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随着分子靶向药物在临床获得的巨大成功，

新一代测序技术的迅猛发展，精准医疗概念的深

入人心，伴随临床治疗和诊断的分子病理检测技

术得到了前所未有的广泛应用[1]。分子病理学成为

病理学的发展方向和最具活力的领域，分子病理

检测平台的建设、管理成为病理学实验室质量管

理体系的重要组成部分。ISO 15189 CNAS-CL02：

2012《医学实验室质量和能力认可准则》[2]在分子
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[摘　要] 随着精准医疗的发展，分子病理诊断已越来越多地应用于临床。对检测结果质量的管理是确保分

子病理检测结果准确性、科学性的基础。笔者根据ISO 15189 CNAS-CL02：2012《医学实验室质

量和能力认可准则》中5.6章节《检测结果质量的保证》内容及其在分子诊断领域的应用说明，探

讨涉及检测结果质量保证中的应用实践，以期建立完善的质量保证体系，为临床提供优质的分子

病理检测服务。

[关键词] ISO 15189；分子病理；检测结果；质量保证

Application of accreditation criteria published by  
ISO 15189 in quality assurance for results of molecular 

pathology detection

GUAN Wenyan, FAN Xiangshan, CHEN Jieyu, YANG Jun, YE Qing

(Department of Pathology, Affiliated Drum Tower Hospital of Nanjing University Medical School, Nanjing 210008, China)

Abstract Recent progress in precision medicine has improved the molecular pathology detection to be increasingly applied to 

diagnose of diseases. It is important for ensuring the accuracy and scientific of pathological examination results. The 

quality management for results is the basis for ensuring the accuracy and scientific of molecular pathology detection. 

According to the Chapter 5.6 headed “Quality Assurance for Detection Results” of accreditation criteria for the 

quality and competence of medical laboratories (ISO 15189 CNAS-CL02: 2012) and the related guidance on the 

application in the field of molecular diagnostics, the application of criteria in quality assurance for results is discussed 

in the hope of establishing a complete system, which is the guarantee for providing quality service to clinic.
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病理检测领域有专门的应用说明CNA S -CL36《医

学实验室质量和能力认可准则在分子诊断领域的

应用说明》 [ 3 ]，为分子病理检测质量管理提供了

依据。截至2018年2月，中国大陆仅有3家公立医

院病理科通过 C N A S 认可，其中申请认可的分子

病理检测项目仅数项 [4]。目前ISO 15189认可对分

子病理检测而言仍是不小的挑战。例如，国内多

数分子病理实验室目前参考《医疗机构临床基因

扩增实验室管理办法》作为实验室规范化管理的

依据，ISO 15189认可准则及其分子检测领域的应

用说明较之有不同之处，部分要求更为严格；又

如，准则中的有些概念或要求对于分子病理执业

人员而言仍还比较模糊，可操作性仍有难度。南

京鼓楼医院病理科自2017年5月正式引入ISO 15189
质量管理体系，目前该体系运行近9个月，亚专科

分子病理预计申报14项参加CNAS认可。现对本科

室亚专科分子病理组依据ISO 15189准则及应用说

明中第5.6章节《检测结果质量的保证》的内容，

完善分子病理检测结果质量保证体系的实践经验

进行总结，供同道参考、交流。

1  室内质量控制

室内质量控制是通过一系列的措施，连续地

评价本实验室测定工作的可靠性，并依其决定当

批检测结果的有效性、判断检测报告能否发出的

过程。

1.1  组织学质控

用 于 基 因 突 变 检 测 的 甲 醛 固 定 石 蜡 包 埋

(formalin-fixed and parrffin-embedded，FFPE)样本

及细胞学样本的肿瘤细胞含量，影响最终检测结

果的可靠性。

1.1.1  FFPE 样本

在进行分子病理检测前需经有经验的病理医

师选定肿瘤细胞丰富的蜡块，切取 1 张 2  μ m 厚切

片，用于常规病理HE染色，病理医师划定以肿瘤

细胞为主、没有明显的坏死、黏液和炎性改变的

区域，确定肿瘤细胞的百分比(肿瘤细胞/划定区

域)[5]。实验员对照HE切片上所划定的受检区域，

使用一次性刀片或Ti p s吸头，将受检区域的肿瘤

组织刮入EP管中富集。不同检测平台对肿瘤细胞

含量的要求不一，具体视所采用的DNA提取方法

和突变检测方法的灵敏度而定，目前尚无统一标

准。如组织EGFE基因突变检测推荐肿瘤细胞数量

在200个以上，肿瘤细胞比例达50% [6]。对于肿瘤

细胞数量不达标的样本应重新采集，对特殊情况

(如患者无其他标本)者可继续检测，并在报告中

“标本评价”一栏中注明，以便让临床医师知晓

结果准确性程度。

1.1.2  细胞学样本

胸水、肺泡冲洗液、痰液标本，在处理为细

胞沉淀后，需制作1张细胞学涂片，用于HE染色供

病理医师确定肿瘤细胞的百分比(肿瘤细胞/整张

涂片)。建议将细胞学样本制作为细胞蜡块再行检

测，优点在于切片细胞不重叠、易保存。

1.2  核酸质控

对 提 取 核 酸 的 质 量 进 行 监 控 ， 是 检 测 结 果

质量保证的关键环节。核酸质量指标包括核酸浓

度、核酸纯度及核酸完整性。

1.2.1  核酸浓度

可通过紫外分光光度计A260读数测定，并依据

试剂盒推荐检测浓度对核酸进行稀释。需要注意

的两点是：1)紫外分光光度计是利用核酸(DNA/
R N A ) 在紫外光 2 6 0  n m 波长有最大吸收峰的原理

测定核酸浓度，测定的DNA或R NA值可能包含了

残留的R NA或DNA的量，因此测定值偏高；2)对

于核酸浓度较低的样本，如血浆游离DNA浓度很

低，紫外分光法测定准确性、稳定性差。采用荧

光染料核酸定量法可以规避紫外分光法以上两个

缺点。

1.2.2  核酸纯度

主要通过紫外分光光度计A260与A280，A230 nm比

值测定。A280 nm是蛋白和酚类物质最高吸收峰的吸

收波长，A260/A280比值低，表示受到蛋白(芳香族)
或酚类物质的污染；A230 nm是碳水化合物最高吸收

峰的吸收波长，纯D N A和R N A的A 2 6 0/ A 2 3 0比值为

2.5，A260/A230<2.0表示受到碳水化合物(糖类)、盐

类或有机溶剂污染。用于分子病理检测的核酸样

本建议：DNA的A 260/A 280为1.6~1.8，R NA的A 260/
A280为1.7~2.0[7]。

1.2.3  核酸的完整性

由于甲醛固定和石蜡包埋处理组织的过程会导

致核酸的片段化以及核酸分子间的交联，因此推荐

用于核酸提取的FFPE样本的保存时间宜小于3年。

对于保存时间超过3年的FFPE样本建议在行检测前

进行核酸片段化检测，以确保核酸的完整性。相较

于DNA，RNA在提取及保存过程中更易降解，必要

时，行检测前可进行琼脂糖凝胶电泳或毛细管电泳

观察有无DNA污染和RNA的完整程度。

另外需要特别注意的是，不利于核酸检测的
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前处理(例如含HCl的脱钙液处理)，即使对较稳定

的DNA也会造成严重片断化，此类样本不推荐进

行分子病理检测。

1.3  扩增反应质控

为避免假阳性、假阴性结果导致的错误诊断

结论，检测的扩增反应中必须设置质控物，在质

控品检测结果成立的前提下，才能对检测样品扩

增结果进行判定 [ 8 ]。定性检测项目，每次实验应

设 置 阴 性 、 弱 阳 性 和 / 或 阳 性 质 控 物 ； 定 量 检 测

项目，每次实验应设置阴性、弱阳性和阳性质控

物。阴性质控主要监测实验室扩增产物污染、标

本交叉污染和试剂污染等情况；阳性质控用已知

的阳性和/或弱阳性标本来监测核酸提取及扩增效

率；需要时，可选择合适的“管家”/内参基因作

为内对照以评价样本的质量。当同时检测多个变

异位点时，可根据实验室的条件设立针对 2 ~ 3 个

位点的阴性或阳性对照。质控品在扩增仪的排列

顺序，不应永久性地固定在一个孔，应在每次扩

增检测时，进行相应的顺延，以使在一定的时间

内，尽可能监测每一个孔的扩增有效性。

此外，对于基因突变、基因多态性或基因型

检测，可选取最能反映检测情况的突变或基因型

样品定期复检，以进一步达到质控目的。

1.4  室内质量控制的评价

在 上 述 室 内 质 控 步 骤 中 ， 如 发 现 质 控 数 据

违背了控制规则，就意味着至此的检测步骤或失

控质控品同批样本检测结果可能作废。首先，检

测人员应填写失控记录表，上交专业主管，由其

做出是否终止检测或发出与失控质控品同批样本

检测报告的决定。其次，检测人员应查明引起失

控的原因。失控信号的出现一般受多种因素的影

响，采取原因分析的思路一般包括：1 )检查质控

品。重新测定同一质控品，用以查明是否有人为

误差或偶然误差；新开一管质控品，重测失控项

目；新开一批质控品，重测失控项目。2 )更换试

剂，重测失控项目。3 )进行仪器维护，重测失控

项目。4 )重新校准仪器，重测失控项目。5 )寻求

厂家技术支持或专家帮助。  查明原因后，如为假

失控，可由专业主管决定、签字后发出报告；如

为真失控，采取纠正措施，并验证纠正措施的有

效性，验证方法有：1 )再次检测质控品，结果在

控。2)重新检测至少5例在控状态下检测的临床标

本。失控纠正后，需由专业主管审核确认，全部

样本再重新检测，各质控步骤合格后签字发出检

测报告。

2  室间质量控制

室 间 质 量 评 价 是 利 用 多 家 实 验 室 检 测 同 一

标 本 、 反 馈 实 验 结 果 后 ， 按 照 预 先 制 定 的 准 则

评 价 检 测 者 的 能 力 ， 也 称 能 力 验 证 ( p r o f i c i e n c y 
testing，PT)。

2.1  比对实验室的选择原则

优先选择获CNAS认可的能力验证提供者的能

力验证计划；当无获认可提供者提供的能力验证

计划时，优先参加卫生系统权威机构(省部级)提供

的实验室间比对(以下简称室间质评)[9]；对于上述

机构都未列入的质评活动项目，选择使用相同检

测方法的更高级别或同级别医学实验室进行实验

比对。

2.2  评价数量及频次

实验室申请认可的每个分子检测领域的项目

样品数量：至少5份，包括正常和异常水平或不同

常见基因突变或基因型；每年至少参加2 次室间质

评活动。

2.3  室间质评具体操作

2.3.1  质评样品的检测

实验人员对于接收的比对实验样本需进行数

量、编号等信息的仔细核对，并将比对实验样本

按要求进行保存。检测过程中，应将比对实验样

本按常规临床标本对待，根据实验室常规工作程

序、使用与常规样本完全相同的方法和试剂进行

测定，不得特殊对待。向质评单位上报比对结果

时注意仔细核对数据，以免错报、漏报。

2.3.2  质评结果的反馈与分析

卫 生 系 统 权 威 机 构 提 供 的 室 间 质 评 项 目 ，

会提供项目的质量评价报告，基本包含各评价样

本、各评价内容的靶值与参评实验室的测定值，

PT得分(分值)，PT结果(合格、不合格)；与其他

实验室进行的室间质评项目，判定标准为≥80%的

结果符合为合格。参评实验室对收到反馈结果应

进行认真分析，对于不合格或对于合格但有扣分

的内容，应查找原因，并采取相应纠正措施。参

与室间质评的全过程及结果分析与措施需详细、

如实地记录，形成报告后交由技术主管审核。特

别指出的是，目前部分室间质评项目还需提供检

测 报 告 ， 虽 然 不 计 入 计 分 范 围 ， 但 通 过 反 馈 结
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果，可指导参评单位就报告内容、报告清晰度、

基 因 命 名 、 结 果 解 释 等 进 行 更 规 范 的 撰 写 。 另

外，对于基于石蜡切片的比对实验样本，质评机

构会要求上报病理诊断结果及肿瘤细胞比例，但

对于肿瘤细胞比例的计算标准并未明确指出，目

前也无相应行业规范参考，因此参评实验室可事

先问询质评机构计算标准，避免在肿瘤细胞比例

上被扣分。

3  检测结果的可比性

在 工 作 中 ， 实 验 室 常 使 用 2 套 及 以 上 检 测 系

统检测同一项目，应设置不同检测系统的比对实

验、建立比对数据，表明其检测结果的一致性，

增加检测报告的可信度。如部分实验室 E G F R 基

因突变检测可在ABI7500检测系统(有ROX校正)检

测，亦可在Roche LightCycler480检测系统(无ROX
校正)检测，需对2种检测系统进行比对实验。比

对频次建议每年至少1次，样品数量不少于20例。

不同实验员操作同一检测项目时，同样需设

置不同人员间的比对实验，建立比对数据，排除

实验人员操作对检测结果的影响。比对频次建议

每年至少1次，样品数量不少于5例。

另外，当同一检测项目，在需要变更检测方

法、检测位点等时，实验室应告知临床医师在结果

可比性方面的任何变化，并讨论对临床活动的影

响。如EGFR基因突变检测，在可检测的突变位点

发生变化(增加或删减)，或者由一代测序检测系统

改为ARMS-PCR检测系统时导致检测灵敏度发生变

化，需要提前开临床沟通会或在LIS系统中醒目告

知，确保临床医师知晓变更对临床活动的影响。

4  结果反馈的质控

当分子病理检测结果与临床和其他实验反馈

的结果不符时，应记录并查找、分析原因，适当

时采取纠正措施，如显示出存在潜在不符合的趋

势，应采取预防措施。

5  检测数据的质控

检测质控数据的收集、整理分析也是检测结

果质量保证中的关键环节。

5.1  室内质控数据的管理

所有检测项目的原始质控数据、原始记录以

及失控报告(违背哪一项失控规则、失控原因、采

取的纠正措施、制定的预防措施等)都应上交文档

管理员归档保存。

5.2  室内质控数据的月度分析

各检测项目应每月对涉及检测全过程的质控

要素点进行总结分析，作为阶段性的室内质控数

据填写在月度小结中。如月度内某病区多次出现

送检样本脱落细胞量过少，应考虑对采样人员加

强采集培训；又如基因突变的阳性率，如果发现

阳性率高于文献资料报道值，应引起重视，考虑

是否存在假阳性情况，如果阳性率偏低，应结合

检测方法的局限性考虑假阴性的可能，并进行针

对性的改进。

6  结语

CNAS发布的CNAS-CL02：2012《医学实验室

质量和能力认可准则》[2]和CNAS-CL36《医学实验

室质量和能力认可准则在分子诊断领域的应用说

明》 [3]是分子病理实验室参加ISO 15189认可的主

要参考文件。检测结果质量保证是实验室质量管理

体系的核心内容之一，在这方面，因《医疗机构临

床基因扩增实验室管理办法》是对开展分子诊断检

测实验室的强制要求，考虑的是全国范围内规范的

分子诊断实验室都可以满足的条件，而CNAS实验

室认可是实验室自发的行为，认可准则对实验室的

具体要求侧重于对检测质量影响的考虑，既严格又

全面具体，对室内质控具体如何开展、定性项目和

定量项目质控物的选择、室间质评如何检测、不合

格如何处理、没有室间质评如何处理、不同检测系

统的结果一致性保证等均有详细的说明。本实验室

在遵循《医疗机构临床基因扩增实验室管理办法》

的同时，又通过参考ISO 15189认可规范，建立并

不断完善检测结果质量保证体系，对可能影响检测

结果质量的各个环节进行控制来确保检查结果的准

确性和科学性。希望将一个更加规范化和标准化检

测结果质量保证体系展现给广大分子病理实验室同

仁，使得分子病理检测质量和服务水平得到不断改

进和提高。
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