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实时荧光定量ＰＣＲ检测ＨＢＶＤＮＡ的线性范围与最低检出限的验证

张运洪，秦维超，何　玲，黄建军

（重庆市江津区中心医院检验科，重庆４０２２６０）

　　摘　要：目的　试用实时荧光定量ＰＣＲ定量检测乙型肝炎病毒核酸（ＨＢＶＤＮＡ），求出其线性范围与最低检出限，从而对本

实验室检测 ＨＢＶＤＮＡ的主要性能进行验证。方法　参照相关的文件，通过系列稀释高浓度标本得到超过厂家申明线性范围的

系列浓度标本，进行线性范围的验证；通过系列稀释低浓度标本得到超过厂家申明最低检出限的系列浓度标本，进行最低检出限

的验证。结果　ＨＢＶＤＮＡ检测的线性范围为８．５８×１０２～８．４１×１０７ＩＵ／ｍＬ，最低检出限为４．０７×１０２ＩＵ／ｍＬ。结论　实时荧

光定量ＰＣＲ检测 ＨＢＶＤＮＡ的线性范围与最低检出限达到预期要求，检测方法和验证方案简便、可行。
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　　在本科室的实际工作中使用实时荧光定量ＰＣＲ进行乙型

肝炎病毒（ＨＢＶ）ＤＮＡ检测的精密度、准确度，能长期、稳定地

控制在理想水平。各水平室内质控和各级室间质评都能很好

反应本实验室的精密度和准确度。另外，ＨＢＶＤＮＡ检测的线

性范围与最低检出限也是重要的性能指标。新型抗 ＨＢＶ药

物的使用对 ＨＢＶＤＮＡ检测的线性范围与最低检出限都提出

了更高要求［１３］。现有检测 ＨＢＶＤＮＡ的商品化试剂也在不

断改进，以适应临床需求。因此，实验室现用的 ＨＢＶＤＮＡ检

测系统的性能指标，特别是线性范围与最低检出限需要重新进

行评估。根据美国病理家协会（ＣＡＰ）和ＩＳＯ１５１８９对医学实验

室的质量和能力的要求［４］，参照美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）相关文件，笔者对本科室的 ＨＢＶＤＮＡ检测系统的线

性范围与最低检出限进行了评估。

１　材料与方法

１．１　标本来源　来源于本院进行治疗的乙型肝炎患者送检的

新鲜血清。

１．２　仪器与试剂　罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ型实时荧光定量

ＰＣＲ仪、博日 ＨＢ２０２型恒温金属浴、飞鸽ＴＧＬ１６Ｇ型高速离

心机。试剂、标准品均为凯杰生物工程（深圳）有限公司产品，

ＨＢＶＤＮＡ检测试剂批号为２０１３１１０５／１，ＨＢＶＤＮＡ标准品批

号为２０１３０９０７／６。ＨＢＶＤＮＡ室内质控品购自北京康彻思坦

公司，该质控品可溯源至 ＧＢＷ（Ｅ）０９０１３７，具有低水平 ＨＢＶ

ＤＮＡ浓度。

１．３　方法

１．３．１　线性范围　参照ＥＰ６Ａ文件
［５］，选取 ＨＢＶＤＮＡ浓度

大于１．００×１０８ＩＵ／ｍＬ的高浓度的新鲜血清标本，用 ＨＢＶ

ＤＮＡ阴性的标本进行系列稀释，稀释倍数分别为１．００×１０、

５．００×１０、１．００×１０２、５．００×１０２、１．００×１０３、５．００×１０３、１．００

×１０４、５．００×１０４、１．００×１０５、５．００×１０５，包括原倍标本共１１

个样本，每个样本重复测定３次取均值。首先要求试验有效且

室内质控结果在控，然后将实测值与理论值进行比较。以经对

数处理的实测值为犢，经对数处理的理论值为犡，计算回归方

程：犢＝ａ犡＋ｂ，要求相关系数狉＞０．９７５或狉２＞０．９５，斜率ａ在

０．９７～１．０３范围内，截距ｂ与最高浓度比较接近０。

１．３．２　最低检出限　借鉴ＥＰ１７Ａ文件
［６］，选取 ＨＢＶＤＮＡ

浓度为１．００×１０３～１．００×１０
４ＩＵ／ｍＬ的低浓度新鲜血清标

本，进行系列稀释，稀释至低于５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ。每个稀释

样本重复检测１０次。在最低检出限上的水平，应每个样本都

能检出。反之，在每个稀释度１０个重复检测中有任意１个或

者１个以上不能检出，则说明低于了最低检出限的水平。同时

·２６３２· 国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１７



要求实验有效且室内质控结果在控。

２　结　　果

２．１　线性范围　线性范围评价试验结果见表１。根据表１中

数据绘制的线性散点图，见图１。回归方程各参数（狉２、ａ、ｂ）都

未超过要求的水平，这表明在以下范围内线性良好：８．５８×１０２

～８．４１×１０
７ＩＵ／ｍＬ。这略宽于厂家提供的线性范围（１．００×

１０３～５．００×１０
７ＩＵ／ｍＬ）。该范围也是本实验室的可报告范

围，同时该范围能满足临床需要。

表１　　线性范围评价试验结果

理论值

浓度（ＩＵ／ｍＬ） 浓度对数

实测值

浓度（ＩＵ／ｍＬ） 浓度对数

１．６７×１０８ ８．２２ １．６０×１０８ ８．２０

８．３５×１０７ ７．９２ ８．４１×１０７ ７．９２

１．６７×１０７ ７．２２ １．６５×１０７ ７．２２

８．３５×１０６ ６．９２ ７．９１×１０６ ６．９０

１．６７×１０６ ６．２２ １．９６×１０６ ６．２９

８．３５×１０５ ５．９２ ６．０７×１０５ ５．７８

１．６７×１０５ ５．２２ ９．９９×１０４ ５．００

８．３５×１０４ ４．９２ ５．９７×１０４ ４．７８

１．６７×１０４ ４．２２ １．９４×１０４ ４．２９

８．３５×１０３ ３．９２ ６．９１×１０３ ３．８４

１．６７×１０３ ３．２２ １．８１×１０３ ３．２６

８．３５×１０２ ２．９２ ８．５８×１０２ ２．９３

图１　　线性散点图

２．２　最低检出限　以原倍血清（ＨＢＶＤＮＡ浓度为２．０４×１０３

ＩＵ／ｍＬ）稀释后进行试验的结果见附表１（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。按１．３．２的方法确定最低检出限

为４．０７×１０２ＩＵ／ｍＬ，略低于厂家提供的５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ的

水平。

３　讨　　论

ＰＣＲ检测 ＨＢＶＤＮＡ的试剂或仪器不一样，性能指标也

会不同［７８］。某检测系统临床应用前，需要掌握该检测系统的

性能指标。这些性能指标通常生产厂商已提供，但是在临床应

用前，实验室仍需对生产厂商提供的方法学主要性能予以验证

并确认。临床实验室要结合实际，合理选择方法学验证试验，

系统设计方法学验证方案［９］。

ＰＣＲ检测项目较为特殊，相比于其他专业检测项目，其检

测原理特别，检测过程繁琐，有大量的手工操作，某些项目阳性

标本稀缺，标准物质来源困难，检测成本高等，并且在多年前有

较多实验室未经过验收就在开展临床检测。若按常规项目进

行方法学验证要花费更大的人力物力。但是，仍需对ＰＣＲ检

测项目的方法学性能指标进行评价。评价的方法要结合本实

验室的情况进行，要实际有效。

临床基因扩增检测实验室通过多年的运行，分析某个

ＰＣＲ检测项目的室内质控和室间质评数据，可以了解该项目

精密度和准确度。本实验室每年都进行了 ＨＢＶＤＮＡ室内质

控和室间质评数据分析，都能达到预期要求，并且持续改进，不

断提高。

线性范围与最低检出限是目前ＰＣＲ检测ＨＢＶＤＮＡ最重

要的性能指标，特别是在患者应用长效干扰素和新型核苷（酸）

类似物后，ＨＢＶＤＮＡ检测的线性范围越宽、最低检出限越低，

就越利于其疗效监测［３］。

对于多点校准的项目，一般不需要对线性范围进行验证。

但是，本科室常使用的 ＨＢＶＤＮＡ检测的校准品一般都在１．

００×１０４～１．００×１０
７ＩＵ／ｍＬ的范围。在使用这些标准品绘制

的标准曲线时，为了达到更宽的可报告范围，标准都进行了两

端的延伸，达到１．００×１０３～１．００×１０８ＩＵ／ｍＬ。因此，有必要

对线性范围进行验证。本课题组使用了经多次稀释定值的大

于１．００×１０８ＩＵ／ｍＬ患者标本进行系列稀释后检测，得出

ＨＢＶＤＮＡ检测线性范围略宽于厂家提供的线性范围，证明厂

家提供的这一个性能指标在本室的检测系统上可用。取整后，

仍采用厂家提供的１．００×１０３～５．００×１０
７ＩＵ／ｍＬ作为本室的

ＨＢＶＤＮＡ检测线性范围。最低检出限是指能可靠检出分析

物的最低实际浓度。ＥＰ１７Ａ文件指出
［６］，验证常规项目的定

量检出限要检测某一水平至少２５次重复检测，每次重复检测

的结果与该水平的参考值比较，计算超出目标误差的度量。结

合本室实际情况，选取了 ＨＢＶＤＮＡ浓度在１．００×１０３～１．００

×１０４ＩＵ／ｍＬ的患者标本，进行系列稀释，稀释至低于厂家提

供的最低检测限水平。每个稀释样本重复检测１０次。在理论

值为４．０７×１０２ＩＵ／ｍＬ的稀释标本１０次重复检测中，每次都

能顺利检出，且１０次检出值的犆犞较低（犆犞＝３．３１％），与本室

低水平（约５×１０３ＩＵ／ｍＬ）室内质控的年变异系数相当。在理

论值为８．１４×１０ＩＵ／ｍＬ的稀释标本１０次重复检测中，有３个

未能检出，且７次检出值的犆犞较高（犆犞＝１１．１２％）。在某个

浓度水平的１０个重复检测中有任意１个或者１个以上不能检

出，就说明该水平低于了最低检出限。很明显，４．０７×１０２ＩＵ／

ｍＬ就是本研究中求出的最低检出限，且略低厂家提供的５．００

×１０２ＩＵ／ｍＬ的水平。取整后，本科室仍采用厂家提供的５．

００×１０２ＩＵ／ｍＬ作为 ＨＢＶＤＮＡ检测的最低检出限。

本研究中的 ＨＢＶＤＮＡ检验结果报告单格式按上述评价

验证进行设计：（１）当检测浓度结果大于５．００×１０７ＩＵ／ｍＬ

时，出具报告为“＞５．００×１０７ＩＵ／ｍＬ”。若要得到进一步结

果，要稀释后重测。稀释后的检测浓度结果要在标准品浓度最

高值与最低值之间。（２）当检测浓度结果小于５．００×１０２ＩＵ／

ｍＬ时，仅报告“＜５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ”，不报告具体的浓度数

值，这个浓度数值仅供参考。（３）当检测浓度结果介于５．００×

１０２ＩＵ／ｍＬ与５．００×１０７ＩＵ／ｍＬ之间时（包括５．００×１０２ＩＵ／

ｍＬ与５．００×１０７ＩＵ／ｍＬ），检测浓度结果数值直接报告。并且

在报告单上标注了“最低检出限：５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ”，以免误认

为“＜５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ”是ＨＢＶＤＮＡ检测的临床参考值。

通过上述研究，证明了现行ＰＣＲ系统检测 ＨＢＶＤＮＡ的线

性范围与最低检出限达到预期要求，检测方法和验证方案简便、

可行。　　　　　　　　　　　　　　　　

（下转第２３６６页）
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病，其余２４例未确诊），此９７例患者 ＨＢＶＤＮＡ阳性率仅为

１７．５％。本次试验７１样本 ＨＢＶＤＮＡ阳性率为１６．９％与相

关文献报道一致，肝功能阳性率为３５．２％，但样本缺乏明确诊

断资料，低水平 ＨＢｓＡｇ的临床价值尚有待进一步探讨。
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生物标志物助力感染性疾病临床诊疗

近日，由中国医师协会急诊医师分会主办，罗氏诊断产品（上海）有限公司协办的“感染诊断新技术临床应用中国行

２０１４”启动会暨专家研讨会在北京召开，由中国医师协会急诊医师分会会长、北京协和医院急诊科主任于学忠教授担任大会

主席。与会国内权威急诊专家重点探讨了感染标志物降钙素原（ＰＣＴ）与白细胞介素６（ＩＬ６）的临床应用价值。

作为血清降钙素（ＣＴ）的前肽物质，ＰＣＴ在感染开始后最初３ｈ即可测得，６～１２ｈ后可达最高峰值，与传统生物标志物

相比，ＰＣＴ半衰期接近２４ｈ，且几乎不受肾功能状态、激素治疗的影响。独特的生物学特点，使ＰＣＴ对机体感染的反映具有

快速准确的特征，并被２００８版《美国重症成人患者新发发热指南》等推荐用于指导临床感染治疗。

动态监测ＰＣＴ水平的变化趋势可以指导抗菌药物的合理应用，减少临床非必需抗菌药物的使用和重症监护室（ＩＣＵ）的

再感染率，减少脓毒症患者的住院时间，且对ＩＣＵ脓毒症患者死亡率与存活率有很好的预测作用。

ＩＬ６具有调节免疫应答、急性期反应及造血功能的作用，在机体抗感染免疫反应中起重要作用，可作为有效的预测指

标，在重症医学、急诊医学、早发型新生儿脓毒症、创伤危险分层和预后、术后风险等领域应用尤为突出。

作为脓毒症预后的生物标志物，若入院时ＩＬ６＞１０００ｎｇ／ｍＬ，预示患者死亡高风险。此外，脓毒症是新生儿发病和死

亡的主要原因之一，每１０００名新生儿中就可能有１～１０例发病。创伤患者和术后患者亦有发生脓毒症的风险，应用生物标

志物检测有助于其诊断和预后。

在实际操作中，ＰＣＴ联合ＩＬ６检测可以避免单一指标对感染类别判断的误差，及时帮助临床医师尽快确定患者的治

疗方案，进而提高患者治疗成功率，具有重要的临床应用价值。“感染诊断新技术临床应用中国行２０１４”将覆盖全国１０个省

市，旨在通过与全国各地区急诊医师的学术研讨和互动交流，推进感染诊断技术在急诊感染领域的应用和发展，造福更多

患者。
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