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两种乙型肝炎病毒!
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荧光定量
?":

检测试剂盒检测结果之间的差异及各自临床应用的

优缺点&方法
!

分别用两种试剂检测
&((

例覆盖
!8#K@4

浓度测量区间的
%

组标本"每组
3(

例"比较各组结果之间的差异)分

别用黄疸'脂血'溶血标本做两种试剂的干扰试验"比较两者的抗干扰能力&结果
!

两种试剂检测高'中'低'临界值标本的结果符

合率!偏倚在
f0$%L

以内#分别为
*%L

'

'(L

'

%%L

'
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例
4

试剂检测为阴性的标本中有
+

例
8

试剂检测为临界值或低浓

度阳性值&

8

试剂检测结果受高黄疸标本影响较大"

4

试剂检测结果未受明显干扰&结论
!

采用+一步法,的
8

试剂检测灵敏度

较高"范围宽"操作简便"易标准化"省时省力"临床应用价值高)而
4

试剂抗干扰性相对较好&
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乙型肝炎病毒)
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K@4

的定量检测是反映乙肝病毒

在肝脏的复制程度的重要指标!也是评价临床抗病毒药物治疗

效果的重要依据.
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"荧光定量
?":

法检测
!8#K@4

现已

成为监测乙肝病毒复制最常用的检测手段.

)
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!对预测慢性乙肝

患者肝组织病理状态和病理学分级的效能最大.
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"目前
!8#

K@4

的试剂厂家很多!方法各不相同!在检测灵敏度#特异性#

定量准确性#检测范围和低病毒载量标本的检测精密度等方面

存在差异.
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"本研究将科室常用的两种
!8#K@4

检测试

剂盒!分别对其测量浓度区间的一致性#灵敏度#抗干扰性进行

了比较!现将结果报道如下"
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材料与方法
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仪器与试剂
!

仪器为达安
K40+((

型核酸扩增实时荧光

检测系统"

4

试剂)批号
&+%(&&&

!有效期至
3(&0

年
%

月
3

日*

为上海某生物工程股份有限公司提供的乙型肝炎病毒核酸定

量检测试剂盒)煮沸法提取
K@4

*!

8

试剂)批号
3(&+(3&

!有效

期至
3(&0

年
'

月
3'

日*为湖南某生物科技有限公司提供的乙

型肝炎病毒核酸定量检测试剂盒)一步法!常温裂解直接释放

核酸*"

$$%

!

材料
!

实验标本经
4

试剂检测
!8#K@4

浓度的标本

&((

例!按照阴性)浓度值为
(

!且扩增曲线为直线*#临界值
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*分
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组!每组
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例"选取

!8#K@4

阴性的高浓度黄疸#脂血#溶血标本"质控品为中

检所提供的
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)
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*!批号为

&+(3&&
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$$&
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方法
!

4

试剂采用煮沸法处理标本!加样
&((

(

<

!经煮

沸裂解!高速离心富集
K@4

!扩增条件为
%( _

反应
3P-/

!

*2_

保温
%P-/

!再按
*2_&(.

#

+(_)(.

!

2(

个循环"

8

试

剂采用一步法!加样量
%

(

<

!加入核酸释放剂后扩增!扩增条

件为
%(_

反应
3P-/

!

*2_

保温
%P-/

!再按
*2_&%.

#

%0_
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!
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个循环"两种试剂均采用
?":

荧光探针法!由同一操

作人员严格按照试剂说明书操作"
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!

统计学处理
!

血清
!8#K@4

检测结果浓度值经对数

转换后呈正态分布!各组检测结果对数值以
Pf4

表示!组间比

较采用配对
>

检验!所有分析使用
>?>>&&$%

统计软件进行分

析!

!

#

($(%

认为差异有统计学意义"

%

!

结
!!

果
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两种试剂检测
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结果比较
!

以
4

试剂为比较

方法!

8

试剂为实验方法"

4

#
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试剂分别检测
%

组浓度区间

)每组
3(

例标本!每个标本测
3

次取均值*的结果并取对数值!

计算
4

#

8

试剂测定结果的偏倚"参照分子诊断项目分析性能

评价标准两种方法的偏倚在
f0$%L

以内为结果一致"

4

#

8

两种试剂在检测
!8#K@4

高#中值浓度标本的相关性较好!

符合率大于
'(L

!低值和临界值的结果可比性差!符合率小于

%%L

!见表
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表
&

!!

两种试剂
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检测结果比对

浓度区间 符合例数)
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* 总标本数)
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* 符合率)
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高值
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中值
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临界值
+ 3( )(

%$%

!

!8#K@4

定量检测灵敏度的比较
!
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例
4

试剂检测

阴性)浓度值为
(

!且扩增曲线为直线*的标本中!有
+

例
8

试

剂检测结果为低浓度或临界值)浓度值
(

"

&(
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a

'

P<

*!扩增曲

线出现抬头"

8

试剂检测为阴性的标本!

4

试剂均未检出"说

明
8

试剂检测的灵敏度高于
4

试剂"

%$&

!

两种试剂抗干扰能力比较
!

选取
!8#K@4

定量检测

阴性的黄疸#脂血#溶血标本各
2

份!按生化检测其黄疸#脂血#

溶血指数依次为
V

#
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!干扰物最高浓度

分别为&总胆红素)
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!血红蛋白)
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"分别用以上血清按
&h2

的

比例稀释高浓度质控标本
!(

)靶值为
&g&(

'
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'
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*得到
)

组

有干扰物的高浓度标本)
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!理论浓度值为
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!理论浓度值为
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*"用
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试剂分别检测各个标本
)

次!取均值记录结

果"以理论浓度值对数为靶值!计算检测结果的偏倚!根据判

断标准!偏倚在
f0$%L

以内判定检测结果未受干扰"实验证

明
4

试剂抗干扰性较好+

8

试剂对脂血#溶血#低黄疸)黄疸指

数
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*抗干扰能力可接受!但对高黄疸标本)黄疸指数
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*检测结果影响很大!可
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假性增高或假性减低+其扩增曲线出现不规则的波浪状起伏!

见表
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"

表
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两种试剂抗干扰性比较%
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标本
4

试剂结果偏倚

黄疸 脂血 溶血
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试剂结果偏倚

黄疸 脂血 溶血
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本实验对两种
!8#K@4

荧光定量
?":

试剂的检测结果

和抗干扰能力进行了比对分析!根据相对偏倚
]

)实验值
U

参

比值*'参比值
g&((L

!参照
6>9&%&'*

中对临床基因扩增检验

的内检测系统的比对要求时系统误差的绝对值
#

0$%L

"实验

发现!在覆盖
%

个浓度区间的
&((

例标本中!两种试剂对高#中

值标本检测结果的符合率高!分别达
*%L

#

'(L

+对低值#临界

值标本检测结果的可比性差"同时!

3(

例
4

试剂检测阴性)浓

度值为
(

!且扩增曲线为直线*标本中有
+

例
8

试剂检测为临

界或低浓度阳性值!扩增曲线尾部出现抬头!说明
8

试剂检测

灵敏度较高)排除实验中标本污染因素*"临床治疗中!

!8#

K@4

浓度的精确定量对乙肝患者的抗病毒治疗效果及预后判

断很重要.
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"因此!该类标本建议采用
8

试剂检测以满足临

床要求"在临界值区间的标本建议进一步用磁珠法做高敏

!8#K@4

定量"

本研究中发现!

4

试剂的检测浓度下限为
&(((a

'

P<

!因

此对低浓度标本无法检测出来!假阴性率高+而
8

试剂检测下

限为
&((a

'

P<

!准确定量下限达
%((a

'

P<

!能较好地对低浓

度标本进行定量检测+

!8#K@4

检测下限的确定不但是反映

实验室检测系统的灵敏度!而且对乙型肝炎的诊断#治疗和预

后也有意义.
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/

"另有相关报道!国产试剂相当一部分标本检测

结果出现假阴性)低于检测范围*!且病毒载量越低!出现假阴

性的比例越高.
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"

实验同时发现!在两种试剂的抗干扰性方面!

4

试剂较
8

试剂抗干扰性好!

8

试剂检测结果受高黄疸血清影响大"分析

原因应是两者在处理标本!提取病毒核酸方法上的不同&

4

试

剂采用煮沸法提取病毒核酸!加标本量
&((

(

<

!高速离心!弃

上清液!再煮沸#裂解#高速离心富集
K@4

!取微量的
3

(

<

加

入反应管中+其间血清中的干扰物已基本被清除!对
K@4

的

扩增和荧光检测影响很小"

8

试剂采用一步法!直接将标本与

核酸释放剂混合加入反应管上机检测!因高黄疸标本对
?":

扩增仪荧光采集产生干扰!造成检测结果偏离真值"临床工作

中!部分乙肝患者有黄疸现象!当其血清生化检测黄疸指数高

于
VVV

!

586<

'

)+(

(

PIJ

'

<

时!应作适当稀释!降低血清黄

疸指数和总胆红素浓度!再用
8

试剂做
!8#K@4

定量检测"

4

#

8

两种试剂均为荧光探针法定量检测
!8#K@4

!两者

区别在于病毒核酸提取方法的不同"

4

试剂采用传统煮沸法!

据相关报道及本实验证实!其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.

&&1&3

/

"

由于标本经过高温裂解!高速离心富集等操作!溶血#脂血#黄

疸对实验结果的干扰很小.

&)

/

"

8

试剂采用提取液常温裂解!

,一步法-获取病毒核酸!在避免高黄疸血清标本干扰的情况

下!核酸提取效率高!值得推广应用"综上所述!临床基因扩增

实验室所使用的
?":

试剂盒的质量对测定结果的影响是直接

而至关重要的.

&2

/

"本实验结果显示!在两种
!8#K@4

检测

试剂荧光定量分析中!

8

试剂核酸获得率高#操作简便#灵敏度

较高!总体性能较好"同时!

8

试剂检测范围更宽!检测下限较

低!临床应用价值大"总之!为保证检验质量!临床基因扩增实

验室应选择符合临床应用!易于标准化操作的试剂+同时!做好

试剂的性能验证和试剂间比对及抗干扰因素分析!才能为临床

诊治提供准确而有价值的检测报告"
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