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应用GSP筛查新生儿G6PDd的性能验证及cut-off值设定*
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  摘 要:目的 对全自动荧光免疫分析仪(GSP)检测干血片葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(G6PD)的性能进行验

证,并初步建立该方法筛查葡萄糖-6-磷酸脱氢酶缺乏症(G6PDd)的cut-off值。方法 前期确定验证方案,对

试剂盒自带标准品B、D、E
 

3个浓度的标本,L、H两个浓度的质控品及试剂盒自带标准品B、C、D、E、F
 

5个浓

度标本进行GSP系统的精密度、正确度和线性范围的验证。采用GSP和目前临床常规使用的Victor2D
 

1420
型荧光免疫分析仪(半自动荧光免疫分析仪)同步检测2

 

742例新生儿干血片G6PD水平,比较两种仪器结果,
并使用百分位数分布及受试者工作特征(ROC)曲线初步建立中山市博爱医院产前诊断中心GSP筛查G6PDd
时G6PD水平的cut-off值。结果 应用GSP检测G6PD时,批内变异系数分别为2.09%、1.54%和1.90%,
总变异系数分别为3.08%、1.72%和2.12%,分别小于厂家声明的3.40%和3.90%;质控浓度L的25份标本

的测量总均值与靶值的相对偏差为3.84%,质控浓度 H 的25份标本的测量总均值与靶值的相对偏差为

3.44%;5个浓度标本的检测值和理论值的线性回归方程为Y=1.008
 

2X+0.012
 

5,决定系数(R2)为0.999
 

1,
R2>0.995,线 性 相 关 性 良 好。标 本 总 体 P5 的 G6PD 水 平 为20.10

 

U/dL。两 种 仪 器 的 一 致 性 良 好。
 

结论 GSP应用于中山市新生儿G6PD检测中,精密度、准确度、线性范围均达到了厂家声明的检测性能,可常

规用于新生儿G6PDd筛查。该中心初步采用的GSP新生儿G6PDd筛查的cut-off值为20.10
 

U/dL。
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Abstract:Objective To

 

verify
 

the
 

performance
 

of
 

Genetic
 

Screening
 

Processor
 

(GSP)
 

for
 

determination
 

of
 

glucose-6-phosphate
 

dehydrogenase
 

(G6PD)
 

in
 

dried
 

blood
 

spots.The
 

cut-off
 

value
 

of
 

glucose-6-phosphate
 

dehydrogenase
 

deficiency
 

(G6PDd)
 

screening
 

by
 

this
 

method
 

was
 

established.Methods The
 

validation
 

scheme
 

was
 

determined
 

in
 

the
 

early
 

stage,and
 

the
 

precision,accuracy
 

and
 

linear
 

range
 

of
 

GSP
 

system
 

were
 

verified
 

for
 

samples
 

with
 

B,D
 

and
 

E
 

concentrations,quality
 

control
 

products
 

with
 

L
 

and
 

H
 

concentrations
 

and
 

linear
 

samples
 

with
 

B,C,D,E,F
 

5
 

concentrations
 

of
 

kits.GSP
 

analyzer
 

and
 

Victor2D
 

1420
 

fluorescence
 

immu-
noassay

 

(semi-automatic
 

analyzer)
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

G6PD
 

level
 

in
 

blood
 

of
 

2
 

742
 

neonates.The
 

results
 

of
 

the
 

two
 

instruments
 

were
 

compared.Furthermore,percentile
 

method
 

and
 

Receiver
 

Operating
 

Characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

the
 

optimal
 

cut-off
 

value
 

of
 

G6PD
 

level
 

in
 

dried
 

blood
 

spots
 

of
 

G6PDd
 

screened
 

by
 

GSP
 

analyzer
 

in
 

Prenatal
 

Diagnosis
 

Center,Boai
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Southern
 

Medical
 

Universi-
ty.Results When

 

GSP
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

G6PD,the
 

coefficient
 

of
 

variation
 

in
 

batch
 

were
 

2.09%,1.54%
 

and
 

1.90%,and
 

the
 

total
 

coefficient
 

of
 

variation
 

were
 

3.08%,1.72%
 

and
 

2.12%
 

respectively,which
 

were
 

lower
 

than
 

3.40%
 

and
 

3.90%
 

claimed
 

by
 

manufacturers.The
 

relative
 

deviation
 

between
 

the
 

total
 

mean
 

of
 

measure-
ment

 

and
 

the
 

target
 

value
 

of
 

25
 

samples
 

of
 

quality
 

control
 

concentration
 

L
 

was
 

3.84%,and
 

that
 

of
 

25
 

samples
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of
 

quality
 

control
 

concentration
 

H
 

was
 

3.44%.The
 

linear
 

regression
 

equation
 

of
 

tested
 

values
 

and
 

theoretical
 

values
 

of
 

5
 

linear
 

specimens
 

was
 

Y=1.008
 

2X+0.012
 

5,the
 

R2
 

was
 

0.999
 

1,R2>0.995,indicating
 

good
 

line-
ar

 

correlation.The
 

G6PD
 

level
 

at
 

the
 

5.0
 

percentile
 

was
 

20.10
 

U/dL.The
 

two
 

instruments
 

had
 

good
 

consis-
tency.Conclusion GSP

 

is
 

used
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

G6PD
 

in
 

neonatal
 

screening
 

of
 

in
 

Zhongshan
 

city,its
 

preci-
sion,accuracy,linear

 

range
 

have
 

reached
 

the
 

detection
 

performance
 

declared
 

by
 

the
 

manufacturer,and
 

it
 

could
 

be
 

routinely
 

used
 

in
 

the
 

screening
 

of
 

neonatal
 

G6PDd.The
 

cut-off
 

of
 

GSP
 

neonatal
 

G6PDd
 

screening
 

initially
 

adopted
 

by
 

our
 

center
 

is
 

20.10
 

U/dL.
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  葡萄糖-6-磷酸脱氢酶缺乏症(G6PDd)是由于基

因缺陷而引起红细胞膜表面葡萄糖-6-磷酸脱氢酶

(G6PD)降低,使得维持红细胞膜稳定性的还原型谷

胱甘肽生成减少而不能抵抗氧化损伤而造成的疾病。
新生儿G6PDd主要临床表现为急性溶血、遗传性非

球形细胞性溶血性贫血、高胆红素血症,因新生儿血

脑屏障尚未完全建立,易引起核黄疸导致人体脑部损

伤等[1-3]。全自动荧光免疫分析仪(GSP)操作便捷,
检测结果的准确性较高[4],中山市博爱医院(以下简

称本院)2017年引进GSP,本文旨在探讨GSP筛查系

统用于新生儿G6PDd筛查的价值,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 以2018年3-8月中山市分娩的

2
 

742例新生儿为研究对象,为全市23个(市)镇区25
家医院分娩的新生儿,均送外周血(足跟血或脐血)标本

至中山市博爱医院产前诊断中心(以下简称本中心)进
行G6PDd筛查,排除早产儿及低出生体质量儿。
1.2 仪器与试剂 主要仪器有芬兰

 

PerkinElmer
(PE)公司生产的GSP(型号2021-0010),芬兰PE公

司生 产 的 半 自 动 荧 光 免 疫 分 析 仪 (型 号 Vic-
tor2D1420,半 自 动 荧 光 免 疫 分 析 法)及 Panthera-
PuncherTM9打孔仪,广州丰华生物工程有限公司生产

的微量振荡器(型号FWZ-1)等。试剂盒使用芬兰PE
公司生产的GSP

 

Neonatal
 

G6PD试剂盒(全自动荧光

免疫分析法)、Neonatal
 

G6PD试剂盒(半自动荧光免

疫分析法)。
1.3 标本采集 严格按照原卫生部《新生儿疾病筛

查技术规范(2010版)》制作滤纸干血片:在新生儿出

生48~72
 

h充分哺乳后采集足跟血,制成滤纸干血

片,干血片室温平放晾干后,4
 

℃保存,最迟不宜超过

5
 

d送至本中心进行筛查。
1.4 方法 试验步骤严格按照GSP

 

Neonatal
 

G6PD
试剂盒说明书操作,分析 GSP的精密度、正确度、线
性范围等,并与厂家声明的参数进行比较。
1.4.1 精密度验证 采用试剂盒自带标准品B、D、E

 

3个浓度标本作为测试标本,每个浓度标本每天测量

1个批次,共进行5
 

d,每批次对各浓度标本重复测量

3次,每个浓度各15个测量值,计算批内变异系数

(CV批内)、批 间 变 异 系 数 (CV批间 )和 总 变 异 系 数

(CV总)。
1.4.2 正确度验证 采用试剂盒自带质控品L(指
定靶值16.4

 

U/dL)和H(指定靶值56.1
 

U/dL)两个

浓度标本作为测试标本,每份标本每天测量1个批

次,每批次测量5次,共进行5
 

d,每个浓度各25个测

量值,统计测量总均值与靶值的相对偏差是否小于

10%(1/3TEa)。
1.4.3 线性范围验证 采用试剂盒自带标准品B、
C、D、E、F作为测量标本,浓度梯度分别为9.0、18.3、
35.5、77.1、120

 

U/dL。每个标本测量3次,在同一批

测量中完成,考察测量均值与理论值的线性关系。
1.4.4 质控 每批测试均进行室内质控标本测量,
当质控品结果超出规定的失控限时剔除,重新进行

试验。
1.4.5 cut-off值的设定 严格依据 GSP

 

Neonatal
 

G6PD
 

试剂盒和 Neonatal
 

G6PD试剂盒说明书同步

检测2
 

742例新生儿滤纸干血片的血G6PD水平。
1.5 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据处理及统计分析。检测值与理论值的关系采用线

性回归方程分析。采用Dixon方法检查并剔除离群

值,采用百分位数分布及受试者工作特征(ROC)曲线

建立cut-off值;两种仪器检测结果一致性检验采用

Kappa检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
 

2 结  果

2.1 GSP性能验证

2.1.1 精密度验证结果 GSP检测试剂盒自带标准

品B、D、E中 G6PD
 

CV批内 分别为2.09%、1.54%、
1.90%,均小于厂家声明的CV批内(3.40%);CV批间 分

别为2.45%、1.03%、1.26%;CV总 分别为3.08%、
1.72%、2.12%,小于厂家声明的最低CV总(3.90%)。
2.1.2 正确度验证结果 质控浓度为L的25份标

本的测量总均值与靶值的相对偏差为3.84%,质控浓

度为H的25份标本的测量总均值与靶值的相对偏差

为3.44%,均小于10%,试剂盒检测G6PD正确度符

合要求。
2.1.3 线性范围验证结果 B、C、D、E、F

 

5个浓度的

试剂盒自带标准品标本的检测值和理论值的线性回

归方程为Y=1.008
 

2X+0.012
 

5,决定系数(R2)为
0.999

 

1,线性相关性良好见图1。
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图1  GSP检测G6PD检测值和理论值线性关系

2.2 GSP检测结果

2.2.1 GSP检测结果的百分位数分布 2
 

742例新

生儿的血 G6PD 水平 P1、P5 分别为4.27、20.10
 

U/dL。以P1 为cut-off值时,2
 

742例新生儿中27
例筛查阳性(筛查阳性率为0.985%),其中女2例,男
25例;以P5 为cut-off值时,2

 

742例新生儿中135例

筛查阳性(筛查阳性率为4.923%),其中女48例,男
87例。
2.2.2 ROC曲线分析 G6PD诊断G6PDd的曲线

下面积(AUC)为0.963。ROC
 

曲线以约登指数(灵
敏度+特异度-1)最大值为最佳诊断值,即cut-off值

为22.40
 

U/dL时灵敏度及特异度最高。以22.40
 

U/dL为cut-off值时,2
 

742例新生儿中175例筛查

阳性(筛查阳性率为6.382%),其中女74例,男101
例。见图2、表1。

图2  采用G6PD筛查G6PDd的ROC曲线

表1  不同G6PD水平诊断G6PDd的灵敏度和特异度

G6PD(U/dL) 灵敏度 特异度 约登指数

19.50 0.993 0.793 0.786

19.85 0.992 0.793 0.785

20.30 0.990 0.793 0.783

20.60 0.989 0.793 0.782

21.00 0.989 0.828 0.817

21.55 0.988 0.828 0.816

21.90 0.987 0.862 0.849

22.40 0.987 0.897 0.884

22.90 0.986 0.897 0.883

23.35 0.985 0.897 0.882

续表1  不同G6PD水平诊断G6PDd的灵敏度和特异度

G6PD(U/dL) 灵敏度 特异度 约登指数

23.85 0.983 0.897 0.880

24.15 0.982 0.897 0.879

24.40 0.981 0.897 0.878

2.2.3 两种仪器检测结果比较 GSP和半自动荧光

免疫分析仪对2
 

742例新生儿滤纸干血片同步进行检

测,结果显示半自动荧光免疫分析仪筛查阳性90例,
阴性2

 

652例,GSP筛查阳性135例,阴性2
 

607例,
两种仪器检测结果具有一致性(Kappa=0.783,P<
0.001)。以半自动荧光免疫分析仪为标准,GSP的灵

敏度、特异度、阳性符合率分别为65.92%、99.96%、
98.29%。见表2。

表2  两种仪器检测结果比较(n)

半自动荧光免疫分析仪
GSP

阳性 阴性
合计

阳性 89 1 90

阴性 46 2
 

606 2
 

652

合计 135 2
 

607 2
 

742

3 讨  论

  G6PD的检测方法包括荧光斑点定性试验、速率

法、荧光分析法、G6PD/6PGD比值法等[5-9]。
 

GSP操

作更便捷,能够减少实验技术人员的手工操作时间,
特别适合开展大规模的新生儿疾病筛查。本院按照

临床定量实验性能验证方案对GSP检测G6PD的精

密度、正确度和线性范围进行了评估,并初步确定

cut-off值[10-11]。
实验检测结果准确和稳定是遗传代谢病诊断的

最基本前提。正确度的验证结果表明 GSP配套的

G6PD检测试剂盒自带的高、低两个浓度的质控品和

靶值的相对偏差小于10%(1/3TEa),说明GSP检测

G6PD的正确度通过验证。从精密度的验证结果看,
应用 GSP对 试 剂 盒 自 带 两 个 浓 度 质 控 品 检 测 的

CV批内 分别为2.09%、1.54%和1.90%,CV总 分别为

3.08%、1.72%和2.12%,均小于厂家声明的3.40%
和3.90%,说明GSP新生儿筛查系统检测G6PD的

精密度符合要求;线性范围的验证结果显示测定项目

理论值与测定均值的R2 为0.999
 

1,GSP检测G6PD
的检测值和理论值具有非常高的线性相关性,线性范

围内符合要求,总之GSP的精密度、正确度、线性范

围与厂商声明的分析性能基本一致,能够满足临床检

测要求。通过对2018年3-8月2
 

742例新生儿GSP
检测结果分析,对比百分位数分布和ROC曲线分析

设立的cut-off值,ROC曲线筛查的阳性率更高,相应

的假阳性率也会升高,因此其更适合于标本量大的数

据,故新生儿G6PD
 

cut-off值以G6PD水平P5 为标
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准[12-13]。2
 

742例新生儿干血片标本在 GSP上测得

的G6PD 水 平 P5 为20.10
 

U/dL。以 P5
  (20.10

 

U/dL)为cut-off值,初筛阳性率为4.923%,其中48
例女性,87例男性。2008年陈亚军等[14]报道韶关市

71
 

892 例 新 生 儿 G6PDd 初 筛 阳 性 率 为 5.19%
(3

 

729/71
 

892);2013 年 郭 小 玲 等[15]报 道 中 山 市

25
 

021例新生儿G6PDd筛查阳性率为3.63%(908/
25

 

021),其中男性阳性率为5.40%,女性阳性率为

1.40%;2016年张延玮等[16]报道汕头市104
 

079例

新生儿G6PDd初筛阳性率为1.60%;2017年刘冬霞

等[17]报道清远市57
 

815例新生儿G6PDd初筛阳性

阳性率为6.17%(3
 

568/
 

57
 

815);2018年唐芳等[18]

报道广州市16
 

319例新生儿中,G6PDd筛查阳性率

为4.21%(687/16
 

319),其中男6.40%,女1.70%;
2019年杨应松等[19]报道江门市73

 

813例新生儿总体

筛查阳性率为4.14%(3
 

027/73
 

183),男女筛查阳性

率分 别 为
 

6.88% (2
 

632/38
 

240)、1.13% (395/
34

 

943),总体筛查阳性率接近本研究中采用 P5 为

cut-off值时的筛查阳性率。另外,以半自动荧光免疫

分析仪筛查结果为标准,cut-off值为21.00
 

U/dL时,
计算得出GSP检测结果的特异度、阳性符合率均较

高,若以ROC曲线计算出的22.40
 

U/dL为cut-off
值,将召回更多的患儿,提高假阳性率。本研究通过

百分位数分布计算得出的新生儿G6PD筛查cut-off
值仅作为项目开展初期实验室的初始cut-off值。

综上所述,GSP用于中山市新生儿筛查G6PD检

测性能和厂家声明的一致,检测系统具有良好的精密

度、准确度、线性范围,对比 GSP与半自动荧光免疫

分析仪一致性较好,说明将GSP筛查系统应用于新

生儿G6PD的检测是可行的。通过本研究还确定了

GSP检测新生儿 G6PD的cut-off值,明确了参考值

对G6PDd的诊断、治疗和预后判断有重要指导意义。
本中心将定期回顾性分析总结,增大标本量后可重新

设定cut-off值,并根据不同的胎龄和体质量进一步校

正筛查cut-off值,以提高筛查工作质量和筛查效率。
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