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  摘 要:目的 探讨静态核酸制备技术试剂盒在乙型肝炎低病毒载量样本中的检测能力,及其在临床诊疗

中的应用价值。方法 采用乙型肝炎病毒(HBV)-DNA阴性血清作为稀释液,稀释世界卫生组织(WHO)标准

品至80
 

IU/mL,依次用阴性血清倍比稀释,制备最低至1.25
 

IU/mL样本,采用静态核酸制备技术试剂盒和罗

氏COBAS核酸检测系统同步检测。同时采用静态核酸制备技术试剂盒对罗氏COBAS核酸检测系统检测40
例结果在20~2.0×107

 

IU/mL的临床样本、20例结果小于20
 

IU/mL的样本和20例表面抗原阴性体检人员

血清样本进行研究。分析两种方法的一致性。结果 对20例表面抗原阴性样本进行4次重复检测,静态核酸

制备技术试剂盒的阴性符合率为100.0%;该技术的检测限为1.25
 

IU/mL,定量限为2.50
 

IU/mL,低于试剂

盒声称的定量限5.00
 

IU/mL,低于罗氏COBAS核酸检测系统的检测限(20.00
 

IU/mL)。采用静态核酸制备

技术试剂盒检测40.00
 

IU/mL和80.00
 

IU/mL样本的变异系数分别为4.28%和4.77%,而罗氏COBAS核

酸检测系统分别为6.51%和6.21%。对罗氏COBAS核酸检测系统检测结果小于20.00
 

IU/mL的临床样本,
采用静态核酸制备技术试剂盒进行复测,45%的样本检测结果大于5.00

 

IU/mL。对罗氏COBAS核酸检测系

统检测结果在20.0~2.0×107
 

IU/mL临床样本进行检测,两种方法测定值lg差值均未超过±0.5,二者相关

系数为0.994
 

9。两种方法可操作性比较,静态核酸制备技术试剂盒在操作时间、成本、检测通量等方面均优于

罗氏COBAS核酸检测系统。结论 静态核酸制备技术试剂盒检测HBV-DNA样本的定量限为2.50
 

IU/mL,
其精密度明显优于罗氏COBAS核酸检测系统。该方法操作简单、快速,可作为临床抗病毒治疗疗效观察的首

选检测方法。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

capability
 

of
 

static
 

nucleic
 

acid
 

preparation
 

technology
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

hepatitis
 

B
 

low
 

viral
 

load
 

samples
 

and
 

its
 

application
 

value
 

in
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

treatment.
Methods Hepatitis

 

B
 

virus
 

(HBV)-DNA
 

negative
 

serum
 

was
 

used
 

as
 

the
 

diluent
 

to
 

dilute
 

the
 

WHO
 

standard
 

(80
 

IU/mL),and
 

the
 

samples
 

were
 

successively
 

diluted
 

with
 

negative
 

serum
 

to
 

prepare
 

samples
 

at
 

the
 

mini-
mum

 

of
 

1.25
 

IU/mL.Static
 

nucleic
 

acid
 

preparation
 

technology
 

and
 

Roche
 

COBAS
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

sys-
tem

 

were
 

used
 

for
 

simultaneous
 

detection.At
 

the
 

same
 

time,the
 

static
 

nucleic
 

acid
 

preparation
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

study
 

40
 

clinical
 

samples,20
 

samples
 

with
 

the
 

result
 

less
 

than
 

20
 

IU/mL
 

and
 

20
 

serum
 

samples
 

of
 

sur-
face

 

antigen
 

negative
 

health
 

examination
 

personnel,which
 

already
 

detected
 

by
 

Roche
 

COBAS
 

nucleic
 

acid
 

de-
tection

 

system.The
 

consistency
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

analyzed.Results Four
 

times
 

of
 

repeated
 

tests
 

were
 

performed
 

on
 

20
 

negative
 

samples,and
 

the
 

negative
 

coincidence
 

rate
 

of
 

the
 

static
 

nucleic
 

acid
 

preparation
 

tech-
nology

 

kit
 

was
 

100.0%.The
 

lowest
 

detect
 

limit
 

of
 

the
 

technique
 

was
 

1.25
 

IU/mL
 

and
 

the
 

limit
 

of
 

quantita-
tion

 

was
 

2.50
 

IU/mL,which
 

was
 

lower
 

than
 

the
 

sensitivity
 

of
 

limit
 

of
 

quantitation
 

(5.00
 

IU/mL)
 

claimed
 

by
 

the
 

kit
 

and
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

limit
 

of
 

quantitation
 

(20.00
 

IU/mL)
 

of
 

the
 

Roche
 

COBAS
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

system.The
 

coefficient
 

of
 

variation
 

of
 

the
 

static
 

nucleic
 

acid
 

preparation
 

kit
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

40.00
 

IU/mL
 

and
 

80.00
 

IU/mL
 

samples
 

was
 

4.28%
 

and
 

4.77%,respectively,while
 

that
 

of
 

the
 

Roche
 

CO-
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BAS
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

system
 

was
 

6.51%
 

and
 

6.21%,respectively.For
 

clinical
 

samples
 

with
 

the
 

detection
 

result
 

less
 

than
 

20.00
 

IU/mL
 

by
 

Roche
 

COBAS
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

system,the
 

static
 

nucleic
 

acid
 

prepara-
tion

 

technology
 

kit
 

was
 

used
 

for
 

retest
 

and
 

the
 

detection
 

result
 

of
 

45%
 

samples
 

was
 

greater
 

than
 

5.00
 

IU/mL.
For

 

clinical
 

samples
 

with
 

the
 

detection
 

result
 

of
 

Roche
 

COBAS
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

system
 

in
 

the
 

range
 

of
 

20.0-2.0×107
 

IU/mL,the
 

difference
 

of
 

lg
 

of
 

the
 

values
 

determined
 

by
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

not
 

more
 

than
 

0.5,and
 

the
 

correlation
 

coefficient
 

was
 

0.994
 

9.The
 

operability
 

of
 

the
 

two
 

kits
 

was
 

compared.The
 

static
 

nu-
cleic

 

acid
 

preparation
 

technology
 

kit
 

was
 

superior
 

to
 

Roche
 

COBAS
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

system
 

in
 

terms
 

of
 

operation
 

time,cost,and
 

detection
 

throughput.Conclusion The
 

quantitation
 

limit
 

of
 

the
 

static
 

nucleic
 

acid
 

preparation
 

technology
 

kit
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

HBV-DNA
 

samples
 

is
 

2.50
 

IU/mL,and
 

the
 

precision
 

is
 

signifi-
cantly

 

superior
 

to
 

that
 

of
 

Roche
 

COBAS
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

system.The
 

method
 

was
 

simple
 

and
 

rapid
 

to
 

operate,and
 

could
 

be
 

used
 

as
 

the
 

first-choice
 

detection
 

kit
 

for
 

clinical
 

antiviral
 

treatment
 

efficacy
 

observation.
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hepatitis

 

B
 

virus; viral
 

load

  乙型肝炎病毒(HBV)感染是我国最严峻的公共

卫生问题之一[1]。而血清中 HBV-DNA载量是检测

HBV感染最直接的指标[2],血清中的 HBV-DNA水

平变化可以为乙型肝炎(以下简称乙肝)的临床诊治

提供依据[3]。近年来,由于抗病毒药物的应用,患者

体内的HBV-DNA水平往往维持在较低水平,临床多

出现用药后反弹的情况[4]。相关指南指出:为了避免

乙肝复发,HBV-DNA需控制在实时荧光定量PCR
检测不到的水平(5~10

 

IU/mL)[5]。目前,国内三甲

医院多采用罗氏COBAS核酸检测系统,其定量限在

20
 

IU/mL,少数医院采用国产试剂盒,其定量限普遍

在100
 

IU/mL,灵敏度较低,不能满足美国肝病研究

协会的标准和乙肝临床诊断治疗的需求。基于以上

问题,急需一种检测乙肝低病毒载量的技术。然而病

毒载量的检测结果往往受到实时荧光定量PCR反应

过程中产生的非特异性产物的干扰,影响了结果的判

断[6]。这就对HBV-DNA的临床检测技术提出了更

高的要求。
国家药品监督管理局批准北京纳捷诊断技术有

限公司研发的HBV-DNA定量检测试剂盒上市,灵敏

度达到5
 

IU/mL[7]。该试剂盒采用了最新的静态核

酸制备技术试剂盒,在1个试管中完成核酸提取及扩

增全过程,样本直接加到核酸裂解液中无须混匀,具
有静态漂洗、磁珠参与PCR反应,无核酸丢失及操作

步骤少、低值重复性好、实验室污染可控的优势,可对

低病毒载量进行检测,结果可靠性高。本研究采用世

界卫生组织(WHO)标准品及临床样本,同时与罗氏

COBAS核酸检测系统进行比对,旨在分析静态核酸

制备技术试剂盒的检测能力,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 WHO标准品(批号:201601),浓度

为1.0×108
 

IU/mL,经 HBV-DNA 阴性血清3次

100倍稀释后,制成1.0×102
 

IU/mL标准品。取40
 

mL的1.0×102
 

IU/mL标准品稀释样本与10
 

mL
 

HBV-DNA阴性血清混匀,制成80
 

IU/mL的稀释样

本,然后采用阴性稀释液进行1∶1倍数稀释,依次制成

浓度为80.00、40.00、20.00、10.00、5.00、2.50、1.25
 

IU/mL的待测样本。收集烟台市奇山医院80例罗氏

COBAS核酸检测系统检测临床样本,其中20例表面

抗原阴性体检人员血清样本(献血员样本),20例结果

小于20
 

IU/mL的样本,40例结果在20.0~2.0×107
 

IU/mL的样本。

1.2 仪器与试剂 选择北京纳捷诊断试剂有限公司

生产的 HBV-DNA定量检测试剂盒(PCR-荧光探针

法)和上海宏石医疗科技有限公司生产的SLAN-96P
扩增仪进行研究。选择罗氏COBAS核酸检测系统进

行对比检测。

1.3 方法 静态核酸制备技术试剂盒与罗氏CO-
BAS核 酸 检 测 系 统 同 步 对80.00、40.00、20.00、

10.00、5.00、2.50、1.25
 

IU/mL的稀释样本和 HBV-
DNA阴性血清进行检测。

除此以外,用静态核酸制备技术试剂盒检测临床

样本1~80,其中临床样本1~20为表面抗原阴性样

本,临床样本21~40为罗氏COBAS核酸检测系统检

测结果小于20
 

IU/mL的样本,临床样本41~80为罗

氏COBAS核酸检测系统检测结果在20.0~2.0×
107

 

IU/mL的样本。
静态核酸制备技术试剂盒:按照 HBV裂解液每

人份100
 

μL+HBV内标1.0
 

μL配制裂解液,充分混

匀后立即按每孔100
 

μL分装到PCR扩增管中。在

已经分装提取液的PCR管内加入100
 

μL待测样本

(校准品、质控品同样本操作),无须混匀;室温静置

5~10
 

min。将PCR管转移至磁力架上,静置2~3
 

min,用移液器或负压装置吸取上清液后丢弃。保持

PCR管在磁力架上,每孔加入 HBV漂洗液(DWB)

250
 

μL,静置2
 

min,用移液器或负压装置吸取上清液
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后丢弃。取相应量的HBV
 

PCR反应液及HBV酶混

合液,按(HBV
 

PCR反应液每人份43.0
 

μL+HBV
酶混合液每人份2.0

 

μL)比例配制,充分混匀成PCR-
Mix,即刻使用。每孔加入45.0

 

μL的PCR-Mix,盖
上管盖,颠倒轻轻弹下磁珠,使PCR-Mix与磁珠充分

混匀,水平瞬时离心。将PCR反应管转移至检测区,
置于荧光定量PCR仪上进行检测。

1.4 统计学处理 采用SPSS20.0对两种方法的抗

污染性能、检测限和定量限、精密度[即变异系数

(CV)],测定值lg差值及相关系数进行统计分析。并

对两种方法的操作性进行比较。

2 结  果

2.1 静态核酸制备技术试剂盒的抗污染性能 利用

静态核酸制备技术试剂盒对20例表面抗原阴性样本

进行4次 重 复 检 测,结 果 全 为 阴 性,符 合 率 均 为

100%。静态核酸制备技术试剂盒抗污染性能良好,
试验结果准确、有效。

2.2 静态核酸制备技术试剂盒的检测限、定量限和

精密度评价 用静态核酸制备技术试剂盒对1.25、

2.50、5.00、10.00、20.00、40.00、80.00
 

IU/mL样本

进行了4次重复检测。11个1.25
 

IU/mL样本共检

出10个,检出率达90.9%,2.50、5.00、10.00、20.00、

40.00、80.00
 

IU/mL样本检出率100.0%,表明静态

核酸制备技术试剂盒检测限在1.25
 

IU/mL,定量限

在2.5
 

IU/mL,低于试剂盒标明的5.00
 

IU/mL,不同

浓度样本检测结果层次分明,分辨率高。而罗氏CO-
BAS核酸检测系统检测限在20.00

 

IU/mL,静态核

酸制备技术试剂盒灵敏度较高,检测限、定量限较低,
见表1。

40.00、80.00
 

IU/mL样本检测结果显示,静态核

酸制备技术试剂盒的CV 分别为4.28%和4.77%,均
小于5%,优于罗氏COBAS核酸检测系统的6.51%
和6.21%。静态核酸制备技术试剂盒精密度高,检测

结果重复性较好。见表2。

2.3 对20例罗氏COBAS核酸检测系统检测结果小

于20.00
 

IU/mL样本的检测结果 用静态核酸制备

技术试剂盒检测20例罗氏COBAS核酸检测系统检

测结果小于20.00
 

IU/mL的样本,45%的样本检测

结果大于5.00
 

IU/mL,表明静态核酸制备技术试剂

盒灵敏度明显高于罗氏COBAS核酸检测系统。

2.4 两种方法的准确性研究 用静态核酸制备技术

试剂盒检测40例罗氏COBAS核酸检测系统检测结

果在20.0~2.0×107
 

IU/mL的样本,结果显示,两种

方法测定值lg差值均未超过±0.5。两试剂盒相关系

数为0.994
 

9。见表3。
表1  静态核酸制备技术试剂盒检测标准品稀释

   样本的检出率及CV

样本浓度

(IU/mL)

检测例数

(n)
检出率

(%)

均值

(IU/mL)
CV(%)

1.25 11 90.9 2.76 6.52

2.50 42 100.0 3.79 7.43

5.00 42 100.0 6.83 5.36

10.00 46 100.0 12.30 4.71

20.00 46 100.0 23.50 12.80

40.00 46 100.0 33.50 4.28

80.00 46 100.0 92.90 4.77

表2  罗氏COBAS核酸检测系统检测标准品稀释

   样本的检出率及CV

样本浓度

(IU/mL)

检测例数

(n)
检出率

(%)

均值

(IU/mL)
CV(%)

1.25 11 未检出 - -

2.50 42 未检出 - -

5.00 42 未检出 - -

10.00 46 未检出 - -

20.00 46 10.0 22.0 7.30

40.00 46 100.0 32.6 6.51

80.00 46 100.0 72.6 6.21

  注:-表示该项无数据。

2.5 两种方法可操作性比较 两种方法进行核酸制

备的方法比较见表4。两种方法PCR扩增性能比较

见表5。

表3  静态核酸制备技术试剂盒与罗氏COBAS核酸检测系统检测结果比对

样本号
罗氏COBAS核酸检测系统

测量值 测量值lg

静态核酸制备技术试剂盒

测量值 测量值lg
样本号

罗氏COBAS核酸检测系统

测量值 测量值lg

静态核酸制备技术试剂盒

测量值 测量值lg

1 1.07E+05 5.03 1.17E+05 5.07 21 8.45E+05 5.93 2.59E+06 6.41

2 9.80E+02 2.99 1.09E+03 3.04 22 4.21E+03 3.62 4.13E+03 3.62

3 5.74E+01 1.76 6.52E+01 1.81 23 1.08E+02 2.03 1.01E+02 2.00

4 3.86E+01 1.59 4.24E+01 1.63 24 6.76E+01 1.83 8.41E+01 1.92

5 2.61E+06 6.42 4.29E+06 6.63 25 2.28E+02 2.36 2.52E+02 2.40

6 1.09E+02 2.04 8.98E+01 1.95 26 2.19E+01 1.34 3.61E+01 1.56
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续表3  静态核酸制备技术试剂盒与罗氏COBAS核酸检测系统检测结果比对

样本号
罗氏COBAS核酸检测系统

测量值 测量值lg

静态核酸制备技术试剂盒

测量值 测量值lg
样本号

罗氏COBAS核酸检测系统

测量值 测量值lg

静态核酸制备技术试剂盒

测量值 测量值lg

7 3.80E+04 4.58 3.39E+04 4.53 27 6.83E+01 1.83 7.93E+01 1.90

8 2.63E+02 2.42 1.58E+02 2.20 28 1.21E+02 2.08 9.36E+01 1.97

9 4.08E+01 1.61 5.43E+01 1.73 29 8.98E+02 2.95 1.01E+03 3.00

10 2.39E+02 2.38 2.67E+02 2.43 30 2.61E+05 5.42 2.87E+05 5.46

11 2.58E+02 2.41 2.62E+02 2.42 31 1.02E+02 2.01 1.26E+02 2.10

12 4.26E+02 2.63 4.06E+02 2.61 32 9.96E+02 3.00 8.81E+02 2.94

13 7.28E+02 2.86 9.06E+02 2.96 33 9.29E+04 4.97 8.17E+04 4.91

14 5.79E+03 3.76 5.76E+03 3.76 34 1.06E+02 2.03 1.12E+02 2.05

15 7.53E+01 1.88 8.86E+01 1.95 35 2.19E+04 4.34 1.01E+04 4.00

16 5.56E+03 3.75 8.20E+03 3.91 36 1.01E+03 3.00 1.00E+03 3.00

17 1.86E+06 6.27 1.82E+06 6.26 37 6.74E+06 6.83 2.36E+06 6.37

18 8.19E+04 4.91 7.78E+04 4.89 38 2.02E+03 3.31 2.29E+03 3.36

19 1.68E+04 4.23 9.39E+03 3.97 39 1.18E+02 2.07 9.89E+01 2.00

20 1.95E+03 3.29 1.98E+03 3.30 40 4.24E+01 1.63 5.52E+01 1.74

表4  核酸制备方法比较

方法 胍盐
季节、

温度影响
蛋白酶K 核酸制备管

核酸制备

残液收集

洗涤次数

(次)

磁珠

核酸洗脱

磁珠参与

PCR扩增

静态核酸制备技术试剂盒 否 否 无 PCR扩增管 封闭 1 否 是

罗氏COBAS核酸检测系统 是 是 是 非PCR扩增管 开放 2~3 是 否

表5  PCR扩增性能比较

方法 线性范围(IU/mL) 检测限(IU/mL) 工作标准品 20
 

IU/mL扩增CT值 批间精密度 检测成本

静态核酸制备技术试剂盒 5~2.0×109 5.00 临床血清 31.6±1.1 <5% 30元/人份

罗氏COBAS核酸检测系统 20~1.2×108 20.00 临床血清 35.3±2.1 <5% 250元/人份

3 讨  论

  乙肝是我国最常见的传染病之一,目前由于抗病

毒治疗药物的应用,患者体内的病毒水平往往维持在

较低水平[7],若检测结果不准确极易误导临床诊断治

疗,导致病情复发[8],如何准确检测低 HBV-DNA载

量样本是实验室急需解决的问题之一。基于美国肝

病研究协会提出的5~10
 

IU/mL的检测要求,静态

核酸制备技术试剂盒较好地补充了我国 HBV-DNA
检测技术的短板[5]。该技术可实现核酸提取全过程

在1个试管中进行,静态漂洗无须混匀操作,不仅避

免污染且减少了核酸丢失;裂解液中含有50%构象磁

珠等成分,能快速分离蛋白抓取核酸;试剂性能稳定,
低值重复性好。若能实现自动化提取,将会极大提高

我国基层实验室的检测能力。
本研究显示,静态核酸制备技术试剂盒抗污染能

力强,定量限在2.50
 

IU/mL,远高于罗氏COBAS核

酸检测系统的20.00
 

IU/mL,且低值重复性好,检测

结果层次分明,分辨率高。采用静态核酸制备技术试

剂盒检测罗氏COBAS核酸检测系统检测结果小于

20.00
 

IU/mL的样本,其中45%的样本检测结果大

于5.00
 

IU/mL,相比罗氏COBAS核酸检测系统,静
态核酸制备技术试剂盒灵敏度更高,能有效防止漏

检,更适合我国临床检测实验室。准确性研究结果显

示,两种技术方法检测结果相差较小,相关系数为

0.994
 

9,无明显差异。两种方法可操作性比较,静态

核酸制备技术试剂盒在操作时间、成本、检测通量等

方面均优于罗氏COBAS核酸检测系统。
静态核酸制备技术试剂盒为具有独立知识产权

的国内专利技术,综合性能显著优于罗氏COBAS核

酸检测系统,且操作简单、快速,但静态核酸制备技术

试剂盒处于发展初期,目前核酸提取及扩增均为人工

操作,与全自动仪器相比,对操作人员的要求更高,若
能制造稳定的全自动静态核酸制备技术试剂盒设备,
该技术能成为进口技术的替代产品,为临床抗病毒治
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疗疗效观察提供更科学、准确的依据。
静态核酸制备技术试剂盒与罗氏COBAS核酸检

测系统检测 HBV-DNA 比较,其定量限达到5.00
 

IU/mL,是罗氏 COBAS核酸检测系统(20.00
 

IU/

mL)的1/4;线性范围为5.0~2.0×109IU/mL,高于

罗氏 COBAS 核 酸 检 测 系 统 (20.0~1.2×108
 

IU/mL)。罗氏 COBAS核酸检测系统检测 HBV-
DNA在核酸提取纯化后需用洗脱液从磁珠上洗脱并

溶解核酸,检测灵敏度易受洗脱和溶解效率的影响,
而静态核酸制备技术试剂盒直接在磁珠核酸中直接

添加PCR扩增试剂,无须磁珠核酸洗脱溶解,检测灵

敏度不受影响;且静态核酸制备技术试剂盒操作简

单,仅需5步即可完成核酸提取和扩增,检测40个样

本,从核酸提取到PCR结果报告仅需2
 

h左右,每天

检测通量可达到3
 

000个样本,而罗氏COBAS核酸

检测系统则需要7
 

h左右,每天检测通量不到1
 

000
个样本,静态核酸制备技术试剂盒每天检测通量为罗

氏COBAS核酸检测系统的3倍[7]。而且静态核酸制

备技术试剂盒不需要贵重设备,国产荧光PCR仪即

可检测,仪器设备费用低,各基层医疗科研单位均可

实现检测,试剂盒成本较低,为罗氏COBAS核酸检测

系统的1/5左右,适合我国国情。
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