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床分子诊断实验室管理、检测质量保证及标准化的概念和方法。研究方向为临床分子诊断方法及

标准化和基因治疗载体。以项目负责人承担国家自然科学基金课题５项，“８６３”课题１项。以第

一作者和通信作者发表论文１５０多篇（ＳＣＩ收录３８篇）。任国家“８６３”计划生物和医药技术领域

体外诊断技术产品开发重大项目总体专家组成员以及国际临床化学协会分子诊断委员会等１０多
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摘要：分子诊断在诸多的疾病诊疗中正发挥着越来越重要的作用，使临床进入到了个体化医学时代。临床分子诊断方法除了

直接杂交方法外，基本上都有一个基因扩增过程，尽管卫生部从２００２年开始即对临床基因扩增检验实验室进行规范化管理，
提出质量保证要求，但仍存在ＳＯＰ可操作性差、仪器维护校准不到位和室内质控及其分析形式化等问题。此外，当前的个体
化医学检测涉及的科室正在迅速地扩至病理科、药剂科、肿瘤科、甚至胸外科等临床科室的实验室，其绝大部分目前存在无规

范化实验室分区、人员未经培训、无ＳＯＰ、无室内质控等诸多问题。对这些相关专业领域的专家和实验室技术人员的持续宣讲
和培训，是转变长期存在的惯性思维的一种有效方法，具有良好专业理论知识及具备“认真”特质的实验室技术人员是实施质

量管理和标准化的基石。
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　　沃森和克里克１９５３年在英国《Ｎａｔｕｒｅ》杂志上
发表的ＤＮＡ双螺旋结构，不但为人类认识生命的本
质、揭示生命现象开了一扇大门，也为后来的临床分

子诊断奠定了基础。临床分子诊断系指采用分子生

物学方法（基因扩增、测序、杂交、蛋白质组分析等）

检测患者体内特定遗传物质的结构或表达水平的变

化而做出的诊断。分子诊断的材料包括 ＤＮＡ、ＲＮＡ
和蛋白质。分子诊断发展到现在，如果说有阶段性

里程碑的话，从 １９５３年始，几乎每隔 １０年左右即
有。１９６３年，桑格的双脱氧测序方法的发明，使特
定基因的ＤＮＡ序列不再神秘。美国的雅劳和伯森
在研究人类激素时，发明了采用放射性核素标记的

可测量微量激素的放射免疫分析（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓ
ｓａｙ，ＲＩＡ）。其后，在相当长一段时间内，放射性核素
标记方法在分子生物学研究和分子诊断中得到了广

泛应用。１９７２～１９７３年伯格等创建了重组 ＤＮＡ技
术，由其衍生的基因工程，不但大大拓展了分子诊断

技术，而且改变了人类的生活。１９８３年莫利斯发明
的聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ），
在其耐热 ＤＮＡ聚合酶的瓶颈问题解决后，１９８９年
后，即成为生命科学研究和分子诊断的“革命性”技

术，并使得人类基因组计划得以在１９９０年开始启
动。现在涉及ＤＮＡ和 ＲＮＡ的分子诊断，几乎离不
开ＰＣＲ及其衍生技术。１９９１～１９９３年实时荧光
ＰＣＲ技术使ＰＣＲ定量变得简单明了，并大大减少了
实验室“污染”的机会。芯片技术的出现，解决了高

通量检测的问题。２００３年人类基因组计划的初步
完成，进入到后基因组时代，功能基因组学研究揭示

了人类各种基因多态性与疾病易感及药物敏感的关

系，并延伸到肿瘤基因组的研究。从基因结构变化

及其表达，得到个体疾病的预后和治疗药物的选择

信息，进入到个体化医学检测时代。２０１０年以后，
随着新一代测序技术的出现，个体基因组的分析变

得迅捷而又价廉，是分子诊断领域的又一个革命性

的进步。

临床分子诊断涉及基因扩增的检测技术，要保

证检验质量，必须有严格的实验室质量管理并标准

化，否则，极易出现由实验室扩增产物或标本之间交

叉“污染”所致的假阳性结果，影响临床疾病的诊

疗。本文拟对我国临床分子诊断质量管理及标准化

的现状、问题及展望作一讨论。
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１　我国临床分子诊断应用及质量管理的回顾

我国乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）人群
感染率一直较高，上个世纪８０年代，在国内不少传染
病医院或医院的传染科实验室，采用同位素（３２Ｐ）标
记ＤＮＡ探针直接膜上斑点杂交的方法检测 ＨＢＶ
ＤＮＡ。但由于检测灵敏度较低（＞１０５拷贝／ｍＬ），尽
管假阴性结果存在，但假阳性问题较少发生。１９８９
年后，随着ＰＣＲ技术的引入，从９０年代初到中期，
全国大到三级甲等医院，小到镇一级的卫生院，众多

的实验室都在开展临床 ＰＣＲ检验，全国生产 ＰＣＲ
试剂的厂家也有上百家之多。临床检测应用中出现

了大量的假阳性问题，于是，有些临床实验室在检测

ＨＢＶＤＮＡ后通常是先看 ＨＢＶ血清标志物结果，相
符即报阳性，不相符报阴性。一个性病病原体核酸

ＰＣＲ检测，出现阳性结果，则将患者找过来问，有临
床症状的，报阳性，否则，报阴性。导致了临床医生

对ＰＣＲ检验结果的不信任。其影响之大之深，直到
现在，在不同的学术场合，乃至一些临床疾病诊疗指

南内，一提到ＰＣＲ，就会说其不可靠，假阳性过高。
鉴于上世纪９０年代中期临床ＰＣＲ检验存在的

上述问题，卫生部临床检验中心于１９９８年３月２０
日在卫生部北京医院召开专家座谈会，与会专家指

出了所存在的大量问题，随后不到一个月，卫生部下

发了《关于暂停临床基因扩增（ＰＣＲ）检验的通知》
（卫医发［１９９８］第９号），暂停了 ＰＣＲ在临床检验
中的应用。这种暂停并不意味着 ＰＣＲ技术本身有
什么问题，无疑其是一个成熟的技术，问题的存在是

应用不规范，一则实验室没有严格的实验室分区设

计；二是实验技术人员没有经过临床基因扩增检验

相关的质量保证方面知识的培训；三是实验室没有

建立有效的质量保证体系；四是当时的试剂方法多

为科研用扩增产物初步鉴定所用到的 ＰＣＲ凝胶电
泳方法，很不规范。经过充分酝酿和准备，部中心于

１９９７年年底，向全国发出了第一次 ＨＢＶＤＮＡ质评
样本进行室间质量评价的预研［１］，１９９８年正式开展
ＨＢＶＤＮＡ和丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）
ＲＮＡ室间质量评价项目［１２］。１９９９年８月举办了第
一期《全国临床基因扩增检验实验室技术人员培训

班》。２００２年１月卫生部下发了《临床基因扩增检
验实验室管理暂行办法》（卫医发〔２００２〕１０号），要
求凡是开展向患者收费的临床基因扩增检验项目的

临床实验室必须按规范进行设置，要有严格的实验

室分区，配备必要的仪器设备，人员须接受部临检中

心及其指定机构的培训，持证上岗。同时，要建立实

验室质量保证体系，编写标准操作程序（ｓｔａｎｄａｒｄ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅ，ＳＯＰ）。具备上述硬件和软件
后，须通过由部临检中心或省级临床检验中心组织

的专家验收，合格后方可正式开展临床基因扩增检

验项目。同时，部临检中心下发了《临床基因扩增

检验实验室工作规范》（卫检字［２００２］９号）。２００２
年７月深圳市人民医院检验医学部分子生物实验室
成为第一家通过验收的临床基因扩增检验实验室。

同年，部中心组织编写了人员培训教材《临床基因

扩增检验技术》［３］，根据实际验收发现的问题及技

术的进展，２００７年又出版了《实时荧光 ＰＣＲ技
术》［４］。２０１０年１２月卫生部正式下发了《医疗机构
临床基因扩增检验实验室管理办法》（卫办医政发

〔２０１０〕１９４号）。截止到２０１１年１０月，全国按照所
制定的标准通过验收的临床基因扩增检验实验室共

１６００余家。采用所编写的培训教材和培训模式共
举办了培训班 １５０多期，培训实验室技术人员
１３０００多人。涉及全国２８个省、直辖市和自治区。

为保证临床基因扩增检验的准确性，实现病毒

核酸定量检测的量值溯源，部中心自２００２年开始研
制ＨＢＶ和ＨＣＶ核酸检测国家标准物质［５７］，分别于

２００５年和２００７年获得国家二级和一级标准物质证
书。并采用基于 ＭＳ２噬菌体衣壳蛋白包装外源
ＲＮＡ的病毒样颗粒，研制无生物传染危险性且稳定
的ＲＮＡ病毒核酸质控品和标准物质［８１０］，获得５种
ＨＣＶＲＮＡ和１种ＨＩＶ１ＲＮＡ液体国家二级标准物
质（表１）。

２　现状及问题

长期以来，我国的临床分子诊断项目主要为感

染性疾病病原体核酸的扩增检测，如 ＨＢＶ、ＨＣＶ、人
类免疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，
ＨＩＶ）、结核分枝杆菌、沙眼衣原体、淋球菌等，采用
的方法基本上都是实时荧光 ＰＣＲ，开展的科室主要
在医疗机构的检验科，个别在感染科、皮肤科等临床

科室的实验室。极少部分为遗传病的产前诊断，如

广东、广西和海南地区的地中海贫血的产前基因检

测等，采用的方法主要有 ＰＣＲ琼脂糖凝胶电泳和
ＰＣＲ杂交（膜上和芯片）等，开展的科室除了检验科
外，相当部分在妇幼保健相关的产前诊断中心的实

验室。已接受培训的人员及通过验收的实验室基本

上也都是这些实验室。上述实验室相当一部分都经

过了５～１０年的运行及持续改进培训（各级临床检
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验中心定期举办的质控和持续改进培训班及会议

等），除了有符合分区要求的实验室外，基本上都建

立了较完整的实验室质量管理体系，有了较好的质

量意识，迅速扭转了临床 ＰＣＲ检验不可靠的局面。
尽管如此，上述实验室仍有需要注意或改进之处，主

要在以下几个方面，主要是理念问题。（１）ＳＯＰ没
有可操作性。这一点是实验室质量管理和标准化的

灵魂，如果ＳＯＰ的编写不是为实际工作，只是为了
应付验收检查，则质量管理和标准化就无从谈起。

（２）仪器设备维护和校准不到位。对 ＰＣＲ仪、恒温
干浴仪、生物安全柜、测序仪、杂交仪、芯片扫描仪、

加样器等仪器设备没有定期的维护，或根本不知道

怎么维护。对加样器、扩增仪等的校准由外部机构

如仪器厂家、计量部门等进行，没有 ＳＯＰ、没有校准
的原始实验记录，并且不清楚仪器设备的技术档案

如何建立及其作用。（３）实验记录的形式化及不会
归档。（４）不会分析室内质控结果，有些没有商品
质控品的项目不知道质控品从哪来，自然就没有室

内质控。（５）有些项目不参加室间质量评价。（６）
人员的内部培训形式化，不参加相关的质控会议，缺

乏持续的外部培训。此外，也有相当的人员对实验

室分区、缓冲间、传递窗和空气流向设计的必要性和

正确性的理解不到位。

　　随着新的治疗药物、药物代谢与特定基因多态
性关系、药物作用特定基因的突变等的研究进展，以

个体化用药治疗为特征的个体化医学正快
!

走向临

床医学的前台，个体化医学得以实施的一个关键性

支柱就是以基因及结构变化和基因表达为检测靶标

的个体化分子检测，这些检测除了荧光原位杂交

（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）和银增强
原位 杂 交 （ｓｉｌｖｅｒｅｎｈａｎｃｅｄｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，
ＳＩＳＨ）检测乳腺癌ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因扩增以及免疫组
织化学法 （ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）检测ＨＥＲ２
受体蛋白表达状态等少数项目外，基本上都涉及

ＰＣＲ扩增，如基于特异荧光探针的实时荧光 ＰＣＲ、
扩增阻滞突变（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｍｕｔａｔｉｏｎｓｙｓ
ｔｅｍ，ＡＲＭＳ）实时荧光 ＰＣＲ、蝎形（ｓｃｏｒｐｉｏｎ）探针
ＡＲＭＳ实时荧光ＰＣＲ、ＰＣＲ测序、ＰＣＲ芯片或膜或微
颗粒（如ｌｕｍｉｎｅｘ）上杂交等。相关研究的进展，带来
了“分子病理学”、“肿瘤基因组学”、“转录组学”和

“药物基因组学”等概念。最早接触这些概念者是

相关专业和临床科室的一些专家，于是，近年来个体

化医学检测在全国的许多医疗机构的病理科、药剂

科、肿瘤科、妇产科、内科、甚至胸外科的实验室开展

起来，混乱状况与上世纪９０年代初中期病原体核酸
ＰＣＲ检测极为相似，其问题主要表现在以下几个方
面：（１）没有规范的实验室分区设计，大多数开展此
类检测的实验室目前处于这种状况。（２）没有任何
的实验室质量保证体系，不知道临床基因扩增检验

实验室须验收合格后，方能开展临床检验项目。

（３）人员没有经过有资质机构的规范化培训，缺乏
质量意识。（４）开展临床检测，有的使用商品试剂
盒，有的是自配试剂但没有严格的试剂配制ＳＯＰ，有
的甚至一部分实验如标本制备和基因扩增在自己实

验室完成，测序则像研究生做科研一样，找有关商业

测序公司进行。（５）没有室内质控，或根本不知道
如何进行室内质控。（６）除了极少部分实验室参加
了一些国外公司组织实验室间结果比对外，基本上

没有定期的室间质量评价或实验室间比对。

３　对策

一件事情能否成功，离不开“天时、地利、人和”

三个要素。“人”放在后面，但人是最重要的。没有

高素质的实验室技术人员，一是无法高质量的完成

常规检测操作，二是不可能树立起真正的质量意识。

这里的高素质主要指两个方面，一是具备较好的专

业知识技能，其次也是最重要的，就是做事“认真”。

有了高素质的技术人员，外部的上岗培训，通俗地讲

就是一个“洗脑”过程，更多的是提供一种理念，即

通过培训，能明确知道在临床基因扩增检验中，如果

不注意把握好一些关键环节，采取一些有效的措施，

所得到结果就有很大的可能性是错的。但仅有外部

的培训远远不够，在常规检验中，对实验室内部发生

的问题有针对性的培训和自我完善。与最初培训的

“被动学习”不同，其源于实践高于实践，是“主动思

考”得来的东西，会有质的飞跃。因此，作为临床基

因扩增检验实验室应在人员具有外部培训合格后，

可通过讲座、讨论、咨询、练习、自学等方式进行有效

的内部培训，培训的记录可以是书面考试、实验考核

结果、问题讨论心得、问题解决的报告、针对日常工

作的问题进行研究的论文和综述等。

运动的物体，速度越快惯性越大。应该说，人类

的思维很快，所以惯性也最大。从一个不好的习惯

变成良好的习惯确实也很难，但良好的习惯一旦养

成，即成为生产力。临床实验室从长期的经验管理

模式要进入到真正的质量管理，无疑是需要时间的。

如果是一张白纸，则相对容易省时得多，关键是写的

第一笔不能出问题。临床基因扩增检验实验室有很

·４４７· 临床检验杂志２０１２年１０月第３０卷第１０期　ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＬａｂＳｃｉ，Ｏｃｔ．２０１２，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．１０



多是新建的，自然实验室技术人员可能也是新进人

员，如果对其在一开始就树立质量意识和理念，加上

认真的态度和良好的专业素质，就很容易使实验室

进入到质量管理状态。当然，如果一件事情你持续

不断地去加强它，它终究会成为一种习惯。

有了上面的两个基石，余下的就是具体如何去

做好的方法问题。做一件事情，没有一个好的过程

很难有一个好的结果，至少是出现好的结果的概率

极低。临床基因扩增检验亦如此。对临床基因扩增

检验中的“过程”（包括分析前、中和后）的有效掌

控，最关键的就是靠ＳＯＰ的按实际工作详细制订和
日常工作中的切实遵循。编写有可操作性 ＳＯＰ的

一个基本原则就是，怎么做怎么写，注重最可能影响

结果的细节。为使实验室操作者能形象地理解和掌

握ＳＯＰ，可采用文字叙述加照片图示的方法。此外，
要指出的是，一个实验室刚建立，由于没有太长的实

际检验运行时间，有很多的问题没有想到，因此，编

写的ＳＯＰ可能就会有缺陷，这就需要在以后实际工
作中，不断根据发生的问题，对文件进行修改，其根

本目的是避免同样的问题出现第二次，这也是质量

管理的精髓。整个检验过程包括标本采集运送保

存、仪器设备使用维护校准、室内质控及其分析、室

间质评及其分析和结果报告与解释等细节，决定于

有可操作性的ＳＯＰ。细节决定成败。

表１　卫生部临床检验中心研制的病毒核酸国家标准物质

项目名称 级别（发布年） 批准号 浓度（ＩＵ／ｍＬ）
ＨＢＶＤＮＡ 二级（２００５） ＧＢＷ（Ｅ）０９００３１ （１．０３±０．２１）×１０６

一级（２００７） ＧＢＷ０９１５０ （１．２０±０．２４）×１０６

ＨＣＶＲＮＡ 二级（２００５） ＧＢＷ（Ｅ）０９００３２ （１．２９±０．２４）×１０６

一级（２００７） ＧＢＷ０９１５１ （１．１１±０．２７）×１０５

ＨＣＶＲＮＡ液体 二级（２０１０） ＧＢＷ（Ｅ）０９０１１４ （３．４±２．９）×１０３

ＨＣＶＲＮＡ液体 二级（２０１０） ＧＢＷ（Ｅ）０９０１１５ （６．７±３．１）×１０３

ＨＣＶＲＮＡ液体 二级（２０１０） ＧＢＷ（Ｅ）０９０１１６ （７．４±５．２）×１０４

ＨＣＶＲＮＡ液体 二级（２０１０） ＧＢＷ（Ｅ）０９０１１７ （４．３±２．６）×１０５

ＨＣＶＲＮＡ液体 二级（２０１０） ＧＢＷ（Ｅ）０９０１１８ （５．８±４．８）×１０６

ＨＩＶ１ＲＮＡ液体 二级（２０１１） ＧＢＷ（Ｅ）０９０１６９ （９．５±１．９）×１０４
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