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两种实时荧光定量核酸检测试剂盒测定ＴＢＤＮＡ结果比较


龙幼敏，李国豪，梁广铁，明凯华，雷秀霞△

（广州医学院附属广州市第一人民医院检验科，广东广州５１０１８０）

　　摘　要：目的　探讨两种国产实时荧光定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）试剂盒快速诊断肺结核病的准确性和可行性。方法　选取６０例

活动期肺结核患者样本及正常对照样本、标准品和质控品，使用两种国产实时荧光定量核酸检测试剂盒分别进行ＴＢＤＮＡ检测。

结果　两种试剂阴阳结果符合率为１００％，均未出现假阳性和假阴性结果；两种试剂在ＴＢＤＮＡ载量为１０４～１０７ＩＵ／ｍＬ范围内

线性关系良好，重现性试验显示变异系数均小于４％；６０例阳性标本中湖南某公司ＴＢＤＮＡ定量结果高于广州某公司结果４５

例，低于广州某公司结果１５例；两组资料ＴＢＤＮＡ定量比较，犘＜０．０１；相应地其ＣＴ结果均低于广州某公司试剂，ＣＴ相差值的

波动范围在（３．４４±１．６６）之间。结论　两种国产实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒能快速、有效地诊断肺结核病，其特异性较高，能够满

足结核早期诊断的要求。
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　　结核病是由结核分枝杆菌感染引起的疾病，其诊断方法主

要有细菌学涂片染色和培养等，但由于其局限性限制临床诊

疗［１］。荧光定量ＰＣＲ技术在目前国内的临床诊断中应用最为

广泛［２３］。本文拟通过使用两种国产实时荧光定量核酸检测试

剂盒对６０例临床确诊的活动期肺结核患者和５例健康体检者

痰液进行ＴＢＤＮＡ载量检测，探讨该两种国产实时荧光定量

ＰＣＲ试剂盒快速诊断肺结核病的准确性和可行性。

１　资料与方法

１．１　标本来源　６０例阳性检测样本采自广州市胸科医院活

动期肺结核患者，５例正常对照样本采自本院健康体检者。样

品采集后保存于－８０℃冰箱备用。

１．２　仪器与试剂　实时荧光定量ＰＣＲ检测试剂盒由广州某

基因股份有限公司和湖南某科技有限公司提供；仪器设备

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０由德国罗氏公司提供；ＫＩＴＭＡＮＴ２４高速冷

冻离心机由日本ＴＯＭＹ公司提供。

１．３　方法

１．３．１　标本处理　痰液中加入４倍体积的４％ ＮａＯＨ，摇匀，

室温下放置３０ｍｉｎ以上液化，取１ｍＬ至１．５ｍＬ离心管中，振

荡摇匀，于冷冻离心机中１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸弃上清，

沉淀加入１ｍＬ无菌生理盐水打匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；

再重复洗涤一次，吸弃上清后，于沉淀中加入５０μＬ无菌生理

盐水混匀后平分成两管。其中一管加入５０μＬ广州某公司的

ＤＮＡ提取液振荡摇匀后１００℃干浴１０ｍｉｎ，于冷冻离心机中

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清２μＬ点样至含ＰＣＲｍｉｘ４３

μＬ的ＰＣＲ反应管中，上ＰＣＲ仪扩增。循环参数为：９３℃×２

ｍｉｎ共１个循环；９３℃４５ｓ，５５℃６０ｓ共１０个循环；９３℃３０

ｓ，５５℃４５ｓ共３０个循环。另一管加入５０μＬ湖南某公司的

核酸释放剂，１００℃干浴１０ｍｉｎ后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取

上清５μＬ点样至含ＰＣＲｍｉｘ４０μＬ的ＰＣＲ反应管中，上ＰＣＲ

仪扩增，循环参数为：５０℃２ｍｉｎ一个循环；９４℃×５ｍｉｎ一

个循环，９４℃１５ｓ，５７℃３０ｓ共４５个循环。

１．３．２　线性和重现性分析　将１０
４
～１０

７ＩＵ／ｍＬ标准品和质控品

分别用两种试剂复管ＦＱＰＣＲ扩增，考察其线性关系、重现性。

１．４　统计学处理　采用统计软件ＳＰＳＳ１７．０，犘＜０．０５为差异

具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两种ＦＱＰＣＲ检测试剂盒阴阳结果符合率　６０例临床

确诊的活动期肺结核患者痰液两种试剂均能同时检测出阳性

结果，５例健康体检者痰液均同时检测为阴性结果，两种试剂

阴阳结果符合率为１００％，均未出现假阳性和假阴性结果。

２．２　两种ＦＱＰＣＲ检测试剂盒线性和重现性分析　两种试

剂在ＴＢＤＮＡ载量为１０４～１０
７ＩＵ／ｍＬ范围内线性关系良好，

相关系数分别为：狉广州某公司＝０．９９６２，狉湖南某公司＝０．９９９９；重现

性试验结果显示各组数据变异系数均小于４％，重现性较好。

２．３　两种试剂 ＴＢＤＮＡ载量对数值结果比较　ＦＱＰＣＲ结

果显示，６０例阳性标本中湖南某公司ＴＢＤＮＡ定量结果高于

广州某公司的４５例，低于广州某公司的１５例，两组资料含量

比较，犘＜０．０１；两种试剂盒检测的病毒载量对数值呈很好的

线性关系，犘＜０．０１。

２．４　两种试剂ＴＢＤＮＡ载量ＣＴ值结果比较　ＦＱＰＣＲ结果

显示，湖南某公司ＴＢＤＮＡＣＴ结果均低于广州某公司，ＣＴ相

差值的波动范围在（３．４４±１．６６）。两组资料ＣＴ值比较，犘＜

０．０１；两种试剂盒检测的病毒载量ＣＴ值呈很好的线性关系，

犘＜０．０１。

３　讨　　论

ＰＣＲ技术在生命科学研究中得到了广泛的应用
［４］。金建

东［５］对５１例已确诊的结核病标本进行直接涂片、浓集涂片找

抗酸杆菌、痰结核杆菌培养和ＦＱＰＣＲ检测ＴＢＤＮＡ，阳性率

分别为２１．５％、３５．２％、３３．３％和７２．５％，结果显示ＦＱＰＣＲ

法检测ＴＢＤＮＡ阳性率高，建议列入ＴＢ实验诊断的常规项

目，并可作为疗效观察指标。张东浩和李影［６］与吕中全等［７］分

别采取荧光定量ＰＣＲ、抗酸菌涂片染色和改良罗氏培养三种

方法进行检测，阳性率分别为７２．６６％、２８．３７％、４８．１０％，结

果显示荧光定量ＰＣＲ检测具有灵敏度高、操作简便、快速的特

点，可作为结核病的常规诊断方法。

本研究结果显示两种ＦＱＰＣＲ检测试剂盒对ＴＢＤＮＡ的

检测准确度较高，未出现假阳性和假阴性结果，在１０４～１０７

ＩＵ／ｍＬ范围内线性关系和重现性良好；６０例阳性标本中湖南
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某公司ＴＢＤＮＡ定量结果普遍高于广州某公司，相应地ＣＴ结

果均低于广州某公司试剂，ＣＴ相差值的波动范围在（３．４４±

１．６６）之间。究其原因可能有两个：一是由于湖南某公司试剂

使用的核酸释放剂是一种加入了表面活性肽的专利产品，能高

效快速地释放出样品中核酸，有效地提高了检测灵敏度和产物

量；另一个原因可能是由于湖南某公司试剂使用的模板量是５

μＬ反应总体积为４５μＬ，相对于广州某公司试剂使用的模板

量是２μＬ，反应总体积为４５μＬ，湖南某公司试剂使用了更多

的模板量，但更多的模板量就意味着干扰ＰＣＲ反应的干扰物

质含量也就更多，这样就要求其ＰＣＲｍｉｘ中缓冲液的抗干扰

能力要更强，湖南某公司试剂ＰＣＲｍｉｘ中缓冲液显示了较强

的抗干扰能力，因此就有效地提高了扩增过程中的产物量。王

伟华和刘伟［８］建立了双探针实时ＰＣＲ方法能快速、准确地检

测结核分枝杆菌ｒｐｏＢ基因位点的突变，快速诊断结核分枝杆

菌利福平（ＲＦＰ）耐药。罗丹等
［９］使用膜反向斑点杂交技术快

速、简便地检测了部分结核分枝杆菌对异烟肼、利福平和链霉

素的耐药性。

由此可见，ＰＣＲ技术是目前诊断结核病快速、有效的方

法，其特异度和敏感度均较高，能够满足结核早期诊治的要求，

在临床应用上有良好的前景。余春开和冯瑞娥［１０］认为重复性

好、自动化程度高且结果可靠的分子生物学诊断技术的研究是

今后结核病早期诊断治疗的重点研究方向。
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ＡＵ５４００两个单元检测结果的差异与对策

江泽友，徐　灿

（成都中医药大学附属医院检验科，四川成都６１００７２）

　　摘　要：目的　通过项目设置方案及试剂开瓶效期管理流程的优化提高 ＡＵ５４００检测系统的检测质量。方法　通过新鲜样

本的比对试验计算两个单元检测相同项目结果的偏倚。比较ＡＵ５４００两个单元独立设置检测项目和两个单元平均分配检测项目

两种方案对检测系统的精密度和系统稳定性的影响。结果　两个单元平均设置检测项目的方案可以明显提高检测系统的准确

度、精密度及稳定性，以及有效地控制失控的概率。结论　ＡＵ５４００两个单元平均分配检测项目的方案能优化试剂使用、管理流

程，提高检测系统检测结果的质量。

关键词：实验室技术和方法；　检测系统；　指示剂和试剂
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　　ＡＵ５４００为日本ＯＬＹＭＰＵＳ生产的大型高端全自动生化分

析仪，本科室使用北京中生北控和四川迈克公司的ＡＵ配套试

剂，由于两个单元试剂的使用量几乎相同，因此几乎是每天都要

添加试剂，造成机内试剂待机时间较长，有时还会出现不同批号

的试剂混用及更换试剂没有作校准的情况；针对实际工作中出

现的问题对项目设置方案进行调整以保证检测结果的质量［１２］。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＯＬＹＭＰＵＳＡＵ５４００全自动生化分析仪，

项目参数按试剂说明书设置。ＣＲＥＡ、ＭＧ检测使用德国罗氏

试剂；ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＬＵ、ＵＲＥＡ、ＵＡ、ＣＡ、ＣＨＯ、ＴＧ、ＣＫ、

ＬＤＨ、ＨＢＤＨ 检测使用北京中生北控试剂；ＴＰ、ＡＬＢ、ＡＫＰ、

ＧＧＴ、ＴＢＩＬ、ＤＢＩＬ、Ｐ检测使用四川迈克试剂。

１．２　方法　两个单元采用相同的试剂及校准品校准且检测室

内质控均在控，每天检测８例样本按正反两个顺序分别测定１

次，连续测定５个工作日，共测定４０例样本，样本浓度要求在

分析测量范围均匀分布；计算两组结果的偏倚［３７］。精密度评

价采用两种方案各一个月的室内质控的犆犞％的大小，而系统

稳定性则是观察方案１和方案２
［８９］。方案１：ＡＵ５４００两个单

元分别独立设置Ｔ检测项目，两个单元上的检测项目完全相

同，每个项目占用一个试剂位。案２：一单元设置 ＴＰ、ＡＬＢ、

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＣＲＥＡ、ＵＡ、ＣＡ、ＣＨＯ、ＴＧ、ＣＫ等检测项目；二单

元设置其余检测项目，两个单元上的检测项目不重合，每个项

目可以占用２～３个试剂位。

２　结　　果

２．１　ＡＵ５４００两个单元检测相同项目结果比较　ＭＧ、ＣＲ、

ＴＰ、ＡＬＢ、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ、ＤＢＩＬ等项目的偏倚大于２％，其

中ＤＢＩＬ的偏倚为６．１９％。

２．２　系统精密度和稳定性　比较方案１和方案２在１个月室
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