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·检验仪器与试剂评价·

两种国产乙型肝炎病毒核酸定量试剂盒检测结果分析

吴　斌，李彩东，李惠军，田鹏飞，段正军，杨小锲，胡　鹏

（甘肃兰州市第二人民医院肝病研究所，甘肃兰州７３００４６）

　　摘　要：目的　探讨两种国产乙型肝炎病毒核酸（ＨＢＶＤＮＡ）荧光定量试剂（ＰＣＲ荧光探针法）的临床应用价值。方法　收

集４１１例慢性乙型肝炎病毒感染者（ＣＨＢ）血清标本，分别用两种国产乙型肝炎病毒ＰＣＲ试剂检测其ＨＢＶＤＮＡ载量。比较分析

Ａ试剂（煮沸法）和Ｂ试剂（免核酸提取的“一步法”）的线性范围、准确性和灵敏度。结果　４１１例ＣＨＢ血清标本用两种试剂检

测，结果均大于５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ的标本１５５例，阳性率一致性为１００％，阴性率一致性为７３．８％，总一致性为８３．７％。对两种试

剂检测均阳性（＞５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ）的标本取对数值后，均值差异有统计学意义（犘＜０．０５）。但在低病毒载量组中结果相差较

大，６７例经Ａ试剂检测结果为阴性（＜５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ）的标本经Ｂ试剂检测结果为阳性（＞５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ），Ｂ试剂检测的

阳性率高于Ａ试剂。Ａ试剂的最低检测限为５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ，而Ｂ试剂的最低检测限为１．００×１０２ＩＵ／ｍＬ，Ｂ试剂的灵敏度高

于Ａ试剂。结论　两种国产的核酸定量ＰＣＲ试剂盒对于检测 ＨＢＶＤＮＡ载量在低复制水平的血清标本具有很好的可比性。免

核酸提取的“一步法”Ｂ试剂扩增效率高、操作简便、定量结果准确、线性范围广等优点，具有较好的临床应用价值及发展前景。

关键词：肝炎病毒，乙型；　病毒载量；　聚合酶链反应；　试剂盒，诊断

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１４．０５０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１４１８８００２

　　乙型肝炎病毒核酸（ＨＢＶＤＮＡ）是反映 ＨＢＶ复制活跃程

度及传染性的最直接指标，也是观察抗病毒药物疗效、预后和

指导抗病毒药物应用的重要指标之一，ＨＢＶＤＮＡ定量检测从

根本上突破了免疫学方法等间接方法的局限性，通过直接检测

病毒核酸水平，可真实地反映患者体内病毒的水平。ＨＢＶ

ＤＮＡ定量检测的方法主要有两类，一类是以聚合酶链反应

（ＰＣＲ）为基础如实时荧光定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）等；另一类是以

核酸杂交为基础如斑点杂交和液相杂交等，荧光定量ＰＣＲ检

测 ＨＢＶＤＮＡ现已成为监测乙肝病毒复制最常用的检测手

段。目前，国内生产的乙型肝炎病毒ＤＮＡ定量ＰＣＲ试剂有多

种，但这些试剂在检测的灵敏度、特异性、定量准确性和低病毒

载量检测的精密度等方面存在差异［１］。近年来，随着基因检测

技术的不断完善和规范化，基因诊断在疾病的诊断和监测中发

挥着日益重要的作用。核酸的质量是分析成功的先决条件，因

而核酸提取是基因诊断实验成败至为关键的步骤［２］。提高

ＨＢＶＤＮＡ定量试剂盒检测的灵敏度对乙型肝炎的早期诊断

具有重要意义［３５］。ＨＢＶＤＮＡ实验室定量检测有助于确定感

染者的状态，对确定是否开展抗病毒治疗及适宜抗病毒治疗的

方案至关重要［６］。为此，本研究选用国内两家生物技术公司生

产的乙型肝炎病毒核酸定量检测试剂盒对４１１例慢性乙型肝

炎患者血清 ＨＢＶＤＮＡ进行定量检测，比较两种试剂检测的

阳性率、线性范围、灵敏度以及试剂提取方法的特点和临床应

用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选取２０１２年８～１２月期间来本院就诊

的慢性乙型肝炎患者４１１例，门诊３１４例，住院９７例。男２９２

例，女１１９例，年龄（３９．５±１３．４）岁，平均年龄３９．５岁。无合

并其他肝炎病毒感染，同时排除药物性、酒精性、其他病毒性肝

炎。诊断符合２０１０年１２月１０日中华医学会肝病学分会与中

华医学会感染病学分会修订的《慢性乙型肝炎防治指南》中的

诊断标准［７］。所有标本清晨空腹抽取静脉血５ｍＬ，室温静置，

离心后立即分离血清－８０℃低温保存待检。

１．２　试剂与试剂　乙型肝炎病毒核酸定量ＰＣＲ试剂 Ａ由国

内某主流的ＰＣＲ试剂厂家提供，最低检测限为５．００×１０２ＩＵ／

ｍＬ，线性范围为５．００×１０２～１．００×１０８ＩＵ／ｍＬ，试剂批号

２０１２０６１１，采用传统的“煮沸法”提取核酸；试剂Ｂ由湖南圣湘

生物科技有限公司提供，批号２０１２００８，内标批号为２０１２０７０５，

最低检测限为１．００Ｅ＋０２ＩＵ／ｍＬ，线性范围为１．００×１０２～

１．００×１０９ＩＵ／ｍＬ，Ｂ试剂采用一种新的免核酸提取方法（简称

“一步法”）。荧光定量ＰＣＲ仪由美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ 公司

生产的７３００荧光定量分析仪。乙型肝炎病毒免疫学标志物

（ＨＢＶＭ）检测试剂由厦门英科新创有限公司提供，采用

ＥＬＩＳＡ法，ＳＴ３６０酶标仪，Ｋ３０Ｃ型干式恒温器，ＴＧＬ１６Ａ低

温高速冷冻离心机由湖南凯达有限公司提供，中科美菱ＤＷ

ＨＬ６６８超低温冷冻储存箱。

１．３　方法　试剂 Ａ采用传统的“煮沸法”，操作如下：加入样

品处理液Ａ和待测样本、工作标准品、阴性对照、质控品各１００

μＬ于０．５ｍＬ离心管中，振荡摇匀，置于低温高速冷冻离心机

中１７８００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸弃上清液；再加入２５μＬ的样本

处理液Ｂ，振荡摇匀，１６８０×ｇ离心数秒，１００℃干浴１０ｍｉｎ；

之后于冷冻离心机中１７８００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清液２μＬ

点样至ＰＣＲｍｉｘ２８μＬＰＣＲ反应管中，上ＰＣＲ仪进行扩增。
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循环参数：５０℃×２ｍｉｎ一个循环；预变性：９４℃×２ｍｉｎ一个

循环；变性：９４℃×１０ｓ；退火和延伸：６０℃×３０ｓ，共４０个

循环。

　　试剂Ｂ采用免核酸提取的“一步法”，具体操作如下：在

ＰＣＲ反应管中加入５μＬ的“核酸释放剂”，然后分别加入５μＬ

待测样品、阴性对照、阳性对照以及定量参考品，吸打３～５次

混匀（轻轻吸打，避免出现气泡），每管加入４０μＬＰＣＲｍｉｘ，吸

打混匀２～３次盖上管盖，上机检测即可。循环参数：５０℃×２

ｍｉｎ一个循环，Ｔａｑ酶活化：９４℃×５ｍｉｎ一个循环；变性：９４

℃×１５ｓ；退火和延伸：５７℃×３０ｓ，共４５个循环。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行χ
２ 检验

和犉检验。血清 ＨＢＶＤＮＡ检测结果经对数转换后呈正态分

布各组检测结果对数值（狓±狊表示，ｌｇＩＵ／ｍＬ）表示组间比较

用配对样本狋检验。

２．１　相关性分析

２．１．１　两种试剂检测 ＨＢＶＤＮＡ 载量结果的比较　ＨＢＶ

ＤＮＡ载量结果以检测结果大于５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ为阳性，反

之为阴性。Ａ试剂检测阳性结果经对数转换后用狋检验分析

其值为（５．４９±１．５７）。Ｂ试剂检测阳性结果经对数转换后用狋

检验分析其值为（６．２２±１．５１），狋＝１７．１９２，自由度＝１５４，犘＜

０．０１，差异具有统计学意义。其中１３５例经两种试剂检测结果

均为阴性（Ｕｎｄｅｔ或ＮｏＣｔ值）的样本，阴性率为３２．８％（１３５／

４１１）。对Ａ、Ｂ试剂检测均大于５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ的标本分别

取对数值，应用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行相关性分析，并统

计回归方程相关系数为狉２＝０．８８８，回归方程为犢＝０．９０６４犡

＋１．２４２。

２．１．２　Ａ、Ｂ两种试剂阴阳性符合率　由于 Ａ、Ｂ两种试剂检

测的灵敏度不同，Ａ试剂最低检测限为５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ，而

Ｂ试剂的最低检测限为１．００×１０２ＩＵ／ｍＬ。因此，本实验规定

ＨＢＶＤＮＡ载量大于５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ为检测结果阳性，反之

为阴性。Ａ 试剂检测为阳性的样本１５５例，阳性率为３８％

（１５５／４１１），阴性率为６２％；Ｂ试剂检测为阳性的样本２２２例，

阳性率为５４％（２２２／４１１），阴性率为４６％。阳性率的一致性为

１００％，阴性率的一致性为７３．８％，总的一致性为８３．７％，结果

见表１。

表１　　Ａ试剂与Ｂ试剂检测结果一致性比较（狀）

Ｂ试剂
Ａ试剂

阳性 阴性
合计

阳性 １５５ ６７ ２２２

阴性 ０ １８９ １８９

合计 １５５ ２５６ ４１１

　　：Ａ、Ｂ两种试剂阳性率的一致性为１００％，阴性率的一致性为

７３．８％，总的一致性为８３．７％。

２．３　Ａ、Ｂ两种试剂定量检测结果比较　４１１例血清样本的

ＨＢＶＤＮＡ载量进行分组统计结果见表２所示，对于 ＨＢＶ

ＤＮＡ载量大于１．００×１０８ＩＵ／ｍＬ的高病毒载量组：Ｂ试剂阳

性率明显高于 Ａ试剂，Ｂ试剂阳性率为７％（２９／４１１），Ａ试剂

阳性率为１％（４／４１１），χ
２＝１８．９３９，犘＜０．０１。因为Ｂ试剂的

线性范围较宽（５．００×１０２～５．００×１０９ＩＵ／ｍＬ），且试剂盒检测

下限灵敏度可达到１．００×１０２ＩＵ／ｍＬ。另外对于 ＨＢＶＤＮＡ

载量在５．００×１０２～１．００×１０
０４ＩＵ／ｍＬ的低病毒载量组：检

测结果 Ｂ试剂阳性率为２６％（１０７／４１１），Ａ 试剂阳性率为

１４．８％（６１／４１１），χ
２＝１２．５９５，犘＜０．０１，Ｂ试剂的阳性率高于

Ａ试剂。Ａ试剂检查结果小于５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ的样本，经Ｂ

试剂检测有６７例为检查结果大于５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ，且检测

值在５．００×１０２～９．９９×１０
３ 之间（取对数值后在２．７９～３．８５

之间）。是由Ａ试剂检测的灵敏度不够而造成了漏检，使部分

患者得不到及时有效的治疗，延误了临床治疗的最佳时机。另

外研究发现，对于１．００×１０５～１．００×１０６ＩＵ／ｍＬ的中等病毒

载量组的标本，Ａ试剂检测有１４．１％（５８／４１１），Ｂ试剂检测为

１５．６％（６４／４１１），χ
２＝０．２９５，犘＞０．０５。Ａ、Ｂ两种国产核酸定

量检测试剂 ＨＢＶＤＮＡ载量检测结果在同一数量级的有４３

例，占１０．５％（４３／４１１）；Ｂ试剂比Ａ试剂检查结果大于２个数

量级的有２１例，占５．１％（２１／４１１），Ｂ试剂比Ａ试剂大于一个

数量级的有２１２例，占５１．６％（２１２／４１１）。

表２　　Ａ、Ｂ两种试剂定量检测结果比较

ＨＢＶＤＮＡ载量（ＩＵ／ｍＬ） Ａ（狀） Ｂ（狀） χ
２ 犘

＞１．００×１０８ ４ ２９ １８．９３９ ０．０００

１．００×１０７～１．００×１０８ ３３ ２２ ２．２００ ０．１８３

１．００×１０５～１．００×１０６ ５８ ６４ ０．２９５ ０．６５４

５．００×１０２～１．００×１０４ ６１ １０７ １２．５９５ ０．０００

１．００×１０２～５．００×１０２ ３１ ４８ ３．６５８ ０．０７４

１．００×１０１～１．００×１０２ １５ ６ ３．８５７ ０．０７８

＜１．００×１０ ２０９ １３５ １５．９１９ ０．０００

合计 ４１１ ４１１

２．４　Ａ、Ｂ两种试剂经ＡＢＩ７３００荧光定量分析仪扩增后的曲

线　Ａ试剂扩增曲线无明显的平台期，而Ｂ试剂扩增曲线平

台期较明显，说明Ｂ试剂扩增效率较好。

２．５　Ｂ试剂内标曲线　Ａ试剂中没有加入内标，而Ｂ试剂中

加入了竞争性内标，避免检测结果产生假阳性的现象，从而保

证定量结果更加准确、可靠。

２．６　ＨＢＶＤＮＡ载量检测灵敏度比较分析　为了比较两种试

剂的灵敏度用Ａ试剂检测小于５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ的标本经Ｂ

试剂检测结果大于５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ。

２．７　Ａ试剂与Ｂ试剂对比检测２０１２年上半年卫生部临检中

心室间质评结果　见表３。

表３　　Ａ、Ｂ两种试剂２０１２年上半年室间质评估果

编号
Ａ试剂

（ＩＵ／ｍＬ）

Ｂ试剂

（ＩＵ／ｍＬ）

Ａ试剂

对数值

Ｂ试剂

对数值

卫生部定值

血清靶值

１２１１ ８．７２×１０３ １．３０×１０３ ３．９４ ３．１１ ３．３７

１２１２ １．７３×１０７ １．３９×１０７ ７．２４ ７．１４ ７．２２

１２１３ ＜５．００×１０２ ＜１．００×１０２ ０．００ ０．００ ０．００

１２１４ ４．８７×１０５ ２．３９×１０５ ５．６９ ５．３８ ５．４９

１２１５ ４．０７×１０４ ２．１７×１０４ ４．６１ ４．３４ ４．３２

３　讨　　论

近年来，随着ＨＢＶＤＮＡ荧光定量ＰＣＲ技术的发展，国产

试剂盒的灵敏度也不断提高，目前国产试剂盒说明书中所示灵

敏度为５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ。ＨＢＶＤＮＡ检测下限的确定，不但

是反映该实验检测系统的精密度，而且对乙型肝炎的诊断、治

疗和预后也有意义［８］。由于临床治疗对患者 ＨＢＶＤＮＡ检测

的要求很高，实验室尽可能消除检测结果的不准确性，而且提

高 ＨＢＶＤＮＡ定量试验盒灵敏度对乙型肝炎早（下转插Ⅰ）
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期诊断具有重要意义［９］。

本研究中Ａ试剂采用传统的“煮沸法”，需经过多次高速

离心吸弃废液等，ＨＢＶ病原体需要在高温下裂解，整个过程容

易造成核酸丢失及样本间的交叉污染，从而可能导致样本定量

结果偏低。其检测下限为（５．００Ｅ＋０２）ＩＵ／ｍＬ；而Ｂ试剂采用

了一种全新的核酸提取和扩增方式，即免核酸提取的“一步

法”，其检测下限为（１．００Ｅ＋０２）ＩＵ／ｍＬ，整个样本处理和检测

过程在一个ＰＣＲ反应管中即可完成，且无需离心振荡，更换离

心管等一系列繁琐操作，省时省力，极大地提高了工作效率。

具有方法学上的改进，使得ＨＢＶＤＮＡ定量结果更准确。Ｂ试

剂能够对低病毒载量的样本进行定量检测，这对于临床初筛或

药物监控治疗可以起到重要作用。因此，用于检测抗病毒药物

疗效时需综合考虑生化学和免疫学指标，尤其当 ＨＢＶＤＮＡ

载量低时应结合血清标志物检测和其他检查结果，以及临床表

现综合判断以排除假阳性与假阴性，必要时需及时检查 ＨＢＶ

ＤＮＡ。

本研究对４１１例用两种试剂同时检测大于５．００Ｅ＋０２的

样本进行均值比较和相关性分析，两种试剂有显著性差异狋＝

１７．１９２，犘＜０．０１。但是对于 ＨＢＶＤＮＡ病毒载量大于１．００Ｅ

＋０８ＩＵ／ｍＬ的高病毒载量组样本。Ａ试剂的检测阳性率为

１％，Ｂ试剂检测阳性率为７％，犘＜０．０１，差异有统计学意义，Ｂ

试剂的检出率明显高于 Ａ试剂，因为Ｂ试剂的线性范围较宽

（５．００Ｅ＋０２）ＩＵ／ｍＬ～（５．００Ｅ＋０９）ＩＵ／ｍＬ；ＨＢＶＤＮＡ载量

在（１．００Ｅ＋０５）～（１．００Ｅ＋０６）ＩＵ／ｍＬ的中等病毒载量组的样

本，Ａ试剂检出率１４．１％，Ｂ试剂检出率为２６％，Ｂ试剂的检

出率高于Ａ试剂，χ
２＝０．２９５，犘＞０．０５，差异无统计学意义；另

外研究发现Ａ、Ｂ两种国产乙型肝炎病核酸定量检测试剂盒检

测 ＨＢＶＤＮＡ载量在同一数量级的有４３例，占１０．５％。Ｂ试

剂比Ａ试剂检测结果大于２个数量级的有２１例，占５．１％。Ｂ

试剂比Ａ试剂大于１个数量级的有２１２例，占５１．６％。

本研究还发现Ａ试剂检测结果小于（５．００Ｅ＋０２）ＩＵ／ｍＬ

的样本，经Ｂ试剂检测有６７例结果大于（５．００Ｅ＋０２）ＩＵ／ｍＬ，

检测结果均在（５．００Ｅ＋０２）～（９．９９Ｅ＋０３）ＩＵ／ｍＬ之间（取对

数值在２．７９～３．８５范围之间）。Ｂ试剂能够对 ＨＢＶＤＮＡ低

病毒载量的样本进行定量检测，对于临床初筛和药物的监控治

疗，起到了主要作用。在这其中６７例标本中诊断为 ＨＢｅＡｇ

阳性或 ＨＢｅＡｇ阴性的慢性乙型肝炎患者，对 ＨＢＶ早期调查

和评价核苷类似物药物治疗存在局限性。ＨＢＶＤＮＡ水平则

是对治疗方案和进行优化调整的重要依据［１０］。本研究还发

现，两种试剂在对比检测２０１２年上半年卫生部临床检验中心

室间质评结果中，Ｂ试剂检测结果均在卫生部定值血清对数值

靶值允许范围之内，且更靠近靶值；而 Ａ 试剂检测编号为

“１２１１”的血清偏离靶值，且超出了允许范围。其余４份血清均

在卫生部血清对数值允许范围之内，说明 Ｂ试剂的准确性

更好。

临床ＰＣＲ检测虽然具有较高的灵敏度，但是影响因素较

多。在临床样本核酸提取过程中，靶核酸的丢失，残留的提取

试剂抑制物去除不彻底，扩增仪间的温度差异等均可能造成检

测结果呈假阳性，而避免假阴性的结果最有效的措施是设置内

标［１１］。本研究结果免核酸提取的“一步法”Ｂ试剂中设置有竞

争性内标，通过检测内标是否扩增来监控阴性实验结果是否有

效；避免检测结果产生假阴性的现象，从而保证定量结果更加

准确、可靠。

一些国外专家提出了核苷（酸）类似物治疗慢性乙型肝炎

路线图，其核心内容是核苷（酸）类似物治疗慢性乙型肝炎时，

根据患者血清 ＨＢＶＤＮＡ水平，监测和评价治疗的应答情况，

调整治疗方案，降低耐药的发生率，提高长期疗效［１２］。核酸的

质量是分析成功的先决条件，因而核酸提取是基因诊断实验成

败至为关键的步骤［１３］。本研究结果显示，试剂Ｂ总体性能优

于试剂Ａ，核酸提取效率较高，操作极其简单，兼具高灵敏度与

准确性，值得在临床推广。
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