
·论  著· DOI:10.3969/j.issn.1672-9455.2021.16.022

荧光定量PCR检测巨细胞病毒DNA试剂盒的性能验证及评价*
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  摘 要:目的 对实验室新开展项目巨细胞病毒核酸(CMV-DNA)进行性能验证。方法 采用荧光定量

PCR仪检测CMV-DNA含量,对精密度、检出限、正确度、线性范围进行验证及评价。结果 CMV的高浓度和

低浓度样本批内与批间精密度的变异系数(CV)平均值均<5%,符合规定标准。检出限验证时,重复检测浓度

为(1.00E+03)copy/mL,检出率为100%,符合要求。正确度线性R2 为0.998
 

7,在(2.40E+03)~(2.26E+07)

copy/mL范围内,线性关系良好,符合要求。结论 CMV-DNA试剂盒的主要性能指标已达到相关标准的要

求,可在临床上应用。
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Abstract:Objective To

 

verify
 

the
 

performance
 

of
 

cytomegalovirus
 

nucleic
 

acid
 

(CMV-DNA),a
 

new
 

pro-
ject

 

of
 

the
 

laboratory.Methods The
 

CMV-DNA
 

content
 

was
 

detected
 

by
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR,and
 

the
 

precision,detection
 

limit,accuracy
 

and
 

linear
 

range
 

were
 

verified
 

and
 

evaluated.Results The
 

average
 

coef-
ficient

 

of
 

variation
 

(CV)
 

of
 

intra-batch
 

and
 

inter-batch
 

precision
 

of
 

high-concentration
 

and
 

low-concentration
 

CMV
 

samples
 

was
 

less
 

than
 

5%,which
 

met
 

the
 

prescribed
 

standards.When
 

the
 

detection
 

limit
 

was
 

verified,

the
 

repeated
 

detection
 

concentration
 

was
 

(1.00E+03)copy/mL,and
 

the
 

detection
 

rate
 

was
 

100%,meeting
 

the
 

requirements.Accuracy
 

linear
 

correlation
 

coefficient
 

R2=0.998
 

7,The
 

linear
 

relationship
 

between
 

(2.40E+
03)-(2.26E+07)

 

copy/mL
 

was
 

good,meeting
 

the
 

requirements.Conclusion The
 

main
 

performance
 

indexes
 

of
 

the
 

CMV-DNA
 

kit
 

have
 

reached
 

the
 

requirements
 

of
 

relevant
 

standards,and
 

can
 

be
 

applied
 

in
 

clinical
 

practice.
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巨细胞病毒(CMV)属于疱疹病毒亚科,在宿主

体内具有很强的潜伏能力[1]。根据宿主感染的时间

可以分为先天性感染和获得性感染[2]。先天性感染

主要是孕妇通过垂直途径感染新生儿[3],会引起新生

儿小头畸形,脑室肿大,肝脾肿大等疾病[4]。成人感

染CMV一般无症状,当机体免疫力低下时可导致肺

孢子菌肺炎等并发症[5]。目前临床检测抗体的灵敏

度与特异度低,实时荧光定量PCR因其在检测中快

速、高 效 特 点 在 临 床 被 广 泛 应 用[6]。根 据 CNAS-

CL36医学实验室质量和能力认可准则在基因扩增检

验领域的应用说明,实验室开展新项目前需对所采用

的商业检测试剂进行方法学性能验证,主要包括精密

度、检出限、正确度、线性范围等[7]。因此,本研究对

上海之江生物的CMV核酸(CMV-DNA)试剂盒进行

性能验证,以期达到临床检测的要求。

1 材料与方法

1.1 标本来源 CMV-DNA标本来自2020年6月1
日徐州医科大学附属医院感染科。
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1.2 仪器与试剂 SLAN-96P荧光定量PCR仪。

CMV-DNA 测 定 试 剂 盒(批 号 P20191201)、CMV-
DNA阴性血清对照品和CMV-DNA临界阳性对照

品均购自上海之江生物科技股份有限公司。

1.3 方法

1.3.1 DNA 提取与PCR反应 严格按照 CMV-
DNA测定试剂盒的要求进行。37

 

℃
 

2
 

min,94
 

℃
 

2
 

min循环一次;然后93
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,循环40
次,单点荧光检测在60

 

℃。PCR结果判读:仪器生成

准曲线后,会自动显示定量值。当检测样本的检测值

在[(1.00E+03)~(1.00E+07)]copy/mL范围时,
测定结果有效。如果超过该范围可将其稀释后再进

行测量。

1.3.2 性能验证指标及验证方法

1.3.2.1 精密度 收集高浓度样本和低浓度样本各

1例,每次实验重复4次,分5次测定,总计重复20
次,记录每次检测结果,计算Ct值的均值(x)、标准差

(SD)、变异系数(CV),此为批间精密度;统计20次

检测结果,计算其Ct值的x、SD、CV,此为批内精密

度。根据EP5-A2要求批内、批间精密度的CV 与实

验室自定标准5%进行比较。

1.3.2.2 检出限 根据EP17-A文件的要求进行检

测线验证时,至少测量20次。因此将已知结果的

CMV阳性标本,稀释至试剂检测下限(1.00E+03)

copy/mL附近,对该标本重复测量20次,进行结果分

析,可接受标准:阳性检出率>95%。

1.3.2.3 正确度 取20例已知测定结果的样本,其
测定浓度值范围为[0~(1.50E+07)]copy/mL,使其

分布于整个线性范围内。测定结果与标准品结果进

行比较,绘制曲线。

1.3.2.4 线性范围 将7次方高浓度样本进行10
倍梯度稀释达到或接近试剂盒标明的定量检测限,进
行2次重复检测。然后以测量值为X,理论值为Y 绘

制拟合曲线,计算线性相关系数,R2≥0.980
 

0则符合

要求。

1.4 统计学处理 
 

将CMV-DNA所测值转化为对

数值,采用 Microsoft
 

Excel统计软件,进行x、CV、
SD、线性范围等相关分析。

2 结  果

2.1 精密度 批内精密度验证结果:高浓度样本与

低浓度样本20次检测结果其对数值的CV 分别为

1.64%、1.56%,见表1。批间精密度验证结果:高浓

度与低浓度样本分别测定5次,每次重复4次其对数

值的CV 分别为1.64%、1.56%,见表2。批间与批内

精密度CV 值均小于规定标准5%,符合要求。

2.2 检出限 已知试剂盒的最低检出限为(1.00E+
03)copy/mL,将样本稀释到检出限,重复测定20次,

其阳性检出率为100%,超过行业标准规定的95%,
符合要求,见表3。

表1  CMV-DNA批内精密度评价结果

样本编号
高浓度样本

浓度值(copy/mL) 对数值

低浓度样本

浓度值(copy/mL) 对数值

1 2.95E+06 6.47 1.85E+04 4.27

2 3.03E+06 6.48 2.07E+04 4.32

3 3.23E+06 6.51 2.61E+04 4.42

4 2.28E+06 6.36 2.18E+04 4.34

5 1.97E+06 6.29 2.02E+04 4.30

6 1.87E+06 6.27 2.26E+04 4.35

7 1.66E+06 6.22 1.93E+04 4.29

8 1.62E+06 6.21 2.16E+04 4.34

9 1.50E+06 6.18 1.35E+04 4.13

10 1.70E+06 6.23 1.65E+04 4.22

11 1.62E+06 6.21 1.89E+04 4.28

12 1.52E+06 6.18 2.25E+04 4.35

13 1.90E+06 6.28 1.82E+04 4.26

14 1.53E+06 6.18 1.70E+04 4.23

15 1.63E+06 6.21 1.41E+04 4.15

16 1.52E+06 6.18 2.10E+04 4.32

17 1.76E+06 6.25 1.88E+04 4.27

18 1.72E+06 6.24 1.86E+04 4.27

19 1.60E+06 6.20 2.21E+04 4.34

20 1.51E+06 6.18 1.83E+04 4.26

  注:-表示无数据。

表2  CMV-DNA批间精密度评价结果

时间 次数

高浓度样本

浓度值

(copy/mL)
对数值

低浓度样本

浓度值

(copy/mL)
对数值

第1天 1 2.95E+06 6.47 1.85E+04 4.27
 

2 3.03E+06 6.48
 

2.07E+04 4.32
 

3 3.23E+06 6.51
 

2.61E+04 4.42
 

4 2.28E+06 6.36
 

2.18E+04 4.34
 

第2天 1 1.97E+06 6.29
 

2.02E+04 4.30
 

2 1.87E+06 6.27
 

2.26E+04 4.35
 

3 1.66E+06 6.22
 

1.93E+04 4.29
 

4 1.62E+06 6.21
 

2.16E+04 4.34
 

第3天 1 1.50E+06 6.18
 

1.35E+04 4.13
 

2 1.70E+06 6.23
 

1.65E+04 4.22
 

3 1.62E+06 6.21
 

1.89E+04 4.28
 

4 1.52E+06 6.18
 

2.25E+04 4.35
 

第4天 1 1.90E+06 6.28
 

1.82E+04 4.26
 

2 1.53E+06 6.18
 

1.70E+04 4.23
 

3 1.63E+06 6.21
 

1.41E+04 4.15
 

4 1.52E+06 6.18
 

2.10E+04 4.32

·6832· 检验医学与临床2021年8月第18卷第16期 Lab
 

Med
 

Clin,August
 

2021,Vol.18,No.16



续表2  CMV-DNA批间精密度评价结果

时间 次数

高浓度样本

浓度值

(copy/mL)
对数值

低浓度样本

浓度值

(copy/mL)
对数值

第5天 1 1.76E+06 6.25
 

1.88E+04 4.27
 

2 1.72E+06 6.24
 

1.86E+04 4.27
 

3 1.60E+06 6.20
 

2.21E+04 4.34

4 1.51E+06 6.18
 

1.83E+04 4.26
 

  注:-表示无数据。

表3  CMV-DNA检出限的评价结果

样本编号 浓度值(copy/mL) 对数值

1 2.01E+03 3.30

2 2.10E+03 3.32

3 3.54E+03 3.55

4 3.14E+03 3.50

5 1.79E+03 3.25

6 2.73E+03 3.44

7 2.51E+03 3.40

8 2.67E+03 3.43

9 2.09E+03 3.32

10 1.93E+03 3.28

11 2.70E+03 3.43

12 3.20E+03 3.51

13 2.28E+03 3.36

14 2.44E+03 3.39

15 2.79E+03 3.45

16 3.23E+03 3.51

17 1.42E+03 3.15

18 2.69E+03 3.43

19 2.48E+03 3.39

20 2.03E+03 3.31

2.3 正确度 测定值与理论值的线性拟合方程为

Y=0.984
 

1X+0.058
 

6,其R2 为0.998
 

7符合要求,
见图1。

图1  正确度线性结果

2.4 线性范围 将样品浓度稀释分布在试剂盒的线

性范围内,绘制线性拟合方程为Y=1.004
 

9X+
0.018

 

2,R2=0.999
 

9,见图2。

图2  梯度稀释线性结果

3 讨  论

  目前,我国是CMV感染的高发区,人均感染率为

85%左右[8]。在人体免疫功能正常时CMV处于潜伏

期,当人体免疫功能缺陷时,潜伏的病毒会大量增殖,
所以,CMV 感染是艾滋病患者的第二大机会性感

染[9]。CMV感染也是常见的先天性感染,新生儿的

免疫系统尚未发育完全,感染CMV之后会产生严重

的后果,如听力损伤、神经功能异常等[10]。因此,对
CMV准确、快速地检测显得尤为重要。

实时荧光定量PCR对CMV检出率高,克服了传

统PCR重复性差、易假阳性等缺点,在临床得到了广

泛的应用[11]。实时荧光定量PCR通过检测 CMV-
DNA载量来实现早期检测,尤其是在CMV-IgM 阴

性时[12]。在进行实时荧光定量PCR结果分析时,需
要将原始数据取对数再进行分析,因为实时荧光定量

PCR原始数据成偏态分布,必须将其转化为正态分布

才能进行分析[13]。实验室需对试剂进行独立验证,确
保试剂盒在本实验符合规定的要求。精密度评价实

验应放在其他实验之前,因为精密度表示测量结果的

再现性,是获得良好准确性的先决条件[14]。本实验结

果显示,高浓度与低浓度样本批内与批间精密度的

CV 均小于5%,符合要求。
正确度为检测结果均值与真值之间的一致程度,

R2=0.998
 

7,说明测量值与理论值之间具有良好的

一致程度,该试剂盒的正确度符合要求。将样本稀释

在检出限(1.00E+03)copy/mL附近,重复测量20
次,检出率为100%,这有利于提高临床诊断的精准。
线性范围关系到是否可以为临床提供可靠的信息,线
性范围越宽则就越适用于临床[15]。本实验所用试剂

盒标明的线性范围为[(1.00E+03)~(1.00E+07)]
copy/mL,但 是 本 实 验 验 证 所 用 的 线 性 范 围 为

[(2.40E+03)~(2.26E+07)]copy/mL,最高浓度已
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经超过试剂盒所规定,线性良好R2=0.999
 

9,证明结

果可靠。
综上所述,本实验的CMV-DNA试剂盒精密度

高,正确度好,检出限可靠,具有良好的线性范围,可
以满足临床的需要。
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胞相关参数与防城及中山地区的各参数在参考区间

范围的宽度上有一定的差异,考虑检测设备不一样,
性能不一样,各地区的人口构成比例不一样,所以生

物参考区间也不能直接照搬其他地区的生物参考区

间来使用。
另有文献报道,新生儿血常规的生物参考区间与

分娩的方式有关[8],提示在设定血常规生物参考区间

时应区别设置剖宫产和顺产的范围参数。
综上所述,不同地区新生儿脐带血红细胞相关参

数生物参考区间存在差异,有必要建立不同地区的生

物参考区间。
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