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  摘 要:目的 通过设计合理的实验对人CYP2C19基因分型检测试剂盒[荧光聚合酶链反应(PCR)法]进

行性能验证,证实其检测结果的可靠性。方法 参照CNAS-GL039:2019《分子诊断检验程序性能验证指南》要

求,选择符合实验条件的样本,严格按照CYP2C19基因分型检测试剂盒标准操作流程进行基因型别的检测。
通过数据分析和统计,对试剂盒性能进行多方面评估,包括方法符合率、检出限、交叉反应以及抗干扰能力。
结果 15例临床样本(10例突变型+5例野生型)试剂盒检测结果与金标准测序结果完全一致,方法符合率为

100%;经梯度稀释验证,试剂盒最低检出限为10
 

ng/μL;CYP2C19
 

1*/1*型(c.681G和c.636G)临床样本

中,加入CYP2C19*17等位基因(c.-806C>T)和同源基因CYP2C9(c.1075A>C)突变型质粒,检测结果仍

为1*/1*型,满足交叉反应验证要求;干扰物质(血红素20.0
 

g/L,甘油三酯11.0
 

mmol/L,总胆红素60.0
 

μmol/L)对试剂盒检测结果无影响,抗干扰能力合格。结论 人CYP2C19基因分型检测试剂盒(荧光PCR法)
性能评估合格。
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Abstract:Objective To

 

verify
 

the
 

performance
 

of
 

human
 

CYP2C19
 

genotyping
 

test
 

reagent
 

kit
 

(fluores-
cence

 

PCR
 

method)
 

by
 

reasonably
 

designed
 

the
 

experiments
 

to
 

confirm
 

the
 

reliability
 

of
 

the
 

detection
 

results.
Methods Referring

 

to
 

the
 

requirement
 

of
 

2019
 

version
 

of
 

Guideline
 

for
 

Performance
 

Verification
 

of
 

Molecular
 

Diagnostic
 

Test
 

Procedures
 

in
 

CNAS-GL039,the
 

samples
 

meeting
 

the
 

experimental
 

conditions
 

were
 

selected
 

to
 

conduct
 

the
 

genotype
 

detection
 

strictly
 

according
 

to
 

the
 

operation
 

process
 

of
 

CYP2C19
 

genotyping
 

test
 

rea-
gent

 

kit.The
 

performance
 

of
 

the
 

detection
 

kit
 

conducted
 

a
 

multi-faceted
 

assessment,including
 

the
 

coincidence
 

rate,detection
 

limit,cross
 

reaction
 

and
 

anti-interference
 

ability
 

by
 

data
 

analysis
 

and
 

statistics.Results The
 

kit
 

test
 

results
 

of
 

15
 

clinical
 

samples
 

(10
 

cases
 

of
 

mutant
 

type
 

and
 

5
 

cases
 

of
 

wild
 

type)
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

gold
 

standard
 

sequencing
 

results.The
 

method
 

coincidence
 

rate
 

was
 

100%.The
 

minimum
 

detection
 

limit
 

of
 

the
 

kit
 

verified
 

by
 

gradient
 

dilution
 

was
 

10
 

ng/μL.In
 

1*/1*(c.681G
 

and
 

c.636G)
 

clinical
 

samples
 

of
 

CYP2C19,
adding

 

the
 

mutant
 

plasmids
 

of
 

CYP2C19
 

*17
 

allele
 

(c.-806C>T)
 

and
 

homologous
 

gene
 

CYP2C9
 

(c.1075A>C).The
 

results
 

of
 

CYP2C19
 

genotyping
 

were
 

still
 

1*/1*,which
 

met
 

the
 

requirement
 

of
 

the
 

cross
 

reaction
 

verification.Three
 

interfering
 

substances
 

(heme
 

20.0
 

g/L,triglyceride
 

11.0
 

mmol/L,total
 

bili-
rubin

 

60.0
 

μmol/L)
 

had
 

no
 

influence
 

on
 

the
 

test
 

results.The
 

anti-interference
 

ability
 

was
 

qualified.
Conclusion The

 

performance
 

of
 

human
 

CYP2C19
 

genotyping
 

test
 

reagent
 

kit
 

(fluorescence
 

PCR
 

method)
 

is
 

verified
 

to
 

be
 

qualified.
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  在临床检验过程中,从质量管理的角度考虑,任
何一种全新的用于常规检验的检测系统、试剂或方法

学,在其投入临床使用前,均需进行相应的性能验

证[1]。性能验证能够提高实验室对检测系统、试剂和

方法学相关性能指标的认识和理解,对实验室技术质

量管理和控制水平的提高具有重要作用[2-3]。本研究

参照中国合格评定国家认可委员会(CNAS)2019年2
月15日发布并实施的CNAS-GL039:2019《分子诊断

检验程序性能验证指南》(以下简称2019版指南)[4],
对人CYP2C19基因分型检测试剂盒[荧光聚合酶链

反应(PCR)法]进行方法符合率、检出限、交叉反应以

及抗干扰能力4个方面的性能验证[5]。

1 材料与方法

1.1 材料 方法符合率:15例临床样本(10例突变

型+5例野生型)静脉血;检出限:1例杂合突变型

(*2/*3型)临床样本基因组DNA;交叉反应:5例

野生型(*1/*1型)临床样本静脉血;抗干扰能力:2
例突变型(*2/*3型和*1/*2型)临床样本静脉

血。以上基因型均已通过Sanger测序证实。

1.2 仪器与试剂 天隆 NP968自动化核酸提取仪

(西安天隆科技有限公司);超微量紫外-可见光分光光

度计NanoDrop
 

One(赛默飞世尔科技中国有限公

司);SLAN-96P荧光定量PCR仪(上海宏石医疗科

技有限公司);全自动血液基因组DNA提取试剂(西
安天隆科技有限公司);人CYP2C19基因分型检测试

剂盒(荧光 PCR 法,苏州旷远生物分子技术 有 限

公司)。

1.3 静脉血基因组DNA提取 采用天隆NP968自

动化核酸提取仪进行静脉血基因组DNA提取。所提

取的基因组DNA经超微量紫外-可见光分光光度计

NanoDrop
 

One测定,水平为10~100
 

ng/μL,纯度

A260/280 值为1.8~2.0。

1.4 荧光PCR检测 按照人CYP2C19基因分型检

测试剂盒(荧光PCR法)说明书,进行CYP2C19基因

分型检 测(*2 和 *3 等 位 基 因,c.681G>A 和

c.636G>A),同时检测阴性和阳性对照(试剂盒自

带),分为*2G、*2A、*3G和*3A
 

4个反应体系。
用SLAN-96P荧光定量PCR仪及相应配套软件进行

荧光定量PCR反应。PCR反应条件:37
 

℃
 

2
 

min(去
污染);95

 

℃
 

3
 

min(预变性);95
 

℃
 

30
 

s,56
 

℃
 

30
 

s,

65
 

℃
 

45
 

s,10个扩增循环;95
 

℃
 

30
 

s,56
 

℃
 

30
 

s※
(信号采集点),65

 

℃
 

45
 

s,30个扩增循环,设置检测

信号Ct(FAM)/内参信号Ct(ROX)双通道采集荧光

信号;25
 

℃
 

1
 

min,程序结束,机器冷却至室温。

1.5 结果判读 在Ct(ROX)值≤20,且扩增曲线有

明显指数增长期的情况下,分别计算样本Ct(FAM)
值与 Ct(ROX)值 的 差 值,参 照 说 明 书 判 断 样 本

CYP2C19基因型。常见6种基因型结果:CYP2C19
*1/*1(636

 

GG;681
 

GG)、CYP2C19*1/*2(636
 

GG;681
 

GA)、CYP2C19*1/*3(636
 

GA;681
 

GG)、

CYP2C19*2/*2(636
 

GG;681
 

AA)、CYP2C19*2/

*3(636
 

GA;681
 

GA)、CYP2C19*3/*3(636
 

AA;

681
 

GG)[6]。

1.6 性能验证

1.6.1 方法符合率 按照样本检测程序,采用参比

方法(金标准Sanger测序法)和候选方法(荧光PCR
法)平行检测15例临床样本(突变型10例,野生型5
例)[7]静脉血,其中6例为正常样本稀释10倍获得的

弱阳 性 样 本(基 因 组 DNA 水 平 约 为20
 

ng/μL)。

Sanger测序工作委托华大基因科技有限公司完成。

1.6.2 检出限 选取1例杂合突变型(*2/*3型)
临床样本基因组DNA。测定其水平为80

 

ng/μL,纯
度A260/280=1.94,将上述基因组DNA梯度稀释5个

水平范围,分别为80、40、20、10、5
 

ng/μL。每个水平

稀释后的基因组DNA重复检测5次。

1.6.3 交叉反应 选取5例野生型(*1/*1型)临
床样本静脉血,分别加入 CYP2C19*17等位基因

(c.-806C>T)和同源基因 CYP2C9(c.1075A>C)
突变型质粒,分别重复检测3次。

1.6.4 抗干扰能力 选取2例突变型(*2/*3型和

*1/*2型)临床样本静脉血,分别稀释10倍获得弱

阳性样本(基因组DNA水平约为20
 

ng/μL)。分别

加入终水平为血红素=20.0
 

g/L,胆红素=60.0
 

μmol/L,甘油三酯=11.0
 

mmol/L(厂商声明的最高

抗干扰水平)的干扰物质,分别重复检测3次。

2 结  果

2.1 方法符合率 15例临床样本检测结果见表1,
参比方法(金标准Sanger测序法)和候选方法(荧光

PCR法)检测的符合率为100%。

2.2 检出限 杂合突变型(*2/*3型)临床样本基

因组DNA经梯度稀释后,其中80、40、20、10
 

ng/μL
 

4
个水平5次检测结果基因型均为*2/*3型,而5

 

ng/μL水平4次检测结果基因型为*2/*3型,1次

检测无结果。根据试剂盒说明书要求,判定检出限为

10
 

ng/μL。

2.3 交叉反应 5例野生型(*1/*1型)临床样本

静 脉 血,分 别 加 入 CYP2C19*17 等 位 基 因

(c.-806C>T)和同源基因CYP2C9(c.1075A>C)
突变型质粒,CYP2C19基因分型检测结果仍为*1/

*1型,证实交叉反应验证合格。

2.4 抗干扰能力 2例突变型(*2/*3型和*1/*
2型)临床样本静脉血,在3种干扰物质(血红素/胆红

素/甘油三酯)作用下的基因分型检测结果均与对照

一致,故试剂盒抗干扰能力合格。
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表1  方法符合率结果比对

样品编号 Sanger测序结果 荧光PCR结果 结论

1 *1/*2 *1/*2 一致

2 *1/*1 *1/*1 一致

3 *1/*3 *1/*3 一致

4 *2/*2 *2/*2 一致

5 *3/*3 *3/*3 一致

6 *2/*3 *2/*3 一致

7 *1/*1 *1/*1 一致

8 *2/*2 *2/*2 一致

9 *1/*3 *1/*3 一致

10 *1/*1 *1/*1 一致

11 *1/*3 *1/*3 一致

12 *1/*1 *1/*1 一致

13 *1/*1 *1/*1 一致

14 *1/*2 *1/*2 一致

15 *2/*3 *2/*3 一致

  注:编号为1、2、3、4、5、6号样本为正常样本稀释10倍获得的弱阳

性样本。

3 讨  论

2019年2月15日CNAS发布并实施了2019版

指南[5],并以此作为分子诊断实验室性能验证的参考

文件。此版指南中明确了分子诊断定性检测项目性

能验证的指标宜包括“方法符合率、检出限、交叉反应

和抗干扰能力”。这对2018版指南中“准确度、测定

下限、特异性和抗干扰能力”[8]4个方面性能验证指标

进行了明确定义和指导。
关于性能验证样本容量,一直是实验室工作人员

最难把握的问题。样本容量又称“样本数”。样本容

量是指一个总体的必要抽样的数目[9]。在进行抽样

调查时,抽样误差的大小直接影响抽取样本对观察总

体的代表性和研究结果的可靠性,而足够的样本单位

数目是保证抽样误差不会超过某一指定范围的一个

重要因素[10]。2019版指南对定性项目性能验证明确

了样本容量的具体要求,为临床提供了参考标准。例

如:方法符合率要求,选取阴性样本至少5例、阳性样

本(宜包含弱阳性的样本)一般不少于10例。在基因

突变检测过程中,通常将野生型样本作为阴性样本,
突变型样本作为阳性样本[11],本研究共选取15例样

本,满足2019版指南要求。检出限要求,使用定值标

准物质的样本梯度稀释至厂家声明的检出限水平,可
重复测定5次或在不同批次内对该水平样本进行20
次重复测定(如测定5

 

d,每天测定4例样本)。本研

究选取单日重复测定5次的方案,成功验证厂家声明

的检出限水平(10
 

ng/μL)。交叉反应和抗干扰能力

均要求至少重复检测3次以上。

2019版指南明确了应验证与检测对象可能存在

交叉反应的核酸物质对检测结果的影响[12]。对于报

告具体基因型的方法,应在待测核酸水平验证其他基

因型对待测核酸测定的影响。本次性能验证试验选

取5例 CYP2C19*1/*1型 临 床 样 本,分 别 加 入

CYP2C19*17等位基因(c.-806C>T)和
 

CYP2C9
(c.1075A>C)两种突变型质粒。CYP2C19*17代表

c.-806位点,其突变型质粒对本试剂盒检测的c.636
和c.681位点结果无影响;而CYP2C9为CYP2C19
的同源基因,其c.1075位点突变型质粒对本试剂盒

检测结果亦无影响。
在验证试剂盒“检出限”的过程中,本研究将原水

平为80
 

ng/μL基因组DNA梯度稀释为5个水平范

围,以求寻找试剂盒最低检测下限[13]。当梯度稀释至

10
 

ng/μL(试剂厂家声称的最低测定下限)时,5次检

测结果均与未稀释的样品一致,说明本研究已成功复

现了生产厂家所宣称的最低测定下限。当梯度稀释

至5
 

ng/μL时,其中只有4次结果与未稀释的样品一

致,且内参扩增曲线的Ct(ROX)值明显增加,接近临

界Ct值(20)。第5次结果内参Ct(ROX)值>20,不
符合标准操作流程要求,无法判定结果。可能是由于

稀释样本中基因组DNA模板水平过低,无法与试剂

中引物有效结合[14]。本试剂盒无法保证在5
 

ng/μL
水平100%检出靶核酸,因此判定试剂盒检出限为10

 

ng/μL。
在验证试剂盒“抗干扰能力”的过程中,本研究选

取血红素20.0
 

g/L,甘油三酯11.0
 

mmol/L,总胆红

素60.0
 

μmol/L作为3种干扰物质,分别验证溶血、
脂血和黄疸3种静脉血样本状态对试剂盒检测结果

的影响,相应水平为试剂厂商声称的最高抗干扰水

平。结果证实3种干扰物质对检测结果无影响。但

在实际临床应用过程中,因大多数患者来自心血管内

科,相关药物是否会对检测结果产生影响,值得进一

步探讨。
本次性能验证过程严格按照2019版指南对分子

诊断基因分型检测的具体要求,实验方案简单明了,
可供相关实验室参考。
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年度仅3年,故对该结论不敢断言,需进一步持续监

测手足口病病例数据以期得到更准确的结论。
综上所述,手足口病发病病例数多,主要感染年

幼儿童,男性感染多于女性,散居和幼托儿童占发病

病例的大多数,感染的优势病原体出现转换,故对手

足口病的持续监测对防控政策的制订和疾病的防治

具有重大意义。
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