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　　[摘要]　目的:对全自动核酸工作站PANA9600E的超敏 HBVDNA定量检测性能进行评价,评估其是否

满足临床应用要求。方法:参考美国临床和实验室标准化协会(CLSI)和中国合格评定国家认可委员会(CNAS)
等相关文件,采用天隆PANA9600E全自动核酸工作站及其配套 HBVDNA 超敏定量检测试剂和 GENTIER
96E实时荧光定量PCR仪,应用 HBVDNA血清标准物质、临床混合血清样本和乙型肝炎病毒核酸国家标准品,
对该检测系统的正确度、精密度、线性范围、定量限、检出限、防交叉污染、抗干扰能力等性能进行评价;同时与

NP968-C半自动系统检测56例临床血清样本进行方法学比对。结果:①PANA9600E系统检测 HBVDNA 血

清标准物3个浓度4.60×106、1.41×103 和2.00×102IU/mL的均值与靶值的差值绝对值均小于0.40log10IU/

mL,正确度满足行业标准;检测2.0×102、2.0×103、2.0×104 和2.0×106IU/mL4个浓度的临床混合血清样

本,重复性精密度CV分别为3.93%、1.50%、0.89%和0.54%,中间精密度 CV 分别为5.00%、1.95%、1.36%
和1.35%,精密度验证通过;②PANA9600E系统在3.0×101IU/mL~3.0×108IU/mL内呈线性,线性回归方

程为 Y=1.0285X-0.0758,R2=0.9994;定量限为30IU/mL,检出限为10IU/mL;防交叉污染验证通过,阴
性样本检测结果均为阴性;当胆红素≤512μmol/L、血红蛋白≤100mg/mL、甘油三酯≤18mmol/L时对该系统

的检测结果无明显影响,抗干扰能力验证通过;③对于56例临床血清样本,PANA9600E和 NP968-C系统检出

的阳性率分别为60.71%(34/56)和57.14%(32/56),差异无统计学意义(P>0.05),Kappa值为0.8526(95%
CI:0.7139~0.9914),一致性较好;对于定量范围内的19例临床血清样本,PANA9600E和 NP968-C系统的检

测值分别为3.954±1.850、3.828±1.916log10IU/mL,差异有统计学意义(P<0.05);进一步进行 Pearson相关

和Bland-Altman图分析,回归方程为 Y=1.0309X-0.2495,R2=0.9905;2种方法检测结果差值为(0.1258±
0.1953)log10IU/mL,95%一致性界限为-0.2569~0.5085log10IU/mL,94.74%(18/19)的点在95%一致性

界限以内,界外点数为1(5.26%)。结论:基于PANA9600E全自动核酸工作站的超敏 HBVDNA定量检测系统

的正确度、精密度、线性范围、定量限、检出限、抗交叉污染、抗干扰能力等性能良好;定量限为30IU/mL,检出限

为10IU/mL,达到超敏检测的要求;与现用的 NP968-C半自动系统的检测结果具有可比性,相关性和一致性好,
可满足临床应用要求。
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Abstract　Objective:ToevaluatetheperformanceofPANA9600Eautomaticnucleicacidextractionplatform
forultra-sensitiveHBVDNAquantitativedetectionandassesswhetheritmeetsclinicalneeds.Methods:Theclin-
icalmixedserumsamples,standardmaterialsforserum HBV DNAandnationalstandardforHBV DNA were
employedforperformanceevaluation.Theanalyticalperformance,suchastrueness,precision,linearity,limitof
quantification(LoQ),limitofdetection(LoD),cross-contaminationandanti-interferencecapability,wasdeter-
minedusingPANA9600Eautomaticultra-sensitiveHBVDNAquantificationsystem.CorrelationandBland-Alt-
manplotanalysiswerecarriedouttocomparetheclinicalperformanceoftheautomaticPANA9600Esystemand
thesemi-automaticNP968-Csystem.Results:①Thedifferencesbetweentheexpectedandtestedconcentrationsof
thesethreestandardmaterialsforserum HBV DNA measuredbyPANA9600Eplatform usingultra-sensitive
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HBVDNAquantitativekitwereallwithin0.4log10IU/mL,whichshowedhightrueness.Therepeatabilityand
intermediateprecision(%CV)ofthePANA9600Esystem were3.93% and5.00% at2.0×102IU/mL,and
1.50%and1.95%at2.0×103IU/mL,and0.89% and1.36% at2.0×104IU/mL,and0.54% and1.35% at
2.0×106IU/mL,respectively.②Thelinearityofthisassayrangedfrom30to3.00×108IU/mL,andthelinear
regressionequationwasY=1.0285X-0.0758(R2=0.9994).TheLoQ was30IU/mL,andtheLoDwas10
IU/mL.Therewasnocross-contaminationduringthecheckerboardtest.Nosignificantinterferencewasfoundin
thetestwhenbilirubin≤512μmol/L,hemoglobin≤100mg/mL,ortriglyceride≤18mmol/L.③Thedetection
ratesof56clinicalserumsamplesobtainedbyPANA9600EandNP968-Csystemswere60.71%(34/56)and
57.14%(32/56)respectively(P>0.05).Thekappavaluebetweenqualitativeresultswas0.8526(95% CI:

0.7139to0.9914).ThedetectionvaluesofHBVDNAloadobtainedbyPANA9600EandNP968-Csystems
were3.954±1.850and3.828±1.916log10IU/mL,respectively(P<0.05).Thecorrelationanalysisindicateda
significantcorrelationbetweenbothassays(Y=1.0309X-0.2495,R2=0.9905).TheBland-Altmanplotanal-
ysisfoundthemeandifferencewas0.1258log10IU/mL(95%CI:-0.2569to0.5085);theproportionofthe
specimenswithinthe95%limitofagreementwas94.74%(18/19)betweenbothassays.Conclusion:ThePANA
9600Eautomaticultra-sensitiveHBVDNAquantificationsystemhasgoodanalyticperformancewithhighpreci-
sionandtrueness,goodlinearity,anti-cross-contaminationabilityandanti-interferencecapability,andexhibits
goodagreementwiththesemi-automaticNP968-Csysteminclinicalperformance,andcould meettheclinical
needs.
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　　据 WHO 报道全球约有2.57亿慢性 HBV 感

染者[1],只有10%的 HBV 感染者被诊断出,我国

有8600万慢性 HBV 感染者[2]。慢性 HBV 感染

是我国慢性病毒性肝炎、肝硬化和肝细胞癌的主要

病因,积极的抗病毒治疗可有效抑制 HBV 复制,
阻止疾病进展,减少终末期肝病的发生[3]。高灵敏

的 HBVDNA 定量检测对于慢性 HBV 感染的全

程管理、隐匿性 HBV 感染者的发现、慢性乙型肝

炎患者的诊断、治疗及其预后判断等具有重要的临

床意义。欧洲肝病学会(EASL)和美国肝病学会

(AASLD)对于 HBVDNA超敏定量检测的试剂要

求包括高灵敏度5~10IU/mL、宽线性范围1~9
log10IU/mL、特异性强和重复性好[4-5]。目前市面

上有多种国产的全自动核酸工作站,匹配专用的磁

珠法核酸提取试剂盒,全流程全自动化、封闭式操

作,将样本核酸提取、PCR体系构建于一体。本研

究主要拟对实验室新进的PANA9600E全自动核

酸工作站结合 GENTIER96E实时荧光定量PCR
仪的超敏 HBVDNA 定量检测性能包括精密度、
正确度、线性范围、定量限、检出限、防污染、抗干扰

能力等进行评价,并与原用的 NP968-C半自动系

统进 行 方 法 学 比 对,评 估 其 是 否 满 足 临 床 应

用要求。
1　材料与方法

1.1　标本

收集2020年7月我院收治的慢性 HBV 感染

者以及健康体检者血清各若干份。HBVDNA 血

清标准物质 GBW(E)090139(S2:4.60×106IU/
mL)、GBW(E)090137(S5:1.41×103IU/mL)和

GBW(E)090586(S7:200IU/mL)购自北京康彻思

坦生物技术有限公司。乙型肝炎病毒核酸国家标

准品(300022-201601)购自中国食品药品检定研究

院。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

PANA9600E全自动核酸工作站及其配套的

核酸提取试剂(陕西械备20140007)、NP968-C核

酸提取仪及其配套的核酸提取试剂(苏苏械备

20151030)、GENTIER96E 实 时 荧 光 定 量 PCR
仪、乙型肝炎病毒核酸定量检测试剂盒(国械注准

20153400379)均来自天隆公司。干扰物质甘油三

脂(T9420-626E032)、胆红素(B8431-828G021)购

自北京索莱宝科技有限公司,血红蛋白(A002402-
F508BD0319)购自上海生物工程股份有限公司。
1.3　方法

1.3.1　HBVDNA定量检测　①PANA9600E全

自动核酸工作站自动提取样本核酸、构建 PCR 反

应体系。应用PANA9600E全自动核酸工作站及

其专用的磁珠法核酸提取试剂自动完成200μL血

清样本中的核酸提取、纯化以及分装构建40μL反

应体系(包括16μL反应混合液+4μLTaq酶+20
μL模板)。②NP968-C核酸提取仪提取样本核酸,
手工分装体系、加模板核酸,应用磁珠法核酸提取

试剂盒在 NP968-C提取仪上完成200μL血清样

本中的核酸提取,手工分装PCR反应体系、加模板

核酸。③实时荧光定量PCR扩增 HBVDNA。配

制好的PCR反应体系均在 GENTIER96E实时荧

光定量PCR仪上进行扩增,扩增条件:95℃3min,
然后94℃15s、60℃30s(FAM 和 HEX通道检测

荧光)、45个循环。所有步骤严格按照试剂说明书

进行,并确保质控在控后进行结果分析。
1.3.2　性能验证方法　①正确度评价:将 GBW
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(E)090139(4.60×106IU/mL)、GBW(E)090137
(1.41×103IU/mL)和 GBW(E)090586(2.00×
102IU/mL)每个浓度水平 HBVDNA 血清标准物

质重复测定3次,计算实测均值与靶值的差值。判

断标准为检测均值与靶值的差值绝对值 ≤0.4
log10IU/mL,即正确度验证通过。②精密度评价:
将2.0×102、2.0×103、2.0×104 和2.0×106IU/
mL4个浓度水平的临床混合血清样本,每种浓度

水平样本检测20次计算重复性精密度,每种浓度

水平样本每天检测5次,连续检测4d,计算中间精

密度。判断标准为:重复性和中间精密度CV 均≤
5%,并且重复性精密度SD≤3/5TEa,中间精密

度SD≤4/5TEa。③线性范围:应用混合阴性血

清将已测高值标本(3.0×108IU/mL)10倍梯度稀

释至30IU/mL,共计8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=aX+b。判

断标准为:R2≥0.98,a位于0.97~1.03,b值趋向

于0,即厂家声称的线性范围(3.0×101IU/mL~
1.0×108IU/mL)验证通过。④定量限:将1.0×
108IU/mLHBV核酸国家标准品用合格献血者血

浆梯度稀释至30IU/mL后进行20次检测。判断

标准为:检测均值与靶值的差值在±0.4log10IU/
mL的范围内,即定量限验证通过。⑤检出限:将
1.0×108IU/mLHBV 核酸国家标准品用合格献

血者血浆梯度稀释至10IU/mL 后进行25次检

测。判断标准为:检出率>95%,即检出限验证通

过。⑥防交叉污染能力:将 HBV DNA 定量高值

(108)临床混合血清样本和合格献血者血浆样本间

隔放置(棋盘法),各做48个测试。判断标准为:阳
性样本检出率为100%,阴性样本均为阴性,即防

交叉污染能力验证通过。⑦抗干扰能力:分别将总

胆红素(10240μmol/mL)、血红蛋白(2000 mg/
mL)、甘油三酯(360mmol/L)、生理盐水(对照)加
入2个已知浓度为4.50×103 和5.10×105IU/mL
的临 床 混 合 血 清 样 本 中,得 到 分 别 含 胆 红 素

512μmol/mL、血红蛋白 100 mg/mL、甘油三酯

18mmol/L、生理盐水的临床混合样本血清,每个

样本检测3次。判断标准为:含干扰物质的样本与

对照样本的检测结果偏倚在±7.5%内,即抗干扰

能力验证通过。⑧方法学比对:将56例临床血清

样本分成2份,1份用PANA9600E全自动核酸工

作站及其配套扩增试剂检测,另1份用 NP968-C
核酸提取仪提取核酸后用其配套扩增试剂检测,均
在 GENTIER96E 实时荧光定量 PCR 仪上扩增

HBVDNA。
1.4　统计学处理

定性结果采用配对χ2 检验和Kappa一致性检

验。定量结果均以log10IU/mL表示,用 Excel计

算均值、标准差、偏倚和变异系数;采用配对t 检

验、Pearson 相关及 Bland-Altman 图分析。P <
0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　正确度验证结果

PANA9600E系统检测3个水平 HBVDNA
血清标准物质所得到的实测均值与靶值的差值绝

对值均小于0.4log10IU/mL,见表1,正确度验证

通过。

表1　PANA9600E检测系统正确度验证结果　log10IU/mL

HBVDNA国家标准物质 检测均值 靶值 差值

GBW(E)090139(S2) 6.34 6.66 -0.32

GBW(E)090137(S5) 3.13 3.15 -0.02

GBW(E)090586(S7) 2.01 2.30 -0.29

2.2　精密度验证结果

PANA9600E系统检测2.0×102、2.0×103、
2.0×104 和2.0×106IU/mL4个浓度水平的临床

混合血清样本,精密度验证结果见表2,均在厂家

声称的 CV≤5%范围内,同时以我国 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 SD ≤3/5TEa (0.24
log10IU/mL),中 间 精 密 度 SD ≤4/5TEa(0.32
log10IU/mL),精密度验证通过。

表2　PANA9600E检测系统精密度验证结果

log10IU/mL

浓 度 (IU/

mL)
重复性精密度

■X±S CV/%

中间精密度

■X±S CV/%
2.0×102 2.27±0.09 3.93 2.18±0.11 5.00
2.0×103 3.21±0.05 1.50 3.19±0.06 1.95
2.0×104 4.16±0.04 0.89 4.23±0.06 1.36
2.0×106 6.12±0.03 0.54 6.32±0.09 1.35

2.3　线性范围验证结果

对8个浓度梯度的 HBVDNA 样本进行线性

回归分析(图1),3.0×101IU/mL~3.0×108IU/
mL内呈线性,线性回归方程为 Y=1.0285X-
0.0758,R2=0.9994,厂家声称的定量线性范围

(30IU/mL~3.0×108IU/mL)验证通过。
2.4　定量限(LoQ)验证结果

稀释 HBV 核酸国家标准品得到30IU/mL
(1.48log10IU/mL)的样本,20次检测结果为1.65
±0.13log10IU/mL,检测均值与靶值的差值为

0.17log10IU/mL,在±0.4log10IU/mL范围内,定
量限验证通过。
2.5　检出限(LoD)验证结果

稀释 HBV核酸国家标准品得到10IU/mL的

样本,25 次均检出,检出率 >95%,厂家声称的
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LoD10IU/mL验证通过。
2.6　抗干扰能力验证结果

含干扰物质的样本与对照样本的检测结果偏

倚均在±7.5%(表3),提示胆红素≤512μmol/L、
血红蛋白≤100mg/mL、甘油三酯≤18mmol/L
情况下,对检测结果无明显影响。
2.7　防交叉污染能力验证结果

阳性样本检出率为100%,阴性样本检测结果

均为阴性,防交叉污染能力验证通过。
2.8　方法学比对结果

对于 56 例临床血清样本,PANA9600E 和

NP968-C系统检出的阳性率分别为60.71%(34/
56)和57.14%(32/56),经配对χ2 检验,差异无统

计学意义(P>0.05),Kappa值为0.8526,95%可

信区间0.7139~0.9914,一致性较好。对于两者

定量范围内的19例临床血清样本,PANA9600E
和 NP968-C 系 统 的 检 测 结 果 分 别 为 3.954±
1.850、3.828±1.916log10IU/mL,经配对t检验,
差异有统计学意义(P<0.05);进一步进行 Pear-

son相关性以及线性回归分析,回归方程为 Y=
1.0309X-0.2495(图 2),R2 =0.9905;应用

Bland-Altman图分析2种方法的一致性(图3),2
种方法检测结果差值平均值为0.1258log10IU/
mL,差值标准差为0.1953log10IU/mL,95%一致

性 界 限 为 -0.256 9~0.508 5log10IU/mL,
94.74%(18/19)的点在95%一致性界限以内,界
外点数为1(5.26%)。

图1　PANA9600E检测系统线性范围验证结果

表3　PANA9600E系统抗干扰能力验证结果 log10IU/mL,■X±S

变量
胆红素(512μmol/L)

3.65 5.71

血红蛋白(100mg/mL)

3.65 5.71

甘油三酯(18mmol/L)

3.65 5.71
对照组 3.66±0.05 5.71±0.09 3.66±0.05 5.71±0.09 3.66±0.05 5.71±0.09
干扰组 3.61±0.01 5.74±0.06 3.60±0.03 5.73±0.01 3.66±0.02 5.67±0.08
偏倚/% -1.38 0.49 -1.83 0.41 0.07 -0.67

图2　2种方法定量检测HBVDNA结果的相关性分析

图3　2种方法定量检测 HBVDNA结果的Bland-Alt-
man图分析

3　讨论

慢性 HBV 感染是全球关注的重大公共卫生

问题,是肝硬化和肝细胞癌(HCC)的风险因素,其
治疗目标是最大限度地长期抑制 HBV DNA 复

制,防止疾病进展和肝细胞癌发生,从而提高生存

率和改善生活质量[4]。血清 HBVDNA 的定量检

测,贯穿慢性 HBV感染自然病程全程管理。我国

《慢性乙型肝炎防治指南(2019年版)》推荐:血清

HBVDNA阳性,ALT持续异常(>ULN)且排除

其他原因所致者,建议行抗病毒治疗(B1)[3]。慢性

HBV感染的功能性治愈是指经有限疗程治疗完成

后血清中 HBsAg和 HBVDNA持续检测不到,伴
或不伴有 HBsAg血清学转换[6]。因此,高灵敏

HBVDNA定量检测对于慢性乙型肝炎患者的治

疗、连续监测、个体化管理和隐匿性 HBV 感染者

的发现以及 HBV 再激活患者的治疗管理等均起

着重要的作用。对于医疗机构的临床实验室,选择

灵敏度高、临床检测性能佳的 HBV DNA 定量检

测系统至关重要。
根据美国临床和实验室标准化协会(CLSI)

EP15-A2、EP17-A2、EP6-A、EP9-A3以及中国合

格评定国家认可委员会(CNAS)CNAS-GL039《分

·242· 临床血液学杂志　 第35卷



子诊断检验程序性能验证指南》、GL02-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》和CNAS-GL037《临床化学定量检验程序

性能验证指南》等相关文件,本研究对基于PANA
9600E全自动核酸工作站的超敏 HBVDNA 定量

检测的性能包括正确度、精密度、线性范围、定量

限、检出限、抗干扰、防污染等进行评价,并与现用

的已通过性能验证的 NP968-C半自动系统进行方

法学比对[7],评估其是否满足临床应用要求。
本研究发现,应用 PANA9600E系统进行超

敏 HBVDNA定量检测,以我国 NCCL室间质量

评价合格范围(靶值±0.4)log10IU/mL作为正确

度验证标准,3种浓度水平的 HBVDNA血清标准

物质的检测均值与靶值的差值均在±0.4log10IU/
mL范围内;对于4个浓度水平的临床混合血清样

本,HBVDNA定量检测的重复性和中间精密度均

满足CV≤5%,同时发现随着样本中 HBV DNA
浓度升高而精密度CV越小,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 SD ≤3/5TEa (0.24
log10IU/mL),中 间 精 密 度 SD ≤4/5TEa(0.32
log10IU/mL),正确度、精密度均验证通过;在验证

的定量范围3.0×101~3.0×108IU/mL内线性良

好,线性回归方程为 Y=1.0285X-0.0758,R2=
0.9994;通过稀释 HBV 核酸国家标准品,分别得

到30IU/mL和10IU/mL的样本,30IU/mL样

本20次检测均值与靶值的差值均在±0.4log10

IU/mL内,10IU/mL样本100%(25/25)检出,厂
家声称的定量限(LoQ)30IU/mL和检出限(LoD)
10IU/mL均验证通过;通过添加胆红素、血红蛋

白和甘油三脂干扰物分别评估了黄疸、溶血、脂血

三种临床异常标本对 HBVDNA 定量检测的干扰

情况,发现胆红素≤512μmol/L、血红蛋白≤100
mg/mL、甘油三酯≤18mmol/L情况下,对检测结

果无明显影响,抗干扰能力较强;应用棋盘法将强

阳性标本与阴性标本间隔放置,检测发现阳性标本

100%检出,阴性标本检测结果均为阴性、无假阳性

检出,防污染验证通过。
HBVDNA定量检测的准确性、可比性,也是

检测系统的重要性能。不同 HBVDNA 定量检测

试剂所用的引物和探针位置不同,可能影响核苷

(酸)类似物治疗的患者检测结果[8]。本研究中将

PANA9600E和 NP968-C系统进行方法学比对,
所用的 HBVDNA 定量检测试剂为同一厂家,引
物和探针都是相同的,两系统检测56例临床血清

样本的阳性率分别为 60.71% 和 57.14% (P >
0.05),Kappa值为0.8526,一致性较好;对于两者

定量范围内的19例临床血清样本,PANA9600E
系统的检测均值明显高于 NP968-C 系统 (P <

0.05),提示这种差异可能主要是由两系统核酸提

取效率不同以及 NP968-C系统的手工加样、分装

PCR反应体系、加核酸模板与PANA9600E系统

全自动化操作的差异所致;线性回归方程为 Y=
1.0309X-0.2495,R2=0.9905;2种方法检测结

果差值平均值为0.1258log10IU/mL,差值标准差为

0.1953log10IU/mL,95%一致性界限为-0.2569~
0.5085log10IU/mL,94.74%(18/19)的点在95%
一致性界限以内,界外点数为1(5.26%)。

综上所述,基于 PANA9600E全自动核酸工

作站的超敏 HBV-DNA 定量检测系统的正确度、
精密度、线性范围、检出限、定量限、抗交叉污染、抗
干扰能力等性能良好;定量限为30IU/mL,检出限

为10IU/mL,达到超敏检测的要求;与现用的

NP968-C半自动系统的检测结果具有可比性,相关

性和一致性好,可满足临床应用要求。
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