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摘要：目的　验证新型丙型 肝 炎 病 毒 核 酸 定 量 试 剂 的 检 测 性 能。方法　运 用 ＡＢＩ　７５００荧 光 定 量ＰＣＲ仪，按

ＣＮＡＳ－ＣＬ０２－Ａ００９文件要求，分别验证其精密度、正确度、线性及可报告范围和抗干扰能力等指 标。结果　精 密

度：低浓度和高浓度样本的重复精密度标准差值均小于３／５ＴＥａ，低浓度和高浓度样本的中间精密度标准 差 值 均

小于４／５ＴＥａ；正确度：２０１７年卫计委１０份室间质评样本的检测结果均在靶值允许的上下限范围之内，且与靶值

的偏倚均≤±７．５％，正确率高达１００％；线性及可报告范围：新型试剂在５０ＩＵ／ｍｌ～１×１０８　ＩＵ／ｍｌ范围内具有良

好的线性关系，线性回归方程为ｙ＝０．９８８ｘ＋０．１８９１，Ｒ２＝０．９９９６＞０．９５；抗干扰能 力：２ｇ／ｄｌ的 血 红 蛋 白、２８ｍｇ／

ｄｌ的总胆红素、３０００ｍｇ／ｄｌ的甘油三酯、４０ｇ／Ｌ的总ＩｇＧ对检测结果没有影响。结论　新型试剂具有重复性好、

稳定性高、结果准确可靠、线性范围宽、抗 干 扰 能 力 强 等 优 势，其 检 测 性 能 满 足ＩＳＯ１５１８９要 求，可 有 效 用 于 临 床

样本检测并适合于在各医学实验室推广使用。

关键词：新型试剂；丙型肝炎病毒；核酸定量；性能验证

中图分类号：Ｒ５１２．６　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００５－４５２９（２０１９）０６－０８２１－０６

收稿日期：２０１８－１０－２３；　修回日期：２０１８－１２－２５
通信作者：赵志军，Ｅ－ｍａｉｌ：ｚ１５８１５ｚ＠１６３．ｃｏｍ

Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｏｆ　ｎｏｖｅｌ　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ　ｖｉｒｕｓ
ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｒｅａｇｅｎｔ

ＨＥ　Ｘｕｅ－ｈｕ，ＧＵＯ　Ｙａ－ｑｉ，ＤＯＮＧ　Ｊｉｅ，ＬＩＡＮＧ　Ｘｉａｏ－ｙａｎ，ＺＨＡＯ　Ｑｉａｎ－ｙｉｎｇ，

ＳＨＩ　Ｚｈｉ－ｙｕｎ，ＺＨＡＮＧ　Ｙｕ－ｙｉｎｇ，ＺＨＡＯ　Ｙｕｅ，ＺＨＡＯ　Ｚｈｉ－ｊｕｎ
（Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　ｏｆ　Ｎｉｎｇｘｉａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｙｉｎｃｈｕａｎ，Ｎｉｎｇｘｉａ　７５０００４，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ　Ｔｏ　ｖｅｒｉｆｙ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｏｆ　ｎｏｖｅｌ　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ　ｖｉｒｕｓ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｒｅａ－

ｇｅｎｔ．ＭＥＴＨＯＤＳ　Ｔｈｅ　ＡＢＩ　７５００ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＰＣＲ　ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｖｅｒｉｆｙ　ｔｈｅ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ａｃｃｕｒａ－
ｃｙ，ｌｉｎｅａｒ　ａｎｄ　ｒｅｐｏｒｔａｂｌｅ　ｒａｎｇｅ　ａｓ　ｗｅｌｌ　ａｓ　ａｎｔｉ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ａｂｉｌｉｔｙ　ａｃｃｏｒｄｉｎｇ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ＣＮＡＳ－ＣＬ０２－
Ａ００９．ＲＥＳＵＬＴＳ　Ａｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｔｈｅ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｏｆ　ｂｏｔｈ　ｌｏｗ　ａｎｄ　ｈｉｇｈ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｓａｍｐｌｅｓ

ｗｅｒｅ　ｌｅｓｓ　ｔｈａｎ　３／５ＴＥａ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｏｆ　ｂｏｔｈ　ｌｏｗ　ａｎｄ　ｈｉｇｈ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｓａｍｐｌｅｓ　ｗｅｒｅ　ｌｅｓｓ　ｔｈａｎ

４／５ＴＥａ．Ｆｏｒ　ｔｈｅ　ａｃｃｕｒａｃｙ，ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　１０ｅｘｔｅｒｎａｌ　ｑｕａｌｉｔｙ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ（ＥＱＡ）ｓａｍｐｌｅｓ　ｗｅｒｅ　ａｌｌ　ｗｉｔｈｉｎ　ｔｈｅ　ｒａｎｇｅ

ｏｆ　ｔｈｅ　ｕｐｐｅｒ　ａｎｄ　ｌｏｗｅｒ　ｌｉｍｉｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔａｒｇｅｔ　ｖａｌｕｅ，ａｎｄ　ｉｔｓ　ｂｉａｓｅｓ　ｆｒｏｍ　ｔａｒｇｅｔ　ｖａｌｕｅ　ｗｅｒｅ　ｌｅｓｓ　ｔｈａｎ　ｏｒ　ｅｑｕａｌ　ｔｏ±

７．５％，ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ａｃｃｕｒａｃｙ　ｗａｓ　ｕｐ　ｔｏ　１００％．Ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｌｉｎｅａｒ　ａｎｄ　ｒｅｐｏｒｔａｂｌｅ　ｒａｎｇｅ，ｔｈｅ　ｎｏｖｅｌ　ｒｅａｇｅｎｔ　ｈａｄ　ａ

ｇｏｏｄ　ｌｉｎｅａｒ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｗｉｔｈｉｎ　ｔｈｅ　ｒａｎｇｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　５０ＩＵ／ｍｌ　ａｎｄ　１×１０８　ＩＵ／ｍｌ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｌｉｎｅａｒ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎ

ｗａｓ　ｙ＝０．９８８ｘ＋０．１８９１，Ｒ２＝０．９９９６＞０．９５．Ｆｏｒ　ａｎｔｉ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ａｂｉｌｉｔｙ，２ｇ／ｄｌ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ（ＨＢ），２８ｍｇ／ｄｌ

ｔｏｔａｌ　ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ（ＴＢＩＬ），３０００ｍｇ／ｄｌ　ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ（ＴＧ）ａｎｄ　４０ｇ／Ｌ　ｔｏｔａｌ　ＩｇＧ　ｈａｄ　ｎｏ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ　ｔｅｓｔｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ．

ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　Ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｔｒｅｍｅｎｄｏｕｓ　ａｄｖａｎｔａｇｅｓ　ｏｆ　ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ，ｈｉｇｈ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ａｃｃｕｒａｔｅ　ａｎｄ　ｒｅｌｉａｂｌｅ　ｔｅｓｔｉｎｇ　ｒｅ－
ｓｕｌｔｓ，ｗｉｄｅ　ｌｉｎｅａｒ　ｒａｎｇｅ　ａｎｄ　ｓｔｒｏｎｇ　ａｎｔｉ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ，ｔｈｅ　ｎｏｖｅｌ　ｒｅａｇｅｎｔ＇ｓ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｈａｓ　ｍｅｔ

ｔｈｅ　ｄｅｍａｎｄ　ｏｆ　ＩＳＯ１５１８９，ｗｈｉｃｈ　ｃｏｕｌｄ　ｂｅ　ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｓａｍｐｌｅ　ｔｅｓｔｉｎｇ　ａｎｄ　ｗｏｒｔｈｙ　ｔｏ　ｂｅ　ｐｒｏｍｏｔｅｄ　ｉｎ

ｍｅｄｉｃａｌ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ．

Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｎｏｖｅｌ　ｒｅａｇｅｎｔ；Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ　ｖｉｒｕｓ；Ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　丙型肝炎病毒（Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ　Ｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）基因 组为单正链ＲＮＡ，感染人体后可引起丙型肝炎。不

同 种 族、年 龄、性 别 人 群 对 ＨＣＶ 普 遍 易 感。据

ＷＨＯ统计，全 球 ＨＣＶ感 染 率 约 为３％，估 计１．８
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亿人感染了 ＨＣＶ，每年新发 ＨＣＶ感染病例约３．５
万例，每年 死 于 与 ＨＣＶ 感 染 有 关 的 病 例 约３５万

例［１］。ＨＣＶ感染具有隐匿性，多数感染者因早期没

有典型症状而错过最佳治疗时机［２］。此外，丙 型 肝

炎慢性化率高，一旦感染 ＨＣＶ，约７５％～８５％的感

染者将会发展为慢性持续性感染，部分患者病情进

展可转 化 为 肝 纤 维 化 甚 至 肝 癌，严 重 危 及 患 者 生

命［３］。因此，丙型肝炎的早发现、早诊断和早治疗对

改善患者预后极为重要。目前，临床上主要通过检

测抗－ＨＣＶ抗体、胆红素和转氨酶等免疫和生化 指

标来辅助诊断丙型肝炎，但因抗－ＨＣＶ窗口期较长、
生化指标缺乏特异性，无法进行准确及时的诊断［４］。

ＨＣＶ－ＲＮＡ是判断 ＨＣＶ感 染 和 复 制 的 直 接 证 据，
近年来，分子生物学技术的飞速发展，使得核酸定量

检测得以实现，ＨＣＶ－ＲＮＡ定量检测也被誉为早期

诊断丙型肝炎的金标准［５］。基于 此，ＨＣＶ－ＲＮＡ定

量检测在临床上的应用也越来越普及，但是，国内用

于丙型肝炎核酸定量的传统试剂存在操作繁琐、费

时费力、易造 成 交 叉 污 染 和 气 溶 胶 污 染、核 酸 易 丢

失、灵敏度不高等问题。与国外优质试剂相比，国产

传统试剂在灵敏度、准确性、重复性、线性及可报告

范围、抗干扰能力等方面均存在一定差距。为此，在
国家传染病防治重大专项支持下，基于磁珠法提取

核酸 的 新 型 国 产 ＨＣＶ－ＲＮＡ定 量 试 剂 成 为 主 流。
根据ＩＳＯ１５１８９实 验 室 质 量 管 理 体 系 要 求，新 试 剂

在用于检测临床样本前，应先验证其主要性能，以证

实其具有预期水平。为了解新型试剂的实际检测性

能，本文依据ＣＮＡＳ－ＣＬ０２－Ａ００９文件要求对其进行

性能验证，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　样本来源　宁夏 医 科 大 学 总 医 院 医 学 实 验 中

心ＰＣＲ实验室日常检测的 ＨＣＶ－ＲＮＡ临床血浆样

本，实验室自制的 ＨＣＶ－ＲＮＡ定量检测室内质控品

和２０１７年全年卫计委室间质评样本。

１．２　仪 器 与 试 剂　医 用 冷 藏 箱（中 科 美 菱，ＹＣ－
３００Ｌ），医用 低 温 箱（日 本Ｐａｎａｓｏｎｉｃ，ＭＤＦ－Ｕ５４８Ｄ－
Ｃ），生物安全柜（新加坡艺思高科技有限公司，ＡＳ２－
４Ｓ１），微量移液器（德国ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），涡旋振荡器（海
门市其林贝尔仪器制造有限公司，ＶＯＲＴＥＸ－５），干

式恒温器（杭州奥盛仪器有限公司，ＭＫ２００－４），高速

冷冻 离 心 机（力 康 生 物 医 疗 科 技 控 股 有 限 公 司，

Ｎｅｏｆｕｇｅ１６００Ｒ），荧光定量ＰＣＲ扩增仪（美国ＡＢＩ，

ＡＢＩ　７５００）。丙 型 肝 炎 病 毒 核 酸 定 量 检 测 试 剂

（ＰＣＲ－荧光探针 法）（湖 南 圣 湘 生 物 科 技 有 限 公 司，

国械注准２０１５３４０００８５）。

１．３　方法

１．３．１　核酸提取　从冰箱中取出试剂，室温自然解

冻，充分混匀，向ＲＮＡ提取液１中加入１０μｌ　ＨＣＶ
内标，充分混匀备用；依次向１．５ｍｌ无菌离 心 管 中

加入６００μｌ　ＲＮＡ提取液１混合物、２００μｌ待测血

浆和１００μｌ　ＲＮＡ提取液２，涡旋震荡充分混匀，室

温静置裂解３０ｍｉｎ，瞬时 离 心；磁 性 分 离３ｍｉｎ，缓

慢吸弃溶液；依次加入６００μｌ　ＲＮＡ提取液３和２００

μｌ　ＲＮＡ提取液４，涡旋震荡充分混匀，瞬时离心，磁
性分离３ｍｉｎ，从 底 部 缓 慢 吸 弃 溶 液；瞬 时 离 心，磁

性分离３ｍｉｎ，吸 弃 残 余 液 体。质 控 品 和 标 准 品 的

核酸提取过程同待测样本。

１．３．２　试剂 准 备 及 加 样　在 试 剂 准 备 区 按 比 例 配

置相应数量的ＰＣＲ－ｍｉｘ（每人份４９μｌ　ＰＣＲ反应液

和１μｌ　ＲＴ－ＰＣＲ增强剂），转入标本制备区，每管加

入５０μｌ　ＰＣＲ－ｍｉｘ，洗脱吸附于离心管 壁 的 磁 珠－核
酸，反复吹吸 混 匀 后 全 部 转 入０．２ｍｌ　ＰＣＲ反 应 管

中，盖紧管盖。

１．３．３　ＲＴ－ＰＣＲ扩增　转移ＰＣＲ反应管至扩增区

ＰＣＲ扩增仪 上，记 录 样 本 摆 放 顺 序，进 行 ＲＴ－ＰＣＲ
扩 增。ＲＴ－ＰＣＲ 扩 增 选 ＦＡＭ 通 道 检 测 ＨＣＶ－
ＲＮＡ，ＶＩＣ 通 道 检 测 ＨＣＶ 内 标，参 比 荧 光 选 择

ＲＯＸ，设置Ｓａｍｐｌｅ　Ｖｏｌｕｍｅ为５０；扩 增 程 序：９５℃
１ｍｉｎ；６０℃３０ｍｉｎ；９５℃１ｍｉｎ；９５℃１５ｓ、６０℃
３１ｓ（４５个循环，６０℃收集荧光）；２５℃１０ｓ。

１．３．４　结 果 判 读　ＲＴ－ＰＣＲ反 应 结 束 后，对 ＨＣＶ
曲线和相应的 ＨＣＶ内标曲线分别进行分析。所有

结果均在质控在控的情况下方可判读，即阴性质控

检测结果为 阴 性（ＦＡＭ 通 道 无Ｃｔ值，ＶＩＣ通 道 检

测为阳性且Ｃｔ值≤３８）；弱阳性和强阳性质控检测

结果分别为弱阳性和强阳性，且检测值的对数转换

值均在各自靶值允许的范围之内；四个标准品检测

结果全为阳性，且标准曲线相关系数Ｒ２≥０．９８。若

５０ＩＵ／ｍｌ≤测定值≤１．０×１０８　ＩＵ／ｍｌ，且扩增 曲 线

呈Ｓ型，则 直 接 记 录 测 定 结 果；若 测 定 值＞１．０×
１０８ＩＵ／ｍｌ，则判读为＞１．０×１０８ＩＵ／ｍｌ；若２５ＩＵ／ｍｌ
≤测定 值＜５０ＩＵ／ｍｌ，扩 增 曲 线 呈Ｓ型，内 标 为 阳

性且Ｃｔ＜３８，可直接记录测定结果，但说 明 病 毒 载

量低；若测定值＜２５ＩＵ／ｍｌ，内标为阳性且Ｃｔ＜３８，
则判为＜２５ＩＵ／ｍｌ，若内标Ｃｔ值＞３８或无数值，则
测定结果无效，需重复检测。

１．３．５　精 密 度 验 证　同 时 检 测１０３　ＩＵ／ｍｌ和１０６

ＩＵ／ｍｌ两个浓度水平的临床混合血浆，每批每天重

复测定３次，连 续 测 定５天［６］，分 别 计 算 重 复 精 密
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度和中间精密度值，以能力验证／室间质评评价界限

（靶值±０．４对数值）作为允许总误差（ＴＥａ），以重复

精密度＜３／５ＴＥａ（ＴＥａ＝０．４Ｌｏｇ），中间精密度＜４／

５ＴＥａ为判断标准［７］。

１．３．６　正确度验证　检测２０１７年全年卫计委１０份

ＨＣＶ－ＲＮＡ室间质评样本，观察结果是否在靶值允

许的上下限之间，或检测值与靶值的偏倚是否小于

±７．５％［７］。

１．３．７　线性 及 可 报 告 范 围 验 证　取 高 浓 度 临 床 血

浆样本定量并稀释至１×１０８　ＩＵ／ｍｌ，再用混合阴性

血浆依次做１０倍梯度稀释，组成不同浓度的系列样

品，覆盖说明书声明的线性范围，各浓度样本重复检

测３次取其均值，将实测值与理论值比较，偏倚应＜
２０％，以实测值为ｘ，理论值为ｙ进行回 归 统 计，计

算ｙ＝ａｘ＋ｂ，斜率ａ值在１±０．５范围内，相关系数

Ｒ２≥０．９５［８］。

１．３．８　抗 干 扰 能 力 验 证　将 ＨＣＶ－ＲＮＡ 浓 度 为

１０３　ＩＵ／ｍｌ的 临 床 阳 性 血 浆 样 本 混 合 后 分 成５份，
一份不加任何干扰物质作为正常组，另四份分别加

入终浓度为２ｇ／ｄｌ的血红蛋白、２８ｍｇ／ｄｌ的总胆红

素、３　０００ｍｇ／ｄｌ的甘油三酯、４０ｇ／Ｌ的总ＩｇＧ作为

干扰组，各组重复检测３次取均值，观察干扰组检测

结果的对数转换值是否在正常组±０．４ｌｏｇ范围内。

２　结　果

２．１　精密度　低浓度 和 高 浓 度 两 浓 度 水 平 的 临 床

样本每天检测３次，连续检测５天的扩增曲线均呈

典型、光 滑 的“Ｓ”型 曲 线，扩 增 效 率 高 且 重 复 性 好，
见图１。定量 结 果 显 示，低 浓 度 和 高 浓 度 的 重 复 精

密度标准差值分别为０．０７５８和０．０３８３，均小于３／５
ＴＥａ；同样，低浓度和高浓度样本连续检测５天的中

间精密度标准差值分别为０．０６８８和０．０６４７，也均小

于４／５ＴＥａ，见表１。

２．２　正确度　检测２０１７年卫计委１０份室间质评

图１　两个浓度水平精密度连续五天扩增曲线

　　　　　　　　　　Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｆｏｒ　ｆｉｖｅ　ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ　ｄａｙｓ
表１　精密度验证结果

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

精密度 样本 均值（珚ｘ） 标准差（ＳＤ） 变异系数（ＣＶ，％） 判断指标

重复精密度 低浓度样本 ３．７１　 ０．０７５８　 ２．０４ ＳＤ＜０．２４（３／５ＴＥａ）

高浓度样本 ５．８６　 ０．０３８３　 ０．６５ ＳＤ＜０．２４（３／５ＴＥａ）

中间精密度 低浓度样本 ３．７１　 ０．０６８８　 １．８５ ＳＤ＜０．３２（４／５ＴＥａ）

高浓度样本 ５．８６　 ０．０６４７　 １．１０ ＳＤ＜０．３２（４／５ＴＥａ）

样本结果显示，各样本的检测结果均在靶值允许的

上下限范围之内，且均接近于靶值，１０份样本的正确

率达１００％，见表２。

２．３　线性及可报告范围　将１×１０８　ＩＵ／ｍｌ的高浓

度临床样本依次用阴性混合血浆做１０梯度稀释后

重复检测３次，扩增结果显示，各浓度稀释样本的扩

增曲线呈典型的“Ｓ”且 间 隔 均 匀。将 均 值 与 理 论 值

进行比较，并根据定量结果绘制线性回归方程为ｙ＝
０．９８８ｘ＋０．１８９１，Ｒ２＝０．９９９６＞０．９５，证 实 该 试 剂 在

５０ＩＵ／ｍｌ～１×１０８　ＩＵ／ｍｌ范围内具有良好的线性关

系。由于验证的线性范围满足厂家提供的可报告范

围，所以无需进 行 扩 展 可 报 告 范 围 验 证，因 此，验 证

的线性范围即可作为该试剂的可报告范围（５０ＩＵ／

ｍｌ～１×１０８　ＩＵ／ｍｌ），见图２、表３、图３。

２．４　抗干扰 能 力　正 常 组 检 测 结 果 的 对 数 转 换 值

为３．８２，血红蛋 白 干 扰 组、总 胆 红 素 干 扰 组、甘 油 三

酯干扰组、总ＩｇＧ干扰组 检 测 结 果 的 对 数 转 换 值 分

别为３．８４、３．９１、３．９０、３．８９，各干扰 组 的 检 测 结 果 均

在正常组±０．４０ｌｏｇ范 围 内。证 实 该 新 型 试 剂 在２
ｇ／ｄｌ的血红蛋白、２８ｍｇ／ｄｌ的总胆红素、３　０００ｍｇ／

ｄｌ的甘油三酯、４０ｇ／Ｌ的总ＩｇＧ干扰物质存在下对

检测结果没有影响，见图４和表４。
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表２　正确度验证结果

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ａｃｃｕｒａｃｙ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

样本编号 本室结果 结果对数 靶值 上下限 偏倚 结论

１７１１　 ２．０５Ｅ＋０４　 ４．３１　 ４．２０　 ３．８０～４．６０　 ２．６２％ 符合

１７１２　 ２．０２Ｅ＋０３　 ３．３１　 ３．３９　 ２．９９～３．７９ －２．３６％ 符合

１７１３　 ８．２５Ｅ＋０３　 ３．９２　 ３．８４　 ３．４４～４．２４　 ２．０８％ 符合

１７１４　 ０　 ０　 ０ －１．００～１．００　 ０ 符合

１７１５　 ０　 ０　 ０ －１．００～１．００　 ０ 符合

１７２１　 ０　 ０　 ０ －１．００～１．００　 ０ 符合

１７２２　 ０　 ０　 ０ －１．００～１．００　 ０ 符合

１７２３　 ０　 ０　 ０ －１．００～１．００　 ０ 符合

１７２４　 １．２９Ｅ＋０４　 ４．１１　 ４．１３　 ３．７３～４．５３ －０．４８％ 符合

１７２５　 ４．７８Ｅ＋０４　 ４．６８　 ４．６４　 ４．２４～５．０４　 ０．８６％ 符合

图２　线性范围验证扩增曲线

　　　　　　　　　　Ｆｉｇｕｒｅ　２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｌｉｎｅａｒ　ａｎｄ　ｒｅｐｏｒｔａｂｌｅ　ｒａｎｇｅ

表３　线性评价表

　　　　　Ｔａｂｌｅ　３　Ｔａｂｌｅ　ｏｆ　ｌｉｎｅａｒ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
样本浓度

（ＩＵ／ｍｌ）
实测值对数

第１次 第２次 第３次 均值
理论值

偏倚
（％）

１．００Ｅ＋０８　 ７．９８　 ８．０２　 ７．９８　 ７．９９　 ８．００ －０．１３
１．００Ｅ＋０７　 ６．９５　 ６．７８　 ６．８５　 ６．８６　 ７．００ －２．００
１．００Ｅ＋０６　 ５．８５　 ５．８１　 ５．８４　 ５．８３　 ６．００ －２．７８
１．００Ｅ＋０５　 ４．８８　 ４．７６　 ４．８４　 ４．８３　 ５．００ －３．４０
１．００Ｅ＋０４　 ３．８２　 ３．８０　 ３．９０　 ３．８４　 ４．００ －４．００
１．００Ｅ＋０３　 ２．７５　 ２．９５　 ２．８３　 ２．８４　 ３．００ －５．３３
１．００Ｅ＋０２　 １．８９　 １．７７　 １．９４　 １．８７　 ２．００ －６．５０
５．００Ｅ＋０１　 １．６２　 １．５４　 １．４９　 １．５５　 １．７０ －８．８２ 图３　新型试剂梯度稀释实验线性回归方程

Ｆｉｇｕｒｅ　３　Ｌｉｎｅａｒ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｅｗ　ｒｅａｇｅｎｔ　ｇｒａｄｉ－
ｅｎｔ　ｄｉｌｕｔｉｏｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

图４　新型试剂抗干扰能力验证扩增曲线

　　　　　　　　　　Ｆｉｇｕｒｅ　４　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ａｎｔｉ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｎｏｖｅｌ　ｒｅａｇｅｎｔ
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表４　抗干扰能力验证结果

　　　　　　　　　　　　　　Ｔａｂｌｅ　４　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｎｔｉ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ

样　本 干扰物浓度
实测值对数

第１次 第２次 第３次 均值
判断标准 结论

Ｎｏｒｍａｌ（Ｎ） ／ ３．８４　 ３．８３　 ３．８０　 ３．８２ ／ ／

Ｎ＋ＨＢ　 ２ｇ／ｄｌ　 ３．８０　 ３．８６　 ３．８７　 ３．８４　 ３．８２±０．４０ 符合

（３．４２～４．２２）

Ｎ＋ＴＢＩＬ　 ２８ｍｇ／ｄｌ　 ３．９８　 ３．８６　 ３．８８　 ３．９１ 符合

Ｎ＋ＴＧ　 ３０００ｍｇ／ｄｌ　 ３．９３　 ３．８７　 ３．９１　 ３．９０ 符合

Ｎ＋ＩｇＧ　 ４０ｇ／Ｌ　 ３．８２　 ３．９０　 ３．９５　 ３．８９ 符合

３　讨　论

　　近 年 来，尽 管 荧 光 定 量 ＰＣＲ技 术 检 测 ＨＣＶ－
ＲＮＡ在临床上的应用越来越普及［９］，但是很多传统

国产试剂灵敏 度 不 足、线 性 范 围 窄、抗 干 扰 能 力 弱，
很容易 出 现 因 试 剂 灵 敏 度 不 足 而 造 成 ＨＣＶ－ＲＮＡ
低病毒载量的漏检，不利于ＨＣＶ感染者的早期诊断

和治疗。为此，《２０１８年欧洲肝病学会丙型肝炎治疗

推荐意 见》［１０］指 出，ＨＣＶ－ＲＮＡ定 量 检 测 需 采 用 基

于ＰＣＲ扩增、灵敏度高、精确度高、线性范围广的分

子诊断方法，结果用ＩＵ／ｍｌ表示，以适于了解 ＨＣＶ
复制水平、ＨＣＶ现 症 感 染 的 确 认、抗 病 毒 治 疗 前 基

线病毒载量分析、抗病毒治疗中及治疗后的应答评

估、疗效监测 和 用 药 指 导。核 酸 提 取 作 为 扩 增 模 板

是荧光定量ＰＣＲ的重要前提，核酸提取方法不同会

导致核酸提取效率不同，因此，不同的核酸提取方法

会直接影响ＰＣＲ的测定结果［１１］。研究证实，基于磁

珠法提取核酸的新型试剂在核酸提取效率、重复性

和稳定性等方面显著优于基于煮沸法提取核酸的传

统试剂［１２］。湖南圣湘丙肝病毒核酸定量试剂是采用

超顺纳米磁珠富集样本中的微量病毒核酸的新型试

剂，能常温裂解 释 放 核 酸，无 需 加 热 煮 沸 等 过 程，能

最大限度地避免操作过程中核酸的丢失；内标参与

核酸提取、ＲＴ－ＰＣＲ扩增和荧光检测全过程，能实时

监控假阴 性 风 险，提 高 检 测 可 靠 性；６０℃高 温 逆 转

录，更有利于变性ＲＮＡ的二级结构，提高逆转录效

率；此外，新型试剂针对 ＨＣＶ１－６型保守区同源序列

设计特定引物，可检测 ＨＣＶ１－６六个基因型。
经验证，低浓 度 样 本 重 复 精 密 度 和 中 间 精 密 度

ＳＤ、ＣＶ分别为０．０７５８（＜３／５ＴＥａ）、２．０４％和０．０６８８
（＜４／５ＴＥａ）、１．８５％，高浓度样本重复精密度和中间

精密度ＳＤ、ＣＶ分 别 为０．０３８３（＜３／５ＴＥａ）、０．６５％
和０．０６４７（＜４／５ＴＥａ）、１．１０％，远低于精密度判断标

准，证实其具有 良 好 的 可 重 复 性；整 体 上，高 浓 度 样

本的精密度好于低浓度样本，重复精密度好于中间

精密度，但低浓度样本的重复精密度不如中间精密

度，可能原因除高浓度样本较低浓度样本稳定外，还

与操作过程中的随机误差有关。２０１７年卫计委临检

中心１０份ＥＱＡ样本留样再测结果均在靶值允许的

上下限 范 围 之 内，且 非 常 接 近 靶 值，正 确 度 高 达

１００％，准确性极高。新型试剂在５０ＩＵ／ｍｌ～１×１０８

ＩＵ／ｍｌ范围内具有良好的线性关系，目前，国内传统

试剂的线性范围大 多 为１．０×１０３　ＩＵ／ｍ～５．０×１０７

ＩＵ／ｍｌ，国外主流产品（Ｒｏｃｈｅ）的线性范围为４３ＩＵ／

ｍｌ～６．９×１０７　ＩＵ／ｍｌ，可 见 新 型 试 剂 的 线 性 范 围 明

显优于国内其他产品，也与国外主流产品相当；线性

定量范围越宽、灵敏度越高，越适合在不需要稀释的

情况下对不同浓度临床样本的快速检测；近年来，直

接 抗 病 毒 药 物 的 出 现 （Ｄｉｒｅｃｔ－ａｃｔｉｎｇ　Ａｎｔｉｖｉｒａｌ　Ａ－
ｇｅｎｔｓ，ＤＡＡｓ），使丙型肝炎患者在３个月内彻底治

愈成为可能［１３］，随着治疗的推进，大部分患者的血浆

ＨＣＶ－ＲＮＡ病毒 载 量 被 报 告 为 低 于 试 剂 盒 检 测 下

限，但是，这部 分 患 者 并 非 体 内 病 毒 完 全 被 清 除，而

是由于试剂灵敏度不足，不能及时检测出低病毒载

量的核酸所致［１４］；新型试剂线性范围宽、灵敏度高，
能在一定程度上避免低病毒载量核酸的漏检，有助

于患者的精 确 诊 断，指 导 进 一 步 治 疗。临 床 样 本 中

往往存 在ＰＣＲ抑 制 物 影 响ＰＣＲ反 应，导 致 结 果 偏

低甚至出现假阴性结果［１５］。抗干扰能力是指临床样

本中的溶血、黄疸和脂血等现象对检测结果不产生

影响的能力；对核酸定量检测项目来说，抗干扰能力

指血红蛋白、总胆红素、三酰甘油和ＩｇＧ等干扰物质

对检测结果不产生影响的能力。经在临床样本中证

实，血红 蛋 白 组、总 胆 红 素 组、甘 油 三 酯 组 和 总ＩｇＧ
组的核酸定量结果均在正常组±０．４Ｌｏｇ范围内，符

合率达１００％ ，证 实 该 新 型 试 剂 不 受 常 规 高 浓 度 干

扰物的 检 测 干 扰，在２ｇ／ｄｌ的 血 红 蛋 白、２８ｍｇ／ｄｌ
的总胆红素、３　０００ｍｇ／ｄｌ的甘油三酯、４０ｇ／Ｌ的总

ＩｇＧ干 扰 物 质 存 在 下 对 检 测 结 果 没 有 影 响，具 有 极

强的抗干扰能力。综上所述，本研究参照ＩＳＯ１５１８９
和ＣＮＡＳ－ＣＬ０２－Ａ００９文 件 要 求，经 性 能 验 证 证 实，
基于磁珠法提取核酸的新型丙型肝炎核酸定量试剂
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具有性能可靠、操作简便、重复性好、正确度高、线性

范围 宽、灵 敏 度 高、抗 干 扰 能 力 强 等 优 势，满 足

ＩＳＯ１５１８９实验室质量管理体系要求，可用于临床样

本检测，适合于在各临床实验室推广使用。
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