
限，表示有９７．５％的概率两种系统得出的结果不具一致性，偏

倚不可接受。所以 ＡＳＴ、ＢＵＮ、ＧＬＵ、ＣＫ的预期偏倚均可接

受，测定结果可比性良好，而Ｃｒ在其医学决定水平处的预期偏

倚不可接受，需要调整。

３．３　Ｃｒ在２台仪器上测试的相关性虽然好，但由于ＢＳ３８０

的定标方式与日立７１８０的不同，而且ＢＳ３８０采用的滤波片的

光学系统，而日立７１８０采用的光栅，存在系统误差。为使结果

一致，以利于临床观察，根据比对的ａ和ｂ对ＢＳ３８０测定的结

果添加相应的系数，经系数调整后，再次进行比对结果显示，两

种方法具有可比性，允许误差大于９５％的可信区间上限，符合

１／４ＣＬＩＡ′８８的标准，结果可接受。

当实验室使用不同的检测系统测定相同项目时，应定期对

其检测结果进行比对和偏倚评估。如果偏倚不可以接受，根据

直线回归方程犢＝ｂ犡＋ａ的ａ和ｂ，在实验方法上添加相应的

系数，可以使不同检测系统结果具有可比性，从而为临床提供

稳定而可靠的诊断依据。
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连接酶检测反应法检测乙型肝炎病毒核苷（酸）类似物

耐药突变的可行性

孙艺艳，吴月平，毛丽萍，陆建荣，陈　琳，陆仁飞（江苏省南通市第三人民医院　２２６００６）

　　【摘要】　目的　探讨依据寡核苷酸等位基因特异性聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增及连接酶检测反应（ＬＤＲ）方法检

测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）４种核苷（酸）类似物耐药突变的可行性。方法　以基因库公布的９８１条 ＨＢＶ基因序列为

基础，针对拉米夫啶、替比夫啶、阿德福韦和恩替卡韦８个耐药位点上的氨基酸替换形式，设计１５对特异性引物，采

用多重ＰＣＲ扩增 ＨＢＶＰ基因区野生型和突变型目的片段，然后进行多重ＬＤＲ，最后在ＡＢＩ３１３０测序仪上电泳，根

据内参标记、ＬＤＲ产物的长度进行结果判读。应用此方法对１２例慢性 ＨＢＶ感染患者血清进行检测，同时采用荧

光ＰＣＲ、焦磷酸测序技术对其验证，判断其特异性和准确性。结果　ＬＤＲ法能有效区分包括ｒｔＬ１８０Ｍ、ＹＭＤＤ、

ＹＩＤＤ、ＹＶＤＤ、ｒｔＡ１８１Ｖ／Ｔ、ｒｔＮ２３６Ｔ、ｒｔＴ１８４Ｇ、ｒｔＳ２０２Ｉ、ｒｔＭ２５０Ｖ 野生株和部分突变株；４例 ＨＢＶＤＮＡ＞１０６

ｃｏｐｙ／ｍＬ患者检测出野生株和突变株，结果与焦磷酸测序一致；ＬＤＲ法与荧光ＰＣＲ法检测结果一致率达８３．３％

（１０／１２）。结论　血清 ＨＢＶＤＮＡ＞１０６ｃｏｐｙ／ｍＬ时结合多重ＰＣＲ的复合ＬＤＲ可通过一次扩增检测产物中的多个

单突变或野生型位点，有助于核苷（酸）类似物耐药的诊断和治疗。

【关键词】　乙型肝炎病毒；　连接酶检测反应；　突变

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１２．２１．０４３ 文献标志码：Ｂ 文章编号：１６７２９４５５（２０１２）２１２７３７０３

　　近年来转录依赖的扩增系统（ＴＡＳ）、自主序列复制

（３ＳＲ）、Ｑβ复制酶、链替代扩增反应（ＳＤＡ）以及连接酶链反应

（ＬＣＲ）、循环探针反应（ＣＰＲ）等体外核酸扩增技术作为聚合酶

链反应（ＰＣＲ）技术的补充或改进而得以建立和发展。连接酶

检测反应（ＬＤＲ）与ＬＣＲ原理相似，它是通过一对紧邻引物与

双链靶ＤＮＡ中的一条单链杂交获得线性扩增结果，ＬＤＲ通常

与一种一级扩增（ＰＣＲ、３ＳＲ、Ｑβ复制、ＲＴＰＣＲ）联合应用。结

合ＰＣＲ的复合ＬＤＲ可通过一次扩增检测产物中的多个单突

变位点。本文利用此技术对乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）４种核苷

（酸）类似物耐药突变位点进行检测，为临床慢性 ＨＢＶ感染患

者抗病毒治疗提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　对２０１０年８月至２０１１年１月本院感染科门

诊、住院处送检的１２例慢性 ＨＢＶ 感染患者血清标本进行

ＨＢＶＰ基因分析，其中男８例，女４例。年龄２９～５８岁。患

者分别处于接受核苷类药物的治疗前、中、后；住院患者１１例

有完整的核苷类治疗病史记录，单用恩替卡韦（ＥＴＶ）２例、替

比夫定（ＬｄＴ）３例，７例序贯治疗或联合治疗均在临床治疗欠

佳或出现病毒学、甚至生物化学突破时使用。

１．２　方法

１．２．１　血清中ＨＢＶＤＮＡ含量检测采用荧光ＰＣＲ法（上海科

华试剂），血清阿德福韦酯变异株 ＨＢＶＲＴＡ１８１Ｖ／Ｔ变异株、

ＨＢＶＲＴＮ２３６Ｔ变异株检测采用荧光ＰＣＲ法（上海之江生物

科技有限公司试剂），血清拉米夫啶变异株 Ｌ１８０Ｍ 变异株、

Ｍ２０４Ｖ／Ｉ变异株检测采用荧光ＰＣＲ（浙江夸克生物科技有限

公司）。

１．２．２　血清 ＨＢＶＤＮＡ的抽提　血清标本复融后，取５０μＬ，

加入５０μＬ浓缩液，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；弃去上清液，往

沉淀中加入５０μＬ裂解液，煮沸１０ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，上清液作为ＰＣＲ模板用于检测。

１．２．３　结果判读　ＨＢＶ４种核苷（酸）类似物耐药突变检测

采用ＬＤＲ法进行结果判读：根据测序仪控制软件提示进行数
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据收集，见表１。

１．３　仪器及设备　定性ＰＣＲ扩增仪：ＰＥ９７００；焦磷酸测序

仪：Ｑｉａｇｅｎ公司ＰｙｒｏＭａｒｋＴＭＩＤ遗传分析系统；ＡＢＩ７５００荧

光ＰＣＲ仪；ＡＢＩ３１３０测序仪；ＷＤ９４１３Ａ 凝胶成像仪凝胶成

像仪。

１．４　检测方法　引物设计和合成、ＰＣＲ产物检查、ＰＣＲ产物

的焦磷酸测序委托南京迪安医学检验所完成。

２　结　　果

１２例慢性 ＨＢＶ感染患者抗病毒治疗时间０～６４个月不

等；４例患者基线时进行变异株检测结果呈阴性；４例 ＨＢＶ

ＤＮＡ＞１０
６ｃｏｐｙ／ｍＬ患者检测出野生株和突变株，结果与焦磷

酸测序一致；１２例慢性 ＨＢＶ感染患者中１０例检测结果与荧

光ＰＣＲ法一致，２、１１号患者荧光ＰＣＲ法检出Ｌ１８０Ｍ 突变、

Ｍ２０４Ｖ／Ｉ突变，而ＬＤＲ法、焦磷酸测序为低于检测限；１２例慢

性 ＨＢＶ感染患者均未检出ｒｔＡ１８１Ｖ／Ｔ、ｒｔＮ２３６Ｔ、ｒｔＴ１８４Ｇ、

ｒｔＳ２０２Ｉ、ｒｔＭ２５０Ｖ突变株，具体信息见表２。

表１　４种核苷（酸）类似物结果判读

药物名称
Ｐ基因

特定位点

位置（ＡＢＩ３１３０测序仪）

突变型（三联密码子） 野生型（三联密码子）

拉米夫啶 ｒｔＬ１８０Ｍ ６６（ＣＴＧ） ６８（ＡＴＧ）

替比夫啶 ＹＭＤＤ － ６９（ＡＴＧ）

ＹＩＤＤ ７２（ＡＴＴ／ＡＴＣ） －

ＹＶＤＤ ７５（ＧＴＧ／ＧＴＣ） －

阿德福韦 ｒｔＡ１８１Ｖ／Ｔ ８１（ＧＴＴ／ＡＣＴ） ８３（ＧＣＴ）

ｒｔＮ２３６Ｔ ８６（ＡＣＣ／ＡＣＴ） ８８（ＡＡＣ）

恩替卡韦 ｒｔＴ１８４Ｇ ９０（ＧＧＴ） ９２（ＡＣＴ）

ｒｔＳ２０２Ｉ ９６（ＡＧＴ） ９８（ＡＴＴ）

ｒｔＭ２５０Ｖ １００（ＧＴＧ） １０２（ＡＴＧ）

　　注：判读依据的数字表示的是ＬＤＲ产物的长度，即碱基数。例

如ｒｔＬ１８０Ｍ位点的６６和６８分别表示１８０突变株的检测长度是６６ｂｐ，

１８０野生株的检测长度是６８ｂｐ。－表示无数据。

表２　ＬＤＲ法检测乙型肝炎病毒核苷（酸）类似物耐药突变位点结果

治疗药物 诊断
患者

编号

抗病毒

时间（个月）
ＬＤＲ结果 荧光ＰＣＲ法结果△

ＨＢＶＤＮＡ

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

ＬＡＭ→ＬＡＭ＋ＡＤＶ ＣＨＢ ５ ３８ 低于检测限 Ｌ１８０Ｍ－、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ－、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ １．２６×１０３

ＬＡＭ→ＬＡＭ＋ＡＤＶ ＣＨＢ ２ ３６ 低于检测限 Ｌ１８０Ｍ＋、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ＋、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ ＜１０３

ＬＡＭ→ＡＤＶ ＣＨＢ ３ ３６ 全部为野生型 Ｌ１８０Ｍ－、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ－、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ ４．９０×１０７

ＡＤＶ→ＬＡＭ→ＥＴＶ ＬＣ ８ ６３ 低于检测限 Ｌ１８０Ｍ－、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ－、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ ９．３１×１０５

ＬｄＴ ＣＨＢ １１ １２ 低于检测限 Ｌ１８０Ｍ＋、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ＋、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ ２．００×１０４

ＬｄＴ ＣＳＨ ９ ０ 低于检测限 Ｌ１８０Ｍ－、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ－、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ ＜１０３

ＬｄＴ ＣＨＢ ４ ０ 全部为野生型 Ｌ１８０Ｍ－、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ－、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ １．６０×１０７

ＬｄＴ→ＥＴＶ ＬＣ ７ ２２ Ｌ１８０Ｍ＋、ＹＩＤＤ＋ Ｌ１８０Ｍ＋、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ＋、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ ２．００×１０７

ＥＴＶ ＣＨＢ １０ ０ 低于检测限 Ｌ１８０Ｍ－、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ－、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ ＜１０３

ＥＴＶ ＣＨＢ ６ ０ 低于检测限 Ｌ１８０Ｍ－、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ－、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ ８．７０×１０５

ＩＦＮ→ＬＡＭ→ＬＡＭ＋ＡＤＶ ＣＨＢ １ ３３ 低于检测限 Ｌ１８０Ｍ＋、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ＋、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ ２．３４×１０４

ＩＦＮ→ＬＡＭ→ＬＡＭ＋ＡＤＶ

→ＩＦＮ＋ＬＡＭ
ＣＨＢ １２ ６４ Ｌ１８０Ｍ＋、ＹＩＤＤ＋ Ｌ１８０Ｍ＋、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ＋、Ａ１８１Ｖ／Ｔ－、Ｎ２３６Ｔ－ ４．３１×１０６

　　注：ＬＡＭ为拉米夫啶，ＡＤＶ为阿德福韦酯，ＬｄＴ为替比夫啶，ＥＴＶ为恩替卡韦；ＣＨＢ为慢性乙型肝炎，ＣＳＨ为慢性肝功能衰竭，ＬＣ为肝硬

化；＋、－分别表示突变株阳性、阴性。

３　讨　　论

ＨＢＶ突变是引起肝病活动和导致核苷类抗病毒药物治疗

失败的主要原因。临床上缺乏有效检测多位点、高通量和自动

化程度好且适于临床批量检测的方法。多重ＰＣＲ技术是在同

一ＰＣＲ反应体系里加上２对以上引物，同时扩增出多个核酸

片段的ＰＣＲ反应，其反应原理、反应试剂和操作过程与一般

ＰＣＲ相同，特点高效、经济、简便；多重ＬＤＲ技术：高温ＬＤＲ

是一种新兴的ＳＮＰ分型检测方法，其原理是高温连接酶检测

到模板ＤＮＡ与２条探针ＤＮＡ的接头处存在着碱基错配，则

连接反应不能进行，即如果探针与模板有一个碱基不配对，连

接反应不能进行，如果探针与模板完全互补，连接反应完成。

本文利用稳定优化后的多重ＰＣＲ、多重ＬＤＲ，实现快速多位点

单核苷酸多态性ＳＮＰ检测，利用测序仪的高分辨率和多重荧

光，实现高通量的ＳＮＰ检测，每个泳道可同时进行１５个位点

分析，实现信号同步稳定的放大，结果稳定可靠，重复性高。

本文资料显示，４例抗病毒治疗基线时未检出变异株；

Ｗａｎｇ等
［１］发现 ＨＢＶ准种组成与核苷类药物敏感性密切相

关，患者在拉米夫啶治疗前，准种中即存在拉米夫啶变异株

（４．４％，２／４５），且 在 拉 米 夫 啶 治 疗 １８ 周 时 成 为 优 势 株

（７９．５％，３５／４４）。以往研究亦发现治疗前血清中有拉米夫啶

变异株的存在［２４］，这可能与实验方法不同、选择病例有关。由

１２例住院患者临床用药种类与变异模式的关系发现，Ｌ１８０Ｍ、

Ｍ２０４Ｖ／Ｉ变异与拉米夫啶、替比夫啶和恩替卡韦耐药相关，未

检出ｒｔＡ１８１Ｖ／Ｔ、ｒｔＮ２３６Ｔ、ｒｔＴ１８４Ｇ、ｒｔＳ２０２Ｉ、ｒｔＭ２５０Ｖ 突变

株；而 Ｎ２３６Ｔ、Ａ１８１Ｖ／Ｔ 变 异 与 阿 德 福 韦 耐 药 相 关
［５］；

Ｍ２５０Ｖ＋Ｉ１６９Ｔ＋Ｍ２０４Ｖ＋Ｌ１８０Ｍ、Ｔ１８４Ｇ＋Ｓ２０２Ｉ＋Ｍ２０４Ｖ

＋Ｌ１８０Ｍ等变异与恩替卡韦耐药相关
［６］，这与治疗时间长短、

多种药物序贯联合治疗有关，作者准备扩大临床样本、随访时

间做进一步研究。由本文荧光ＰＣＲ法结果显示，ＨＢＶＰ基因

区变异株可以在 ＨＢＶＤＮＡ发生突破前、中、后（＜１０３～１０７

ｃｏｐｙ／ｍＬ）检出，结合本文４例 ＨＢＶＤＮＡ＞１０
６ｃｏｐｙ／ｍＬ患者

ＬＤＲ才检测出野生株和突变株，尽管结果与焦磷酸测序一致，
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１２例慢性 ＨＢＶ感染患者中１０例检测结果与荧光ＰＣＲ法一

致，２、１１号患者荧光ＰＣＲ检出Ｌ１８０Ｍ 突变、Ｍ２０４Ｖ／Ｉ突变，

而ＬＤＲ、焦磷酸测序为低于检测限。由此认为使用的ＬＤＲ有

助于核苷（酸）类似物耐药的诊断和治疗，但还需要对多重

ＰＣＲ、多重ＬＤＲ进一步优化，才能在临床更好地推广。
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西门子ＡＤＶＩＡ２４００生化分析仪性能评价

陈　彬，邓小军，许永志（解放军第一七五医院／厦门大学附属东南医院检验科，福建漳州　３６３０００）

　　【摘要】　目的　对已使用５年的西门子ＡＤＶＩＡ２４００全自动生化分析仪的性能再次进行评价。方法　根据美

国临床实验室标准化协会制订的评价标准，通过一系列实验设计，对ＡＤＶＩＡ２４００全自动生化仪的常用项目的正确

度、精密度、线性范围、携带污染率等方面进行性能评价。结果　ＡＤＶＩＡ２４００全自动生化分析仪批内精密度（犆犞）

为０．３４％～３．５８％，均能满足小于１／４ＣＬＩＡ′８８能力验证分析质量要求，批间犆犞为１．１２％～６．５８％，均能满足小

于１／３ＣＬＩＡ′８８能力验证分析质量要求；实验室检测结果平均偏倚均小于１／２ＣＬＩＡ′８８能力验证分析质量要求；常

用检测项目线性范围内斜率为０．９７～１．０３，高低值标本之间携带污染率小于１％。结论　西门子 ＡＤＩＶＡ２４００全

自动生化分析仪经过５年的使用，在按时按需保养的情况下，仍能保持精密度高，正确度好，并且具有良好线性及低

携带污染率等特点。

【关键词】　ＡＤＶＩＡ２４００全自动生化分析仪；　性能评价；　精密度；　线性

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１２．２１．０４４ 文献标志码：Ｂ 文章编号：１６７２９４５５（２０１２）２１２７３９０３

　　西门子公司生产的 ＡＤＶＩＡ２４００全自动大型生化分析仪

是目前较为先进的生化分析仪器之一，有着较快的单机分析速

度。其特有的预稀释模式的使用，使仪器具有精密度高，标本

使用量少等特点，并且较其他生化仪更为节省试剂，并且经过

长时间的使用仍能保持高稳定性［１］。本文通过实验对其正确

度、精密度、线性范围、携带污染率等方面的测试进行评价，现

报道如下。

１　资料与方法

１．１　标本来源　收集健康体检者血清混匀后，－２０℃冻存备

用；各项目临床异常高值标本以及常规检测标本。

１．２　仪器　西门子 ＡＤＶＩＡ２４００全自动生化分析仪，在５年

的使用期内，按照标准操作程序手册要求，做好日保养、周保

养、月保养、半年保养及年度保养等维护。

１．３　试剂　尿素（Ｕｒｅａ）、尿酸（ＵＡ）、肌酐（Ｃｒ）、葡萄糖

（ＧＬＵ）、总蛋白（ＴＰ）、清蛋白（ＡＬＢ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、直接

胆红素（ＤＢＩＬ）、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转

移酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、γ谷氨酰转移酶（ＧＧＴ）、总胆

固醇（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）、肌酸激酶（ＣＫ）、乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）、α羟丁酸脱氢酶（ＨＢＤＨ）均采用上海复兴长征体外诊

断试剂盒；长海复兴长征复合校准品（批号：５８６ＵＮ）；美国伯乐

（ＢＩＯＲＡＤ）质控物，中值（批号：４５５８２），高值（批号：４５５８３）。

１．４　实验方法

１．４．１　仪器校正　采用长征临床复合校准血清（批号

５８６ＵＮ）按ＡＤＶＩＡ２４００生化仪校准程序校正仪器。

１．４．２　实验设计　（１）批内精密度（犆犞）：集临床样本，按照各

检测项目配置中值及高值混合血清，充分混匀后上机连续检测

２０次，对检测结果统计分析。（２）批间犆犞：每日做室内质控品

伯乐（ＢＩＯＲＡＤ）４５５８２、４５５８３２批，每批做２次，连续检测２０

ｄ，得到８０个数据，检测结果进行统计分析。（３）正确度：统计

实验室参加２００７～２０１０年福建省临床检验中心及２０１０年卫

生部组织室间质评成绩，比较回报靶值和实验室检测结果，计

算相对偏倚，并做统计平均。（４）线性范围：收集临床高值及低

值样本，配置混合血清（如果低值样本较难取得，则用纯化水稀

释，高值样本难以取得，则添加适合高浓度储存液，如血糖等）。

低值样本以Ｌ表示，高值以 Ｈ 表示，按照１Ｌ、０．８Ｌ＋０．２Ｈ、

０．６Ｌ＋０．４Ｈ、０．４Ｌ＋０．６Ｈ、０．２Ｌ＋０．８Ｈ、１Ｈ制备６种等间距

不同稀释浓度的样本，在生化分析仪上进行检测，每个样本检

测２次，在一个批次内完成。当低值样本浓度相对高值可以忽

略不计时，计算预期值时无需考虑加入量。以平均斜率计算法

算得预期值，以２次测量均值为实测值。将预期值设为犡，测

量均值为犢，做散点图，并做线性回归，得出犢＝ｂ犡＋ａ回归方

程，若ｂ值在０．９７～１．０３，且ａ值相对高值可忽略不计，则认为

线性在所测范围内能够达到要求。（５）携带污染率：连续检测

高值样本３次（记为 Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３），然后检测相同项目低值３
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