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摘 要:目的 研制均一性、稳定性良好、适用于定量检测的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(G6PD)冻干质控物,为广西G6PD
缺乏症筛查和确诊提供质量保证。方法 使用健康献血者抗凝全血做基质,按不同比例加入小剂量G6PD纯分析物,制

备正常、缺乏两个不同水平G6PD全血质控物。分装后使用冷冻干燥。参照CNAS-GL03《能力验证样品均匀性和稳定

性评价指南》要求,对复溶后质控物进行均匀性、稳定性评价。用国内不同品牌的定量试剂盒做适用性评价。与进口质

控品相比较应用于室内质量控制。结果 均匀性检验结果显示,样品分装、冻干、复溶后G6PD检测值差异均无统计学

意义(P>0.05)。在预期观察时间内,2~8℃未开瓶质控物可稳定1年,开瓶可稳定3d。用于不同定量试剂盒检测,

定性结果符合率一致,定量结果具有可比性。用于室内质量控制,朗道质控品和自制质控物在正常、缺乏两个不同水平

的变异系数(CV)分别是2.60%、5.92%和2.99%、6.67%。结论 自制G6PD冻干质控物有良好的均匀性、稳定性,适

用于定量检测试剂,并能应用于室内质量控制,满足广西G6PD筛查实验室室间质量评价需求。
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  Abstract: Objective Topreparethehomogeneity,stabilityandapplicabilityoflyophilizedcontrolmate-
rialsforquantitativedeterminationofglucose-6-phosphatedehydrogenase(G6PD),andtoprovidequalityas-
suranceforGuangxiG6PDdeficiencyscreeninganddiagnosis. Methods Theanticoagulatedwholeblood
fromhealthyvolunteerswasusedasthematrix.AsmalldoseofG6PDpureanalyteatdifferentproportions
wasaddedtomatrixforpreparationtwodifferentlevelsofG6PD-lyophilizednormalanddeficientcontrolma-
terials.Freeze-dryingwasperformedafteraliquots.AccordingtoCNAS-GL03“GuidanceonEvaluatingthe
HomogeneityandStabilityofSamplesUsedforProficiencyTesting”,thehomogeneityandstabilityofquality
-controlswereevaluatedafterre-dissolution.Theapplicabilitywasevaluatedbydifferentdomesticbrand
quantificationkits.Comparingtheself-madecontrolmaterialswiththeimportcontrolmaterialsininterior
qualitycontrolwasdone. Results One-wayANOVAanalysisofhomogeneityindicatedthatG6PDmeas-
urementshadnostatisticaldifferences(P>0.05)afterdispensing,lyophilization,re-dissolutionofthecon-
trolmaterials.Withinanticipationobservationtime,thesealedlyophilizedcontrolmaterialswerestableforone
yearandtheunsealedbottlecontrolswerestablefor3daysat2to8℃.Applyingtodifferentquantitativede-
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tectionkits,thesamecoincidenceratewasobtainedbyqualitativedetermination,andquantitativeresultswere
comparable.Ininternalqualitycontrol,thecoefficientofvariation(CV)innormalanddeficientRandoxquali-
tycontrolmaterialsandinnormalanddeficienthomemadequalitycontrolmaterialswas2.60%,5.92%and2.
99%,6.29%,respectively. Conclusion ThehomemadeG6PDlyophilizedcontrolmaterialshavebetterhom-
ogeneityandstability,whichcanbeapplicableforquantitativedetectionandcanbeusedininternalqualitycon-
trol;andcanmeettheneedsofGuangxiG6PDscreeninglaboratoriesininternalqualityevaluation.
  Keywords: glucosephosphatedehydrogenase;lyophilizedcontrolmaterials;homogeneity;stability;appli-

cability

  目前,国内尚无商品化的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶

(glucose-6-phosphatedehydrogenase,G6PD)定量

质控品,少部分实验室使用较为昂贵的朗道进口质控

品或台湾卫生署制备的G6PD冻干品。要做该项目的

室内质量控制,市场可提供的商品化质控品很少。广

西是G6PD缺乏症高发区[1],做好该项目质量控制是

实现有效筛查大规模人群尤其是孕产妇和新生儿的重

要保障。广西临床检验中心研制了适合G6PD定量检

测方法、稳定性好、具备检测重复性的冻干质控物。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 BeckmanAU5800全自动生化分

析仪(美国贝克曼库尔特公司),压盖型冻干机LGJ-
25C(北京四环科学仪器厂),汉密尔顿分配仪(瑞士

Hamilton公司),磁力搅拌 器(杭 州 仪 表 电 机 厂),

G6PD纯分析物(美国Sigma公司),英国朗道质控品

(正常批号:607PD;缺乏批号:617PD),G6PD定量试

剂盒包括:长春汇力试剂盒、北京北检试剂盒、北京利

德曼试剂盒、广州科方试剂盒、宁波美康试剂盒、深圳

迈瑞试剂盒。

1.2 主要原料 健康献血者抗凝全血[人类免疫缺陷

病毒(HIV)抗体、丙型肝炎病毒(HCV)抗体、乙型肝

炎表面抗原(HBsAg)均为阴性]。

1.3 制备方法 将抗凝全血混匀,离心,红细胞与血

浆分离。将红细胞分离,并用盐水洗涤3次,放置-
80℃冰箱及室温反复融解,最终制成溶血液。血浆用

磁珠法去除血浆纤维蛋白原,200目丝网过滤,与溶

血液混匀获得人全血基质。加入不同剂量的G6PD分

析纯,加入量不超过总体积的1%,制备出正常、缺乏

两个批号G6PD全血质控物。用分配仪分装至西林

瓶,每瓶分装0.25ml。正常、缺乏各分装200瓶。

1.3.1 冻干过程及冻干质控物评价 将分装好的西

林瓶放置-80℃冰箱过夜,冷冻干燥机预冷至-50
℃,取出西林瓶放入冷冻干燥机中,运行32h后真空

压盖封口,将冻干质控物放置2~8℃保存。冻干质控

物评价:①外观:呈红色圆饼状,表面平整,质地均匀,
轻压呈粉末状;②复溶性:复溶后呈透明暗红色液体,
无异物;③含水量:采用滴定法分析正常、缺乏随机抽

检的冻干物含水量,均<5%,符合《中国生物制品检定

规程》要求。

1.4 检测方法 按照长春汇力试剂盒定量检测要求,
将冻干质控物复溶,半小时后,按照试剂检测要求稀

释,用BeckmanAU5800全自动生化分析仪对冻干质

控物进行G6PD活性及血红蛋白检测,最后计算每克

血红蛋白G6PD活性含量。

1.5 均匀性和稳定性评价 根据CNAS-GL03《能
力验证样品均匀性和稳定性评价指南》[2]对冻干质控

物进行均匀性、开瓶稳定性和长期稳定性评价。

1.5.1 均匀性评价 每批号随机抽取10瓶冻干质控

物检测,每个样本重复测定2次。计算每个样本每克

血红蛋白G6PD活性含量。

1.5.2 开瓶稳定性评价 每批号随机抽取3瓶冻干

质控物,开瓶复溶后每天检测,每个样本检测重复2
次,每次检测完将剩余样本保存于2~8℃,连续监测

4d。第1、2、3、4d检测结果与第0d总均值(即均匀

性结果的总均值)比较。

1.5.3 长期稳定性评价 将放置在2~8℃保存的两

个批号G6PD冻干质控物每月抽检1次,每次随机抽

取3瓶检测,观察时间为12个月。计算每次抽样检测

结果均值与第0d总均值比较。

1.6 定量试剂盒检测适用性评价 每批号随机抽取

10瓶,将复溶后的质控物分别在长春汇力、北京北检、
北京利德曼、广州科方、宁波美康、深圳迈瑞等不同品

牌G6PD定量试剂盒检测,计算各试剂检测结果均值、
标准差。

1.7 室内质控应用 取自制冻干质控物与朗道质控

品各1瓶,复溶后按每天所需检测量分装至EP管(每
支10μl),放置-20℃保存,每天进行室内质量控制

时取一支回复室温,再行稀释检测。待第1瓶冻干质

控物用完,复溶第2瓶,重复上述分装冷冻。监测90
d,累积90d数据,比较自制和朗道质控品结果。

1.8 统计学方法 所有统计方法均用统计软件SPSS
13.0均匀性检验用单因素方差分析。稳定性检验用t
检验分析,计算随机抽检均值与第0d总均值之间差

异是否存在显著性。P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 均匀性评价结果 G6PD正常质控物总均值±
标准差为11.22±0.23(U/gHb),缺乏质控物总均值

±标准差为2.05±0.12(U/gHb)。对两个批号样本

进行单因素方差分析,正常质控物F值为1.265,P值

为0.358(P>0.05),缺乏质控物F值为1.034,P 值

为0.475(P>0.05),表明两批质控品中每克血红蛋

白G6PD活性含量是均匀的。

2.2 开瓶稳定性评价结果 开瓶4d,第4d与第0d
检测总均值做t检验比较,差异有统计学意义(P <
0.05),说明开瓶复溶后放置2~8℃可稳定3d,放置

太久酶活性减低,见表1。

表1 正常、缺乏G6PD冻干物复溶后开瓶

稳定性检测结果 (췍x±s,U/gHb)

时间 正常 t P 缺乏 t P
第0d 2.05±0.12 - - 11.22±0.23 - -
第1d 1.92±0.17 1.967 0.116 11.33±0.40 0.688 0.522
第2d 1.97±0.12 1.787 0.118 11.32±0.16 1.478 0.199
第3d 1.92±0.17 1.967 0.116 10.93±0.55 1.268 0.261
第4d 1.77±0.22a 3.213 0.024 10.87±0.27a 3.167 0.025

 注:与第0d比较,a:P<0.05

2.3 长期稳定性评价结果 在观察时间12个月内,
正常、缺乏每月检测结果与第0d总均值比较,差异均

无统计学意义(P 均>0.05)。每月检测结果与第0d
总均值比较做百分偏差图,结果显示缺乏偏差较大,在

0.5%~15%之间,正常偏差小,在0.18%~6.06%,
见图1。

图1 G6PD冻干质控物长期稳定性监测结果与

第0d检测结果的百分偏差图

2.4 定量试剂盒检测适用性评价结果 每批号分别

抽检5瓶,分别在5个不同品牌定量试剂盒检测,结果

表明不同试剂盒均能适用。在定性判定中正常、缺乏

结果均符合要求(汇力、北检参考范围是>4.2U/

gHb;其余为>1300IU/L),见表2。

表2 各定量试剂盒检测G6PD冻干质控物的结果 (췍x±s)

组别 正常 缺乏

汇力(U/gHb) 11.22±0.23 2.05±0.12
北检(U/gHb) 10.93±0.18 1.99±0.15
利德曼(IU/L) 2238±22.39 491±10.27
科方(IU/L) 1380±16.76 272±9.35
美康(IU/L) 1755±18.41 316±11.97
迈瑞(IU/L) 2179±23.22 501±13.63

2.5 室内质控应用结果 自制冻干质控物与朗道质

控物比较,连续观察90d,计算累积90d的均值、标准

差及变异系数(CV),见表3。朗道质控物正常CV为

2.60%,缺乏CV为5.92%。自制质控物正常CV为

2.99%,缺乏CV为6.67%,略比朗道质控物CV大。

表3 自制G6PD冻干质控物与朗道质控品室内质

控累积90d的检测结果

组别
自制

췍x±s(U/gHb) CV(%)

朗道

췍x±s(U/gHb) CV(%)

正常 10.75±0.32 2.99 12.69±0.33 2.60
缺乏 1.95±0.13 6.67 2.08±0.12 5.92

3 讨论

G6PD缺乏症筛查实验室检测方法有定性和定量

检测[3]。定性检测可用干血斑作质控物,其存储方便,
实验室可自制获得。但定量方法学检测的是每克血红

蛋白G6PD活性含量,新鲜抗凝全血G6PD活性不易

保存。KahnM等[4]将抗凝血样本中的红细胞洗涤加

入甘油为保护剂,放置深低温保存仅稳定6个月。国

内报道[5]混合抗凝全血加入甲醛、戊二醛等稳定剂,分
装存储-80℃,可稳定1年。为此本研究采用冷冻干

燥技术制备长期保存且G6PD活性稳定的冻干质控

物。
根据CNAS-GL03《能力验证样品均匀性和稳定

性评价指南》要求,对自制冻干G6PD质控物进行了均

匀性及开瓶稳定性、长期稳定性评价。使用精度为1

μl的汉密尔顿分配仪有效解决了少量质控物(250μl)
分配问题,实验结果表明,质控物冻干后抽检均匀性检

验符合要求。质控物复溶后开瓶稳定性检测结果显

示,2~8℃可稳定3d,4d后酶活性逐渐降低。建议

用户开瓶复溶后,按每次检测量分装放置-20℃冷冻

保存,以保持酶活性。长期稳定性评价结果显示,质控

物2~8℃可稳定1年。因此,G6PD冻干质控物运输

到各实验室稳定性也得到保证。
室内质控应用方面,将自制与朗道质控品比较,经

90d检测获取的数据累积结果显示:正常质控物CV
(下转第312页)
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损伤的软组织得到良好的修复。笔者治疗结果显示,

原始点埋线配合正骨手法治疗腰腿痛的总有效率为

95.06%,对照组的总有效率为80.88%,两组疗效差

异有统计学意义,显示原始点埋线配合正骨手法疗法

效果好于常规针灸疗法,尤其在改善腰腿疼痛的时间

上更加突出,基本上治疗过后症状马上减轻或消失。

总之,原始点埋线配合正骨手法疗法治疗腰腿痛

具有操作简单、疗效迅速、治愈率高、费用低廉、安全可

靠等优点,值得在临床上积极推广应用。
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值相近。缺乏质控物自制CV值略高于朗道质控品,

主要原因可能是低值设计偏低,接近试剂盒的检测下

限。

室间质评应用方面,该质控物均适用于国内主要

定量检测试剂盒。将质控物用于全省各实验室评价,

各试剂盒的检测结果与台湾卫生署公布的G6PD室间

质评结果酶活性低CV较大,酶活性高CV较小结果

相一致[6]。由于目前国际上尚无用于G6PD定量检测

的校准品,在G6PD缺乏症高发区各筛查实验室更应

参加实验室间比对计划以确保品质。

G6PD冻干质控物解决了G6PD活性不能长期稳

定难题,将其应用于实验室内部质量控制和各实验室

间质量评价计划中,更好地为广西G6PD筛查实验室

提供质量保障。
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