICF?A=;E>

M

>ACJNF>$&(+FE<),ICF?A=;E>

M

>ACJNF>$&

()

#

H;ABNCICDC>>ABFEABC>CA?@A;GGLFD@C+&:BCJ=E=J@J<CAC?A=;ED=J=ANF>$'E

"

"

&

P&I=-78>,+=-

!

:BC

=E<=?FA;I>;G

K

CIG;IJFE?CLFD=<FA=;E;G5[-%5$4

"

CE;A

MK

=E

"

H

M

GD@;IC>?CE?C-58 JCCAABCIC

a

@=ICJCEA>

#

NB=?B?;@D<HC?FII=C<;@A=EABCDFH;IFA;I

M

&

J6

K

L=@A,

!

GD@;IC>?CE?C-58

%

!"

CE;A

MK

=E

"

%

!K

CIG;IJFE?CLCI=G=?FA=;E

%

!

J;DC?@DFI<=F

"

E;>=>

!!

5[-%5$4

基因具有遗传多态性#其编码的
19

美

芬妥英羟化酶是细胞色素氧化酶
-(*'

的主要成分之

一#参与华法林'氯吡格雷'地西泮'普萘洛尔'奥美拉

挫等临床常用药物代谢*

$

+

#该种酶类活性存在显著的

个体差异#表现为血药浓度的个体差异)临床常用的

5[-%5$4

基因分型的检测方法为等位基因特异聚合

酶链反应$

-58

&#限制性片段长度多态性聚合酶链反

应$

-5898_P-

&#

YS,

测序和基因芯片技术等*

%9.

+

)

但是这些方法操作繁琐#费时费力#难以满足临床实

验室常规检测需求)

-58

具有高度的灵敏度和特异

度#与其他
5[-%5$4

基因分型检测方法相比#操作简

单#结果易于判断#因此便于临床常规检测)本研究

通过与测序法结果比较#对荧光
-58

检测
5[-%5$4

基因分型分析性能进行验证评估#为使用荧光
-58

检测
5[-%5$4

基因分型的实验室提供参考)

$

!

资料与方法

$&$

!

标本来源
!

江苏地区送往金域检验所进行

5[-%5$4

基因分型检测的标本)

$&/

!

仪器和试剂
!

,T!+*''

荧光定量
-58

仪#恒温

水浴箱#

*$(*8

高速冷冻离心机)血液核酸提取纯化

(

4'(%

(

检验医学与临床
%'$3

年
3

月第
$*

卷第
$.

期
!

PFHQC<5D=E

!

,@

"

@>A%'$3

!

R;D&$*

!

S;&$.

"

基金项目"江苏省科技厅临床医学科技专项资助项目$

TP%'$('$+

&)

!!

作者简介!葛燕梅#女#技师#主要从事医学检验方面的研究)

!

#

!

通信作者#

#9JF=D

!

P,TQ[

"

O=E

"

JC<&?;J&?E

)



试剂盒和人
5[-%5$4

基因分型检测试剂盒均由苏州

旷远生物分子技术有限公司提供)

$&'

!

方法
!

依据,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-对荧光
-58

检测

5[-%5$4

基因分型进行准确性'精密度'灵敏度'特

异度'临界值和最低检测限等的相关性能验证

$&'&$

!

准确性评估
!

使用患者送检的新鲜血液标本

%'

例#使用的比对方法为测序法)被评价方法和比对

方法在
$

!

*<

内同时检测标本#然后观察两种方法的

符合情况$结果一致性&)

$&'&/

!

精密度
!

定性检测项目以阴阳性作为判断依

据#检测结果通常以
5A

值形式显示)本研究使用在

不同条件下的
5A

的数值的一致程度作为精密度的评

价标准#要求变异度$

/V

&

'

$'&''2

符合要求)

$&'&'

!

诊断灵敏度
!

诊断灵敏度采用百分数表达#

以公式
$''i

真阳性值数$

:-

&"*

:-k

假阴性值数

$

_S

&+进行计算)取
$'

份已知管结论真阳性的标本

$从上述已测序标本中挑选&#用被评价方法检测#计

算检测出来阳性的标本占的比例)

$&'&1

!

诊断特异度
!

诊断特异度采用百分数表达#

以
$''i:S

"$

:Sk_-

&进行计算)取
$'

份已知管

结论真阴性的标本$从上述已测序标本中挑选&#用被

评价方法检测#计算检测出来阴性的标本占的比例)

$&'&2

!

临界值验证
!

临界值用
#

5A

$

#

5A6

,

5A

$

_,Q

&

95A

$

80W

&

,

&表示#作为判断特定疾病'状态或

被测量存在或不存在的界限的量值)测量结果低于

临界值判断为阳性%高于临界值判断为阴性)临界值

的选择决定检验的诊断特异度和灵敏度)选择
$'

份

杂合变异型$

%/,)/,

&新鲜血清#上机进行检测#计

算均值$

L

&'标准差$

F

&#

?@A;GG

验证值为!

LU)F

)要

求设定的
?@A;GG

值大于验证的
?@A;GG

值#即为验证

通过)

$&'&)

!

最低检测限
!

取适量浓度标本#经稀释后测

量被测物浓度在
$'E

"

"

&

P

左右#上机检测#重复
%

!

)

次)要求能正常判断出检测结果即为验证通过)

/

!

结
!!

果

/&$

!

荧光
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检测
5[4%5$4

基因分型结果
!

%/

反应体系!

#

5A

'

*

#

/

阳性%

#

5A

%

*

或
5A

$

_,Q

&

.

XE<CACIJ=EC<

/#

/

阴性)

%,

反应体系!

#

5A

'

*

#

,

阳性%

#

5A

%

*

或
5A

$

_,Q

&.

XE<CACIJ=EC<

/#

,

阴

性)

)/

反应体系!

#

5A

'

+

#

/

阳性%

#

5A

%

+

或
5A

$

_,Q

&.

XE<CACIJ=EC<

/#

/

阴性)

),

反应体系!

#

5A

'

+

#

,

阳性%

#

5A

%

+

或
5A

$

_,Q

&.

XE<CACI9

J=EC<

/#

,

阴性)

/&/

!

荧光
-58

和测序法同时检测标本结果符合

率
!

两种方法同时检测
%'

例标本#检测结果符合率

为
$''2

#符合要求)

/&'

!

精密度验证结果
!

-58

检测
5[-%5$4

基因分

型精密度验证结果见表
$

#

%/

反应体系
_,Q

和
80W

荧光通道结果
/V

分别为
%&++2

'

%&'.2

#

%,

反应体

系
_,Q

和
80W

荧光通道结果
/V

分别为
)&).2

'

%&+32

#

)/

反应体系
_,Q

和
80W

荧光通道结果

/V

分别为
%&(42

'

$&$+2

#

),

反应体系
_,Q

和

80W

荧光通道结果
/V

分别为
$&%+2

'

$&(*2

#均小

于
$'2

#符合要求)

表
$

!!

-58

检测
5[-%5$4

基因分型

!!!

精密度验证结果

参数$

5A

&

%/

_,Q 80W

%,

_,Q 80W

)/

_,Q 80W

),

_,Q 80W

L

$(&.($*&') $(&33$*&)% $*&$($(&*. $*&44$(&3+

F '&($ '&)$ '&*' '&() '&)3 '&$+ '&%' '&%%

/V

$

2

&

%&++ %&'. )&). %&+3 %&(4 $&$+ $&%+ $&(*

/&1

!

诊断灵敏度和特异度验证结果
!

-58

检测

5[-%5$4

基因分型#验证的灵敏度和特异度均为

$''2

#符合要求)

/&2

!

临界值验证结果
!

-58

荧光法检测
5[-%5$4

基因分型设定的
?@A;GG

值!

%/

和
%,

反应体系
#

5A

为
*

#

)/

和
),

反应体系
#

5A

为
+

)验证的
?@A;GG

值

%/

反应体系
#

5A

为
'&4*

#

%,

反应体系
#

5A

为
'&

3(

#均小于设定的
?@A;GG

值
*

%验证的
?@A;GG

值
)/

反应体系
#

5A

为
$&(+

#

),

反应体系
#

5A

为
$&()

#均

小于设定的
?@A;GG

值
+

#验证通过#符合要求#见表
%

)

表
%

!!

-58

检测
5[-%5$4

基因分型

!!!

临界值验证结果

参数$

#

5A

&

%/ %, )/ ),

L

'&)4 '&(( '&(4 $&$%

F '&$4 '&$) '&)) '&$

LU)F '&4* '&3( $&(+ $&()

/&)

!

最低检测限验证结果
!

-58

荧光法检测

5[-%5$4

基因分型最低检测下限要求
YS,

浓度不

低于
$'E

"

"

&

P

)取提取好的
YS,

模板$浓度为
*'

E

"

"

&

P

&稀释浓度至
$'E

"

"

&

P

#重复检测
)

次#检测结

果与稀释前一致#验证通过)

'

!

讨
!!

论

!!

5[-%5$4

"

%

$

I>%((%3*

&基因在
*

号外显子
.3$

位点的
/

)

,

单碱基突变可产生一个异常剪接位点%

5[-%5$4

"

)

$

I>(43.34)

&基因在
(

号外显子
.).

位

点的
/

)

,

单碱基突变可提前产生一个终止密码子#

从而导致表达非功能性蛋白)这
%

个基因突变所表

达的
5[-

酶将导致形成氯吡格雷等药物活性代谢物

的量减少)携带
5[-%5$4

"

%

$

?&.3$/

%

,

&或

5[-%5$4

"

)

$

?&.)./

%

,

&多态性基因的患者表型为

慢代谢型#基因型表型为纯合子
5[-%5$4

"

%

"

"

%

或

"

)

"

"

)

或杂合子
"

%

"

"

)

)这类人群代谢药物缓慢#

易导致药物不良反应的产生)

荧光
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检测
5[-%5$4

基因分型#操作简单#

结果易于判断#因此便于临床常规检测使用)临床实

验室在使用
-58

时#需要充分了解其方法学性能#而

且需采取严格的室内质量控制措施才能确保实验结

(

'$(%

(

检验医学与临床
%'$3

年
3

月第
$*

卷第
$.

期
!

PFHQC<5D=E

!

,@

"

@>A%'$3

!

R;D&$*

!

S;&$.



果的准确)

!10$*$34

和
5,-

认可体系明确要求实

验室在开展新的检测项目前需进行方法学分析性能

验证)因此#方法学性能验证是实验室开展
-58

项

目前必须要进行的工作*

+

+

)

有两类突变可引起
5[-%5$4

基因多态性!一类

是$如
5[-%5$4

"

%

'

"

)

'

"

(

'

"

*

'

"

+

'

"

3

等&可降

低酶活性位点的突变*

394

+

%另一类是可以增强酶活性

的突变#目前仅发现
5[-%5$4

"

$+

位点突变)黄杰

等*

$'

+针对
5[-%5$4

"

%

'

5[-%5$4

"

)

和
5[-%5$4

"

$+

多 态 性 位 点 设 计 引 物 和 探 针#建 立 检 测

5[-%5$4

基因多态性的
-589

荧光探针法#评价了准

确性'灵敏度和特异度)刘秀卿等*

$

+自建
5[-%5$4

基因多态性荧光定量
-58

#主要评价了准确性'灵敏

度和重复性)以往学者在研究检测
5[-%5$4

基因多

态性时#多为针对
5[-%5$4

基因特定位点设计引物

和探针#自建相应
-58

检测
5[-%5$4

基因分型并进

行相关性能评价)

本研究使用荧光
-58

检测
5[-%5$4

基因分型

使用的是商品化的试剂盒#评价了准确性'重复性'灵

敏度和特异度#并且对试剂盒给出的临界值和检测限

进行了验证#对于该方法的性能验证程序评价比较全
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基因分型性
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基因分型的实验室提供了一些参考)
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&!EÀ 5D=E#V

K

QC<

#

%'$*

#

3

$

$'

&!

$34$+9$34%.&

*

+

+ 罗卉丽#袁杭#毛源#等
&

分子诊断定量项目分析性能验证

程序探讨*

`

+

&

国际检验医学杂志#

%'$*

#

).

$

$.

&!

%).'9

%).%&

*

3

+

P![

#

[,S/\

#

0̂XW

#

CAFD&,EFD

M

>=>;GABC5[-%5$4

"

CECA=?

K

;D

M

J;I

K

B=>J=E\FEFE<X

M"

B@I

K

FA=CEA>N=AB

?FI<=;LF>?@DFIFE<?CICHI;LF>?@DFI<=>CF>C>=EABCZF>B=

FICF;GW=E

e

=FE

"

*

`

+

&QC<1?=Q;E=A

#

%'$(

#

%'

!

%%$)9%%$3&

*

4

+

P!S Q

#

:0Y,80 Q

#

5\,S`

#

CAFD&,>>;?=FA=;EHC9

ANCCE5[-%5$4

K

;D

M

J;I

K

B=>J>FE<;@A?;JC>=E?CICHIFD

CE<;LF>?@DFIABCIF

KM

*

`

+

&,̀ S8 ,J ` SC@I;IF<=;D

#

%'$.

#

)+

$

$

&!

$'39$$)&

*

$'

+黄杰#于婷#张?#等
&5[-%5$4

基因多态性检测方法的

建立*

`

+

&

药物分析杂志#

%'$*

#

)*

$

4

&!

$*.%9$*.+&

$收稿日期!

%'$+9$%9$(

!!

修回日期!

%'$39'%9'3

&

$上接第
%('3

页&

*

+

+

-,1:#8,S_

#

Q#SY#W:

#

8,-0-08:Q

#

CAFD&5;E9

AI;DD=E

"

_FD>C9

K

;>=A=LCIC>@DA>;HAF=EC< N=ABABC \;<

"

C

FE<QF>@<FF>>F

M

>G;I<CAC?A=;E;G?DF>>F?FIHF

K

CECJF>C

=E>

K

C?=C>;G#EACI;HF?ACI=F?CFCH

M

=E?;I

K

;IFA=E

"

H;I;E=?

F?=<

*

`

+

&̀5D=EQ=?I;H=;D

#

%'$'

#

(3

$

(

&!

$)%)9$))%&

*

3

+

Y!-!P,:0R

#

,8#S,_

#

:,15!S!5

#

CAFD&J?I9$&%

#

F

SCNJ?IRFI=FEA5FII=C<;EF:IFE>GCIFHDC-DF>J=<GI;J

F5;D=>A=E98C>=>AFEAZ-55FIHF

K

CECJF>C9-I;<@?=E

"

ZDCH9

>=CDDF

K

EC@J;E=FC1AIF=E;G1C

a

@CE?C:

MK

C*$%

*

`

+

&,EA=9

J=?I;H,

"

CEA>5BCJ;ABCI

#

%'$.

#

.'

$

4

&!

*.$%9*.$*&

*

4

+

,TYXP/Z&,E;H=A@FI

M

9;EABC<CFAB;GFEA=H=;A=?>

*

`

+

&

`,>>;?0B

M

>=?=FE>!E<=F

#

%'$'

#

*3

$

%

&!

$()9$((&

*

$'

+

-0!8#PP

#

],P1\ :8

#

5XR!PP!#8R

#

CAFD&Q@DA=9

K

DCV-58G;I<CAC?A=;E;GF?

a

@=IC<?FIHF

K

CECJF>C

"

CEC>

*

`

+

&Y=F

"

EQ=?I;H=;D!EGC?AY=>

#

%'$$

#

+'

$

$

&!

$$49$%)&

*

$$

+杨莉#张红岩
&

碳青霉烯酶基因型的研究进展*

`

+

&

中国微

生态学杂志#

%'$(

#

%.

$

)

&!

)..9).3&

*

$%

+

Y0XQ!:\ Q

#

#PP!S/:0S Q`

#

P!R#8Q08#Y Q

#

CAFD&Q;DC?@DFIJC?BFE=>J><=>I@

K

A=E

"K

;I=ECV

K

IC>>=;E

=ECIAF

K

CECJ9IC>=>AFEAZDCH>=CDDFFE<#EACI;HF?ACI>

KK

&

?D=E=?FD=>;DFAC>GI;JABCXZ

*

`

+

&̀ ,EA=J=?I;H5BCJ;AB9

CI

#

%''4

#

.)

$

(

&!

.*49..+&

*

$)

+

P,SYQ,S Y

#

T8,:X 1

#

bX,P# &̀5;EAI=H@A=;E;G

0Q-Z).A;?FIHF

K

CECJ>@>?C

K

A=H=D=A

M

=EZ-59

K

I;<@?=E

"

ZDCH>=CDDF

K

EC@J;E=F

*

`

+

&̀ QC< Q=?I;H=;D

#

%''4

#

*3

$

$'

&!

$)')9$)'3&

$收稿日期!

%'$+9$%9%.

!!

修回日期!

%'$39'%9%'

&

(

$$(%

(

检验医学与临床
%'$3

年
3

月第
$*

卷第
$.

期
!

PFHQC<5D=E

!

,@

"

@>A%'$3

!

R;D&$*

!

S;&$.




