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【摘要】 目的  制备含有不同浓度的乙型肝炎病毒（HBV）DNA 或丙型肝炎病毒（HCV）RNA
的血浆标本，用于罗氏 COBAS AmpliPrep/TaqMan 48 超敏 PCR 检测系统定量测定 HBV DNA 及 HCV 
RNA的室内质控品，评价其临床可行性。  方法  将含有高浓度HBV DNA（107

数量级）或HCV RNA（105

数量级）的临床血浆标本用健康志愿者血的临床血浆标本稀释至 105
和 102

数量级，均分装数管，

以罗氏 COBAS AmpliPrep/TaqMan 48 超敏 PCR 检测系统分别对质控血浆中 HBV DNA 和 HCV RNA
定量测定 20 次，采用“即刻法”质控方法，计算每批次的离散指数（SI）上限和下限值，进行室内

质控动态监测。结果   HBV DNA 及 HCV RNA 室内质控血浆每批次检测 SI 上限和下限值均在控，

HBV DNA 低浓度和高浓度 20 次检测结果的均值（对数值）分别为 2.24 和 5.72，标准差均为 0.12，
批间 CV 值分别为 5.41% 和 2.17%；HCV RNA 室内质控血浆检测结果的均值（对数值）分别为 2.26，
标准差为 0.13，批间 CV 值为 5.80%。 结论  含 HBV DNA、HCV RNA 血浆标本制备简单，单次制备

量大、稳定性好，可用于罗氏 COBAS AmpliPrep/TaqMan 48 超敏 PCR 检测系统的“即刻法”室内质控。
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【Abstract】 Objective  To prepare and evaluate internal quality control (IQC) plasma for the quantification 
of hepatitis B virus (HBV) DNA and hepatitis C virus (HCV) RNA by the COBAS AmpliPrep/TaqMan 
48 detection system.  Methods   The plasma samples with high HBV DNA level (107 magnitude) or HCV 
RNA level (105 magnitude) were diluted by the HBV and HCV-free plasma from a healthy volunteer 
and subpackaged into several tubes as internal quality controls (IQCs). The HBV DNA or HCV RNA 
concentrations of IQCs were quantified 20 times by the COBAS AmpliPrep/TaqMan 48 detection system. 
After each quantitative detection, the separation index (SI) values were calculated for the IQC analysis by 
the instant method.   Results  The SI values of IQCs were all under control. The mean values (log) of IQCs 
with low and high HBV DNA levels (105 and 102 magnitude) were 2.24 and 5.72, respectively. The standard 
deviations (SD) were both 0.12. The coefficients of variation (CVs) were 5.41% and 2.17%, respectively. The 
mean value (log), SD and CV values of HCV IQCs (102 magnitude) were 2.26, 0.13 and 5.80%, respectively.  
Conclusions  The self-prepared internal quality control plasma is suitable and applicable for the quantification 
of HBV DNA and HCV RNA by the COBAS AmpliPrep/TaqMan 48 detection system.
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COBAS AmpliPrep/TaqMan 48超敏PCR核酸定

量检测系统是罗氏诊断公司最近开发的用于感染

性疾病病原体核酸定量检测仪器
[1]
。目前主要在血
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液中心开展用于对血液制品的病原体筛查，以及

对临床乙型和丙型肝炎患者抗病毒疗效监测
[2-4]

。

乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）DNA及丙

型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）RNA的定量

测定是罗氏COBAS AmpliPrep/TaqMan 48超敏PCR
核酸定量检测系统的主要检测项目，其配套试剂为

COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan HBV Test（72 
tests/盒）和COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan HCV 

·临床论著·
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Test（48 tests/盒），该试剂盒提供低值和高值质控

品各4管。但是，由于传统荧光定量PCR检测价格

优势的竞争，该检测系统尚未在临床检验科室得到

广泛开展应用。在实际临床工作中由于检测标本数

较少，经常存在1个检测试剂盒需要经过多批次检

测（＞ 4次）才能用完的情况，易造成质控品不足

的问题。本研究通过自制含有不同浓度HBV DNA
血浆标本及HCV RNA血浆标本，用于罗氏COBAS 
AmpliPrep/TaqMan 48超敏PCR HBV DNA及HCV 
RNA定量检测系统的室内质量控制，探讨其临床应

用的可行性，以解决上述问题。

资料与方法

一、一般资料

1. 血浆标本：选取南京医科大学第一附属医院

感染病科收治的慢性乙型肝炎和丙型肝炎住院患者

各1例，慢性乙型肝炎患者血浆HBV DNA含量为1 × 
107 IU/ml（上海科华HBV定量试剂盒），慢性丙型

肝炎患者HCV RNA含量为1 × 105 IU/ml（上海科华

HCV定量试剂盒），分别收集其EDTA-K2抗凝静脉

血，分离获得血浆1 ml；选择健康志愿献血者1例，

HBV表面标志物检测均为阴性，血浆HBV DNA和

HCV RNA检测均为阴性，收集其血浆共200 ml。
2 .  试剂和仪器：罗氏诊断公司 C O B A S 

AmpliPrep/COBAS TaqMan HBV Test试剂盒及

COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan HCV Test试剂

盒；罗氏COBAS AmpliPrep核酸自动提取仪；罗氏

COBAS TaqMan 48荧光定量PCR仪。

二、方法

1. 室内质控血浆的制备：将HBV DNA含量

为1 × 107 IU/ml的血浆标本用健康志愿者血浆稀释

至1 × 105 IU/ml和1 × 102 IU/ml，分别为“高值质

控血浆”和“低值质控血浆”，各50 ml。将HBV 
DNA高值和低值质控血浆分别充分混匀，按照每管

1 ml将其分别分装至高压灭菌的1.5 ml塑料离心管。

同时将HCV RNA含量为1 × 105 IU/ml的血浆标本用

健康志愿者血浆稀释至1 × 102 IU/ml，共100 ml。
HCV RNA质控血浆充分混匀后分装至0.1% DEPC
水溶液过夜浸泡并高压灭菌的1.5 ml塑料离心管，

每管各1 ml[5]
。将所有质控血浆瞬时离心数秒，用

封口膜封口后置－70 ℃冷冻保存。

2. 室内质控血浆的检测：每 2 周进行 1 批次

检测，共检测 18 批次，即整个实验历时 34 周。第

一批次同时检测 HBV DNA 低值、高值质控血浆

及 HCV RNA 质控血浆各 3 份，其余每批次同时检

测以上 3 种质控血浆各 1 份。质控血浆使用前在室

温复融，振荡混匀，瞬时离心后进行检测，每批次

实验均严格按仪器操作规程，HBV DNA 或 HCV 
RNA 定量结果由仪器配套软件自动计算得到。

3.“即刻法”质控分析
[6]
：每批次室内质控血

浆检测后，将之前所有批次的检测结果汇总，计算

均值（ x ）和标准差（s），并按照下述公式计算

SI 上限和 SI 下限。

              SI 上限 = s
xx −最大值

 ；SI 下限 = s
xx 最小值−

将 SI 上限和 SI 下限与对应 SI 界值进行比较。若

SI 上限和 SI 下限均≤ n2s 值，表明结果在控；若 SI 上限

或 SI 下限在 n2s 和 n3s 之间，表明结果处于“告警”
状态；若 SI 上限或 SI 下限≥ n3s 值，表明结果失控。 

4. Levey-Jennings 质控图的绘制：分别计算

HBV DNA 低值、高值室内质控血浆及 HCV RNA

质控血浆 20 个检测结果的均值 x 和标准差 s，以

x ± 2s 为告警限， x ± 3s 为失控限，在 Excel 软件

中绘制 Levey-Jennings 室内质控图
[7-9]

。

5. 学生化残差（SREi）计算方法
[10]

：连续测

定质控品5次，即可对以后的检验结果是否为离

群值进行检验。①求出测定结果（至少5次）的

平均值（ x ）和标准差（S）。②求出待判定结果

（Xi）对应的残差（ei），ei = Xi－ x ；③求出残

差（ei）的标准误差（Se）：Se
n

SSe 11−= ；④求出

SREi：｜SREi︱= Se；⑤离群值判定：当｜SREi︱
＜ 1.96时，该测定值为群体测定值；当 1.96 ≤｜SREi︱
＜ 2.58时，该测定值为边缘值；｜SREi︱≥ 2.58时，

该测定值为离群值，在计算该组数据均值和标准差

时，边缘值和离群值均应舍去。

三、统计学处理

不同批次间 HBV DNA 及 HCV RNA 定量结果

的比较采用配对 t 检验，统计分析均采用 Stata 9.2
统计软件进行。以P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、“即刻法”室内质控评价

HBV DNA 低值、高值质控血浆各批次 HBV 
DNA 定量检测 SI 上限及下限值见图 1，图中白色

区域为“在控”，淡灰色区域为“告警”，深灰色

ei
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区域为“失控”。除了高值质控血浆第 5 和第 6 批

次 SI 下限值（图 1 红色标记）在 n2s 和 n3s 之间，

处于“告警”状态，各批次 SI 上限和下限值均在控。

HCV RNA 质控血浆各批次定量检测结果的 SI
上限及下限值均小于 n2s 对应值，提示此质控测定

值的变化在 2s 之内，是可以接受的。

二、Levey-Jennings 质控图 
HBV DNA 低值、高值质控血浆 20 次定量检

测结果的均值 x 分别为 2.24 和 5.72，标准差 s 均
为 0.12，批间变异系数值（coefficient of variation，
CV）分别为 5.41% 和 2.17%，依据 Westgard 多规

则质控方法，设定低值和高值血浆质控“告警限”

分别为（2.24 ± 0.24）和（5.72 ± 0.24），“失控限”

分别为（2.24 ± 0.36）和（5.72 ± 0.36），低值和高

值质控20次检测结果均处于在控范围（2.24 ± 0.24）。  
HCV RNA 质控血浆 20 次定量检测结果的均

值 x 为 2.26，标准差 s 和批间 CV 值分别为 0.13
和 5.80%，依据 Westgard 多规则质控方法，设定血

浆质控“告警限”为（2.26 ± 0.26），“失控限”
为（2.26 ± 0.39），各检测值均匀的分布在均值两侧。

其中，第 7 批次检测结果介于 x － 3s 和 x － 2s
之间，属于“告警”状态（图 2 红色标记）。

三、 学生化残差法判定离群值

HCV RNA质控血浆18批次检测结果的｜SREi︱
均小于1.96，其中第7批次检测值｜SREi︱为1.85，
属于“群体测定值”，而非“边缘值”或“离群

值”，见表1。
四、保存时间对结果的影响  
将 HBV DNA 低值、高值和 HCV RNA 室内质

表 1   “学生化残差”判断离群值的结果（HCV RNA）
批次 浓度（log） 均值 标准差 ｜ SREi ︱ 质控状态

1 2.43
1 2.25
1 2.22 2.30 0.12
2 2.29 2.30 0.10
3 2.40 2.32 0.09 0.89 在控

4 2.23 2.30 0.09 0.84 在控

5 2.05 2.27 0.13 1.73 在控

6 2.27 2.27 0.12 0.01 在控

7 1.95 2.23 0.15 1.85 在控

8 2.12 2.22 0.15 0.67 在控

9 2.30 2.23 0.14 0.52 在控

10 2.06 2.21 0.15 1.08 在控

11 2.26 2.22 0.14 0.33 在控

12 2.37 2.23 0.14 1.04 在控

13 2.37 2.24 0.14 0.95 在控

14 2.22 2.24 0.14 0.14 在控

15 2.35 2.24 0.13 0.83 在控

16 2.28 2.25 0.13 0.29 在控

17 2.42 2.25 0.13 1.23 在控

18 2.34 2.26 0.13 0.60 在控

     注：即刻法质控要有连续3批质控测定值才能对第三次测定结果进行质控。因此“均值”和“标准差”两列到第3批次才有结果。学生

化残差（SREi）计算方法要求测定质控品5次，才可对以后的检验结果是否为离群值进行检验。因此“SREi”和“质控状态”两列直到第5
批才有相应结果

图 1 “即刻法”HBV DNA 室内质控 SI 界值图

图 2  HCV RNA 质控血浆 L-J 室内质控
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控血浆标本各 18 批次检测分别分为前 9 批次和后 9
批次，前 9 批次的 1 ～ 9 批次与后 9 批次的 1 ～ 9
批次时间间隔均为 18 周，采用配对 t 检验方法对

数据进行统计学分析，其前 9 批次与后 9 批次定量

检测结果之间的差异均无统计学意义，P 值分别为

0.0548、0.9868 和 0.1820。未见定量结果随着批次

增加和时间推移而出现逐渐下降的趋势。

讨    论

COBAS AmpliPrep/TaqMan 48 超敏 PCR 核酸

定量检测系统是罗氏诊断公司开发的主要用于感染

性疾病病原体核酸定量检测的仪器，这一系统包

括 COBAS AmpliPrep 核酸自动提取仪和 COBAS 
TaqMan 48 荧光定量 PCR 仪，目前该系统可对人血

浆标本中的 HBV、HCV 和 HIV 等病毒核酸进行定

量测定。该项检测系统较传统荧光定量 PCR 外标

法最大的优势和特点主要体现在灵敏度和精密度两

个方面
[11]
。COBAS AmpliPrep 核酸提取仪采用较

为先进的磁珠微球特异性吸附法实现了对微量核酸

的自动化提取，极大的提高了核酸提取效率和提取

的稳定性、重复性及安全性，该系统针对 1 ml 血浆

标本进行检测，较传统的微量样本核酸提取检测方

法（样本用量通常低于 0.2 ml）进一步提高检测灵

敏度；罗氏 COBAS 超敏 PCR 技术摒弃传统外部标

准品定量方法，而采用内部标准品，在核酸提取纯

化和 PCR 扩增过程中能够对多种检测影响因素（核

酸提取丢失、标准品与待测样品扩增效率的管间差

异等）进行控制，提高了检测精密度，保证结果的

稳定可靠。目前，COBAS AmpliPrep/TaqMan 48 超

敏 PCR 核酸定量检测系统主要用于血液制品中低

拷贝病原体的筛查，以及临床感染性疾病患者疗效

评价，指导医生的临床用药
[12]
。

室内质控品是临床检验实验室质量控制体系不

可缺少的一部分，是临床检测质量保证的根源。然

而，由于 COBAS 检测系统配套试剂价格昂贵，临

床检测收费较高（约为传统荧光定量 PCR 检测项

目价格的 4 倍），因此临床检测量少（每周 10 个

以下），进而导致试剂盒内自带室内质控品不足，

无法满足临床实验室的检测需要。本文针对上述问

题，在总结多年临床 PCR 工作经验的基础上 , 自制

了含有 HBV DNA 或 HCV RNA 的血浆标本作为其

室内质控品。对于临床检验实验室定量检测项目的

常规室内质控方法，要求质控品在用于室内质量控

制之前需至少测定 20 次，用以确定其靶值和标准

差并建立室内质控限后才能使用。然而，罗氏诊断

公 司 COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan HBV Test
及 COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan HCV Test 为
进口试剂，价格昂贵（约为 450 RMB/test），如果

按照上述方法进行质控分析，则需要近 2 万元的高

昂成本，因此，传统室内质控方法并不适用于该检

测系统。

本研究采用“即刻法”质控方法对自制室内质

控血浆进行检测。该方法通过Grubbs异常值取舍法，

先以首批 3 个检测结果确定 SI 上限和下限值，之

后可对每批次结果是否异常进行判断并取舍，达到

20 次检测结果后，再按照常规 Levey-Jennings 质控

图和 Westgard 多规则法确定质控界限和范围进行常

规室内质量控制
[13-14]

。结果表明，各批次 SI 上限和

SI 下限均在控，除了 HBV DNA 高值质控血浆第 5 和

第 6 批次 SI 下限在 n2s 和 n3s 之间，处于“告警”状

态，说明高值质控血浆前 6 批次检测结果中的最小

值（即第 6 批次结果）显著偏离测定值群体，这可

能是测定结果随机波动的极值 , 也可能是与群体测

定值非属同质总体的异常值，即“离群值”。本研

究通过对高值质控血浆前 4 批次的 6 个定量检测结

果进行计算分析发现，由于其检测重复性很好（CV
值为 0.33%），从而导致对后续质控结果的精密度

要求较高，容易出现失控，且多为假失控，是此“告

警”状态出现的最可能原因，这是即刻法的一大不

足之处
[15]
。最后，本研究通过对总体结果进行回顾

分析显示，高值质控血浆第 5 和第 6 批次的定量检

测结果在 x ± 2s 范围以内，表明此结果在“即刻法”

质量监控过程中属于测定结果随机波动的极值，而

并非“离群值”，因此结果给予保留，不需剔除。

HCV RNA 质控血浆各批次 SI 上限和下限值

均在控，然而在对 20 次检测结果进行整体分析发

现第 7 批次检测结果超出 x ± 2s 范围，为“告警”

状态。该值（88.7 IU/ml）是用 Grubbs 检验法判断

的极值在控，但随着数据的增加即判断为异常值，

这一现象也被称为“回顾性失控检出”，是即刻法

的另一不足之处 [16]。但是通过“学生化残差”方法

作异常点分析，计算第 7 批次｜ SREi ︱＜ 1.96，
表明当日检测结果为“群体测定值”，因此予以保留。

在实际工作中，即刻法作为特殊情况的质控

方法，在质控数据较少时合理应用可以达到室内质

控的目的，但是在20次测定结果完成后，应及时制

作L-J质控图进行回顾性分析，为以后质控积累经

验。本研究自制室内质控血浆基质与临床标本完全
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一致，批间CV值均在6%以下，性质均匀，结果稳

定。本次试验为每2周检测1批次，共18批次，时间

跨度达到半年以上。通过统计分析，前9批次与后9
批次定量检测结果之间的差异均无统计学意义。表

明HBV DNA、HCV RNA质控血浆在－70 ℃条件下

至少可以保存18周。本次自制的血浆标本有很好的

稳定性，方便临床进行室内质量控制；单次制备量

大，符合理想质控品的要求。

综上所述，本研究自制的含 HBV DNA、

HCV RNA 血浆标本适用于罗氏 COBAS AmpliPrep/
TaqMan 48 超敏 PCR 定量检测系统的 “ 即刻法 ” 室

内质控。
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