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摘要 目的 通过构建体外质粒DNA作为质控样本开展他克莫司代谢基因——细胞色素P450 3A5（CYP3A5）基因检测室间质量评价计划（简称室间质评），评估参评实验室检测能力及存在的问题，提高临床实验室CYP3A5基因的检测质量。方法  利用基因工程技术体外构建含有CYP3A5*3（rs776746）位点上下游序列的重组质粒，筛选CYP3A5*3  AA和GG基因型分别作为野生型和突变型样本，两者等比例混合后作为杂合突变型样本，并制备质控样本盘开展室间质量评价。依据回报结果计算各实验室成绩，汇总不同样本的总体符合率，并分析不同检测方法的符合率和检测错误类型。结果 体外构建的重组质粒经Sanger测序验证分别含CYP3A5*3位点野生型和突变型序列。2017年2次室间质评中成绩满分的实验室分别为93.33%（14/15）和100%（17/17）。2次室间质评中，样本检测的总体符合率分别为96%（72/75）和100%（85/85）。荧光分子杂交法检测的样本符合率均为100%； Sanger测序法样本符合率为90%（27/30）和100%（40/40）。结论 制备的质控样本能够有效监测试剂检测性能，具有良好的适用性。各实验室在CYP3A5*3基因位点检测总体准确率较高，但个别实验室检测能力有待提高。室间质评计划能帮助实验室发现检测中存在的问题，提高检测质量。
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Development and applications of quality control materials for CYP3A5*3 genotypes
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Abstract Objective To evaluate the performance of tacrolimus metabolism-related cytochrome P450 family 3 subfamily A member 5 (CYP3A5) genotyping results external quality assessment (EQA) program using plasmid DNA constructed in vitro as quality control samples and discuss the problems in clinical laboratories enrolled in the program. Methods Recombinant plasmid carrying CYP3A5*3(rs776746) AA locus sequence was constructed as wild type sample and plasmid with CYP3A5*3 GG mutation as mutant type sample. Heterozygous mutant samples were obtained after equal proportion of the two plasmids. Recombinant plasmids DNA were used as sample panel for EQA scheme. Participating laboratories were asked to test samples using their routine methods and report the results before deadlines. The scores of each lab were calculated based on their results and the overall coincidence of different samples as well as the sensitivity and specificity of different methods were calculated. Results CYP3A5*3 locus genotypes of the constructed plasmid were verified by Sanger sequencing. 15 and 17 valid lab results were received respectively in the two EQA programs. About 93.33%（14/15） and 100%（17/17） of the laboratories submitted correct results for all samples. The overall coincidence rates were 96% (72/75) and 100% (85/85) respectively. All laboratories using digital FISH got full marks in two EQA schemes, while the coincidence rates were 90% (27/30) and 100% (40/40) for Sanger sequencing. ConclusionThe recombinant plasmid DNA constructed in this study can effectively detect reagents’ performance with good clinical applicability. The results of EQA programs suggested that the overall accuracy rate of laboratories enrolled was high enough, while some laboratories’ performance still needs to improve. Quality controls in clinical laboratories were essential to assure the accuracy of results.
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细胞色素酶P450 3A基因（cytochrome P450 3A, CYP3A）是人体内参与他克莫司代谢的主要酶之一。他克莫司作为一种新型免疫抑制剂，在临床上广泛应用于器官和造血干细胞移植后的抗排异反应治疗。但他克莫司的用药安全范围很窄，并且不同患者间药物代谢动力学差异较大，剂量过高或过低都会给患者带来不良后果。因此，需要对患者进行治疗药物检测（therapeutic drug monitoring, TDM）[1]。
CYP3A5基因的遗传多态性是造成个体间他克莫司药物代谢差异的主要原因之一 [2]。正常表达CYP3A5(快代谢型和中间代谢型)的个体与不表达CYP3A5的个体(代谢不良者)相比，血液中他克莫司药物浓度降低[3]，并且该位点在人群中的突变比率较高[4-6]。临床药物基因组学实施联盟（Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium, CPIC）制定了他克莫司与CYP3A5不同基因型的用药剂量指南[7]，国家卫生健康委员会也发布了基于中国人群的用药剂量指导[4]。针对他克莫司用药前的基因检测在欧美等国家已经成为个体化用药的检测项目。
目前，国内部分医院也陆续开展了CYP3A5基因多态性的临床检测，检测方法主要涉及荧光分子杂交及Sanger测序技术等。而涉及对目的片段的体外特异性PCR扩增，可导致结果出现假阳性或假阴性[8]。为了有效指导临床用药剂量，必须保证基因分型结果的准确、可靠，因此，严格的质量控制措施必不可少。而适当有效的质控物质是质量保证前提。本研究采用基因工程技术体外构建含CYP3A5*3（rs776746）位点上、下游序列的重组质粒,构建无生物危害性、可稳定保存的质控品，并且用于上海及周边地区临床实验室室间质评活动，以评估实验室检测结果的准确性，分析临床检测中存在的问题，为进一步提高该项目检测质量提供依据。
1材料与方法
1.1 试剂与仪器  基因组DNA抽提试剂（QIAamp DNA Mini Kit,德国Qiagen公司）；PCR试剂（AmpliTaq Gold® 360 Master Mix）,T克隆载体试剂（TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing）购自美国Thermo公司；AxyPrep PCR清洁试剂盒（美国Axygen公司）； AxyPrep 质粒小量制备试剂盒（美国Axygen公司）；CYP3A5*3基因检测试剂（华夏时代基因公司）；引物合成及Sanger测序服务由上海生工公司提供。 5427R台式高速冷冻离心机（德国Eppendorf公司）；ABI 9700PCR仪（美国ABI公司）；恒温振荡器（上海一恒科学仪器公司）；TL998A荧光检测仪（西安天隆科技公司）；NanoDropOne超微量紫外可见光分光光度计（美国Thermo公司）。
1.2 质粒构建及室间质评样本盘准备
1.2.1  含CYP3A5*3（rs776746）位点野生型（AA）和突变型（GG）上下游基因片段的质粒构建  以基因组DNA为模板，以CYP3A5引物（F:5'-GGGCTAGAGGTTTGGTGAGAG-3'和R:5'-GCGGGACAGGATGAAGAGTAC-3'）进行PCR扩增，得到包含CYP3A5*3位点上、下游特定区域内约900 bp的DNA片段。PCR反应条件：95 ℃ 10 min； 95 ℃ 30 s, 55 ℃ 30 s, 72 ℃60 s,共35个循环；72 ℃ 7 min。PCR产物回收后克隆到pCR™4-TOPO克隆载体上, 经Sanger测序验证，筛选得到含CYP3A5*3（AA）野生型和突变型（GG）的质粒。
1.2.2  CYP3A5*3位点基因检测室间质评样本盘准备  将筛选到的含CYP3A5*3位点基因型分别为“G”和“A”的质粒进行扩大培养，大量制备含有CYP3A5*3位点野生型和纯和突变型质粒，用Nanodrop One超微量紫外可见光分光光度计对抽提的质粒母液进行定量检测，并用TE缓冲液稀释定量为5 ng/μL质粒工作液。将野生型和突变型质粒工作液按1：1比例混合后，得到突变杂合型工作液。按临床实际和涵盖所有基因类型的原则，准备5种不同能力验证样品的工作液。工作液充分混合后，按20 μL每支进行分装。
1.3  CYP3A5基因检测室间质评样品的评价
1.3.1 均一性评价 每年第1次室间调查前，制备10个批号能力验证样品。为保证质评样本的均一性，在每年第1次室间调查前采用等距随机抽样方法分别从分装好的能力验证样品中随机抽取10个样品进行评价。对抽取的每个样品，使用CYP3A5*3检测试剂在重复条件下检测2次。统计均一性检测结果与靶值符合率，若为100%则表明样品内和样品间差异务统计学意义，认为样品是均匀的。
1.3.2稳定性评价 在2次室间质评分发样本的同时，选取1个批号样品进行同步稳定性检验。取样数量为3支，重复测量2次。统计稳定检测结果与靶值符合率，若为100%则表明样品内和样品间差异务统计学意义，认为样品是稳定的。
1.3.3 评价方法检测下限验证 将5 ng/μL质粒样本（DNA浓度约1×109拷贝/μL）进行系列梯度稀释（以1:10稀释）至10拷贝/μL，分别检测1×104、1×103、1×102、10拷贝/μL 标本，每个浓度检测10次，统计各浓度标本的符合率，符合率达到100%的最低浓度标本即为检测方法的检测下限。
1.4 室间质评计划实施及结果评价与分析
1.4.1 室间质评计划实施 他克莫司代谢基因CYP3A5*3基因检测项目室间质评计划为1年2次，第1次和第2次室间质评样本盘分别含有5支样本，其中2支为CYP3A5*3基因纯合突变型，1支为杂合突变型，2支为野生型。将样本统一编码后冷链邮寄至各参评实验室。要求参评实验室运用日常检测系统（仪器、试剂、方法）进行样本检测，并在规定时间内（自样本接收后1周之内）将检测结果上报至中心数据库，超过规定时间系统将不再接收数据。
1.4.2结果评价与分析 依据回报结果计算各参评实验室的得分情况。检测结果与预期相符的百分率计为该实验室本次室间质评成绩。≥80分判定为室间质评成绩合格。同时分析和汇总检测成绩，计算各样本的总体符合率，并且对错误的检测结果进行统计，计算不同检测方法的敏感性和特异性。
2 结果
[image: ]2.1  含CYP3A5*3（rs776746）位点野生型（GG）构建及突变型（AA）质粒的筛选  将合成的CYP3A5*3位点野生型（GG）和突变型质粒（AA）经Sanger测序验证，结果表明，野生型质粒CYP3A5*3（rs776746）位点测序结果为G（图1a），突变质粒测序结果为A（图1b）。








2.2   室间质评样本验证结果  2017年室间质评样本采用荧光分子杂交法进行基因型检测验证。2次室间质评样本盘构成及预期结果见表1。均一性和稳定性检测采用荧光分子杂交法进行基因型检测，检测结果与预期值的符合率均为100%，表明室间质评样本具有良好的均一性和同步稳定性。荧光分子杂交法的检测下限为1×103拷贝/μL。
表1  2017年室间质评样本盘构成及检测符合率[%（n）]
	批次
	样本编号
	预测基因型
	符合率

	第1次
	1711
	AA（野生型）
	100（15/15）

	
	1712
	AA（野生型）
	100（15/15）

	
	1713
	GG（突变型）
	100（15/15）

	
	1714
	AG（杂合突变型）
	93.33（14/15）

	
	1715
	GG（突变型）
	86.67（13/15）

	第2次
	1721
	GG（突变型）
	100（17/17）

	
	1722
	AG（杂合突变型）
	100（17/17）

	
	1723
	GG（突变型）
	100（17/17）

	
	1724
	AA（野生型）
	100（17/17）

	
	1725
	AA（野生型）
	100（17/17）



2.3   CYP3A5*3基因检测实验室总体回报情况  报名参加2017年CYP3A5*3（rs776746）基因检测室间质评计划的实验室分别为18家和20家，在规定时间内收到的有效回报结果分别为15份（上海地区9家，外省市6家）和17份（上海地区10家，外省市7家）。2017年室间质评样本检测符合率见表1。在2次室间质评活动中，参评实验室主要采用荧光分子杂交和Sanger测序两种检测方法,使用率分别为9/15（60%），9/17(52.94%)和6/15（40%），8/17（47.06%）。
2.4   各实验室检测能力评价  2017年2次室间质评中，结果回报完全正确的实验室分别为86.67%（13/15）和100%（17/17）。第1次室间质评中，成绩合格的实验室分别为93.33%（14/15），见表2。第1次室间质评5支样本的总体符合率为96%（72/75），检测错误的标本有3例，其中检出突变但为错误突变类型的为2例，突变型检测为野生型1例。第2次室间质评样本检测总符合率为100%，未出现检测错误的样本。
此外，本研究还将2次室间质评中各不同检测方法的检测效能进行了比较研究（表3）。使用荧光分子杂交进行CYP3A5*3基因检测的实验室在2次质评活动中均获得满分，该方法检测的敏感性和特异性均为100%。检测错误结果发生在使用Sanger测序法的实验室。Sanger测序法在2017年两次质评活动中敏感性分别为91.67%和100%，特异性分别为87.5%和100%。
表2 室间质评成绩汇总[n（%）]
	批次
	参评实验室数
	100分
	80分
	﹤80分

	第1次
	15
	13（86.67）
	1（6.67）
	1（6.67）

	第2次
	17
	17（100）
	0
	0



表3 不同检测方法的检验效能[%（n）]
	方法
	实验室数（家）
	敏感性
	特异性

	
	第1次
	第2次
	第1次
	第2次
	第1次
	第2次

	荧光分子杂交
	9
	9
	100(27/51)
	100(27/27)
	100(18/34)
	100(18/18)

	Sanger测序
	6
	8
	88.89(16/18)
	100(24/24)
	91.67(11/12)
	100(16/16)




3  讨论
目前国际上针对CYP3A5基因位点的质控品研究也很少，主要是基因组DNA[9]。虽然基因组DNA能够涵盖包括野生型，纯合突变型和杂合突变型在内的所有突变类型，但其来源受到一定限制，并且购买成本较高。许多临床实验室选用患者留样标本作为质控品，存在一定伦理问题，且不能保证包含所有基因型别。本研究利用基因工程技术体外构建含有目的基因位点片段的质粒作为室间质评样本。虽然质粒不能监测核酸提取过程，但检测试剂一般要求对提取后的DNA纯度和浓度进行检测，因此核酸提取过程的质量基本可以得到保障。作为质控品，首先质粒不存在生物传染性，也没有来源限制。其次，质粒的构建及生产成本相对较低；最后，用质粒作为质控品可以模拟该位点的所有基因型，能比较全面的监控试剂盒的检测能力。
本研究中所涉及的基因位点CYP3A5*3属于人类单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism, SNP），是人类可遗传变异中最常见的一种。理论上讲，SNP杂合基因型二者比例为1:1，但肿瘤发生等原因可引起基因组不稳定性进而导致少数人体内存在杂合碱基发展不平衡现象（allelic imbalance）[10]，可能会导致检测出现测序法杂合碱基位置峰高不一致或荧光探针法点位偏移现象。考虑到杂合碱基不平衡现象发生几率较小，并且多见于肿瘤组织中[11]，故本次室间质评调查品的设计并未对此进行考查，在今后的调查品设计中可以通过改变杂合基因型二者比例来实现。
基因检测的错误会误导对他克莫司快慢代谢型的判断，从而影响临床上对他克莫司起始剂量的选择。3例错误检测结果集中出现在第1次室间质评中，分别来自2家实验室， 2家实验室均使用Sanger测序法进行检测。与实验室沟通后分析错误的原因主要有以下几点：（1）采用Sanger测序法进行基因分型检测的实验室，使用的为实验室自建方法（LDT），对于LDT项目没有进行充分的方法学确认，未建立标准操作规程；（2）实验人员培训不到位，实验操作不熟练，实验记录和样本编号错误；（3）对报告位点测序结果判读的错误，且在结果报告时未进行双人复核。虽然Sanger测序法被认为是临床基因分型检测的“金标准”[12]，但室间质评中错误检测结果也集中出现在个别使用Sanger测序法检测的实验室，这也与其它药物代谢相关基因检测室间质评研究结果较一致[13]。值得一提的是，在第1次室间质评中出现错误结果的2家实验室使用相同的检测方法在第2次室间质评中结果符合率为100%。说明通过开展室间质评计划能够帮助实验室发现日常检测中的问题并及时改进，提高检测水平。
本研究通过构建质粒DNA作为质控品，在上海地区首次开展了CYP3A5基因检测室间质评计划，并全面评价了实验室该项目的检测质量。希望通过室间质评计划的开展能够帮助更多的实验室发现检测中存在的问题，提高基因分型检测的正确度，保证检测质量，更好的服务于临床。
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--------------------------------------修回说明-------------------------------------------
20181325 修改说明
评审专家对本文提出了审稿意见，经过认真阅读和分析专家的意见后，对文章进行了修改并做如下说明，请专家批评指正，谢谢！
1、质控样本盘的设计过于简单，仅包含野生型质粒和纯合突变型质粒及其按1：1比例混合的杂合型质粒，未考虑少数人体内存在杂合碱基发展不平衡现象，可能会导致测序法杂合碱基位置峰高不一致或荧光探针法点位偏移现象，如何通过质控品的设计去发现这些问题？
答：感谢专家提出的宝贵意见，对专家提出的问题在“讨论”部分第二段进行了讨论说明，详细请见讨论部分。
2、应用研究的设计也过于简单，只涉及10个样本（4个野生型、4个纯合突变型和2个1：1比例混合的杂合型），15（第一次） 17家（第二次）实验室，二种检测方法。
答：室间质量评价的样本数量要求是参照国家标准《GB/T 20470-2006临床实验室室间质量评价要求》。对于样本盘的设计可能存在的不足已经按照第一条意见在“讨论”部分进行说明，可作为今后室间质评计划持续改进的一项措施。CYP3A5*3基因检测室间质量评价计划在国内是首次开展，参加实验室数量是一个从无到有的过程，参加实验室数量可能会随该检测项目的推广逐年增加。
3、荧光分子杂交法也未描述清楚，是原位杂交、扩增杂交、还是PCR-荧光探针法等，这几家实验室使用的是一种方法吗？是同一商品试剂盒吗?是CFDA批准/未批准的试剂盒？
答：与实验室沟通后确认荧光分子杂交法的实验室使用的是同一种试剂盒，根据厂家提供的资料该方法不涉及PCR扩增过程，直接将探针与模板杂交，为国家一类试剂备案。作为第三方室间质评提供机构，为避免相关商业宣传等因素，文中并未对相关内容进行说明，望专家和编辑理解。
4、室间质评3例错误结果（Sanger测序法）的分析不深入，未及时与实验室沟通，查找出导致错误的真正原因。且有关错误的描述不正确：文章“”四、各实验室检测能力评价“中低-4行。
答：与实验室沟通后，对文章中相应描述进行了修改，详见文章讨论部分第四段。错误描述也进行了相应修改，详见文章“结果”部分。
5、文章的摘要、前言和讨论内容均欠精炼，还有重复，需精简。
已对摘要、前言和讨论部分内容进行删减、修改，详细请见修改稿。
6、质控物的基本要求是：稳定性和均一性，文章没有交代。位点基础上还有量值关系，无论哪种型均有方法学的最低检出限，文章没有交代。
答：质控品的均匀性和稳定性，方法学最低检出限相关实验内容已在“材料与方法”和“结果”中进行补充，详见“材料与方法”内容“3、CYP3A5基因检测室间质评物品的评价”及“结果”部分“二、室间质评样本验证结果”部分。
作者简介：鲍芸， 1983年生，女，主管技师，博士，主要从事临床分子生物学检测及质量控制工作。
通信作者：王华梁，研究员，博士，E-mail: wanghualiang@sccl.org.cn。
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