
2021年 临床血液学杂志

34卷2期 JClinHematol(China)

·论著-临床研究·

HBVDNA超敏定量检测试剂盒的性能验证

肖圣达1　耿帜1　徐远东1　陈凤花1

1华中科技大学同济医学院附属协和医院检验科(武汉,430022)
通信作者:陈凤花,E-mail:chfh100@126.com

　　[摘要]　目的:验证天隆 HBVDNA超敏定量检测试剂盒在cobas®Z480全自动荧光定量PCR分析仪上的

检测性能,以评估其是否满足临床应用要求。方法:参考 CNAS-GL039《分子诊断检验程序性能验证指南》和
CNAS-CL02-A009《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》等相关文件,应用临床血清样

本和 HBVDNA国家标准物质以及 WHO国际标准物质,对精密度、正确度、线性范围、定量限、检出限、抗干扰

能力、交叉污染、试剂批间差异、核酸室温放置时间等性能进行验证。结果:该系统检测102、103、106IU/mL混合

血清样本的重复性精密度分别为2.60%、2.43%、0.91%,中间精密度分别为4.41%、3.36%、2.48%;HBVDNA
国家标准物质 GBW(E)090586(200IU/mL)、GBW(E)090137(1.41×103IU/mL)和 GBW(E)090139(4.60×106

IU/mL)的实测值与靶值差异均在±0.4Log10IU/mL范围内;该系统在2.32×101~2.32×109IU/mL范围内呈

线性(线性回归方程为 Y=0.9932X+0.1612,R2=0.9989);该系统的定量限为30IU/mL,检出限为10IU/

mL;干扰物质总胆红素(Tb)浓度≤512μmol/L、血红蛋白(Hb)浓度≤10g/L、甘油三酯(TG)浓度≤18mmol/L
时,均对检测结果没有明显影响(偏倚<±7.5%);交叉防污染实验中阳性标本检出率为100%,阴性标本检出率

为0,全部阴性样本未受污染;不同批次试剂间检测结果差异符合要求(偏倚<±7.5%);磁珠法提取的核酸室温

放置2h,再进行加样扩增,对检测结果没有明显影响(偏倚<±7.5%)。结论:天隆 HBVDNA超敏定量检测试

剂盒在全自动荧光定量PCR仪cobas®Z480上的检测性能基本符合临床应用要求。
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Abstract　Objective:ToverifythedetectionperformanceofTianlongHBVnucleicacidultra-sensitivequanti-
ficationkitoncobas® Z480automatedquantitativePCRthermocyclerandassesswhetheritmeetsclinicalapplica-
tionrequirements.Methods:AccordingtoCNAS-GL039"GuidanceonthePerformanceVerificationforMolecular
DiagnosticProcedures"andCNAS-CL02-A009"GuidanceontheApplicationofAccreditationCriteriafortheMed-
icalLaboratoryQualityandCompetenceintheFieldofMolecularDiagnostics",clinicalserumsamples,HBV
DNAnationalserumstandardmaterialsandWHOinternationalstandardwereusedtoverifytheprecision,accura-
cy,linearrange,quantitativelimit,detectionlimit,anti-interferenceability,cross-contamination,reagentbatch
differenceandnucleicacidroomtemperatureplacementtime.Results:Therepeatabilityprecisionofthesystemat
102,103and106IU/mL was2.60%,2.43%,and0.91%,respectively,andtheintermediateprecision was
4.41%,3.36%,and2.48%,respectively.Thedifferencesbetweentheexpectedandtestedconcentrationsofthe
HBVDNAnationalstandardsincludingGBW(E)090586(200IU/mL),GBW(E)090137(1.41×103IU/mL),

andGBW(E)090139(4.60×106IU/mL)wereallwithin0.4Log10IU/mL.Thelinearityrangewas2.32×101-
2.32×109IU/mL,andthelinearregressionequationwasY=0.9932X+0.1612,R2=0.9989.Thedetection
limitofthesystemwas10IU/mL,anditslimitofquantificationwas30IU/mL.Whentheconcentrationofhe-
moglobin(Hb)waslessthan10g/L,totalbilirubin(Tb)waslessthan512μmol/L,andtriglyceride(TG)was
lessthan18mmol/L,therewasnoeffectonthedetectionresults(bias<±7.5%).Therewasnocross-contami-
nationduringthe“checkerboard”test.Thedetectiondifferencesbetweendifferentbatchesofthekitsmetthere-
quirements(bias<±7.5%).Whenthenucleicacidexactedbythemagneticbeadmethodwasplacedatroomtem-
peraturefor2hours,therewasnoeffectonthedetectionresults(bias<±7.5%).Conclusion:Thedetectionper-
formanceoftheTianlongHBVnucleicacidquantificationkitonthecobas® Z480automatedquantitativePCRther-
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mocyclerbasicallycanmeetclinicalapplicationrequirements.
Keywords　hepatitisBvirusDNAquantification;magneticbeadmethod;real-timefluorescentquantitative

PCR;performanceverification

　　据估计目前全球约有2.92亿 HBsAg阳性的

HBV感染者,其中我国约有8600万[1]。我国肝硬

化和肝细胞癌患者中,由 HBV 感染引起的比例分

别为77%和84%[2]。血清中高水平 HBVDNA已

被确定为肝硬化和肝细胞癌的主要危险因素[3]。
经抗病毒治疗抑制 HBVDNA,是预防和延缓慢性

HBV感染者发展为肝硬化、终末期肝病和肝细胞

癌的重要举措。敏感、准确定量 HBV DNA 在确

定治疗指征、治疗终点、监测治疗反应以及早期识

别耐药中起着重要的作用[4]。国际肝病协会关于

HBVDNA超敏定量检测试剂的要求包括灵敏度

10~15IU/mL、线性范围1~9log10IU/mL、特异

性强和重复性佳等[5]。目前我国市场上已有多种

获国家药品监督管理局(NMPA)批准的商品化

HBVDNA超敏定量检测试剂,临床实验室应验证

试剂检测性能、根据临床应用要求选择合适的试剂

具有重要的临床意义。
根据 CNAS-CL02《医学实验室质量和能力认

可准则》、CNAS-GL037《临床化学定量检验程序性

能验证指南》、CNAS-GL039《分子诊断检验程序性

能验证指南》、CNAS-CL02-A009《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》等相

关卫生行业标准以及美国临床和实验室标准化研

究院(CLSI)EP系列相关文件,本实验室制定了针

对天隆公司的 HBVDNA 超敏定量检测试剂盒的

性能验证方案,包括精密度、正确度、线性范围、定
量限、检出限、抗干扰能力、交叉污染的验证,并根

据临床情况补充了试剂批间差异、核酸放置实验等

验证 方 案,以 便 对 该 试 剂 的 检 测 性 能 进 行 综

合评判。
1　材料与方法

1.1　标本来源

收集2019年5月收治的慢性 HBV感染者以及

健康体检者血清各若干份,制备成不同浓度的混合

血清。HBVDNA 血清标准物质 GBW(E)090586
(S7:200IU/mL,批号201905002)、GBW(E)090137
(S5:1.41×103IU/mL,批号201904001)和GBW(E)
090139(S2:4.60×106IU/mL,批号201904001),
购自 北 京 康 彻 思 坦 生 物 技 术 有 限 公 司。HBV
DNA第4次 WHO 国际标准物质(9.55×105IU/
mL,编号10/266),购自英国国家生物学标准和质

控物研究所(nationalinstituteforbiologicalstand-
ardsandcontrol,NIBSC)。阴性对照及标准品为

天隆 HBV核酸定量检测试剂盒配套。
1.2　仪器与试剂

NP968-C磁珠式核酸提取仪(苏州天隆生物科

技有限公司);Rochecobas®Z480全自动荧光定量

PCR分析仪(罗氏)。核酸提取试剂盒(苏州天隆

生物科技有限公司);HBV 核酸定量检测试剂盒

(PCR荧光法,苏州天隆生物科技有限公司,批号

为P1011902001、P1011811005、P1011807004)。
1.3　方法

1.3.1　HBVDNA定量检测　使用天隆公司核酸

提取试剂盒在 NP968-C磁珠式核酸提取仪上完成

200μL血清中的病毒核酸提取,在 Rochecobas®

Z480全自动荧光定量 PCR 仪进行扩增。所有步

骤严格按照试剂说明书进行。反应体系为40μL
(19.4μL反应混合液+0.6μLTaq酶+20μL模

板),扩增条件:95℃预变性3min,然后94℃变性

15s、60℃退火延伸30s(采集 FAM 和 HEX 荧

光),共45个循环。
1.3.2　性能验证方法　①精密度验证。选择3个

浓度水平(102、103 和106IU/mL)的混合血清样本

进行精密度验证。重复性精密度验证:每个浓度水

平的样本在同一批次内重复检测20次,计算均值、
标准差和变异系数;中间精密度验证:每个浓度水

平的样本分5个批次,每批重复检测4次,计算均

值、标准差和变异系数。精密度均小于5%为评判

标准;并且以我国 NCCL 室间质量评价标准0.4
log10IU/mL作为允许总误差(TEa),重复性精密

度<3/5TEa(0.24log10IU/mL),重复性精密度验

证通 过;中 间 精 密 度 <4/5TEa(0.32log10IU/
mL),中间精密度验证通过。②正确度验证。选择

3个浓度水平的国家标准物质(S7:200IU/mL,
S5:1.41×103IU/mL,S2:4.60×106IU/mL)进行

正确度验证。每种国家标准物质重复检测2次,连
续检测5d。计算各浓度水平的偏倚,偏倚在±0.4
log10IU/mL范围内,为符合要求。③线性范围验

证。根据试剂厂家声称的定量范围(30.0~1.0×
108)IU/mL,选取高浓度水平的混合血清样本(>
109IU/mL),使用混合阴性血清将其依次梯度稀释

为108、107、106、105、104、103、102、101,共计9个浓

度。每个浓度样本重复检测3次,取各浓度检测结

果的均值,与预测值进行线性回归分析,计算回归

方程 Y=a+bX。R2≥0.98,a趋近于0,b位于

0.97~1.03,为符合要求。④定量限验证。根据试

剂厂家声称的定量下限30IU/mL,选取 HBVDNA
第4次 WHO国际标准物质(9.55×105IU/mL),使
用混合阴性血清将样本梯度稀释至30IU/mL,重
复检测20次。检测结果全部符合实测值与靶值差

在±0.4log10IU/mL内,且s<0.24log10IU/mL,
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定量限验证通过。⑤检出限验证。根据试剂厂家

声称的检出限10IU/mL,选取 HBVDNA第4次

WHO国际标准物质(9.55×105IU/mL),使用混

合阴性血清将样本梯度稀释至10IU/mL。重复检

测20次,检出率≥95%,检出限验证通过。⑥抗干

扰能力验证。选择高、低浓度水平(106 和103IU/
mL)的混合血清样本进行抗干扰能力验证。分别

将1倍体积的干扰物质参考品G1含总胆红素(10.
24mmol/L)、G2含血红蛋白(200g/L)、G3含甘

油三酯(360mmol/L)加入到19倍体积的各浓度

水平的混合血清样本中,制备成分别含总胆红素

512μmol/L、血 红 蛋 白 10 g/L、甘 油 三 酯 18
mmol/L的混合血清样本。同时将1倍体积的去

离子水加入到19倍体积的各浓度水平的混合血清

样本中作为对照。每样本各检测3次,取平均值,
含干扰物质的样本与对照样本的检测结果偏倚在

±7.5%内,抗干扰验证通过。⑦防交叉污染能力

验证。选取高浓度(>107IU/mL)的混合血清样本

和阴性混合血清样本,将阴、阳性样本进行棋盘法

交叉加样,一共做2块提取板(32个样本)。阳性

样本检出率为100%,阴性样本检出率为0,则证明

实验无携带污染,验证通过。⑧试剂批间差异验

证。选取覆盖测量区间的6个临床血清样本(包含

阴性、临界值、低值、中值和高值),应用3个不同批

号试剂分3批次进行检测,每个批号各进行一次检

测,计 算 各 批 号 结 果 间 的 偏 倚,批 间 偏 倚 < ±
7.5%,验证通过。⑨核酸室温放置时间验证。选

取覆盖测量区间的9个混合血清样本(阴性、101~
108 每个数量级浓度水平各1个),将样本核酸提取

完成后立即加样上机所测结果作为对照组;将样本

核酸提取完成后室温放置2h再进行加样上机所

测结果作为实验组,每个样本做3个复孔;计算对

照组和实验组间的偏倚,偏倚<±7.5%则说明核

酸可 在 常 温 至 少 放 置 2h 而 对 检 测 结 果 无 明

显影响。
1.4　质量控制

所有检测均由有资质的实验人员严格按照试

剂说明书(SOP)进行。每批次均做阴性对照和S5
(靶值1.41×103IU/mL)、S2(靶值4.60×106IU/
mL)2个浓度水平的 HBV DNA 血清标准物质。
结果判读严格按照试剂说明书进行,并确保质控在

控后再进行结果分析。
1.5　统计学方法

所有结果进行以10为底的对数转换后再进行

统计学分析,采用 MicrosoftExcel软件进行统计

学分析。
2　结果

2.1　精密度评估结果

HBVDNA定量检测精密度评估结果见表1。

102、103、106IU/mL浓度水平混合血清样本的重复

性精密度分别为2.60%、2.43%、0.91%;中间精

密度分别为4.41%、3.36%、2.48%。符合行业标

准 YY/T1182—2010《核酸扩增检测用试剂(盒)》
定量试剂精密度变异系数(CV)≤5%的要求;以我

国 NCCL室间质量评价标准0.4log10IU/mL作为

允许总误差(TEa),满足重复性精密度<3/5TEa
(0.24log10IU/mL),中间精密度<4/5TEa(0.32
log10IU/mL)的要求。

表1　HBVDNA定量检测精密度评估结果

浓度水平/
(IU·mL-1)

重复性精密度

■x±s CV/%

中间精密度

■x±s CV/%
102 2.72±0.07 2.60 2.66±0.12 4.41
103 3.31±0.08 2.43 3.20±0.11 3.36
106 6.91±0.06 0.91 6.70±0.17 2.48

2.2　正确度评估结果

HBVDNA定量检测正确度评估结果见表2。
3个浓度水平[GBW(E)090586、GBW(E)090137、
GBW(E)090139]的 HBV DNA 血清标准物质的

实测值与靶值的差异均在±0.4log10IU/mL范围

内,符合要求。

表2　HBVDNA定量检测正确度评估结果　■x±s

样本 检测结果 靶值 允许范围

GBW(E)090586 2.25±0.21 2.30 1.90~2.70
GBW(E)090137 3.43±0.11 3.15 2.75~3.55
GBW(E)090139 6.75±0.17 6.66 6.26~7.06

2.3　线性范围评估结果

对9个浓度梯度的 HBVDNA 样本进行线性

回归分析(图1),2.32×101~2.32×109IU/mL范

围内呈线性,线性回归方程为 Y=0.9932X+
0.1612,R2=0.9989,厂家声称的定量线性范围

(30.0~1.0×108IU/mL)验证通过。

图1　HBVDNA定量检测线性范围评估结果
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2.4　定量限评估结果

将 HBV DNA 第4次 WHO 国际标准物质

(9.55×105IU/mL)应用混合阴性血清梯度稀释至

30IU/mL,重复检测20次,实测值与靶值差均在

±0.4log10IU/mL内,检测均值为1.34log10IU/mL,
s为0.11log10IU/mL,符合s<0.24log10IU/mL,
定量限验证通过。
2.5　检出限评估结果

将 HBV DNA 第4次 WHO 国际标准物质

(9.55×105IU/mL)应用混合阴性血清梯度稀释至

10IU/mL,重复检测20次,其中19次检出,1次未

检出,检出率为95%,厂家声称的10IU/mL检出

限验证通过。
2.6　抗干扰能力评估结果

HBVDNA 定量检测抗干扰能力评估结果见

表3。含干扰物质的样本与对照样本的结果偏倚

均<±7.5%,表明干扰物质总胆红素(Tb)浓度≤
512μmol/L、血红蛋白(Hb)浓度≤10g/L、甘油三

酯(TG)浓度≤18mmol/L时,对检测结果没有明

显影响。
2.7　防交叉污染能力评估结果

阴、阳性样本交叉进行检测时,阳性标本检出

率为100%,阴性标本检出率为0。全部阴性样本

未受污染,表明无携带污染。
2.8　试剂批间差异评估结果

HBVDNA 定量检测试剂批间差异评估结果

见表4。覆盖测量区间的6个临床血清样本,应用

不同批号试剂检测结果的偏倚均<±7.5%,符合

CNAS-CL02-A009《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》中关于试剂批间差

异的要求。
2.9　核酸室温放置时间评估

核酸提取后室温放置时间评估结果见表5。
覆盖测量区间的9个混合血清样本(阴性、101~
108 每个数量级浓度水平各 1 个),核酸提取放

置2h后进行检测的结果与核酸未放置进行检测

的结果偏倚均<±7.5%,能够满足临床要求。

表3　HBVDNA定量检测抗干扰能力评估结果 IU/mL,■x±s

组别
Tb(512μmol/L)

103 106

Hb(10g/L)

103 106

TG(18mmol/L)

103 106

对照组 3.20±0.06 6.69±0.06 3.20±0.06 6.69±0.06 3.20±0.06 6.69±0.06

干扰组 2.99±0.05 6.58±0.01 2.99±0.03 6.48±0.06 3.19±0.06 6.74±0.01

偏倚/% -6.56 -1.64 -6.56 -3.14 -0.31 0.75

表4　HBVDNA定量检测试剂批间差异评估结果

样本号 P1011902001(A) P1011811005(B) P1011807004(C) AvsB偏倚/% BvsC偏倚/% AvsC偏倚/%

1 0 0 0 0 0 0

2 3.52 3.49 3.74 -0.85 7.16 6.25

3 5.31 5.42 5.62 2.07 3.69 5.84

4 6.43 6.49 6.70 0.93 3.24 4.20

5 8.50 8.31 8.46 -2.24 1.81 -0.47

6 8.61 8.41 8.48 -2.32 0.83 -1.51

表5　HBVDNA定量检测核酸室温放置时间评估结果

■x±s

样本号 实时检测结果 放置2h检测结果 偏倚/%
1 0±0 0±0 0
2 1.92±0.12 2.01±0.06 4.69
3 2.42±0.11 2.46±0.12 1.65
4 3.24±0.09 3.36±0.06 3.70
5 4.23±0.07 4.32±0.09 2.13
6 5.19±0.06 5.28±0.10 1.73
7 6.20±0.04 6.24±0.03 0.65
8 7.24±0.01 7.30±0.06 0.83
9 8.04±0.11 8.12±0.08 1.00

3　讨论

慢性 HBV 感染者的 精 准 管 理 高 度 依 赖 于

HBVDNA 的准确定量,而影响 HBV DNA 定量

准确性的因素很多,包括核酸提取所用血清样本

量、核酸提取方法、是否存在酶抑制剂、PCR 反应

体系中模板浓度、PCR 引物和荧光探针等。这些

因素在不同的商品化 HBVDNA 超敏定量检测试

剂间可能存在差异,从而可能改变病毒载量结果、
影响临床决策。因此,验证 HBV DNA 超敏定量

检测试剂的性能极其必要。
天隆 HBV DNA 超敏定量检测试剂盒,结合

配套的半自动化磁珠式核酸提取仪进行核酸提取,
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在cobas®Z480全自动荧光定量PCR仪进行扩增

检测。 根 据 中 国 合 格 评 定 国 家 认 可 委 员 会

(CNAS)以及美CLSIEP系列等相关文件,本实验

室制定了性能验证方案。
该试剂在102、103、106IU/mL 的重复性精密

度和中间精密度均能满足CV≤5%,符合厂家声明

的 精 密 度,以 我 国 NCCL 室 间 质 量 评 价 标 准

0.4log10IU/mL作为允许总误差(TEa),重复性

精密度<3/5TEa(0.24log10IU/mL),中间精密度

<4/5TEa(0.32log10IU/mL);该试剂在102、103、
106IU/mL三个水平国家标准物质的实测值与其

靶值的差值均小于±0.4log10IU/mL,符合我国

NCCL室间质量评价标准 HBVDNA 定量检测的

可接受范围为靶值±0.4log10IU/mL;该试剂的精

密度和正确度满足临床应用要求。本研究中用于

线性范围验证的样本覆盖了厂家声明的线性范围

(30.0~1.0)×108IU/mL,R2>0.99,提示样本浓

度在2.32×101~2.32×109IU/mL范围内具有良

好的线性关系,线性范围验证通过。
该试剂应用磁珠法提取核酸后结合 Taqman

实时荧光PCR定量检测血清样本中 HBVDNA,
将 WHO国际标准物质稀释至厂家声称的定量限

30IU/mL,进行20次检测后实测值与靶值差均在

±0.4log10IU/mL内,且s<0.24log10IU/mL;将
WHO国际标准物质稀释至厂家声称的检出限10
IU/mL,进行20次检测其检出率为95%;将阴性

样本和高浓度的阳性样本交叉进行检测时,全部阴

性样本无扩增,阳性标本检出率为100%,无交叉

污染。因此该试剂定量下限可达30IU/mL,检出

限为10IU/mL,防交叉污染验证符合要求。
由于临床血清样本中存在PCR抑制剂如血红

蛋白等,可能抑制PCR扩增,从而影响 HBVDNA
定量结果,因此需要验证厂家声称的试剂抗干扰能

力。本研究中当样本所含 Tb低于512μmol/L,
Hb低于10g/L,TG 低于18mmol/L时,含干扰

物质的样本与对照样本的检测结果偏倚均在±
7.5%内,提示该试剂有强的抗干扰能力,一定程度

溶血、黄疸、脂血对结果没有明显影响。
另外在临床日常工作中,可能出现应用不同批

号试剂检测或核酸提取后不能及时上机扩增的情

况,因此本研究增加了实验评估试剂批间差异和核

酸室温放置时间,发现不同批号试剂定量检测结果

的偏倚、以及其核酸提取后室温放置2h与核酸提

取后未放置的检测结果偏倚均小于±7.5%,验

证通过。
综上所述,天隆 HBV DNA 超敏定量检测试

剂盒在cobas®Z480荧光定量PCR仪上的检测精

密度、正确度、线性范围、定量限、检出限、抗干扰能

力、交叉污染、试剂批间差异、核酸室温放置时间等

性能基本符合临床应用要求。
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