
ＴＴ）时，其检测结果的可比性不佳；尤其当待检标本在病理水

平时，这一现象更为明显。因此同一临床实验室应当使用检测

原理相同的血凝分析仪以保证检验结果的可比性，并且应按要

求定期对不同检测系统进行比对。
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·检验仪器与试剂评价·

２种ＨＢＶＤＮＡ荧光定量ＰＣＲ检测试剂的比较

荆成宝，禹　梅，刘　婕

（安康市中心医院，陕西安康７２５０００）

　　摘　要：目的　分析２种 ＨＢＶＤＮＡ试剂在荧光定量ＰＣＲ检测中的相关性，评价其临床应用价值。方法　平行测定１６０份

血清标本以及梯度稀释的强阳性标本，从定量线性范围、准确度、灵敏度和特异度等方面比较Ａ试剂（免核酸提取的“一步法”）与

Ｂ试剂（煮沸浓缩核酸提取法）在临床应用的相关性和差异，并与ＥＬＩＳＡ法结果进行比较。结果　在１６０份标本中，２种试剂检测

结果均值差异无统计学意义（犘＞０．０５）。但病毒载量结果Ａ试剂略高于Ｂ试剂，Ａ试剂灵敏度高于Ｂ试剂，检测范围更宽，特异

度更高。结论　采用“一步法”免核酸提取的Ａ试剂，核酸获得率高，且具有检测范围宽、特异度和灵敏度更好、操作简单的特点，

值得推广。

关键词：ＨＢＶＤＮＡ；　聚合酶链反应；　试剂比对

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０２．０３８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０２０２０６０２

　　ＨＢＶ感染是世界性公共卫生问题，全球约有３．５亿人感

染［１３］，其中约有１／３的人在中国
［４］。ＨＢＶ感染可导致急性或

慢性乙型肝炎、肝硬化、肝癌［５］，因此，ＨＢＶＤＮＡ检测对 ＨＢＶ

感染的诊断和治疗尤为重要［６］。ＨＢＶＤＮＡ是反映 ＨＢＶ复

制的最直接、最可靠的指标；在评价治疗乙型肝炎药物的疗效

与预后判定方面具有至关重要的作用。目前国内生产的

ＨＢＶＤＮＡ荧光定量ＰＣＲ试剂有很多种，各试剂的灵敏度、特

异度、准确度、检测范围等方面存在一定的差异。本文选用国

内厂家中的两种 ＨＢＶＤＮＡ荧光定量ＰＣＲ检测试剂盒，对

１６０例临床血清标本进行定量检测，并对其性能进行评价，现

报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集１６０份均符合《慢性乙型肝炎防治指南

（２００５）》
［７］的本院门诊及住院乙型肝炎患者血清，－２０℃冰

箱保存。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　核酸扩增仪采用美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ 公司

的 ＡＢＩ７３００荧光定量ＰＣＲ分析仪；ＲＴ２１００型酶标仪为深圳

雷杜生产；上海汇松公司生产的ＰＷ９６０全自动洗板机。

１．２．２　试剂　ＨＢＶ核酸荧光定量ＰＣＲ试剂Ａ由湖南圣湘生

物科技有限公司提供，其采用免核酸提取的方法，最低检测限

为１．５８ＩＵ／ｍＬ；试剂Ｂ为中山大学达安基因诊断试剂公司提

供的试剂，采用传统的煮沸法提取病毒核酸，最低检测限为

５００ＩＵ／ｍＬ。ＨＢＶ免疫学检测试剂，购自厦门英科新创科技

有限公司，采用ＥＬＩＳＡ法。

１．３　方法　取已知 ＨＢＶＤＮＡ强阳性的血清１份，以阴性血

清按１０倍梯度系列稀释，获得系列稀释血清，为原血清及其

１０、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６、１０７倍稀释血清。用２种试剂分别测

定 ＨＢＶＤＮＡ载量，以确定两种方法的灵敏度。

１．３．１　试剂Ａ　ＰＣＲ反应管中加入５μＬ核酸释放剂，加入５

μＬ标准品、待测标本，吸打混匀，再加入４０μＬＰＣＲ反应液，吸

打混匀上机检测即可。

１．３．２　试剂Ｂ　１．５ｍＬ离心管中加入１００μＬ标本和３０μＬ

浓缩提取液，振荡混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清

液，在沉淀中加入３０μＬＤＮＡ提取液，随后放置１００℃浴箱或

沸水浴１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ速度离心１０ｍｉｎ，取上清液作为

ＰＣＲ反应模板，加入分装有 ＰＣＲ 反应液的反应管中上机

检测。

１．３．３　质量控制　每个检测批次都包括阴性质控品，ＨＢＶ弱

阳质控品和 ＨＢＶ强阳质控品的重复检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行χ
２ 检验。

２　结　　果

２．１　ＨＢＶＤＮＡ检测结果比较　在１６０份标本中，２种试剂

共同测定阳性１５８例，共同测定阴性１例，见表１。对１６０例标

本Ａ、Ｂ试剂检测结果进行统计分析，χ
２＝０．０１３５，犘＞０．０５，２

种试剂检测均值差异无统计学意义。

表１　　２种试剂检测阳性率和检测范围比较

试剂 狀 阳性数
阳性率

（％）

最大检测值

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

最小检测值

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

检测灵敏度

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

试剂Ａ １６０ １５９ ９９．３８ ２．６×１０９ １．５×１０２ １０－７

试剂Ｂ １６０ １５８ ９８．７５ ２．３×１０８ ８．２×１０２ １０－６

２．２　ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ与 ＨＢＶＤＮＡ定量检测的关系　根据

ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ检测结果，将患者分为３组，其 ＨＢＶＤＮＡ定

量结果见２。

·６０２· 国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２



表２　　各组 ＨＢＶＤＮＡ定量结果（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

组别 狀 试剂Ａ 试剂Ｂ

ＨＢｅＡｇ（＋） ８６ ８．３×１０８ １．２×１０８

ＨＢｅＡｂ组（＋） ５８ ７．５×１０５ １．８×１０５

ＨＢｅＡｇ（－）ＨＢｅＡｂ组（－） １６ ４．２×１０４ １．１×１０４

３　讨　　论

目前定量检测 ＨＢＶＤＮＡ的方法有很多种，罗氏试剂检

测因具有较高的灵敏度、精密度、可重复性好和较宽的定量范

围，被国际公认为ＰＣＲ定量方法的参比试剂。由于其成本高、

价格贵，在国内大医院或科研机构应用较多，而一般医院仍以

国产试剂为主。用于检测 ＨＢＶＤＮＡ最广泛的方法是采用

ＦＱＰＣＲ，生产检验试剂的厂家很多，各厂家之间还没有统一

的检测标准［８９］。本文从临床实验室用户的角度来探讨２种不

同厂家的试剂检测结果是否存在差异。Ａ试剂检测下限为

１．２８ＩＵ／ｍＬ，其采用一种全新的免核酸提取的扩增方式，又称

“一步法”病原体核酸荧光定量ＰＣＲ检测方法，整个标本处理

和检验过程在１个ＰＣＲ反应管中即可完成，且无需离心、振

荡、更换离心管等操作，不但简化了操作步骤、节省了耗材成

本，而且减少了加热、移液等导致核酸丢失与污染的操作步骤，

标本中的核酸全部参与到ＰＣＲ反应中，与传统方法比较，每批

检测可提前近２ｈ报告结果。Ｂ试剂采用传统的“浓缩煮沸

法”，检测下限为５００ＩＵ／ｍＬ，标本处理包含沉淀、高速离心等

过程，核酸容易丢失，获得率低，且步骤繁杂费时。

对２种试剂检测１６０份标本的结果进行比较和相关性分

析，发现２种试剂均值差异无统计学意义（犘＞０．０５），但从表１

可以看出，由于样本处理步骤繁杂，导致核酸的丢失，试剂Ｂ

结果较试剂Ａ偏低；同时试剂Ｂ有１例１．３×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ结

果，Ａ试剂检测为阴性，提示有污染可能。同一份标本用２种

试剂检测，Ａ试剂的检测值大于Ｂ试剂。以１０倍梯度稀释的

乙型肝炎患者阳性血清，考查２种试剂的灵敏度，Ａ试剂可测

至１０７ 倍稀释水平，Ｂ试剂仅可测至１０６ 倍稀释水平，说明 Ａ

试剂在灵敏度上更高。

综上所述，在２种试剂对比中，Ｂ试剂存在纯化标本步骤

繁琐、核酸易丢失、获得率低且费时、报告周期长等缺点。而Ａ

试剂采用“一步法”免核酸纯化的方法，核酸获得率高，操作简

便，并具有很高的灵敏度和准确度，具有较高的临床应用和推

广价值。
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·检验仪器与试剂评价·

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ型实时荧光定量ＰＣＲ仪性能评价

方　莉
１，２，汤洪波２，许　媛

１，贺　巧
２，赵维姣１，姜远凤２，唐　中

１，２△

（１．川北医学院附属医院检验科，四川南充６３７００７；２．川北医学院医学检验系，四川南充６３７００７）

　　摘　要：目的　对ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ型实时荧光定量ＰＣＲ仪（Ｒｏｃｈｅ４８０）主要性能指标进行评价，为该仪器检测结果

的可靠性提供依据。方法　按照美国临床实验室标准化委员会（ＣＬＳＩ）文件制定的评价标准，分别对４０例标准血清和４０例临床

标本定量检测 ＨＢＶＤＮＡ，评价其精密度、准确度、灵敏度、线性和可比性。结果　精密度：批内变异系数（犆犞批内）为１．４０％～

２．１０％，批间变异系数（犆犞批间）１．１７％～１．４０％，总变异系数（犆犞）为１．４０％～１．８３％；准确度：与标准品比较，相对偏差为

０．３５％～０．４１％；灵敏度：对血清 ＨＢＶＤＮＡ浓度大于或等于４×１０３ＩＵ／ｍＬ的标本检出率为１００％，对血清 ＨＢＶＤＮＡ浓度为４

×１０２ＩＵ／ｍＬ的标本检出率为９０％；线性：相关系数为０．９９９，直线回归方程为犢＝１．００７３犡－０．０４８７；Ｒｏｃｈｅ４８０和ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔ

Ｃｙｃｌｅｒ１．２（Ｒｏｃｈｅ１．２）２台ＰＣＲ仪的可比性：犘＝０．１１３，相关系数为０．９９５，线性比对直线回归方程为犢＝０．９２３０犡＋０．３３９７。结

论　Ｒｏｃｈｅ４８０具有良好的精密度、准确度、灵敏度、线性，与Ｒｏｃｈｅ１．２检测系统有良好的相关性，能够满足临床需要。
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　　随着ＰＣＲ技术的不断发展，该项技术已广泛应用于生命 科学的各个领域。ＨＢＶＤＮＡ检测对乙型肝炎的临床诊断和
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