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融合基因定量检测平台的质量评价方法的研究
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摘要 目的：使用BCR-ABL定量标准品，评价BCR-ABL融合基因检测试剂盒(数字PCR法)的性能。方

法：提取BCR-ABL定量标准品的RNA，测定其浓度和纯度。使用BCR-ABL融合基因定量检测试剂盒

（数字PCR法）和数字PCR仪进行检测，得到标准品的BCR-ABL融合基因的分子学反应。结果：用于

准确度项目检测的标准品WS2和WS3的BCR-ABL融合基因的MR绝对偏差均不超过±0.5 log，用于检出

限项目检测的标准品WS4能检出BCR-ABL融合基因突变阳性，用于重复性项目检测的标准品WS1和WS4

的BCR-ABL融合基因的MR的变异系数（CV）均＜3.0%。结论：BCR-ABL融合基因定量检测试剂盒（数

字PCR法）的准确度、检出限和重复性的性能指标符合制定的《断裂点簇集区-艾贝尔逊白血病病毒

（BCR-ABL）融合基因检测试剂盒》标准的相应要求，为标准的实施提供了技术支撑。
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Study on Standardization of Quantitative Detection Platform for BCR-ABL 
Fusion Gene as a Molecular Marker of Imatinib Mesylate
Sun Nan#, Li Lili#, Zhang Wenxin, Huang Jie*, Qu Shoufang* (National Institutes for Food and Drug Control, 
NMPA Key Laboratory for Quality Research and Evaluation of In Vitro Diagnostics, Beijing 100050, China)

Abstract   Objective:  To evaluate performance of BCR-ABL fusion gene testing kit by digital PCR method 
using BCR-ABL quantitative standard. Methods: The RNA of standard was extracted and its concentration and 
purity was determined. The different BCR-ABL fusion gene testing kits (digital PCR method) and the digital 
PCR instrument were used for detection. The molecular response of BCR-ABL fusion gene was acquired for 
quantitative standard. Results: The MR absolute deviation of accuracy standards WS2 and WS3 did not exceed 
± 0.5 log. The detection limit standard WS4 could be  detected positive mutation in the BCR-ABL fusion gene. 
The MR coeffi  cient of variation (CV) of repeatability standards WS1 and WS4 was less than 3.0%. Conclusion: 
The performance indicators of accuracy, detection limit and repeatability of BCR-ABL fusion gene quantitative 
testing kits (digital PCR method) can all meet the requirements of Industry Standards for Breakpoint Cluster 
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靶向药物甲磺酸伊马替尼，作为慢性髓性白

血病（Chronic Myelogenous Leukemia，CML）的

有效治疗方法之一备受关注。它是首个针对关键

靶分子 BCR-ABL 融合蛋白研发的酪氨酸激酶抑

制剂（Tyrosine Kinase Inhibitors，TKI）药物，开

启了CML的靶向治疗时代[1]。目前，TKI药物治疗

3、6、12个月以及之后任意时间点的分子学反应

已被列入国内外CML诊疗推荐或指南的TKI反应评

估标准中，且治疗后的CML患者需定期进行BCR-
ABL融合基因监测，直至达到稳定的主要分子学

反应（Major Molecular Response，MMR），即

BCR-ABL≤0.1％（IS）或MR 3.0，达到功能性治

愈效果。

CML是一种以髓系增生为主的造血干细胞恶性

疾病，分子水平表现为22号染色体的断裂簇位点

基因（BCR）和9号染色体上的原癌基因（ABL）

异位融合的BCR-ABL融合基因[2]。根据BCR基因

的断裂点不同，可分为M-BCR（p210）、m-BCR
（p190）和u-BCR（p230）3种[3]，临床上约有98%

的CML发生p210突变。

B C R - A B L 融 合 基 因 是 C M L 最 重 要 的 分 子

学 标 志 ， 其 检 测 技 术 包 括 荧 光 聚 合 酶 链 反 应

（Polymerase Chain Reaction，PCR）法、荧光逆转

录聚合酶链反应（Reverse Transcription-Polymerase 

Chain Reaction，RT-PCR）法、逆转录数字聚合

酶链反应（Reverse Transcription-Digital Polymerase 

Chain Reaction，RT-dPCR）法和数字聚合酶链反

应（Digital Polymerase Chain Reaction, dPCR）法[4-5]

等。数字聚合酶链反应法（简称数字PCR）能够用

于定量检测BCR-ABL（p210）融合基因的比例，

并报告分子学反应。目前，国内已有多家公司在不

同的数字PCR仪平台上研发了BCR-ABL融合基因检

测试剂盒（数字PCR法）。本研究使用BCR-ABL

定量标准品，对国内的BCR-ABL融合基因检测试

剂盒（数字PCR法）的准确度、检出限和重复性的

性能进行评价，建立不同检测平台质量评价方法，

以期为检验方法开发、产品研发转化及上市后监管

提供技术支撑。

1   材料
BCR-ABL定量标准品：WS1~ WS4的国际标准

值分别为12.359%（IS）、1.692%（IS）、0.177%

（IS）和0.015%（IS），MR分别为0.91、1.77、

2.75和3.82，由中国食品药品检定研究院提供。

试剂盒A：人BCR-ABL%IS检测试剂盒（数

字PCR法）和全血液总RNA提取试剂盒[艾普拜生

物科技（苏州）有限公司]；试剂盒B：人BCR-
ABL（p210）融合基因定量检测试剂盒（数字PCR 

法）和核酸提取或纯化试剂（苏州锐讯生物科技有

限公司）；试剂盒C：白血病融合基因BCR-ABL1

（p210）核酸检测试剂盒（数字PCR法）和TRIzol 

Reagent（苏州思纳福医疗科技有限公司）。

Naica CN G PCR扩增仪[艾普拜生物科技（苏

州）有限公司]；SG32-3000 PCR扩增仪（苏州锐

讯生物科技有限公司）；DQ24-Dx数字PCR分析仪

（苏州思纳福医疗科技有限公司）。

2   方法
2.1   试验方法

2.1.1   样本准备

准确度样本选用试剂盒定量区间的中间浓度

的样本，以确保正确评价试剂盒准确度性能。本

试验选用中间浓度的BCR-ABL定量标准品WS2和

WS3，直接用于提取RNA，各检测2次，要求检测

结果的绝对偏差不超过±0.5 log。

据《慢性髓性白血病中国诊断与治疗指南》

（2020年版）[6]指出获得持续MR 4.0以上并且持

续超过 2年是目前无治疗缓解（Treatment Free 

Remission, TFR）停药试验的前提条件，临床应用

要求至少MR 4.0应能检出，本试验设置了检出限样

本为BCR-ABL定量标准品WS4（MR为3.82），各

检测2次，要求检测结果应为融合突变阳性。

重复性样本为BCR-ABL定量标准品WS1和

WS4，为试剂盒检测区间内的高低2个浓度样本，

Region-Abelson Leukemia Virus (BCR-ABL) Fusion Gene Testing Kits, providing technical support for the 
implementation of the standard. 
Keywords:   Breakpoint cluster region-Abelson leukemia virus fusion gene; international standardization; 
conversion factor; molecular response; accuracy; detection limit; repeatability; traceability
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各检测10次，要求浓度的对数值或Ct值的变异系数

（CV,%）应≤5.0%。

使用BCR-ABL融合基因检测试剂盒（数字PCR

法）说明书中指定的RNA提取试剂盒，提取标准品

的RNA，并对RNA的浓度和纯度进行测定。取样本

RNA，加入到试剂盒的酶和反应液的混合液中。

2.1.2   试验操作方法

数字PCR是绝对定量PCR，通过对PCR反应物

进行有限稀释，随后在不同的反应腔室里进行PCR

扩增，扩增结束后统计阴性液滴数和阳性液滴数，

根据泊松分布原理计算出待测分子的起始拷贝数或

浓度。反应结束后，根据反应孔的总微滴数，判断

检测结果是否有效。打开数字PCR仪，按照试剂盒

说明书设置扩增程序，对其进行PCR扩增。采集信

号，并使用仪器软件进行分析。各试剂盒操作流程

及结果判读见表1。PCR反应结束后，输入样本信

息及曝光时间，进行信号采集。设置荧光阈值后，

分析并保存数据。

表 1   试剂盒操作流程及结果判读

试剂A 试剂B 试剂C

反应体系 逆转录过程：逆转录反应液1为

4 μL，RNA溶液为2 μg，补纯

化水至16 μL。逆转录反应液2

为4 µL。

数字PCR扩增过程：PCR反应

液1为5 μL，PCR反应液2 为 1 

μL，PCR反应液3为 2 μL， 纯

化水 7 为μL，RNA为10 μL。

逆转录过程：逆转录反应液为8.5 

μL，逆转录酶为1.5 μL，加入2.5 μg

的RNA，然后用水补足至总反应体系

20 μL。 

数字PCR扩增过程：BCR-ABL 210 预

混反应液为63μL，BCR-ABL 210 扩增

酶为1 μL，待检测样品或阴性、阳性

对照品逆转录产物为16 μL。

反转录PCR混合液为11 μL；

引物探针混合液为1 μL；酶混

合液为2 μL；RNA样本300-

500 ng/反应；加无核酸酶水补

齐至22 μL。

阴阳性对

照设置

校准品及阴性对照各加10 μL。 阴性对照品、阳性对照品各加10μL。 阴性对照品、空白对照品（无

核酸酶水）、阳性对照品1和阳

性对照品2各加3μL。

参数设置 逆转录过程：42 ℃孵育2 min，

37 ℃孵育15 min，85 ℃孵育5 s。

数字PCR扩增过程：40 ℃，

Sapphire V1，1循环；95 ℃，

3 min，1循环；95 ℃，15 s，

 60 ℃，50 s，45循环；25℃，

Sapphire V1，1循环。

逆转录过程：25 ℃，20 min，1循

环；42 ℃，120 min，1循环；85 ℃，

5 min，1循环；4 ℃，保存。

数字PCR扩增过程：95 ℃，15 min，1

循环；94 ℃，45 s，60 ℃，90 s，40

循环；98 ℃，10 min，1循环；

20 ℃，2 min，1循环。

25 ℃，300 s，1循环；50 ℃，

1800 s，1循环；95 ℃，300 s，

1循环；96 ℃，15 s，60 ℃，

20 s，5循环；96 ℃，15 s，

 63 ℃，20 s，40循环；72 ℃，

120 s，1循环。

结果判读 若BCR-ABL1阳性微滴数≥3，则

检测到BCR-ABL1融合基因，计

算待测样本的国际标准值，并进

行报告。

若阳性微滴数＜3且大于0，则需

复检。若重复检测或复检的阳

性微滴数均＞0，则检测到BCR-
ABL1融合基因，计算并报告该样

本的国际标准值；反之则报告为

未检测到BCR-ABL1融合基因。

若无阳性微滴，则报告为未检测

到BCR- ABL1融合基因。

5×103拷贝≤检测ABL拷贝数＜10 4

拷 贝 ， 可 报 告 国 际 标 准 值 范 围 为

50%~0.1%，可报告MR范围为0.3~3.0。

104拷贝≤检测ABL拷贝数＜105拷贝，

可报告国际标准值范围为50%~0.01%，

可报告MR范围为0.3~4.0。105拷贝≤

检测ABL拷贝数＜2.5×105拷贝，可报

告国际标准值范围为50%~0.0032%，

可报告MR范围为0.3~4.5。检测ABL拷

贝数≥2.5×105拷贝,可报告国际标准

值范围为50%~0.001%或超出试剂盒检

测范围，可报告MR范围为0.3~5.0或超

出试剂盒检测范围。

检测结果BCR-ABL1拷贝数

为0，报告：阴性。 检测结果

MR＞4.7或国际标准值＜

0.002，报告：物质存在，

不能被定量。检测结果

4.5≤MR＜4.7或0.002＜国际标

准值≤0.0032，报告实测MR

值。 MR≤4.5或国际标准值

≥0.0032，报告实测MR值。
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2.2    结果统计

在PCR反应结束后，通过收集并统计所有

液滴的荧光信号，进行泊松分布计算，获得PCR

反应液中BCR-ABL（p210）融合基因的模板总

量和ABL基因的模板总量，结合每个试剂盒的转

换系数（Conversion Factor，CF）计算国际标准

值，然后通过国际标准值反映MR水平。国际标

准值/%（IS）=BCR-ABL的拷贝数/ABL的拷贝数

×100×CF；MR=2－Log10[% (IS)]。MR绝对偏差

=MR测试的对数值－MR标示的对数值；变异系数

（CV/%）=10次测试的标准差/10次测试的平均值

×100%。

2.3   质量评价结果要求

准确度：每个样本独立检测2次，根据国际标

准值计算每个样本的MR，以2个样本的MR值计算

样本的平均值和绝对偏差。质量评价结果要求为每

个样本的绝对偏差不超过±0.5 log。

检出限：每个样本独立检测3次，根据国际标

准值计算每个样本的MR，质量评价结果要求为每

个样本均为BCR-ABL融合基因突变阳性。

重复性：每个样本独立检测10次，根据国际

标准值计算每个样本的MR，质量评价结果要求为

MR值的变异系数（CV）≤3.0%。

3   结果
3.1   国际标准值结果

试剂盒A中标准品WS1~WS4的ABL1参比基因

PCR反应液和BCR-ABL1融合基因PCR反应液（总

体积为25μL）的试验结果见表2；然后根据试剂

盒提供的CF计算国际标准值，原始结果散点图见

图1。

3.2   准确度

标准品WS2和 WS3的MR分别标示为1.77和

2.75。每个样本独立检测2次，根据国际标准值计

算MR的平均值和绝对偏差。结果表明，试剂盒A

中 WS2和 WS3的MR均值的绝对偏差分别为-0.02 log

和0.02 log，试剂盒B分别为-0.04 log和0.46 log，试

剂盒C分别为-0.13 log和-0.20 log，符合绝对偏差

不超过±0.5 log的要求，见图2。

表2   试剂盒A中标准品（WS1~WS4）检测结果

序号 标准品编号

ABL1基因 BCR-ABL1融合基因
国际标准值/

%（IS）浓度/

（拷贝·μL-1）
阳性微滴数/个

浓度/

（拷贝·μL-1）
阳性微滴数/个

1 WS4-1 10326 26291 1.46 21 0.010 

2 WS4-2 9176 24413 2.46 33 0.019 

3 WS3-1 10130 26372 24.5 352 0.172

4 WS3-2 10150 25652 24.8 346 0.174

5 WS2-1 13875 23367 347 4034 1.776

6 WS2-2 10735 26241 256.4 3437 1.696

7 WS1-1 10743 26353 1948 17306 12.874

8 WS1-2 11274 24904 1875 15993 11.808
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A. 标准品（WS1~WS4）BCR-ABL1融合基因的结果散点图（n=2）

B. 标准品（WS1~WS4）ABL1基因的结果散点图（n=2）

图1   试剂盒A中标准品（WS1~WS4）的检测结果

图2   试剂盒准确度结果

M
R

偏
差
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3.3   检出限

标准品WS4的MR标示为3.82。 结果表明WS4

在试剂盒A中MR均值为3.85，在试剂盒B中MR均值

为3.96，在试剂盒C中MR均值为3.68，且均为BCR-
ABL融合基因突变阳性，见图3。

图 3   试剂盒检出限结果（重复 3次）

图 4   试剂盒重复性结果

3.4   重复性

标准品WS1和WS4的MR标示分别为0.91和

3.82。结果显示，试剂盒A中WS1的MR均值为

0.92，CV为1.4%，WS4的MR均值为3.77，CV为

2.1%；试剂盒B中WS1的MR均值为1.05，CV为

2.8%， WS4的MR均值为3.91，CV为1.2%；试剂盒

C中WS1的MR均值为0.79，CV为2.4%，WS4的MR

均值为3.70，CV为2.0%，均≤3.0%，见图4。

4   分析与讨论
4.1   BCR-ABL融合基因定量检测平台质量评价方
法符合临床使用需求

临床研究表明，TKI治疗获得持续的深度分子

学反应（DMR）超过2年的患者，部分能够获得长

期的TFR，即功能性治愈。《慢性髓性白血病中

国诊断与治疗指南》（2020年版）[6]指出获得持续

MR 4.0/MR 4.5以上，并且持续超过 2年是目前TFR

停药试验的前提条件。BCR-ABL融合基因作为CML

最重要的分子学标志，在CML治疗过程中通过监

测BCR-ABL融合基因定量分析对CML患者的病情

判断、药物选择及疗效监测具有重要意义[7]。国内

M
R

实
测

值
M

R
实

测
值
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研发的BCR-ABL融合基因检测试剂盒（数字PCR

法），通过绝对定量获得融合基因和参比基因的拷

贝数，根据试剂盒提供的CF获得样本的国际标准

值和MR，本研究通过建立以试剂盒主要性能指标

为核心的质量评价方法，明确准确度、检出限、重

复性等试剂盒主要性能质量评价标准，为科学评

价BCR-ABL融合基因定量检测平台质量提供技术依

据，保障了临床CML患者的用药指导检测方法的安

全有效。

4.2   科学的质量评价标准是BCR-ABL融合基因检
测平台检测结果安全有效性的评价依据

规范化的BCR-ABL融合基因检测是精准指导

临床治疗的前提[8-9]。为了实现BCR-ABL融合基因

检测结果的可比性，国际CML专家们提出了国际标

准的概念，即通过CF将各实验室的BCR-ABL检测

值转换为国际标准值[10]。世界卫生组织（WHO）

提供的第一代BCR-ABL mRNA 的国际遗传定量标

准品（NIBSC code: 09/138）主要针对BCR-ABL1 

e14a2型，在使用该标准品对其他型（如e13a2）进

行定量时，应验证不同型具有相同的PCR扩增效

率[11]。国家卫生健康委临床检验中心提供了BCR-
ABL1 p210/p190融合基因转录本定量标准品，并于

2019年组织全国白血病 BCR-ABL1 融合基因（p210 

和 p190）检测的室间质量评价，以评价临床实验

室的检测能力[12]。中国食品药品检定研究院（简称

中检院）体外诊断试剂所前期研制了人类BCR-ABL
融合基因RNA定性质控品，可以用于评价BCR-
ABL融合基因突变定性检测试剂盒的性能[13]。国

际标准值是CML分子检测国际通用语言，通过建立

我国BCR-ABL融合基因检测平台质量评价标准，确

保检测结果安全有效，符合质量评价标准的检测结

果可以指导临床医师根据国内外CML治疗指南并参

考相关临床数据对CML患者进行精准的治疗[14]。

4.3   以BCR-ABL定量标准品的量值准确性溯源链

为核心的质量评价方法是不同检测系统性能评价的

基础

本研究使用的中检院提供的BCR-ABL定量

标准品，是通过WHO一级标准品完成国际标准

值赋值，WS1~WS4的国际标准值分别为12.359%

（IS）、1.692%（IS）、0.177%（IS）和0.015%

（IS），用于评价溯源至国际标准品的BCR-ABL
融合基因定量检测试剂盒（数字PCR法）的准确

度、检出限和重复性的性能。数字PCR是基于单分

子PCR方法来进行计数的核酸绝对定量的方法。目

前，国内公司开发的基于数字PCR法的BCR-ABL融

合基因检测试剂盒可以溯源至WHO 的BCR-ABL定

量标准品（NIBSC code：09/138），可以提供CF来

计算国际标准值，实现检测的标准化。本研究使用

量值溯源WHO国际标准品的准确度标准品WS2和

WS3对国内现有的不同数字PCR检测平台的BCR-ABL
融合基因定量检测试剂盒进行评价，结果3个试剂

盒的WS2和WS3的MR绝对偏差均不超过±0.5 log，

满足试剂盒的准确度要求，为不同数字PCR检测系

统的量值准确性评价提供了研究基础，也是不同检

测系统性能评价标准建立的基础。

4.4   BCR-ABL融合基因定量试剂盒的质量评价标
准是检测系统研发转化及应用的技术核心

中检院制定的《断裂点簇集区-艾贝尔逊白血

病病毒（BCR-ABL）融合基因检测试剂盒》行业标

准，规范了BCR-ABL融合基因定量的准确度、检出

限和重复性的要求，为临床检测提供国际标准值和

MR，指导了临床TKI用药选择及疗效监测。本研究

依托该标准，以国家标准品为检测对象，将该标准

的技术指标及检验方法应用于不同检测平台，详细

剖析标准技术指标与检测方法在质量评价中的具体

应用方案。标准对于准确度的要求为，对于标准

品的绝对偏差应不超过±0.5 log。DMR是CML患者

在治疗开始后BCR-ABL融合基因比例下降了不低于

4  logs的分子学反应水平，表示为MR 4.0[BCR-

A B L ≤ 0 . 0 1 % （ I S ） ] 或 M R  4 . 5 [ B C R - A B L ≤

0.0032%（IS）] [15-16]。目前国内研发的部分数字

PCR法试剂盒参考美国伯乐数字PCR试剂盒的性

能，将检出限设置为MR 4.7[BCR-ABL≤0.002%

（IS）][17-18]，但是考虑到国内BCR-ABL融合基因

定量试剂盒的研发水平和临床检测的需求，标准

对于检出限的要求为，对于融合比例不高于0.01%

作为定量试剂盒的检出限，要求应能检测出相应

的融合基因阳性；对于重复性的要求为，对重复

性参考品检测10次，浓度的对数值或C t值的CV

应≤5.0%。本研究结果表明，科学合理的质量标

准，是包括检验仪器、试剂及算法、结果方法在内

的检验系统研发转化及应用的技术核心。

本研究依据对行业具有引领和规范作用的行

业标准，以标准物质和行业标准相结合的方式对我
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国不同数字PCR仪检测平台的BCR-ABL融合基因检

测准确度、检出限和重复性等关键性能指标进行

了适用性和科学性验证，为科学监管提供了技术

支撑。
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