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不同核酸提取方法用于ＨＢＶＤＮＡ定量检测的比较
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　　摘　要：目的　探讨两种国产乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）ＤＮＡ荧光定量检测试剂的临床应用价值。方法　选取于该院就诊的慢

性乙型肝炎患者共１７６例，分别用两种国产ＨＢＶ核酸定量检测试剂测定其ＨＢＶＤＮＡ水平。比较分析“煮沸法”的Ａ试剂与“一

步法”的Ｂ试剂的线性范围及其灵敏度。结果　１７６例慢性乙型肝炎患者血清标本用两种试剂检测，Ａ试剂检测为阳性的样本有

７１例，阳性率为４０．３％（７１／１７６）；Ｂ试剂检测为阳性的样本有１２０例，阳性率为６８．２％（１２０／１７６）。阳性率的一致性为１００％，阴

性率的一致性为５３．３％，总的一致性为７２．２％。结论　两种国产 ＨＢＶＤＮＡ检测试剂盒对于 ＨＢＶ载量在低复制水平的血清标

本具有很好的可比性，Ｂ试剂的扩增效率高、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。
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　　肝脏是人体最大的腺体，是新陈代谢的关键器官，乙型肝

炎病毒（ＨＢＶ）等嗜肝类病毒会引起肝细胞损伤以及肝脏炎

症，影响肝脏功能的正常发挥。最近，基因检测技术不断飞速

发展，分子诊断在肝病的诊疗和监测中发挥着非常重要的作

用，ＨＢＶＤＮＡ定量检测现已成为 ＨＢＶ复制监测最常用的手

段，可以直接检测 ＨＢＶ核酸水平，从而观察抗病毒药物疗效

和预后，进而指导抗病毒药物应用，对乙型肝炎临床诊断及治

疗有较大的指导意义。近年来，随着核酸及核酸类似物、聚乙

二醇干扰素α等抗病毒药物的问世，使得慢性乙型肝炎临床抗

病毒治疗取得了较大进步，同时对乙型病毒肝炎的实验室检测

的灵敏度和精确度也提出了新的要求［１］。本研究结合了１７６

例乙肝患者的血清学指标和转氨酶水平，比较了用于 ＨＢＶ

ＤＮＡ水平检测的两种不同的核酸提取方法，旨在为临床诊疗

提供帮助。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１２年８月至１２月于本院进行治疗的

１７６例慢性乙型肝炎患者，男性１２８例、女性４８例，年龄

（３９．９±１３．４）岁。纳入研究对象时排除药物性肝炎、酒精性肝

炎及其他病毒性肝炎。诊断依据为中华医学会肝病学分会与

中华医学会感染病学分会在２０１０年修订的《慢性乙型肝炎防

治指南》中的标准［２］。所有待检标本均为空腹抽血，３０００ｒ／

ｍｉｎ离心后，低温保存待检。

１．２　仪器与试剂　乙型肝炎核酸定量检测 Ａ试剂由国内某

厂家提供，最低检测限为５００ＩＵ／ｍＬ，试剂批号２０１２０９１１，Ａ

试剂采用“煮沸法”提取核酸；ＨＢＶ核酸定量检测Ｂ试剂由湖

南圣湘生物公司提供，批号为２０１２００９，最低检测限为１００ＩＵ／

ｍＬ，Ｂ试剂采用“一步法”提取核酸。仪器为美国应用生物系

统公司生产的ＡＢＩ７３００荧光定量ＰＣＲ分析仪。乙型肝炎五项

（ＥＬＩＳＡ法）检测试剂由厦门新创公司提供，检测项目包括乙

型肝炎表面抗原、表面抗体、ｅ抗原、ｅ抗体、核心抗体。使用的

仪器包括湖南凯达有限公司生产的 ＴＧＬ１６Ａ型低温高速冷

冻离心机，中科美菱生产的低温冰箱，转氨酶（ＡＬＴ，ＡＳＴ）检

测仪为美国贝克曼 ＡＵ６８０全自动生化分析仪，结果大于５０

Ｕ／Ｌ判断为阳性。

１．３　方法　“煮沸法”的 Ａ试剂操作：加入１００μＬ样品处理

液Ａ和１００μＬ待测样本、标准品于０．５ｍＬ离心管中，振荡混

匀后，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸弃上清；再加入２５μＬ的样

本处理液Ｂ，振荡混匀后，２００００ｒ／ｍｉｎ离心数秒，１００℃干浴

１０ｍｉｎ；之后１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清２μＬ上机检测。

“一步法”的Ｂ试剂操作：首先将５μＬ的“核酸释放剂”加入八

联管中，然后分别加入５μＬ血清，阴、阳性对照以标准品，吸打

３～５次混匀。每管加入４０μＬＰＣＲ反应液，盖上管盖上机

检测。

１．４　统计学处理　统计学处理在ＳＰＳＳ１７．０软件上进行，阳

性率的比较采用χ
２ 检验；ＨＢＶＤＮＡ载量检测结果经对数转

换后用狓±狊表示，组间比较用配对样本狋检验；犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ａ、Ｂ两种试剂检测结果一致性分析　本研究中将 ＨＢＶ

ＤＮＡ水平大于５００ＩＵ／ｍＬ作为结果阳性的判断标准，反之则

为阴性。使用Ａ试剂的最终检测结果中有７１例阳性样本，阳

性率为４０．３％（７１／１７６）；Ｂ试剂有１２０例阳性样本，阳性率为

６８．２％（１２０／１７６）。阳性率的一致性为１００％，阴性率的一致

性为５３．３％，总的一致性为７２．２％，见表１。

表１　　使用“煮沸法”Ａ试剂与“一步法”Ｂ试剂的

　　　　　检测结果（狀）

Ａ试剂
Ｂ试剂

阳性 阴性
合计

阳性 ７１ ４９ １２０

阴性 ０ ５６ ５６

合计 ７１ １０５ １７６

２．２　不同乙型肝炎两对半模式下两种试剂检测结果阳性率比

较　经统计１７６例乙型肝炎患者中 ＨＢＶ标志物检测为乙型

肝炎表面抗原、ｅ抗原、核心抗体三项阳性（简称 “大三阳”）患

者５９例，Ａ试剂检测结果呈阳性为４４例，阳性率为７４．６％

（４４／５９）；Ｂ试剂检测结果呈阳性为５５例，阳性率为９３．２％

（５５／５９）；乙型肝炎表面抗原、ｅ抗体、乙肝核心抗体三项阳性

（简称“小三阳”）患者４３例，Ａ试剂检测结果呈阳性为１２例，

阳性率为２７．９％（１２／４３），Ｂ试剂检测结果呈阳性为３０例，阳

性率为６９．８％（３０／４３）；乙型肝炎表面抗原和核心抗体阳性（简

称“小二阳”）患者３８例，Ａ试剂检测结果呈阳性为６例，阳性

率为１５．８％（６／３８），Ｂ试剂检测结果呈阳性为１８例，阳性率为

４７．４％（１８／３８）；其他共３６例，其中Ａ试剂检测结果呈阳性为
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１０例，阳性率为２７．８％（１０／３６），Ｂ试剂检测结果呈阳性为１７

例，阳性率为４７．２％（１７／３６）。见表２。

表２　　不同 ＨＢＶ标志物模式下两种试剂检测

　　　　结果的比较（狀）

ＨＢＶ标志物模式 狀 Ａ试剂 Ｂ试剂 χ
２ 犘

“大三阳” ５９ ４４ ５５ １．７０ ０．１９

“小三阳” ４３ １２ ３０ ８．７６ ０．００

“小二阳” ３８ ６ １８ ６．４４ ０．０１

其他 ３６ １０ １７ １．９７ ０．１６

２．３　不同ＡＬＴ、ＡＳＴ水平下两种试剂 ＨＢＶＤＮＡ水平检测

结果的比较　１７６例乙型肝炎患者中同时进行过肝功能检测

的患者为１５１例，其中转氨酶水平正常患者１０１例。Ａ试剂检

测结果呈阳性为３０例，阳性率为２９．７％（３０／１０１），Ｂ试剂检测

结果呈阳性为６４例，阳性率为６３．４％（６４／１０１）；转氨酶偏高

患者５０例，Ａ试剂检测结果呈阳性为２６例，阳性率为５２．０％

（２６／５０），Ｂ试剂检测结果呈阳性为４０例，阳性率为８０％（４０／

５０）。见表３。

表３　　不同转氨酶水平下两种试剂检测结果的比较（狀）

转氨酶水平 狀 Ａ试剂（狀） Ｂ试剂（狀） χ
２ 犘

正常 １０５ ３０ ６５ １７．６６ ０．６６

偏高 ５０ ２５ ３８ ３．２７ ０．０７

３　讨　　论

ＨＢＶ载量不仅是反映 ＨＢＶ复制程度及传染性强弱的指

标，而且也是观察抗病毒药物疗效和预后的重要指标。ＨＢＶ

定量检测突破了免疫学等方法的局限性，可如实地反映患者体

内病毒载量。目前，国内生产的乙型肝炎检测ＰＣＲ试剂有多

种，但部分试剂在检测的精密度、最低病毒载量、特异性、灵敏

度等方面存在差异［３］。随着基因检测技术的不断发展，基因诊

断的作用显得尤为重要。ＨＢＶ载量检测是分析成功的先决条

件，好的核酸提取方法是觉得实验成败的步骤［４］。提高国产乙

肝ＰＣＲ试剂盒的灵敏度对乙型肝炎的早期诊断显得尤为重

要［５７］，ＨＢＶ定量检测对开展抗病毒治疗非常重要。

本研究显示，Ａ试剂检测为阳性的样本７１例，阳性率为

４０．３％（７１／１７６），阴性率为５９．７％；Ｂ试剂检测为阳性的样本

１２０例，阳性率为６８．２％（１２０／１７６），阴性率为３１．８％。阳性

率的一致性为１００％，阴性率的一致性为５３．３％，总的一致性

为７２．２％。１７６例 ＨＢＶ感染者中 ＨＢＶ标志物模式为“大三

阳”患者５９例，Ａ 试剂检测结果呈阳性为４４例，阳性率为

７４．６％（４４／５９），Ｂ试剂检测结果呈阳性为５５例，阳性率为９３．

２％（５５／５９）；“小三阳”患者４３例，Ａ试剂检测结果呈阳性为

１２例，阳性率为２７．９％（１２／４３），Ｂ试剂检测结果呈阳性为３０

例，阳性率为６９．８％（３０／４３）；“小二阳”患者３８例，Ａ试剂检

测结果呈阳性为６例，阳性率为１５．８％（６／３８），Ｂ试剂检测结

果呈阳性为１８例，阳性率为４７．４％（１８／３８）；其他共３６例，其

中Ａ试剂检测结果呈阳性为１０例，阳性率为２７．８％（１０／３６），

Ｂ试剂检测结果呈阳性为１７例，阳性率为４７．２％（１７／３６）。经

统计学分析，“一步法”Ｂ试剂检测的阳性率明显高于“煮沸法”

Ａ试剂，说明Ｂ试剂检测的灵敏度高于Ａ试剂。

另外的研究结果显示，在１７６例乙型肝炎患者中同时进行

过肝功能检测的患者为１５１例，其中转氨酶正常患者１０１例，

Ａ试剂检测结果呈阳性为３０例，阳性率为２９．７％（３０／１０１），Ｂ

试剂检测结果呈阳性为６４例，阳性率为６３．４％（６４／１０１）；转

氨酶偏高病患５０例，Ａ试剂检测结果呈阳性为２６例，阳性率

为５２．０％（２６／５０），Ｂ试剂检测结果呈阳性为４０例，阳性率为

８０％（４０／５０）。Ｂ试剂检测的阳性率明显高于 Ａ试剂，说明Ｂ

试剂检测的灵敏度高于Ａ试剂。

ＰＣＲ检测虽具有较高的灵敏度，但是影响因素较多。

ＰＣＲ实验室在提取核酸过程中容易造成核酸的丢失，抑制物

去除不完全等均可能使检测结果成为假阴性，避免检测结果假

阴性最好方法是在试剂中加入内标［８］。本研究结果“一步法”

Ｂ试剂中设置有内标，以防止检测结果产生假阴性，从而使

ＨＢＶＤＮＡ定量结果更加真实、可信。

一些专家指出，核苷类似物治疗慢乙型肝炎时应根据患者

ＨＢＶＤＮＡ水平，监测和评价病毒学应答情况，调整治疗方案

和降低耐药的发生率［９］。ＨＢＶＤＮＡ检测下限的确定，不仅反

映了该实验检测系统的精密度，而且对乙型肝炎的诊断、治疗

和预后也非常重要［１０］。本文研究结果显示“一步法”Ｂ试剂总

体性能较好，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。血清转氨酶的水平与肝细胞受损

有直接关系，综合分析乙型肝炎五项检测、ＨＢＶＤＮＡ及转氨

酶水平，才能更加客观和准确地评估病情的变化，从而更好地

为临床服务。
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ｇｅｔｃａｐｔｕｒｅＰＣＲｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ（ＨＢＶ）ＤＮＡｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓａｙ

ａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｃｏｍｍｅｒｃｉａｌＨＢＶＤＮＡｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓａｙｓ

［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００４，４２（１１）：５１９９５２０４．

［６］ ＢｉｓｗａｓＲ，ＴａｂｏｒＥ，ＨｓｉａＣＣ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆ

ＨＢＶＮＡＴｓａｎｄＨＢｓＡｇａｓｓａｙｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｃｕｔｅＨＢＶｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２００３，４３（６）：７８８７９８．

［７］ＳａｔｏＳ，ＯｈｈａｓｈｉＷ，ＩｈａｒａＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆ

ＮＡＴｕｓｉｎｇｐｏｏｌｅｄｄｏｎｏｒｓａｍｐｌｅｓｆｏｒＨＢＶａｎｄｔｈａｔｏｆａｓｅｒｏｌｏｇｉｃ

ＨＢｓＡｇａｓｓａｙ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２００１，４１（９）：１１０７１１１３．

［８］ 李金明．聚合酶链反应临床应用的优越性和局限性［Ｊ］．中华检验

医学杂志，２００５，２８（３）：５７．

［９］ ＫｅｅｆｆｅＥＢ，ＺｅｕｚｅｍＳ，ＫｏｆｆＲＳ，ｅｔａｌ．Ｒｅｐｏｒｔｏｆａｎｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ｗｏｒｋｓｈｏｐ：Ｒｏａｄｍａｐｆｏｒｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｏｒａｌ

ｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ［Ｊ］．ＣｌｉｎＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅｐａｔｏｌ，

２００７，５（８）：８９０８９７．

［１０］梁金明，陈亚珍，李艳．ＨＢＶＤＮＡ荧光定量ＰＣＲ检测下限的确

立［Ｊ］．分子诊断与治疗杂志，２０１０，２（４）：２５７２５９．

（收稿日期：２０１４０４１８）

·８８３２· 国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１７


