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　　[摘要]　目的:应用同一种商品化EB病毒核酸定量检测试剂盒在2款实时荧光定量PCR仪同时检测外周

血标本中EB病毒载量,探讨不同类型的实时荧光PCR仪对EBVDNA定性和定量检测结果的影响。方法:提取

179例外周血标本(包括102例全血和77例血浆)的 DNA后,应用EB病毒核酸定量检测试剂盒(PCR-荧光探针

法)分别在2款实时荧光PCR仪Cobasz480和LightCycler480Ⅱ上同时检测 EBVDNA,定性结果采用配对χ2

检验和 Kappa一致性检验,定量结果采用配对t检验、Spearman相关分析和线性回归分析以及Bland-Altman图

分析。结果:①应用 Cobasz480和 LightCycler480Ⅱ检测179例血标本中 EBV DNA 的阳性检出率分别为

49.72%(89/179)、48.60%(87/179),Kappa值为0.9553,一致性较好;两者的阳性符合率为98.85%、阴性符合

率为96.74%,总符合率为97.77%。②在定量范围内的56例EBV阳性血样本,Cobasz480和LightCycler480Ⅱ
的检测值分别为3.943±0.913、3.726±0.980log10copies/mL,差异有统计学意义(P<0.05);进一步进行

Spearman相关性以及线性回归分析,相关系数r=0.9626,回归方程为 Y=1.0656X-0.4754(r2=0.9853);

2款实时荧光PCR仪检测的差值平均值为0.216log10copies/mL,差值标准差为0.133log10copies/mL,95%一致

性界限 为 (-0.045,0.478)log10copies/mL,96.43% (54/56)的 点 在 95% 一 致 性 界 限 以 内,界 外 点 数

为2(3.57%)。结论:2款实时荧光定量PCR仪Cobasz480和LightCycler480Ⅱ检测外周血样本中 EBVDNA,
结果具有可比性,但Cobasz480上的检测结果平均比 LightCycler480Ⅱ上的高,可能是由于2款PCR仪所使用

的光源和滤光片组合不同所致。
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Abstract　Objective:Tocomparetheresultsofperipheralbloodclinicalspecimensobtainedwithacommercial
Epstein-Barrvirus(EBV)DNAquantitativefluorescencediagnostickit(PCR-fluorescenceprobing)usingtwoplat-
forms:Cobasz480real-timePCRandLightCycler480Ⅱreal-timePCRdetectionsystems,anddeterminethecon-
cordanceonqualitativeandquantitativeresultsofEBVDNAobtainedbythesetwodifferentreal-timePCRinstru-
ments.Methods:Nucleicacidwasextractedfrom102wholeblood(WB)and77plasmaclinicalspecimensusing
Sansurecommercialextractionkit.Real-timePCRwasperformedonbothCobasz480andLightCycler480Ⅱreal-
timePCRplatforms,usingSansureEBVDNAquantitativefluorescencediagnostickit.Comparisonoftheresults
obtainedwithtwotypesofthermocyclersincludedCohen'skappa,linearregressionanalysis,pairedttest,

Spearmancorrelation,andBland-Altmananalysis.Results:①Thedetectionratesof179peripheralbloodclinical
samplesobtainedbyCobasz480andLightCycler480Ⅱplatformswere49.72%(89/179)and48.60%(87/179)re-
spectively.Theexcellentagreementwasobservedbetweenbothplatforms(κ=0.9553).Thepositivecoincidence
rate,negativecoincidencerateandoverallcoincidenceratewere98.85%,96.74% and97.77%,respectively.
②Atotalof56clinicalspecimenswithEBVDNAloadabovethelimitofquantificationonbothPCRplatforms
wereanalyzed.ThedetectionvaluesofEBVDNAloadobtainedbyCobasz480andLightCycler480Ⅱplatforms
were3.943±0.913and3.726±0.980log10copies/mL,respectively(P<0.05).Correlationcoefficientofthere-
sultsobtainedwithbothanalyzerswas0.9626.Bland-Altmanplotanalysisfoundthedifferenceofmeanvalues
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measuredwithbothPCRthermocyclerswas0.216log10copies/mL(95%confidenceinterval,-0.045to0.478),

andtheproportionsofthespecimenswithinthe95%limitofagreementwere96.43%(54/56)betweenbothplat-
forms.Conclusion:Thetworeal-timefluorescentPCRinstrumentsprovidereliableandcomparableEBVviralload
results,butviralloadvaluesmeasuredwiththeCobasz480platformareonaveragehigherthanthosemeasured
withLightCycler480Ⅱplatform.Thedifferenceisprobablyduetodifferentlightsourcesandfiltersusedinboth
thermocyclers.
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　　实时荧光定量PCR已广泛应用于临床实验室

中感染性病原体如 EB病毒(Epstein-Barrvirus,
EBV)、巨细胞病毒(cytomegalovirus,CMV)等相

关疾病的诊断、治疗、监测与预防。EBV 是有包膜

的双链DNA 病毒,与传染性单核细胞增多症、移
植后淋巴增殖性疾病(PTLD)以及鼻咽癌、淋巴

瘤、白血病等恶性肿瘤密切相关。外周血中 EBV
载量的准确定量对于监测移植患者的免疫抑制状

态和PTLD的发展、早期筛查鼻咽癌患者等具有重

要的临床意义[1-2],血浆中 EBVDNA 筛查鼻咽癌

的敏感性和特异性分别为97.1%和98.6%[2]。应

用实时荧光定量 PCR 检测 EBV DNA,许多因素

包括标本类型(全血或血浆)、核酸提取方法、靶基

因、PCR扩增试剂以及实时荧光PCR仪等都可能

影响EBVDNA 的检测结果[3]。本研究主要拟对

2款实时荧光 PCR 仪 Cobasz480和 LightCycler
480Ⅱ定量检测外周血样本中EBVDNA的结果进

行比对,以评价不同类型的实时荧光 PCR 仪对

EBVDNA定性和定量检测结果的影响。
1　材料与方法

1.1　仪器与试剂

EB病毒核酸定量检测试剂盒(PCR-荧光探针

法,国械注准20173400077)(圣湘生物科技股份有

限公司);两款实时荧光定量PCR仪Cobasz480和

LightCycler480Ⅱ(罗氏公司)。
1.2　标本

179例外周血标本(包括102例全血和77例血

浆)来自2021年2月我院住院患者,其中男122
例,女57例;年龄2个月~76岁,中位年龄32岁;
诊断为鼻咽癌22例、淋巴瘤20例、白血病27例、
造血干细胞移植术后30例、心脏移植术后2例、肾
移植术后1例、传染性单核细胞增多症2例和其他

诊断(含发热待查、肺部感染等)75例。
1.3　DNA的提取

具体操作步骤严格按照试剂说明书进行。
1.3.1　血浆样本中DNA提取　取100μL血浆样

本,加入等体积的浓缩液,12000r/min 离心 5
min,弃上清,沉淀中加入50μL核酸释放剂,充分

震荡混匀,静置10min,作为待测核酸模板备用。
1.3.2　全血样本中DNA提取　向800μL全血中

加入1mL红细胞裂解液,充分震荡混匀至透明清

亮;12000r/min离心1min,去上清;再加入1mL

红细胞裂解液,震荡混匀至沉淀震散;12000r/min
离心 1 min,去 上 清;接 着 加 入 1 mL 生 理 盐

水,12000r/min离心3min,去上清;向沉淀中加

入400μL核酸释放剂,震荡混匀,75℃恒温处理

10min后瞬时离心,作为待测核酸模板备用。
1.4　实时PCR扩增

PCR反应体系包括38μLPCR反应液、2μL
酶混合液、1μL内标和10μL核酸模板,总体积为

51μL,同时在两款实时荧光定量 PCR 仪 Cobas
z480和LightCycler480Ⅱ上进行扩增,扩增条件

均为:50℃2min;94℃2min;94℃5s、57℃30s,
45个循环,FAM 和 VIC通道检测荧光。该试剂盒

的定量线性范围为4.00×102~4.00×109copies/mL。
1.5　统计学分析

EBVDNA在2款实时荧光PCR仪上的定性

结果采用配对χ2 检验和 Kappa一致性检验;定量

结果均以log10copies/mL表示,结果差异采用配对

t检验分析,相关性分析采用Spearman相关分析

以及线性回归分析,一致性采用 Bland-Altman图

分析。P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　2款实时荧光 PCR 仪检测血标本中 EBV
DNA的定性结果分析

对于179例外周血标本中 EBVDNA 的定性

检测,以FAM 通道具有典型的S型扩增曲线和Ct
值≤39 作为阳性,2 款实时荧光 PCR 仪 Cobas
z480和LightCycler480Ⅱ上的阳性检出率分别为

49.72%(89/179)、48.60%(87/179),经配对χ2 检

验差异无统计学意义(P>0.05);进行 Kappa一致

性检验分析,Kappa值为0.9553(P<0.05),2款

实时荧光PCR仪检测血标本中EBVDNA的定性

结果一致性较好;两者的阳性符合率为98.85%、阴
性符合率为96.74%,总符合率为97.77%,见表1。
2.2　2款实时荧光 PCR 仪检测血标本中 EBV
DNA的定量结果分析

应用同一种 EBV DNA 试剂盒同时在 Cobas
z480和LightCycler480Ⅱ上进行扩增检测179例

血标本中EBV载量,发现其中56例血样本在2款

实时荧光PCR仪上的定量检测结果均在试剂盒的

定量线性范围内,Cobasz480和LightCycler480Ⅱ
上 的 EBV DNA 定 量 检 测 值 分 别 为 3.943±
0.913、3.726±0.980log10copies/mL,差异有统计
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学意义(t=12.15,P<0.05)。
2.3　2款实时荧光 PCR 仪定量检测 EBV DNA
的相关性分析

对于定量范围内的56例血样本,2款实时荧

光PCR仪Cobasz480和LightCycler480Ⅱ的检测

结果进行Spearman相关性以及线性回归分析,相
关系数r=0.9626(P<0.01)(95%CI,0.9368~
0.9780),回 归 方 程 为 Y=1.0656X-0.4754
(r2=0.9853),结果见图1。

表1　2款实时荧光PCR仪定性检测血标本中EBVDNA的结果分析

Cobasz480
LightCycler480Ⅱ
阳性 阴性

Kappa
(95%CI)

阳性符合率/%
(95%CI)

阴性符合率/%
(95%CI)

总符合率/%
(95%CI)

阳性

阴性

86
1

3
89

0.9553(0.9120~
0.9986)

98.85(93.76~
99.97)

96.74(90.76~
99.32)

97.77(94.38
~99.39)

图1　2款实时荧光PCR仪定量检测56例血标本中

EBVDNA的相关性分析

2.4　2款实时荧光 PCR 仪定量检测 EBV DNA
的一致性分析

对于定量范围内的56例血样本,Cobasz480
和LightCycler480Ⅱ上 EBVDNA 定量检测结果

的差值平均值为0.216log10copies/mL,差值标准

差为 0.133log10copies/mL,95% 一 致 性 界 限 为

0.216±1.96×0.133(-0.045,0.478),96.43%
(54/56)的点在95%一致性界限以内,界外点数为

2(3.57%)(图2)。另外,其中5个(5/56,8.93%)
血标本两款 PCR 仪定量检测结果的差值≥0.4
log10copies/mL。

图2　2款实时荧光 PCR仪定量检测血标本中 EBV
DNA的Bland-Altam图分析

3　讨论

实时荧光定量PCR已成为一种高度灵敏检测

临床样本中感染性病原体核酸的主要方法之一,通
过荧光标记的探针在PCR过程中产生的荧光信号

变化,从而定量模板 DNA 的量。然而,检测同一

病原体核酸的不同厂家商品化实时定量PCR试剂

盒所用探针上标记的染料、校准品、仪器等不同,都
可能影响检测结果[4]。室间质评中不同实验室定

量检测同一样本 EBVDNA 的差异可高达300倍

(2.5log10)[3]。另外,不同的实时荧光PCR仪也可

能影响检测结果[5]。研究发现应用同一商品化试

剂盒在2款实时荧光定量PCR仪LightCycler2.0
和LightCycler480上定量检测97例血清样本中

的CMV载量,发现2款PCR仪上 CMVDNA 定

量结果的差值中位数为0.137log10,差值平均值为

0.215log10
[6]。

本研究比较了179例血样本提取核酸后应用

相同的扩增试剂和扩增条件在2款实时荧光PCR
仪Cobasz480和LightCycler480Ⅱ同时扩增检测

EBVDNA,发现两者定量检测结果之间具有可比

性,差 值 平 均 值 为 0.216 log10copies/mL,
Spearman分析提示两者检测结果之间存在相关性

(r=0.9626)。这2种检测系统除各自的实时荧

光定量PCR仪不同外,其余包括样本、试剂、标准

品、操作程序以及具体的操作人员都相同,外周血

标本中 DNA 的提取和PCR体系的配制、分装、加
入模板都是由同一工作人员同时操作,提示这种差

异可能主要由2款实时荧光PCR仪的不同所致。
2款实时荧光PCR仪Cobasz480和LightCy-

cler480Ⅱ均具有6个荧光检测通道,可进行定量

分析;都包含相同的热循环模块和 CCD荧光检测

系统,但两者的光源和滤光片组合不同,Cobas
z480的光源为氙灯,LightCycler480Ⅱ的光源为高

强度白光LED灯,两者所检测染料的滤光片组合

也稍有不同(见表2),这些都可能影响实时荧光定

量PCR检测结果。对于所有实时荧光PCR仪,荧
(下转第95页)
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光强度水平取决于仪器维护、及时更换灯泡(光源)
以及仪器镜头的清洁度;定期清洁镜头,并对仪器

进行维护,以确保其处于最佳性能,有助于保障实

时荧光定量PCR检测结果的准确性。

表2　2款实时荧光PCR仪的常用染料的激发光谱和

发射光谱 nm

染料

Cobasz480

λ激发

滤光片

λ发射

滤光片

LightCycler480Ⅱ

λ激发

滤光片

λ发射

滤光片

FAM 465 510 440 510
HEX/VIC 540 580 533 580
Red610 498 610 498 610
Cy5 610 670 618 660

总之,2 款实时荧光 PCR 仪 Cobasz480 和

LightCycler480Ⅱ 定量检测外周血样本中 EBV
DNA,结果具有可比性,但Cobasz480上的检测结

果平均比LightCycler480Ⅱ上的高,可能是由于两

款PCR仪所使用的光源和滤光片组合不同所致。
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