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国产和进口荧光定量ＰＣＲ试剂检测ＨＢＶＤＮＡ的比对分析
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　　【摘要】　目的　分析国产和进口实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂检测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）ＤＮＡ的相

关性，探讨国产和进口试剂在临床应用中的差异。方法　使用国产和进口试剂平行检测２６２例乙型肝炎（乙肝）患

者血浆当中的 ＨＢＶＤＮＡ水平，国产试剂采用手工提取标本，罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ（ＬＣ４８０Ⅱ）进行核酸扩增；进

口试剂则采用罗氏ＣＯＢＡＳＡｍｐｌｉＰｒｅｐ（ＣＡＰ）和ＣＯＢＡＳＴａｑｍａｎ４８（ＣＴＭ）进行标本提取和扩增；对 ＨＢＶＤＮＡ病

毒载量数据进行对数转换（ｌｏｇ１０），并将两组数据进行相关分析。结果　国产和进口试剂检测结果，经线性拟合，

犚２＝０．８１４３。ＨＢＶＤＮＡ浓度在１０～１０３ＩＵ／ｍＬ的标本，犚２＝０．３００６；浓度在１０４～１０５ＩＵ／ｍＬ的标本，犚２＝

０．４１１８；浓度在１０６～１０８ＩＵ／ｍＬ的标本，犚２＝０．８０１７。进口试剂阳性检出率为７５．５７％（１９８／２６２），明显高于国产

试剂阳性检出率［６５．６５％（１７２／２６２）］。结论　国产试剂和进口试剂相比，相关性良好。ＨＢＶＤＮＡ浓度在１０６～１０８

ＩＵ／ｍＬ时，相关性最高；浓度在１０４～１０５ＩＵ／ｍＬ时，相关性一般；浓度在１０～１０３ＩＵ／ｍＬ时相关性较差，国产试剂与进

口试剂有明显差异，灵敏度有待进一步提高。

【关键词】　乙型肝炎病毒ＤＮＡ；　实时荧光定量ＰＣＲ；　试剂比对；　血浆
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　　乙型肝炎（简称乙肝）是世界常见的传染病之一
［１］，全球感

染乙肝的人群约有３．５亿
［２］，中国大约１．２亿人，占三分之

一［３］，占我国人口总数的８％～１０％，是感染乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）人数最多的国家。ＨＢＶ是属于嗜肝ＤＮＡ病毒科，有

较强的抵抗性、传染性和变异性，并且传播途径多样。乙肝极

易发展为慢性肝炎和肝硬化，从而引发肝癌［３］，所以预防和治

疗乙肝已成为中国乃至全球尤为重要的研究课题之一。现今，

在临床众多检测 ＨＢＶ感染的方法中，实时荧光定量ＰＣＲ技

术检测乙肝病毒核酸（ＨＢＶＤＮＡ）是目前特异性较好、灵敏度

较高的方法［４］，ＨＢＶＤＮＡ复制越高，传染性就越强。同时，结

合乙肝五项［５］、肝功能和甲胎蛋白（ＡＦＰ）等项目的测定，可以

更好地反映出乙肝患者的病情和用药治疗情况，从而为临床医

生对患者进行诊断和治疗提供可靠的理论依据。本文就收集

的２６２例乙肝患者血液标本，采用两种不同的试剂进行检测并

统计分析，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１３年７月至２０１４年１月的期间在本

院就诊做超敏乙肝病毒ＤＮＡ（ＨＳＨＢＶＤＮＡ）检测时的乙二
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胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝血标本２６２例。将标本按３０００

ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，留取血浆冷冻于－８０℃冰箱保存。

１．２　仪器与试剂　试剂 Ａ由凯杰生物工程（深圳）有限公司

提供；试剂Ｂ由罗氏诊断产品有限公司提供。试剂 Ａ、Ｂ分别

用罗氏ＬＣ４８０Ⅱ扩增仪和罗氏ＣＡＰＣＴＭ检测系统，实验所用

试剂在有效期内，仪器均已进行校准。

１．３　方法　将２６２例血浆标本分别用试剂 Ａ、Ｂ进行平行检

测，试剂Ａ采用人工提取核酸和实时荧光定量检测技术，最低

检出限为５×１０２ＩＵ／ｍＬ，定量检测线性范围为（１×１０３）～

（５×１０７）ＩＵ／ｍＬ；试剂Ｂ基于罗氏ＣＡＰ提取仪标本制备过程

和同时进行的靶ＤＮＡＰＣＲ扩增与靶序列特异性双标记寡核

苷探针检测过程，最低检出限为１２×１０ＩＵ／ｍＬ，定量检测线性

范围为（５．４５×１０）～（１×１０８）ＩＵ／ｍＬ。

１．３．１　试剂 Ａ　离心管中加人１００μＬ待测血浆标本和１００

μＬ的ＤＮＡ 提取液１，充分振荡混匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ；吸弃上清液；加入２５μＬＤＮＡ提取液２，振荡混匀，完全

将沉淀溶解，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｓ，然后１００℃干浴１０ｍｉｎ；

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，离心完毕后，取２μＬ上清液加入

ＰＣＲ管内的反应液中。

１．３．２　试剂Ｂ　取待测血浆标本１０３０μＬ，加入带条码夹的

样品管中，与配套专用试剂盒装入罗氏ＣＡＰ提取仪内。

１．３．３　质量控制　试剂Ａ每批次做阴性对照、空白对照及高

中低三个不同水平的质控品；试剂Ｂ每批次均做阴性对照及

一个低水平的质控品。

１．４　统计学处理　首先对 ＨＢＶＤＮＡ病毒载量数据进行对

数转换（ｌｏｇ１０），采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计学分析。试剂比

对用线性分析和χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两种试剂检测结果相关分析　将试剂 Ａ、Ｂ的检测结果

取对数值后做相关分析，通过分析曲线可以看出，线性良好，试

剂Ａ、Ｂ契合度一般，犚２＝０．８１４３，线性曲线如表１所示。

表１　两种试剂检测结果相关分析

检测浓度（ＩＵ／ｍＬ） 线性方程 犚２

１０１～１０３ 犢＝０．４１３０犡＋１．７４６３ ０．３００６

１０４～１０５ 犢＝０．８４０３犡＋０．９０６３ ０．４１１８

１０６～１０８ 犢＝０．９０７０犡＋０．６１１４ ０．８０１７

合计 犢＝０．７７３２犡＋１．０６４１ ０．８１４３

２．２　两种试剂检测率比较　试剂Ｂ阳性检出率为７５．５７％

（１９８／２６２），试剂Ａ阳性检出率为６５．６５％（１７２／２６２），经检验，

进口试剂阳性检出率明显高于国产试剂（χ
２＝２０．８３３，犘＜

０．０１），结果详见表２。

表２　两种试剂检测率比较（狀）

进口试剂
国产试剂

阳性 阴性
合计

阳性 １７０ ２８ １９８

阴性 ２ ６２ ６４

合计 １７２ ９０ ２６２

３　讨　　论

　　ＨＢＶＤＮＡ定量可以精准地反映患者体内的病毒复制情

况，目前检测 ＨＢＶＤＮＡ定量的方法和试剂种类繁多，国际公

认进口罗氏试剂为检测 ＨＢＶＤＮＡ定量的参比试剂
［６］。进口

试剂灵敏度高、精密度好，但试剂成本较高，仪器价格昂贵，检

测时间长，需要患者血浆量大，在大部分医院难以广泛使用。

国产试剂基本为开放试剂，价格适中，检测快速，重复性较好，

医院因为科室发展和经济水平等原因，使用国产试剂的单位比

较普遍［７］。试剂Ａ为煮沸法，手工提取核酸繁琐复杂，极易造

成核酸的丢失，容易将检出限附近的低浓度标本漏检［８］；试剂

Ｂ采用磁珠分离技术，标本处理在罗氏ＣＰＡ提取仪内进行，降

低了因操作不当等原因产生的假阳性，且每个标本中加入内标

来防止假阴性，监测整个提取和扩增过程，试剂前期准备也简

单、便捷。

本组结果分析可以看出，两种试剂线性相关性良好，犚２＝

０．８１４３。ＨＢＶＤＮＡ浓度在１０６～１０８ＩＵ／ｍＬ时，相关性最

高；浓度在１０４～１０５ＩＵ／ｍＬ时，相关性一般；浓度在１０～１０３

ＩＵ／ｍＬ时相关性较差，较进口试剂差异有统计学意义，灵敏度

有待进一步提高。在２６２例标本检测结果中，有２８例经试剂

Ａ检测阴性而试剂Ｂ检测阳性，提示试剂Ｂ的灵敏度更高；有

２例标本，试剂Ａ检测阳性而试剂Ｂ检测阴性，说明在用试剂

Ａ提取过程存在污染的可能。两种试剂提取方法和对标本体

积的需求量不同，所以试剂的灵敏度、精密度和操作过程等也

不同。在２６２例标本当中，其中４例标本浓度大于５×１０７ＩＵ／

ｍＬ，用罗氏ＣＡＰＣＴＭ检测系统第一次上机实验未得出数据，

经１０倍稀释得出结果。用试剂Ａ做４例标本，不用稀释便可

得出实验结果。使用试剂Ｂ做浓度大于５×１０７ＩＵ／ｍＬ的标

本时，必须稀释。所以，在乙肝活动期或明确高浓度标本时，可

以直接选择试剂Ａ来检测 ＨＢＶＤＮＡ水平。

现在临床治疗乙肝以核苷类抗病毒药物为主，在长期的治

疗过程当中，极易发生 ＨＢＶ的变异和耐药
［９］。ＨＢＶ变异和

耐药的发生，不仅使患者治疗费用增加，如不及时发现，甚至会

进一步恶化，使病情加重，影响后续治疗药物的选择。实时、准

确地监测乙肝患者 ＨＢＶＤＮＡ的水平，不仅是临床医生用药

的关键性指标，也是患者了解病情的直观数据［１０］。虽然进口

试剂价格较贵，但是灵敏度相比较高，可以在用药治疗后，进行

随访检测，观察是否到达预期治疗效果。国产试剂在中、高浓

度范围内，相关性良好，患者在初诊、乙肝活动期或 ＨＢＶ反跳

时进行检测，不仅减少了患者看病时间和经济负担，还可以提

高患者和医生对临床实验室的满意度。

综上所述，２种实时荧光定量ＰＣＲ检测试剂，标本 ＨＢＶ

ＤＮＡ浓度在１０～１０
３ＩＵ／ｍＬ时，国产试剂与进口试剂差异有

统计学意义。进口试剂灵敏度较高，适用于乙肝患者耐药后选

择新药治疗的疗效评估和患者治疗后期的病情监测。乙肝活

动期或做高浓度标本时，可以直接选择试剂Ａ。临床医生可根

据患者的具体病情，选择适合的检测试剂。
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行１００μＬ加样时，各组均满足实际工作要求。见表１。

表１　实验各组加样量计算结果（狀＝１６）

组别
１０μＬ

狓±狊 犈（％）犆犞（％）

１００μＬ

狓±狊 犈（％）犆犞（％）

Ａ组 ９．７２±０．３２ －２．８ ３．２９ １００．８±０．５０ ０．８ ０．５０

Ｂ组 ８．９５±０．７６ －１０．５ ８．５０ ９８．９±０．５９ －１．１ ０．６０

Ｃ组 ８．７６±０．２９ －１２．４ ３．３１ ９８．８±０．４３ －１．２ ０．４４

Ｄ组 ６．２１±０．９０ －３７．９ １４．４９ ９８．１±０．９３ －１．９ ０．９５

　　注：实际工作１０μＬ加样应满足犈在±１０％，犆犞 ≤３．５％；１００μＬ

加样应满足犈在±３％，犆犞 ≤１．０％。

３　讨　　论

　　实际工作中，微量加样的准确性直接影响生物、化学等实

验结果［６９］，而且加样量越小准确性越难以控制。如采用

ＥＬＩＳＡ进行丙型肝炎抗体检测时，微孔先加入１００μＬ稀释

液，再加入１０μＬ标本进行实验，此时１０μＬ加样准确性比１００

μＬ更难控制。本实验在进行１０μＬ加样时，只有 Ａ组数据满

足实际工作标准要求，分析其原因，Ａ和Ｂ组比较，Ｂ组采用未

浸润分样，由于液体表面张力的存在，分样时悬空的加样针尖

会产生１ｍｍ左右的液滴，即挂滴现象，由于血浆类标本的黏

度存在差异［１０］，表面张力即存在差异，液滴大小不一，实验结

果显示犈为－１０．５％，即平均加样量只有８．９５μＬ，且犆犞 为

８．５０％，加样准确性无法达标。Ａ组采用浸润分样，加样针尖

与稀释液液面接触，分样时产生的液滴随即溶入稀释液中，可

以有效避免挂滴现象的产生，犈为－２．８％，犆犞为３．２９％，准

确度和精密度均达到标准。由以上两组实验可见，消除挂滴现

象对１０μＬ加样的准确性起着至关重要的作用，同时也表明浸

润加样可以有效消除挂滴现象。本实验在浸润分样时针尖会

有极微量稀释液残留（稀释液残留量不会对后续分样产生影

响），实际工作中可以进一步调节和设置分样高度，使针尖高度

距稀释液液面小于产生液滴的直径，分样时产生的液滴也可以

随即溶入稀释液内，既可以消除挂滴现象，又可以防止加样针

尖稀释液残留。Ａ和Ｃ组比较，将样品吸入加样针后，加样器

活塞与样品之间会有一段空气存在（空腔气体），当分样时，活

塞并不能直接挤压需要分配的液体，而是挤压二者之间的空腔

气体，再将压力传导给前部的样品。空腔气体因黏性样品的阻

力和活塞向外的压力共同作用产生微小的形变，即体积缩小，

活塞挤压的进程不能完全传递给样品，导致分液体积有所下

降，空腔体积越大（大容量加样针）产生形变越大，对分样准确

性影响也越大。如实验结果所示，１０μＬ加样时Ｃ组加样针容

量较大，犈也越大为－１２．４％，即平均加样量只有８．７６μＬ，已

经不能满足准确性要求。Ｄ组作为Ｂ和Ｃ组不利条件的叠

加，加样的准确性变得更低，完全不能满足实际工作要求。在

进行１００μＬ加样时，各组加样数据均满足实际工作标准要求。

即全自动酶免一体机如果使用以上两种不同容量加样针进行

加样，以及加样时产生的微量挂滴现象对加样准确性的影响均

处在允许范围内，因此进行１００μＬ加样时，选择实验中的４种

参数组合均可。

综上所述，使用全自动加样器进行微量加样时，应当根据

加样量的不同来选择适当的参数和方法。进行１０μＬ加样时，

应设计方法（如采用浸润加样）尽量减少分液时挂滴现象的产

生，同时选用容量小的加样针以减小空腔气体，确保分样准确；

对于１００μＬ加样，虽然以上参数对加样准确性有一定影响，但

在允许范围内，可以根据实际情况选择参数。而对于一份标本

需要同时进行多项酶联免疫吸附试验（不同体积）加样时，可以

从加样准确性、实验耗时、耗材使用量等各方面综合考虑，设计

更适合的加样参数和方法，只有这样才会使加样的准确性得到

提高，从而降低整个酶联免疫吸附试验的系统误差，为实际工

作提供更为准确的实验数据。
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