
试剂检测结果相当，可以接受。这说明在检测的过程中，残留

试剂与原装试剂具有可比性，差异无统计学意义（犘＞０．０５），

不需重新校标，可直接用于患者标本的检测，结果准确可靠。

综上所述，雅培ＡＲＣＨＩＴＥＣＴＩ２０００ＳＲ化学发光 ＡＦＰ残

留试剂的回收再利用方法简便，结果的重复性和准确性均较

好，与原装试剂的检测结果具有可比性，符合临床要求，可以使

用。本文仅是以 ＡＦＰ为例，后面还将陆续对雅培 ＡＲＣＨＩ

ＴＥＣＴＩ２０００ＳＲ化学发光其他残留试剂的利用进行评估，以期

在保证检测结果准确的前提下，创造最大的经济效益。
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·检验仪器与试剂评价·

基于标准曲线的两台ＰＣＲ仪检测结果的可比性分析

吕晓丽１，杨文青１，黄利思２，邹菊贤１，闫　琳
１，李锐成１，张惠中１△

（１．第四军医大学唐都医院临床实验与检验科，陕西西安７１００３８；

２．中山大学孙逸仙纪念医院检验科，广东广州５１０１２０）

　　摘　要：目的　分析同一实验室２台实时荧光定量ＰＣＲ仪标准曲线相关参数的可比性。方法　常规条件下，使用同一批号

试剂，将 ＨＢＶＤＮＡ检测标准品与待测标本、室内质控在２台实时荧光定量ＰＣＲ仪上同时进行扩增，比较标准曲线的斜率、截距

及Ｃｔ值，分析检测结果的一致性。结果　作为单一检测系统，相同批号标准品在同一批号检测试剂的多批次实验中，２台仪器均

有良好重复性，２台实时荧光定量ＰＣＲ仪之间的测定结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　实验室存在多台实时荧光定量

ＰＣＲ仪时，可通过分析标准曲线的相关参数来监测不同仪器间检测结果的一致性，保证检测结果的准确可靠。

关键词：聚合酶链反应；　标准曲线；　比对

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２４．０６６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２４３３９９０２

　　随着分子生物学技术在检验医学的深入应用，多台ＰＣＲ

仪在同一实验室的使用情况越来越多。如何评估以保证２台

仪器在测定结果上取得一致性是保证检测结果的准确可靠的

重要依据，也是实现实验室标准化、规范化亟待解决的问题。

为此，在常规条件下，将标准品与待测标本、室内质控在本室两

台ＡＢＩ７５００实时荧光定量ＰＣＲ仪上使用相同的开放试剂同

时进行扩增，分析标准曲线的相关参数检测结果，进而监测不

同仪器间检测结果的一致性，保证检测结果的准确可靠。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＨＢＶＤＮＡ荧光定量检测试剂盒为中山大

学达安基因股份有限公司产品，批号为２０１２００４；标准品为试

剂盒自带，批号为２０１２０９０５，含１．００×１０４、１．００×１０５、１．００×

１０６、１．００×１０７ｃｏｐｙ／ｍＬ４个浓度梯度；２台实时荧光定量

ＰＣＲ仪均为美国 ＡＢＩ公司产品，型号分别为 ＡＢＩ７５００７８９３，

ＡＢＩ７５００４８５４。

１．２　方法　严格依据试剂说明书提取样本ＤＮＡ，吸提取好的

样本ＤＮＡ和标准品各２μＬ加入ＰＣＲ反应管（反应管内含除

模板以外的其他ＰＣＲ反应物），反应条件：９３℃预变性２ｍｉｎ；

９３℃变性４５ｓ，５５℃１ｍｉｎ，１０个循环；９３℃３０ｓ，５５℃４５ｓ，

３０个循环；５５℃采集荧光。扩增结束后，点击 Ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ按

钮后在２～７循环进行基线调整。同一批号标准品用相同批号

的试剂按照相同的方法检测，分析３０次标准曲线相关参数检

测结果（每次扩增狉２ 值均应大于０．９８，否则本次视为无效

检测）。

１．３　统计学处理　ＳＰＳＳ１６．０计算标准品不同浓度梯度Ｃｔ值

及标准曲线斜率、截距的全距，狓，狊，犆犞，评价单一检测系统的

检测效果。对标准曲线相关参数的检测结果进行狋检验，评价

其检测结果的一致性，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　单一检测系统扩增曲线和标准曲线分析　标准品在两台

ＰＣＲ扩增仪上的扩增结果（３０次连续检测中其中１次）如图１ａ

和ｂ所示（见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。在Ｄｅｌ

ｔａＲｎｖｓＣｙｃｌｅ图中，从右到左４条曲线代表浓度分别为

１．００×１０４、１．００×１０５、１．００×１０６、１．００×１０７ｃｏｐｙ／ｍＬ，可见２

台仪器曲线均呈标准“Ｓ”型扩增，不同浓度Ｃｔ值分别为１１．４５、

１４．７７、１８．１５、２１．５４和１１．３６、１４．６９、１８．０７、２１．５６，曲线间间

距均一；从ＳｔａｎｇｄａｒｄＣｕｒｖｅ图中可以看出，２台仪器标准曲线

斜率分别为－３．３６６、－３．４２０均接近理论斜率，狉２ 值均大于０．

９８，因此此次扩增有效且扩增效率较高。

２．２　２台仪器标准曲线相关参数的结果分析　标准品不同浓

度梯度Ｃｔ值及标准曲线斜率、截距的全距，狓、狊，犆犞如表１所

示。从表中可以看出两台仪器的狊，犆犞值均保持在较小范围

内，ＡＢＩ７５００７８９３型不同浓度标准品检测结果的犆犞 值均比

ＡＢＩ７５００４８５４小，但不同梯度间的ΔＣｔ值３．４８、３．４９、３．５６均

一性不如ＡＢＩ７５００４８５４型３．３８、３．３５、３．３９。统计学分析发

现，浓度为１．００×１０４ｃｏｐｙ／ｍＬ的标准品Ｃｔ值检测结果在２

·９９３３·国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４



台仪器上存在差异；斜率、截距及其他３个浓度标准品检测结 果统计学分析，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　２台仪器标准曲线相关参数的结果分析

项目
ＡＢＩ７５００４８５４

全距 狓（ｃｏｐｙ／ｍＬ） 狊（ｃｏｐｙ／ｍＬ） 犆犞（％）

ＡＢＩ７５００７８９３

全距 狓（ｃｏｐｙ／ｍＬ） 狊（ｃｏｐｙ／ｍＬ） 犆犞（％）

斜率 ３．０８～４．０５ ３．５８ ０．２１ ５．８６ ３．０７～４．０２ ３．５３ ０．２２ ６．２３

截距 ３３．９２～４０．４５ ３６．７７ １．４９ ４．０５ ３３．２４～４０．５０ ３６．３３ １．６３ ４．４８

Ｃｔ １．００×１０４ｃｏｐｙ／ｍＬ ２３．８９～２０．２１ ２１．８６ ０．７３ ３．３３ ２３．８２～２０．９８ ２２．１５ ０．６４ ２．８９

１．００×１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ ２０．４９～１７．３２ １８．４８ ０．６４ ３．４６ ２０．００～１７．６３ １８．６７ ０．４３ ２．３０

１．００×１０６ｃｏｐｙ／ｍＬ １６．９６～１３．３８ １５．１３ ０．６２ ４．１０ １６．３１～１４．５９ １５．１８ ０．５９ ３．８５

１．００×１０７ｃｏｐｙ／ｍＬ １３．６０～１１．０２ １１．７４ ０．６ ５．１１ １２．５９～１０．８８ １１．６２ ０．３６ ３．０９

３　讨　　论

ＰＣＲ技术的问世使病原体检测得以快速简便地进行。目

前，实时荧光定量ＰＣＲ技术广泛应用于肝病
［１４］、性病［５６］以及

人呼吸道病毒［７８］等各种病原体感染的临床诊断，为实现快速

准确诊断提供了有效的检测方法。但随着应用的逐步深入，临

床基因诊断的工作量逐步加大，多台ＰＣＲ仪在同一实验室使

用的情况越来越普遍。需要特别注意的是临床上对抗病毒治

疗的疗效评价时不同仪器的检测结果不能相互替代和比较，考

虑定量的结果时必须考虑应用仪器的类型［９］，实际工作中发现

即使使用同一型号仪器、室内质控在控，同一标本在不同仪器

上检测结果会出现差异［１０］，为保证检测结果的准确可靠，同室

内不同仪器检测结果的一致性是值得讨论的问题。本文采用

实时荧光定量的方法检测试剂盒自带的标准品，分析其结果，

评价本室两台ＰＣＲ仪检测结果的一致性，同时探讨其在监测

仪器可比性中的价值。

在ＰＣＲ的反应体系中加入荧光染料，利用荧光信号积累

实时监测整个ＰＣＲ进程，最后通过特定的数学原理对未知模

板进行定量分析的方法即为实时荧光定量ＰＣＲ
［１１］。实践证

明，只要能保证核酸的抽提质量和实时扩增效率，实现定量结

果的准确、可靠和可重复性是完全有把握的。从实时荧光定量

ＰＣＲ的相关理论得知，扩增效率与标准曲线的斜率相关，斜率

的绝对值与荧光曲线间距相同，而曲线间距会因每次扩增结束

后调整基线水平的不同而变化，进而影响不同浓度标准品Ｃｔ

值的变化。因此，监测标准曲线斜率，截距及标准品Ｃｔ值的变

化，可以有效监测仪器的扩增效率，进而评估定量结果的准确

性。图１为３０次连续检测中其中一次标准品的扩增情况，两

仪器标准曲线斜率均与理论斜率接近，狉２ 值均大于０．９８，显示

出较高的扩增效率；从表１可以看出，２台仪器不同浓度标准

品检测结果犛犇值和犆犞 值都保持在较小范围内，不同梯度间

的ΔＣｔ值均一性较好，提示作为单一系统，两台仪器扩增效率

均较高且检测的重复性较好。统计学分析显示，２台仪器

１．００×１０４ｃｏｐｙ／ｍＬ标准品Ｃｔ值结果差异显著，其余参数的

检测结果均无显著性差异。查看既往检测结果记录发现，在同

一次检测中，除１．００×１０４ｃｏｐｙ／ｍＬ检测Ｃｔ值偏高外，其余３

个浓度标准品Ｃｔ值均在适宜状态，且此情况多次出现在同一

人员操作时，推测其偶然误差的可能行比较大，剔除异常结果

即排除偶然误差后，分析证明１．００×１０４ｃｏｐｙ／ｍＬ标准品在２

台仪器的检测结果一致。

利用标准曲线进行仪器可比性分析只是一种监测手段，它

不能代替方法学上的比对实验。用患者样本进行方法对比及

偏差评估即ＥＰ９Ａ文件是美国临床实验室标准化委员会１９９５

年出台的标准化系列文件之一，适用同一标本在使用不同检测

方法、试剂或仪器时其检测结果的对比分析和偏差评估［１２］，但

对评估时间外的系统误差和由于试剂问题所致的偏差不易发

现。ＨＢＶＤＮＡ荧光定量检测现已广泛用于临床，产品种类繁

多，由于缺乏统一的标准品，各试剂厂家均自带标准品，要求每

次检测均要检测标准品。标准品和质控成为每天必测的，且对

两台仪器而言因为使用的是同一种质控品，因而具有同源性。

因此，可以通过监测标准品检测结果的变化及时发现仪器间可

能存在的差异，从而使同一患者样本在同室不同分析仪上的检

测结果保持一致，保证检测结果的准确稳定。
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