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  [摘 要] 目的 评估2种乙型肝炎病毒(HBV)-DNA提取方法及2家检测试剂的性能,有助于选择优

化提取试剂和检测试剂。方法 2023年4月采用达安全自动核酸提取仪提取法(磁珠法)和手工提取法(一步

法),并用达安和圣湘2种HBV-DNA试剂检测,对其进行精密度、正确度、线性范围、检出限及抗干扰能力等性

能进行验证和评价。结果 达安全自动核酸提取仪提取达安试剂检测、手工提取达安试剂检测和手工提取圣

湘试剂检测在精密度、正确度、线性范围、检出限方面验证结果均达标;达安全自动核酸提取仪提取圣湘试剂检

测在低值检测中变异系数大于5%,最低检测限验证不合格;抗干扰能力方面,全自动核酸提取仪提取的2.0
 

g/dL血红蛋白浓度的样本用达安和圣湘试剂检测结果均不受影响。手工提取甘油三酯浓度达3
 

000
 

mg/dL
的样本用达安和圣湘试剂检测的结果均不受影响。结论 不同厂家的提取和检测试剂避免混用,达安和圣湘

试剂对HBV-DNA定量检测的结果均符合要求。
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[Abstract] Objective To

 

evaluate
 

the
 

performance
 

of
 

two
 

hepatitis
 

B
 

virus(HBV)-DNA
 

extraction
 

methods
 

and
 

two
 

detection
 

reagents,and
 

to
 

help
 

select
 

and
 

optimize
 

the
 

extraction
 

reagents
 

and
 

detection
 

rea-
gents.Methods In

 

April
 

2023,Da'an
 

automatic
 

nucleic
 

acid
 

extractor
 

extraction
 

method(magnetic
 

bead
 

meth-
od)

 

and
 

manual
 

extraction
 

method(one-step
 

method)
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

HBV-DNA
 

with
 

Da'an
 

and
 

Shengx-
iang

 

reagents.The
 

precision,accuracy,linear
 

range,detection
 

limit
 

and
 

anti-interference
 

ability
 

were
 

verified
 

and
 

evaluated.Results The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

detection
 

results
 

of
 

Da'an
 

automatic
 

nucleic
 

acid
 

extrac-
tion

 

instrument
 

extraction
 

of
 

Da'an
 

reagent
 

detection,manual
 

extraction
 

of
 

Da'an
 

reagent
 

detection
 

and
 

manu-
al

 

extraction
 

of
 

Shengxiang
 

reagent
 

detection
 

were
 

up
 

to
 

the
 

standard
 

in
 

terms
 

of
 

precision,accuracy,linear
 

range
 

and
 

detection
 

limit.Shengxiang
 

reagent
 

was
 

extracted
 

by
 

Da'an
 

automatic
 

nucleic
 

acid
 

extraction
 

instru-
ment,coefficient

 

of
 

variability>5%
 

in
 

the
 

low
 

value
 

detection,the
 

minimum
 

detection
 

limit
 

verification
 

was
 

not
 

qualified.In
 

terms
 

of
 

anti-interference
 

ability,the
 

samples
 

with
 

2.0
 

g/dL
 

hemoglobin
 

concentration
 

ex-
tracted

 

by
 

the
 

automatic
 

nucleic
 

acid
 

extraction
 

instrument
 

were
 

not
 

affected
 

by
 

the
 

detection
 

results
 

of
 

Da'an
 

and
 

Shengxiang
 

reagents.Samples
 

with
 

triglyceride
 

concentration
 

up
 

to
 

3
 

000
 

mg/dL
 

were
 

extracted
 

manual-
ly,and

 

the
 

detection
 

results
 

of
 

both
 

reagents
 

were
 

not
 

affected.Conclusion Mixing
 

of
 

extraction
 

and
 

detection
 

reagents
 

from
 

different
 

manufacturers
 

should
 

be
 

avoided.The
 

results
 

of
 

quantitative
 

detection
 

of
 

HBV-DNA
 

by
 

the
 

integrated
 

reagents
 

of
 

Da'an
 

and
 

Shengxiang
 

met
 

the
 

requirements.
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  据最新数据估计,全球约有2亿人患有慢性乙型

肝炎(乙肝),我国现约有8
 

600万乙肝病毒(HBV)携
带者[1-2],每年新增感染病例150万例[3],且 HBV是

导致肝硬化和肝癌的主要原因[4]。虽然已有许多有

效的疫苗和抗病毒药物,但乙肝仍是严重危害我国人

民健康的重大传染病 之 一[5]。血 清 或 血 浆 HBV-
DNA水平能更准确地反映 HBV复制状态。HBV-
DNA定量检测对评估乙肝患者疗效具有重要意义,
可用于判断患者是否适合抗病毒治疗、监测抗病毒治

疗反应和病毒耐药性[6]。
当前,对HBV-DNA的提取方法主要有手工提取

和全自动核酸提取2种方法。相同的检测手段因提

取方法学的不同导致检测结果的准确性存在差异[7]。
本研究采用上述2种HBV-DNA提取方法,用不同的

HBV-DNA检测试剂、同一实时荧光定量扩增仪进行

性能验证,评估检测结果,筛选出适合于
 

HBV-DNA
的提取检测体系,达到优化 HBV-DNA检测流程的

目的。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验标本 选取2023年4月福建某三甲医

院乙肝患者 HBV定值高、低值血清与稀释用阴性血

清,无溶血、脂血等现象,且 HBV-DNA、人类免疫缺

陷病毒(HIV)、丙型肝炎病毒(HCV)、梅毒螺旋体

(TP)等感染性疾病筛查均为阴性。标准物质S2、S5
均购自北京康彻斯坦公司(批号:202303003)。

1.1.2 仪器与试剂 仪器为广州达安基因股份有限

公司生产的Stream
 

SP96全自动核酸提取仪、Light
 

Cycler
 

480荧光定量聚合酶链反应(PCR)仪等。测试

试剂为湖南圣湘生物技术股份有限公司生产的一步

式HBV核酸提取试剂盒(批号:22035)、HBV核酸测

定试剂盒(批号:20231228),广州达安基因股份有限公

司生产的核酸提取或纯化试剂盒(批号:20231118)等。

1.2 方法

1.2.1 检测方法 根据《医学实验室质量和能力认

可准则》《全国临床检验操作规程》等相关规定[8],由
同一名工作人员对

 

HBV-DNA
 

分别采用全自动核酸

提取仪法和手工法进行提取,用广州达安基因股份有

限公司和湖南圣湘生物技术股份有限公司生产的

HBV-DNA定量检测试剂盒进行检测,组合如下:(1)
机提达安试剂检测;(2)手工提取达安试剂检测;(3)
机提圣湘试剂检测;(4)手工提取圣湘试剂检测。用

Light
 

Cycler
 

480实时荧光PCR仪进行扩增,对其进

行了精密度、正确度、线性范围、检出限及抗干扰能力

等方面的性能验证试验。

1.2.2 精密度评价 使用低值(102~103
 

IU/mL)、
高值(105~106

 

IU/mL)临床混合样本各1份,在较短

时间及稳定条件下同时用全自动核酸提取(磁珠法)
与手工提取(一步法),并用达安和圣湘2种试剂各分

别独立检测20次,计算均值、标准差(SD)和变异系

数(CV),批内精密度试验,CV≤5%为合格。

1.2.3 正确度验证评价 参考美国临床和实验室标

准化协会EP15-A3《临床实验室定量检测方法的初步

评价》[9],对2023年上半年参加的福建省室间质评检

测的样本按国家卫生健康委员会临床检验中心的判

断标准将检测结果与回报结果的靶值及允许范围进

行比对,检测结果在允许范围内为合格。

1.2.4 线性范围验证评价 选取1例HBV-DNA高

浓度样本(108
 

IU/mL),并用阴性血清进行倍比稀释,
配制成系列梯度的血清样本,最低浓度为试剂说明的

定量线性范围下限,使检出限上的点不少于5个。对

各样本进行3次重复试验,并对结果进行分析。获得

3次测定结果的平均值和每一个稀释度的期望值,将
实际测量均值的对数值设置为Y,将稀释血清浓度预

测值的对数值设置为X,绘制线性回归曲线并进行回

归分析[10]。肉眼观察有无异常值,计算线性回归公

式:Y=aX+b和相关系数(R2)。R2≥0.95为符合

要求,R2 接近1的情况下具有良好的相关性。

1.2.5 最低检测限验证评价 参考美国临床和实验

室标准化协会EP17-A《检出限和定量检出限确定方

案》[11],使用阴性血清将标准物质(1.41E+03
 

IU/L)
稀释到试剂说明书声明的检测下限(30

 

IU/mL),稳
定条件下及在较短时间内进行独立检测(全自动核酸

提取和手工提取2种方法,达安和圣湘2种检测试剂

各20次),若阳性率大于或等于95%则为合格。

1.2.6 抗干扰实验验证评价 取HBV-DNA阴性全

血样本反复冻融导致完全溶血后,用全自动血细胞分

析仪测定血红蛋白浓度,用阴性血清稀释到血红蛋白

浓度为2.0
 

g/dL(试剂盒声明的不会影响检测结果的

最大血红蛋白浓度)备用;用脂肪浓度为3
 

000
 

mg/dL
[试剂盒声明的不会影响检测结果的最大甘油三酯

(TG)浓度]的纯牛奶作为高浓度 TG
 

HBV-DNA阴

性样本;以无溶血、脂血的阴性血清对高浓度 HBV-
DNA倍比稀释的样本为原液样本。用高血红蛋白血

清和高TG浓度样本及无溶血、脂血的阴性血清分别

对107 浓度样本(无溶血、脂血)倍比稀释为106、105、

104、103,对比分析溶血和高血脂对样品提取与扩增的

影响。稀 释 前 后 检 测 结 果 Δlg< ±0.4 为 符 合

标准[12]。

1.3 统计学处理 对每个HBV-DNA定量检测实验

结果均进行以10为底的对数转换,并使用Excel2007
软件进行数据分析,计算平均数、SD、CV 等,绘制各

组合函数关系的线性回归曲线,R2≥0.95表示具有

良好的相关性。
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2 结  果

2.1 精密度验证 低值样本HBV-DNA批内精密度

评估结果见表1。除机提圣湘试剂检测的CV>5%
外,其他组合CV 值均小于5%;高值样本 HBV-DNA
批内精密度评估结果见表2。4种组合的高值批内

 

CV 值均小于
 

5%,均在可接受范围内,符合临床检测

标准。机提圣湘试剂检测的低、高值结果均低于其他

3个组合结果。
2.2 正确度验证 2023年上半年参与福建省临床检

验中心HBV-DNA室间质评的5个样品的检测结果:
除机提圣湘试剂检测结果不合格外,其他3个组合检

测结果均在允许范围内,达到了规定的标准。见表3。
2.3 线性范围 梯度稀释的样本浓度为10~108

 

IU/L,分别用机提达安试剂检测、手工提取达安试剂

检测、机提圣湘试剂检测及手工提取圣湘试剂检测。
3次重复检测结果的平均值取对数作为X 轴,每个稀

释梯度的预期理论值取对数后为Y 轴,绘制5个组合

检测值与理论值间的线性回归曲线,见图1。机提达

安试剂检测实际值与理论值的直线回归方程为Y=
1.029

 

5X+0.195
 

0,R2=0.997
 

2;手工提取达安试

剂检测 实 际 值 与 理 论 值 的 直 线 回 归 方 程 为Y=
1.048

 

2X+0.131
 

5,R2=0.998
 

0;机提圣湘试剂检

测实 际 值 与 理 论 值 的 直 线 回 归 方 程 为 Y =

0.884
 

5X+1.910
 

6,R2=0.968
 

3;手工提取圣湘试

剂检 测 实 际 值 与 理 论 值 的 直 线 回 归 方 程 为 Y=
0.926X+0.457

 

4,R2=0.998
 

0。实际检测值与预期

理论值比较,差异无统计学意义(P>0.05);实验结果

符合HBV-DNA定量试剂说明书要求。
2.4 最低检测限验证 机提达安试剂检测、手工提

取达安试剂检测阳性率均为100%,符合检测要求。
手工提取圣湘试剂检测阳性率为95%,机提圣湘试剂

检测阳性率为0,均为不合格。见表4。
表1  低值 HBV-DNA批内精密度评估结果

项目
机提达安

试剂检测

手工提取达安

试剂检测

机提圣湘

试剂检测

手工提取圣湘

试剂检测

均值(log10) 3.20 3.57 2.58 3.46

SD 0.112 0.129 0.228 0.092

CV(%) 4.05 4.96 8.65 3.66

表2  高值 HBV-DNA批内精密度评估结果

项目
机提达安

试剂检测

手工提取达安

试剂检测

机提圣湘

试剂检测

手工提取圣湘

试剂检测

均值(log10) 6.11 6.17 5.23 6.39

SD 0.046 0.276 0.075 0.036

CV(%) 0.75 4.48 1.20 0.56

表3  福建省临床检验中心2023年上半年 HBV-DNA室间质评结果

样本

编号

机提达安试剂检测

浓度(IU/mL) 结果对数

手工提取达安试剂检测

浓度(IU/mL) 结果对数

机提圣湘试剂检测

浓度(IU/mL) 结果对数

手工提取圣湘试剂检测

浓度(IU/mL) 结果对数
允许范围

23101 4.19E+05 5.62 4.63E+05 5.67 1.16E+04 4.06 7.61E+05 5.88 5.94±0.40

23102 2.26E+03 3.35 2.22E+03 3.35 7.29E+02 2.86 4.00E+03 3.60 3.70±0.40

23103 2.17E+07 7.43 1.06E+07 7.03 1.08E+06 6.03 2.96E+07 7.47 7.40±0.40

23104 0 - 0 - 0 - 0 - 0

23105 3.03E+07 7.48 1.11E+07 7.05 1.99E+06 6.30 2.86E+07 7.46 7.40±0.40

  注:-表示无此项。

表4  HBV-DNA最低检测限评估结果

检测方式 HBV-DNA样本浓度(IU/mL) 检出数(n) 平均检测值(IU/mL) 检出数(n) 检出率(%)

机提达安试剂检测 30 20 20.20 20 100

手工提取达安试剂检测 30 20 27.70 20 100

机提圣湘试剂检测 30 20 0 0 0

手工提取圣湘试剂检测 30 20 39.50 19 95

2.5 抗干扰实验结果 血红蛋白抗干扰性实验结果

见表5。手工提取血红蛋白浓度达
 

2.0
 

g/dL的样本

用达安和圣湘试剂检测结果均受影响,检测103、104、

105、106
 

IU/mL
 

4个水平浓度的样本检测值较原值均

低一个数量级,特别是手工提取达安试剂检测,肉眼

观察阳性样本的荧光值非常低,严重影响结果计算。

全自动核酸提取仪提取的同样高血红蛋白浓度的样

本用达安和圣湘试剂检测的结果均不受影响。TG抗

干扰实验结果见表6。全自动核酸提取仪提取TG浓

度达3
 

000
 

mg/dL的样本,用达安和圣湘试剂检测

103、104、105、106
 

IU/mL
 

4个水平浓度的样本结果均

较原值低,而同样TG浓度的样本手工提取2种试剂
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检测的结果均不受影响。

  注:A.机提达安试剂检测;B.手工提取达安试剂检测;C.机提圣湘试剂检测;D.手工提取圣湘试剂检测。

图1  实际检测值与预期理论值回归曲线

表5  血红蛋白抗干扰实验结果

检测方式 序号 测定值(IU/mL) 测定对数值 理论值(IU/mL) 理论对数值 Δlg Δlg是否小于±0.4

机提达安试剂检测 1 2.60E+03 3.41 5.10E+03 3.71 -0.29 是

2 2.62E+04 4.42 3.78E+04 4.58 -0.16 是

3 3.52E+05 5.55 4.55E+05 5.66 -0.11 是

4 3.28E+06 6.52 4.29E+06 6.63 -0.12 是

手工提取达安试剂检测 1 1.79E+02 2.25 3.20E+03 3.51 -1.25 否

2 1.66E+03 3.22 2.15E+04 4.33 -1.11 否

3 1.25E+04 4.10 2.69E+05 5.43 -1.33 否

4 9.33E+05 5.97 4.04E+06 6.61 -0.64 否

机提圣湘试剂检测 1 5.67E+02 2.75 4.73E+02 2.67 0.08 是

2 2.27E+03 3.36 2.86E+03 3.46 -0.10 是

3 2.14E+04 4.33 2.83E+04 4.45 -0.12 是

4 2.30E+05 5.36 3.62E+05 5.56 -0.20 是

手工提取圣湘试剂检测 1 3.59E+02 2.55 3.32E+03 3.52 -0.97 否

2 4.09E+03 3.61 3.76E+04 4.57 -0.96 否

3 3.70E+04 4.57 4.05E+05 5.61 -1.04 否

4 5.25E+05 5.72 5.71E+06 6.76 -1.04 否

表6  TG抗干扰实验结果

检测方式 序号 测定值(IU/mL) 测定对数值 理论值(IU/mL) 理论对数值 Δlg Δlg是否小于±0.4

机提达安试剂检测 1 8.70E+02 2.94 5.10E+03 3.71 -0.77 否

2 7.10E+03 3.85 3.78E+04 4.58 -0.73 否

3 6.27E+04 4.80 4.55E+05 5.66 -0.86 否

4 7.30E+05 5.86 4.29E+06 6.63 -0.77 否

手工提取达安试剂检测 1 1.69E+03 3.23 3.20E+03 3.51 -0.28 是

2 2.21E+04 4.34 2.15E+04 4.33 0.01 是

3 2.05E+05 5.31 2.69E+05 5.43 -0.12 是
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续表6  TG抗干扰实验结果

检测方式 序号 测定值(IU/mL) 测定对数值 理论值(IU/mL) 理论对数值 Δlg Δlg是否小于±0.4

4 2.78E+06 6.44 4.04E+06 6.61 -0.16 是

机提圣湘试剂检测 1 0.00E+00 0.00 4.73E+02 2.67 -2.67 否

2 3.14E+02 2.50 2.86E+03 3.46 -0.96 否

3 2.20E+03 3.34 2.83E+04 4.45 -1.11 否

4 1.55E+04 4.19 3.62E+05 5.56 -1.37 否

手工提取圣湘试剂检测 1 3.92E+03 3.59 3.32E+03 3.52 0.07 是

2 5.55E+04 4.74 3.76E+04 4.57 0.17 是

3 5.18E+05 5.71 4.05E+05 5.61 0.11 是

4 6.82E+06 6.83 5.71E+06 6.76 0.08 是

3 讨  论

  每年我国新增41万肝癌患者[13],其中90%的肝

癌是由HBV感染所致[14]。乙肝患者长期(1年以上)
接受规范一线口服抗 HBV药物治疗后,使用荧光定

量PCR法检测血清 HBV-DNA,仍持续或间歇地检

出阳性(2
 

000
 

IU/mL以下)就是低病毒血症。低水

平HBV-DNA是纤维化进展的独立危险因素[15]。
 

HBV-DNA定量检测主要用于评估HBV感染者

病毒复制水平,是抗病毒治疗适应证选择及疗效判断

的重要指标。对筛查出的HBsAg阳性者及已开始抗

病毒治疗的慢性乙肝患者,采用高灵敏的实时定量

PCR方法检测 HBV-DNA,有助于检出低病毒载量

者,以便尽早开始抗病毒治疗或及时调整治疗方案。
真实、可靠的HBV-DNA

 

检测结果不仅是预防感

染HBV的关键,也是监测乙肝患者疗效的关键指标。
检测系统的性能验证是检验工作中保证检测质量的

前提。本研究根据GB/T37871-2019《核酸检测试剂

盒质量评价技术规范》和CANS-CL02-A009:2018《医
学实验室质量和能力认可准则在分子诊断领域的应

用说明》要求,对所用 HBV-DNA提取和检测系统的

精密度、正确度、检测限及线性范围进行了验证评估,
结果显示,达安全自动核酸提取仪提取和手工提取的

核酸用达安 HBV-DNA定量检测试剂检测及手工提

取的核酸用圣湘 HBV-DNA定量检测试剂检测,低、
高值同批次分别重复检测

 

20
 

次,计算批内精密度

CV<5%,符合要求;正确度方面,2023年上半年参与

福建省临床检验中心 HBV-DNA室间质评的5个样

品的检测结果均在允许范围内;最低检出限方面,均
能检测到试剂说明书声明的30

 

IU/mL浓度;线性范

围方面,也均能达到各自说明书声明范围,且线性关

系良好。对达安全自动核酸提取仪提取圣湘 HBV-
DNA定量检测试剂检测结果的性能验证指标,特别

是低值的检测结果均不理想。分析原因为主要是不

同厂家的试剂加样量和扩增体系不同造成的失真

结果。

本研究抗干扰实验采用自制脂肪血和溶血阴性

样本,对无溶血、无脂血107
 

IU/mL浓度样本梯度稀

释成106、105、104、103
 

IU/mL
 

4个样本连续检测3
次,各项目均可以100%检出。但数值方面,对试剂盒

声明的不影响检测最大血红蛋白浓度(2.0
 

g/dL)的
溶血样本用手工提取检测结果较原值结果不符合Δlg
<±0.4;试剂盒声明的不影响检测结果的最大 TG
浓度(3

 

000
 

mg/dL)的脂血样本用全自动核酸提取仪

提取检测结果较原值结果不符合Δlg<±0.4,二者均

较原值低。分析原因为:高浓度血红蛋白超过手工提

取物中的特异性抗抑制DNA聚合酶活性物质,使抑

制物不能被完全消除,从而造成影响,使检测结果偏

低;由于TG是脂溶性,特别是TG高浓度样本,因张

力影响磁珠的吸附率,进而影响全自动核酸提取仪的

提取效率,从而造成 HBV-DNA检测结果偏低。因

此,对高浓度溶血或脂血样本要选择合适的提取方

法,避免漏检。
综上所述,为更好地避免低水平HBV-DNA的漏

检,在选择合适扩增试剂的同时,还应按需求选择合

适的核酸提取方法,按《CNAS-GL039分子诊断检验

程序性能验证指南》[16]要求选用一体化提取和扩增试

剂,在满足试剂性能验证条件下,根据各自实验室条

件和需求选择手工或全自动核酸提取仪提取。
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