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　　[摘要]　目的:评价不同商品化试剂定量检测临床血清样本乙型肝炎病毒 DNA(HBVDNA)性能的差异。
方法:①应用5种商品化 HBVDNA定量试剂(2种进口试剂 A和B,3种国产试剂C、D和E)分别对6例混合血

清样本进行检测,并对结果进行比较;3种国产试剂对6例混合血清样本以及103 和106 两个水平的 HBVDNA
国家标准物质GBW(E)090137和GBW(E)090139分3个批次检测,分析其精密度和正确度。②采用3种国产试

剂定量检测43例慢性乙型肝炎患者血清样本 HBVDNA,并分析其相关性和一致性。结果:①定量检测6例混

合血清样本中 HBVDNA,试剂B、C与 A的检测结果差异均无统计学意义(P>0.05),而试剂 D、E的检测结果

均显著低于试剂 A(P<0.05)。②定量检测6例混合血清样本以及103 和106 两个水平的 HBVDNA国家标准

物质,3种国产试剂的CV均小于5%,国家标准物质的实际检测值与靶值的差值绝对值均小于0.4log10IU/mL,
精密度和正确度满足行业标准。③对于43例临床血清样本,试剂 C、D和 E的阳性检出率分别为95.35%(41/

43)、95.35%(41/43)、86.05%(37/43);对于检测结果均在3种试剂定量范围内的24例临床血清样本,HBV
DNA定量检测结果为C>D>E(P<0.05),3种试剂的检测结果两两间均呈线性相关(CvsD:R2=0.93,Y=
0.973X-0.164;CvsE:R2=0.61,Y=0.770X+0.210;DvsE:R2=0.69,Y=0.809X+0.270),试剂 C和 D、C
和E、D和E的Bland-Altman分析发现其检测结果差值平均值分别为0.28、0.80和0.51log10IU/mL,相应的

95%一致性界限分别为(-0.30,0.86)、(-0.62,2.21)、(-0.74,1.77),相应的95%一致性界限以内的点分别占

95.83%(23/24)、95.83%(23/24)和91.67%(22/24),其一致性界限范围内检测值的最大差异分别为0.85、1.96
和1.25log10IU/mL。试剂C和 D、C和E、D和 E的检测结果差值>1.0log10IU/mL的血清样本分别占0(0/

24)、33.33%(8/24)和25.00%(6/24)。结论:满足行业标准的不同商品化国产试剂定量检测临床血清样本 HBV
DNA的性能存在显著差异,在常规临床实践中互换用于临床决策时务必慎重。
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Abstract　Objective:ToevaluatethedifferenceintheclinicalperformanceofquantitatingHBVDNAinthe
serumsamplesfromthepatientswithchronichepatitisB measuredbythedifferentcommercialcertified HBV
DNAquantificationkits.Methods:①ThesixmixedserumsampleswithHBVviralloadweremeasuredbyfive
commercialcertifiedkits(A,B,C,DandE),tocomparetheresults.Thesixmixedserumsamplesandthetwo
nationalHBVDNAserumstandardmaterials(GBW-E-090137andGBW-E-090139)weremeasuredinthreebat-
chesusingthethreedomesticcertifiedkitsC,DandE,toverifytheprecisionandaccuracyofthesethreekits.
②Theserumsamplesfrom43patientswithchronichepatitisBweremeasuredbythekitsC,DandE,tocompare
thecorrelationandconcordanceoftheresultsfromthesethreedifferentHBVDNAassays.Results:①Compared
withA,therewasnosignificantdifferenceintheHBVDNAvaluesofthesixmixedserumsamplesmeasuredby
BorC(P>0.05).However,HBVDNAlevelsmeasuredbyDorEweresignificantlylowerthantheresultsby
thekitA(P<0.05).②Resultsoftheprecisionandaccuracytestsshowedthatthecoefficientofvariation(CV)of
thesixmixedserumsamplesandthetwonationalstandardmaterialsmeasuredbythekitsC,D,andEwasless
than5%,andthedifferencesbetweentheexpectedandtestedconcentrationsofthesetwonationalstandardmate-

·973·



rialsdetectedbythekitsC,D,andEwereallwithin0.4log10IU/mL,whichshowedhighprecisionandaccura-
cy.③Thedetectionratesoftheserumsamplesfrom43patientswithchronichepatitisBasdeterminedbythekits
C,D,andEwere95.35%(41/43),95.35%(41/43),and86.05%(37/43),respectively.Amongthe43clinical
serumsamples,24werequantifiablebythreeassays.Forthe24clinicalserumsamples,thequantitativeresultsof
thethreeassayswereC>D>E(P<0.05);thecorrelationanalysisindicatedsignificantcorrelationsbetweenthe
threeassays(CvsD:R2=0.93,Y=0.973X-0.164;CvsE:R2=0.61,Y=0.770X+0.210;DvsE:R2=
0.69,Y=0.809X+0.270);Bland-Altmanplotanalysisfoundmeandifferencesof(C-D)=0.28log10IU/mL
(95%confidenceinterval,-0.30to0.86),(C-E)=0.80log10IU/mL(95%CI,-0.62to2.21),(D-E)=0.51
log10IU/mL(95%CI,-0.74to1.77),respectively;theproportionsofthespecimenswithinthe95%limitofa-
greementwere95.83%(23/24)betweenCandD,95.83%(23/24)betweenCandE,and91.67%(22/24)be-
tweenDandE,respectively.Andthemaximumdifferenceswithinthe95%acceptablerangewere0.85log10IU/

mLbetweenCandD,1.96log10IU/mLbetweenCandE,and1.25log10IU/mLbetweenDandE,respectively.
Theproportionsofthespecimenswith>1log10IU/mLdifferenceofHBVDNAlevelswere0(0/24)betweenC
andD,33.33%(8/24)betweenCandE,and25.00%(6/24)betweenDandE,respectively.Conclusion:There
isasignificantdifferenceintheclinicalperformanceofquantitatingserum HBVDNAbythedifferentcommercial
kits.AllthreeHBVdomesticcertifiedassayshavelowcommutabilityandmaybenotusedinterchangeablyinrou-
tineclinicalpractice.

Keywords　hepatitisBvirusDNAquantification;reagentcomparison;analyticalperformance;clinicalper-
formance;serum

　　乙型肝炎病毒(hepatitisBvirus,HBV)感染

是一个严重的全球公共卫生问题,据估计全球有

2.92亿 HBV 感染者(HBsAg阳性),其中我国约

有8600万[1]。HBV可造成慢性感染,进而发展为

肝硬化和肝细胞癌,危及患者生命。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[2]。通过抗病毒治疗抑制 HBVDNA 复

制,是预防和延缓慢性乙肝患者进展为肝硬化、终
末期肝病和肝细胞癌的重要措施[3-4]。敏感、准确

定量 HBV DNA 在确定 HBV 感染阶段、治疗指

征、治疗终点、监测治疗反应以及早期识别耐药中

起着至关重要的作用[3]。国际肝病协会对于 HBV
DNA 超 敏 定 量 检 测 的 试 剂 要 求 包 括 高 灵 敏

度10~15IU/ml、宽线性范围1~9log10IU/mL、
特异性强和重复性好[5]。对于大多数患者 HBV
管理需要长期监测 HBVDNA,同一患者可能在不

同的医院监测其体内病毒载量,而不同的医院实验

室可能应用不同的检测试剂。目前我国市场上有

多种进口和国产的商品化 HBVDNA 超敏定量试

剂,并且均已获国家药品监督管理局(NMPA)批
准,其 中 罗 氏 的 AmpliPrep/COBAS TaqMan
(CAP/CTM)HBV 诊断试剂和雅培的 RealTime
HBV诊断试剂是目前国际上通用的 HBV DNA
检测试剂[5-7],前者在国际上应用更广泛。由于不

同商品化试剂的检测性能可能存在差异,而临床上

不同的实验室采用不同的商品化试剂定量检测特

定患者血清中 HBVDNA,可能导致其检测结果不

同。因此,本研究主要拟对3种不同商品化国产试

剂定量检测临床血清样本中 HBVDNA 的结果进

行比对,以评价不同试剂的临床性能以及在常规临

床实践中互换使用的可接受性。

1　材料与方法

1.1　标本来源

收集2019年4月我院收治的慢性 HBV 感染

患者血清若干份,制备成6个浓度的混合血清,用
于检测。收集2019年7月我院收治的43例慢性

HBV感染患者血清样本,其中男25例,女18例,
年龄20~70岁。
1.2　仪器与试剂

AmpliPrep/COBAS TaqMan (CAP/CTM )
HBV诊断试剂(试剂 A,罗氏);RealTimeHBV 诊

断试剂(试剂B,雅培);3种国产 HBV 核酸定量检

测试剂(分别为试剂C、D和E);乙型肝炎病毒核酸

(HBVDNA)血清标准物质 GBW(E)090137和

GBW(E)090139(北京康彻斯坦生物技术有限公

司)。COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® 病

毒载量检测系统(罗氏);M2000病毒载量检测系统

(雅培);三家国产试剂相配套的半自动磁珠式核酸

提取仪;COBAS®Z480全自动荧光定量PCR分析

仪(罗氏)。
1.3　方法

分别用6种试剂对6例混合血清样本进行平

行检测(表1),试剂 A和B分别检测一次,试剂C、
D和E各分3批进行3次检测。试剂 A和B分别

采用各自配套的封闭系统进行核酸提取和扩增;试
剂C、D和E分别采用各自配套的半自动磁珠式核

酸提取仪进行核酸提取,扩增均在 COBAS® Z480
全自动荧光定量PCR分析仪上进行。具体操作步

骤严格按照试剂说明书进行。
分别用3种国产试剂 C、D、E 对43例慢性

HBV感染患者血清样本进行平行检测。核酸提取

分别采用各自配套的半自动磁珠式核酸提取仪进
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行,扩增均在COBAS® Z480全自动荧光定量PCR
分析仪上进行。具体操作步骤严格按照试剂说明

书进行。
各试剂每批次均做阴性对照和北京康彻思坦

生物技术有限公司生产的 GBW(E)090137(靶值

1.41×103IU/mL)、GBW(E)090139(靶值4.6×
106IU/mL)两个水平的 HBV DNA 血清标准物

质。结果判读严格按照试剂说明书进行。确保质

控在控后再进行结果分析。
定性检测结果以检出或未检出表示,低于相应

试剂厂家声称的检出限判定为未检出。只有超过

该试剂声称的定量下限且在其定量线性范围的定

量检测结果用于进一步分析。

表1　5种商品化HBVDNA定量试剂的特点

试剂 A 试剂B 试剂C 试剂 D 试剂E
核酸提取原理 全自动磁珠 全自动磁珠 半自动磁珠 半自动磁珠 半自动磁珠

上样样本体积/μL 650 500 200 200 600
洗脱体积/μL 65 70 100 50 100

PCR反应体系中加入的模板体积/μL 50 50 20 20 20

厂家声称的检测亚型
A,B,C,D,

E,F,G,H
A,B,C,D,

E,F,G,H
A,B,C,D B,C,D A,B,C,D

厂家声称的检出限/(IU·mL-1) 20 10 10 20 15
厂家声称的定量线性范围/(IU·mL-1) 20~1.7×108 10~1.0×109 30~1.0×108 100~1.0×108 100~1.0×109

1.4　统计学分析

所有检测结果均以log10IU/mL 表示,采用

SPSS17.0和 Medcalc15.2.2软件进行统计学分

析。呈正态分布的计量资料以■x±s表示,采用配

对样本t检验;非正态分布的计量资料,采用 Wilc-
oxon符号秩和检验;计数资料采用配对 χ2 检验;
两种检测方法的相关性分析采用 Pearson相关性

以及线性回归分析;采用 Bland-Altman图分析两

种检测方法的一致性。P<0.05为差异有统计学

意义。
2　结果

2.1　5种试剂定量检测混合血清中 HBVDNA结

果的比较

5 种 试 剂 检 测 6 例 混 合 血 清 样 本 中 HBV
DNA的定量结果见表2,以国际上广泛应用的试

剂 A检测结果为参比值,其他4种试剂的检测结

果分别与其进行比较。经配对样本t 检验,试剂

B、C与 A的检测结果间均差异无统计学意义(Bvs
A:P>0.05;CvsA:P>0.05),试剂B、C与 A 的

均值差异分别为-0.09、-0.01log10IU/mL;试剂

D、E的检测结果均显著低于试剂 A(DvsA:P<
0.05;EvsA:P<0.05),试剂 D、E与 A 的均值差

异分别为-0.34、-0.58log10IU/mL。
2.2　3种国产试剂精密度和正确度的比较

统计3种国产试剂检测6例混合血清样本以

及103 和106 两个水平国家标准物质的中间精密

度,用CV值表示,结果见表3。3种国产试剂的检

测结果CV均小于5%;GBW(E)090137的靶值为

3.15log10IU/mL,3种试剂C、D和E检测所得实

际值与靶值的差值分别为0.29、0.26、0.37log10

IU/mL,均 小 于 ±0.4log10 IU/mL;GBW (E)
090139的靶值为6.66log10IU/mL,3种试剂C、D
和E检测所得实际值与靶值的差值分别为0.06、
-0.09、0.03log10IU/mL,均小于±0.4log10IU/
mL。3种国产试剂C、D和E精密度和正确度均达

到行业标准,符合临床检测应用的基本要求。

表2　5种试剂定量检测6例混合血清样本 HBVDNA
的结果 log10IU/mL

标本编号 试剂 A 试剂B 试剂C 试剂 D 试剂E

1 3.60 3.45 3.60 3.24 2.76

2 3.96 3.65 3.69 3.46 3.88

3 5.65 5.51 5.31 5.24 5.01

4 7.21 6.99 7.26 6.86 5.89

5 7.13 7.26 7.47 6.99 6.26

6 7.58 7.64 7.66 7.25 7.74

■x±s
5.84±
1.74

5.75±
1.85

5.83±
1.89

5.50±
1.81

5.26±
1.78

t 1.532 0.230 7.716 2.677
P 0.186 0.827 0.001 0.044

2.3　3种国产试剂 C、D和 E检测临床血清样本

HBVDNA结果的比较

2.3.1　临床血清样本中 HBV DNA 检出率的比

较　对于43例慢性 HBV感染患者血清样本,试剂

C、D和E的阳性检出率分别为95.35%(41/43)、
95.35%(41/43)、86.05%(37/43)。试剂E的检出

率低于试剂 C和 D,但经χ2 检验差异无统计学意

义(P>0.05)。
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2.3.2　临床血清样本中 HBV DNA 定量结果的

比较　应用试剂 C、D 和 E 分别检测43例慢性

HBV感染患者血清样本,发现其中11例样本的检

测结果低于至少一种试剂的定量下限、8例样本的

检测结果高于至少一种试剂的定量上限,剩余24
例样本的检测结果均在3种试剂的定量线性范围

内,因此用这24例样本的定量结果进行比较。试

剂C、D和 E的 HBVDNA 定量检测均值分别为

4.38±1.11、4.10±1.12、3.58±1.09log10IU/
mL,即3种试剂的检测结果为 C>D>E(Cvs
D:t=4.656,P<0.001;CvsE:t=5.406,P <
0.001;DvsE:t=3.922,P=0.001)。
2.3.3　3种检测方法的相关性分析　对于24例

慢性 HBV感染患者血清样本,其检测结果在3种

试剂定量线性范围内,两两进行Pearson相关性以

及线性回归分析,结果见图1~3。

表3　3种国产试剂检测血清样本和国家标准物质HBVDNA结果的中间精密度比较

标本编号
试剂C

■x±s CV/%

试剂 D

■x±s CV/%

试剂E

■x±s CV/%
1 3.54±0.12 3.35 3.12±0.13 4.18 2.72±0.09 3.34
2 3.60±0.10 2.90 3.51±0.05 1.49 3.85±0.09 2.28
3 5.24±0.10 1.89 5.21±0.04 0.82 5.06±0.16 3.15
4 7.32±0.10 1.34 7.00±0.13 1.80 5.93±0.21 3.60
5 7.57±0.15 1.94 6.80±0.33 4.91 6.23±0.17 2.66
6 7.72±0.06 0.77 7.19±0.09 1.30 7.73±0.21 2.76
GBW(E)090137 3.44±0.09 2.67 3.41±0.06 1.90 3.52±0.03 0.74
GBW(E)090139 6.72±0.05 0.77 6.57±0.05 0.70 6.69±0.11 1.70

图1　试剂C与D检测结果的相关性分析;　图2　试剂C与E检测结果的相关性分析;　图3　试剂D与E检测结果

的相关性分析

2.3.4　3种检测方法的一致性分析　对于24例

慢性 HBV感染患者血清样本,3种试剂 C、D和 E
的 HBVDNA定量结果的一致性分析见图4~6。
试剂C与D检测结果的差值平均值为0.28log10

IU/mL,差值标准差为0.30log10IU/mL,95%一

致性界限为0.28±1.96×0.30(-0.30,0.86),
95.83%(23/24)的点在95%一致性界限以内,其
一致性界限范围内试剂C和 D测定值的最大差异

为0.85log10IU/mL(图4)。试剂 C与 E检测结

果的差值平均值为0.80log10IU/mL,差值标准差

为0.72log10IU/mL,95%一致性界限为0.80±
1.96×0.72(-0.62,2.21),95.83%(23/24)的点

在95%一致性界限以内,其一致性界限范围内试

剂C和E测定值的最大差异为1.96log10IU/mL
(图5)。试剂 D 与 E 检测结果的差值平均值为

0.51log10IU/mL,差值标准差为0.64log10IU/

mL,95% 一致性界限为 0.51±1.96×0.64(-
0.74,1.77),91.67%(22/24)的点在95%一致性

界限以内,其一致性界限范围内试剂 D 和 E测定

值的最大差异为1.25log10IU/mL(图6)。3种试

剂检测24例临床血清样本的差值分布特点见表4。
2.3.5　19例超出定量线性范围的临床血清样本

检测结果比较　对于检测结果低于至少一种试剂

定量下限的11例样本(表5):2例样本,3种试剂均

未检出;2例样本,试剂C和D均检出,但均低于其

定量线性下限,而试剂E未检出;7例样本,试剂 C
和D的检测结果均在其定量线性范围内,经 Wilc-
oxon符号秩和检验,试剂 C与 D的检测结果间差

异无统计学意义(P=0.498),而试剂 E有2例未

检出,另外5例虽检出,但均低于其定量线性下限。
对于检测结果高于至少一种试剂定量上限的8例

样本(表5):1例样本,检测结果均高于3种试剂相
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应定量上限;1例样本,高于试剂 C和 D的线性上

限,试剂E检测的结果为8.42log10IU/mL;2例

样本,试剂 C的检测结果高于其线性上限,试剂 D
的检测结果在其定量线性范围内,分别为7.38、
7.91log10IU/mL,试剂E的检测结果在其定量线

性范围内,分别为7.17、7.68log10IU/mL;4例样

本,试剂C和D的检测结果均高于其线性上限,试
剂 E 检测的结果分别为 7.57、6.75、7.32、6.96
log10IU/mL。

表4　3种试剂检测24例临床血清样本的差值分布特点

差值 C-D C-E D-E
≤0.5log10IU/mL 79.17%(19/24) 37.50%(9/24) 62.50%(15/24)

0.5~1.0log10IU/mL 20.83%(5/24) 29.17%(7/24) 12.50%(3/24)

1.0~2.0log10IU/mL 29.17%(7/24) 20.83%(5/24)

≥2.0log10IU/mL 4.17%(1/24) 4.17%(1/24)

图4　试剂C和D检测结果的Bland-Altman图;　图5　试剂C和E检测结果的Bland-Altman图;　图6　试剂D和E
检测结果的Bland-Altman图

表5　19例超出3种试剂的定量线性范围的临床血清样本检测结果 IU/mL

例数
检测结果

试剂C 试剂 D 试剂E
一致性

低于至少一种试剂

定量线性下限的11
例血清样本

2 未检出 未检出 未检出 相符

2 10~30 20~100 未检出 不符

2 8.62×101~9.75×101 1.39×102~1.45×102 未检出 不符

5 1.17×102~1.65×103 1.51×102~2.64×103 15~100 不符

超过至少一种试剂

的定量线性上限的

8例血清样本

1 >1.0×108 >1.0×108 >1.0×109 相符

1 >1.0×108 >1.0×108 2.61×108 相符

2 >1.0×108 2.38×107~8.12×107 1.47×107~4.80×107 不相符

4 >1.0×108 >1.0×108 5.60×106~3.74×107 不相符

2.3.6　试剂C和 D 检测临床血清样本的相关性

分析　对于43例慢性 HBV感染患者血清样本,其
中有31例血清样本的检测结果均在试剂 C和 D
的定量范围内,相关性分析发现相关 系 数r=
0.966(P<0.001),回归方程 Y=0.903X+0.036。
将试剂 C 检测这 31 例血清样本所得的结果以

2000IU/mL为截断,分为两组:≥2000IU/mL组

有18 个标本,试剂 C 与 D 检测结果的相关系

数r=0.950(P<0.001),回归方程 Y=0.986X-
0.235;<2000IU/mL组有13个标本,试剂C与D
检测结果的相关系数r=0.710(P=0.007),回归

方程 Y=0.672X+0.757,提示低病毒血症时2种

试剂的检测结果相关性较差。

3　讨论

HBVDNA 是乙型肝炎诊治中最重要的分子

标志物,可用于确定治疗指征和监测治疗等,例如

指南建议尽早识别病毒学突破、调整抗病毒治疗,
而病毒学突破(viralbreakthrough)是指患者血清

HBVDNA 水平与最低值相比上升超过1log10

IU/mL(10倍)[8]。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

样本量、核酸提取方法、样品中酶抑制剂、荧光定量

PCR仪、PCR反应体系中模板浓度、PCR引物和荧

光探针等。HBVDNA 在不同的实验室可能应用

不同的试剂检测,试剂的差异可能改变病毒载量结
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果,导致 HBVDNA 定量结果偏高或偏低,特别是

在医学决定水平,因而可能影响临床决策。另外实

验室在更换检测试剂时,临床一致性是最重要的指

标,通过它来判断结果的等效性[9]。因此用于患者

诊断或治疗管理的决策不仅基于患者的状态,而且

可能还依赖于当时所使用的检测方法和试剂。
目前我国市面上有多种国家药品监督管理局

(NMPA)批准的基于荧光定量 PCR技术的 HBV
DNA定量检测商品化试剂盒。本研究选择了2种

进口试剂和3种国产试剂(表1),2种进口试剂 A
和B是目前国际通用的 HBVDNA 定量试剂,但
由于价格高昂、检测成本高而在我国应用有限,更
多的实验室用的还是国产试剂。因此选择了3种

国产试剂C、D和E,为目前国内市场占有率较高的

3种试剂,均采用各自配套的半自动化磁珠式核酸

提取仪进行核酸提取。由于不同型号的荧光定量

PCR仪可能影响检测结果[10],将3种试剂均在

COBAS® Z480全自动荧光定量PCR分析仪上进

行扩增。
本研究主要探讨应用不同的试剂检测临床血

清标本 HBVDNA 的结果一致性,以评价不同试

剂的临床性能以及在日常临床实践中互换使用的

可接受性。本研究分为两部分,第一部分探讨不同

试剂的差异是否影响 HBV DNA 检测结果,首先

应用小样本量的临床混合血清样本对此进行验证,
发现两种进口试剂 A和B的检测结果差异无统计

学意义,而C、D和 E3种国产试剂仅有 C与试剂

A的检测结果间无统计学差异,试剂 D、E的检测

结果均显著低于试剂 A(P<0.05),提示这3种国

产试剂的检测性能可能与国际公认的进口试剂之

间存在差异;进一步验证3种国产试剂的检测性

能,发现2个水平国家标准物质的实际检测值与其

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≤±0.4log10IU/ml;3种国产试剂C、
D、E的CV均小于5%,符合国际上常用的可接受

定量标准CV≤5%,因此3种试剂的检测性能(正
确度和精密度)均满足临床应用要求。

本研究第二部分扩大样本量探讨3种国产试

剂在检测临床血清样本的定量结果一致性以及临

床性能是否存在差异,发现试剂E的检出率略低于

试剂C和 D,可能存在漏检;3种国产试剂检测24
例临床血清样本(3种试剂的检测结果均在其定量

范围内)的结果在统计学上差异有统计学意义,并
且分析发现:试剂C与D的相关性和一致性较好、
D与E次之、C与E最差;进一步分析试剂 C和 D
检测31例临床血清样本(2种试剂的检测结果均

在其定量范围内)的结果发现,2种试剂检测低病

毒载量的相关性与高病毒载量时相比差。这些均

提示3种 HBVDNA 定量试剂的临床性能差异有

统计学意义。
本研究中3种国产试剂的正确度和精密度均

符合国家要求,但对临床血清样本的结果却存在显

著差异,其原因可能包括:①核酸提取效率可能存

在差异:虽然3种国产试剂都是采用敏感的磁珠法

提取核酸,但血清上样量不同,例如试剂 E的血清

上样体积是 C的3倍而洗脱体积、加入PCR体系

的模板体积均相同(表1),理论上 E的 PCR 反应

体系中DNA 浓度应高于C,但E的检出率却低于

C,提示核酸提取效率可能存在差异;②PCR 扩增

效率可能存在差异:由于临床血清样本中存在

PCR抑制剂如血红蛋白、肝素等,3种试剂的抗干

扰能力可能不一致,从而导致其扩增效率可能存在

差异;③检测不同基因型和突变病毒株的能力可能

存在差异:3种试剂声称的检测亚型稍有差异,但
究其各自能力如何未验证;3种试剂的引物和探针

序列可能并不相同,HBV是一种高度变异的 DNA
病毒,抗病毒治疗中 HBV DNA 序列可能发生耐

药性突变,若突变位于引物或探针结合区域,则可

导致样本的病毒载量被低估;Liu等[11]建议准确定

量 HBVDNA可能需要两个靶标,例如基于S和C
区域的双重实时PCR检测。

总之,本研究发现3种常用国产试剂定量检测

临床血清样本 HBVDNA 的性能存在显著差异,
在常规临床实践中互换用于临床决策时务必慎重。
但由于本研究评估临床性能时所用血清样本量较

小,是否影响临床决策有待进一步研究。
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