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分析和评价使用不同稀释液对高载量标本进行乙型肝炎病毒"

'[W

#

=ZX-

稀释检测的结果!评估临床常用稀

释液在高载量标本
'[W=ZX-

稀释检测中的应用价值%方法
!

收集初次检测
'[W=ZX-

载量超出线性范围的标本
2"

份!比较

使用阴性质控品$阴性血清$生理盐水$蒸馏水作为稀释液进行稀释检测结果的差异%结果
!

高载量标本进行稀释检测时!使用阴

性血清$生理盐水$蒸馏水进行稀释!其检测结果与使用阴性质控品作为稀释液时的结果比较!差异无统计学意义"

?_!5!/$

!

$_

"52!#

#&偏差均在允许总误差范围内!但偏差之间的差异有统计学意义"

?_!+5/#7

!

$

$

"5"7

#%使用蒸馏水作为稀释液时偏差最

小!且该结果与使用阴性质控品进行稀释检测的结果呈良好的线性关系!回归方程为
F_"5/,"I4"5.77

"

F_

阴性质控品稀释检

测结果!

I_

蒸馏水稀释检测结果#!

S

.

_"5/7/

%结论
!

当试剂盒自带阴性质控品不能满足高载量标本
'[W=ZX-

稀释检测需要

时!使用蒸馏水作为稀释液进行稀释检测能取得较满意的结果%

关键词"稀释液&

!

乙型肝炎病毒&

!

脱氧核糖核酸
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乙型肝炎病毒$

'[W

%感染是我国面临的严重健康问题#

'[W=ZX-

定量检测在分析
'[W

感染的进展#评估抗病毒治

疗效果#研究
'[W

造成肝细胞损伤机制等方面起着重要的作

用(

!=#

)

'众多研究报道#高
'[W=ZX-

载量患者免疫功能*肝

脏损伤*治疗方案*预后转归等区别于其他患者#从而对高载量

标本
'[W=ZX-

检测的准确性提出了更高要求(

7=,

)

'虽然部

分厂家对超过线性范围的标本建议使用试剂盒阴性质控品对

标本进行稀释检测#但由于试剂盒自带阴性质控品仅为
.7"

!

<

#难以满足稀释检测的需要#所以迫切需要适合的替代稀释

液用于临床'然而目前国内指导高载量标本
'[W=ZX-

稀释

检测时稀释液选择的研究较少#为此使用试剂盒阴性质控品*

'[W

阴性血清$以下简称阴性血清%*生理盐水*蒸馏水等
#

种

稀释液用于稀释检测#对稀释检测的结果进行分析和评价#为

临床合理选用稀释液提供依据'

$

!

资料与方法

$5$

!

一般资料
!

收集
."!7

年
+d!.

月在该院进行
'[W=

ZX-

定量检测载量超过试剂盒线性范围的标本
2"

份#分装于

!579<

离心管
!

."]

保存备用'超过试剂盒检测线性范围

标本同时满足以下入选标准!$

!

%原倍检测时#样品浓度大于

75"h!"

$

Og

"

9<

#或扩增完毕后*结果分析前扩增曲线呈典型

/

P

0型曲线#自动分析或手动分析后曲线呈倒/

P

0型且分析结

果显示为/低于检测下限0'$

.

%按试剂盒说明书#使用标准稀

释液分别进行
!"

*

!""

倍稀释检测时#其扩增曲线呈典型
P

型

曲线#并且按稀释倍数计算后其结果均大于
75"h!"

$

Og

"

9<

'

定值血清由中山大学达安基因有限公司提供#载量为
.5"h

!"

/

Og

"

9<

'稀释液来源!$

!

%阴性质控品由中山大学达安基

因有限公司额外提供'$

.

%阴性血清为收集
."!7

年
!"d!.

月

经
'[W

血清标志物及
'[W=ZX-

检测均为阴性的无溶血*黄

疸*脂血血清
7"

份#充分混匀紫外线照射
.C

无害化处理后#

!

."]

保存备用'$

2

%生理盐水由晨欣药业股份有限公司生

产'$

#

%无菌蒸馏水由四川科伦药业股份有限公司生产'

$5/

!

检测方法

+

#+$!

+

检验医学与临床
."!,

年
,

月第
!#

卷第
!2

期
!
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!

使用阴性质控品进行稀释检测准确性的验证
!

试剂生

产厂家建议使用试剂盒阴性质控品作为稀释液对高载量标本

进行稀释检测#为验证其准确性#使用阴性质控品对厂家提供

的
.5"h!"

/

Og

"

9<

定值标准血清以
!"

倍为梯度进行
!"

*

!""

*

!"""

*

!""""

*

!"""""

倍的稀释#对每个稀释梯度标本重

复检测
7

次#比较稀释检测结果与理论结果间的偏差并进行线

性评价#评估其稀释检测的准确性'

$5/5/

!

标本稀释
!

为确保稀释检测结果均处于试剂盒检测线

性范围#取待检高载量血清标本分别使用阴性质控品*阴性血

清*生理盐水*蒸馏水进行
!""

倍稀释#震荡混匀
!7G

后备用'

$5/5'

!

定量检测
!

采用实时荧光定量
3*)

法对稀释后标本

进行
'[W=ZX-

载量检测#试验步骤严格按试剂盒说明书

进行'

$5/51

!

质量控制措施
!

本实验室经过江西省临床检验中心审

核#具备开展临床基因检测技术的能力和资质#实验操作人员

均接受省临检中心组织的临床基因检测技术培训并取得上岗

资质'实验室成立之后每年参加江西省临床检验中心室间质

评活动#在
'[W=ZX-

定量检测的项目均取得
!""

分的成绩'

每批次试验均使用定量参考品建立标准曲线#且标准曲线线性

相关系数符合
"5/,

)*

9

*)

!5""

的要求&每批次试验均同时检

测阴性对照#临界阳性质控品#强阳性质控品#且结果均在试剂

盒规定的参考范围之内'

$5'

!

仪器与试剂
!

'[W=ZX-

核酸定量检测使用中山大学达

安基因股份有限公司生产的
Z-=,+""

核酸扩增仪及其配套

'[W=ZX-

核酸定量检测试剂盒'

$51

!

统计学处理
!

各检测结果
eZX-

均进行对数转化为

<̂ e

#采用
P3PP!$5"

统计软件进行数据分析#计量资料以
E8

"

表示#组间比较采用方差检验#

$

$

"5"7

为差异有统计学意

义'偏差分析以-

*X-P=*<2+

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.规定的$靶值
8"5#

对数值%为

允许总误差$

5P+

%#当偏差小于此
5P+

时可接受#否则不可

接受'

/

!

结
!!

果

/5$

!

阴性质控品稀释检测准确性验证结果
!

使用阴性质控品

对定值标准血清以
!"

倍为梯度进行梯度稀释检测'见表
!

'

表
!

!!

阴性质控品稀释检测准确性验证结果

项目
!"

倍
!""

倍
!"""

倍
!""""

倍
!"""""

倍

理论结果
$52" ,52" +52" 752" #52"

检测结果$

<̂ e

%

$52+ ,5#2 +52# 75#! #57!

绝对偏差
"5"+ "5!2 "5"# "5!! "5.!

相对偏差$

6

%

"5," !5#, "5," .5"$ #5/$

线性评价参数
F_!5".$I

!

"5.$$

#

S

.

_"5///

$

0_7

%#

$

$

"5"!

/5/

!

高载量标本稀释检测结果及线性评价
!

2"

份高载量标

本使用不同稀释液稀释
!""

倍后
'[W=ZX-

检测结果及线性

评价参数#见表
.

'线性评价以阴性质控品稀释检测结果为
F

值#其他稀释液的检测结果为
I

值进行线性回归分析$

F_DI

4H

%#参照文献(

$=/

)以
D

介于
!5""8"5"7

#

S

.

'

"5/7

为评判

标准#判定是否符合线性评价要求'蒸馏水稀释检测结果与阴

性质控品稀释检测结果呈良好的线性关系#符合线性评价要

求#见图
!

'偏差分析以阴性质控品稀释检测结果作为参照#

使用
2

种稀释液时偏差均小于
5P+

#差异有统计学意义$

?_

!+5/#7

#

$

$

"5"7

%#以蒸馏水作为稀释液偏差最小'

表
.

!!

稀释检测结果

项目 阴性质控品 阴性血清 生理盐水 蒸馏水

检测结果$

<̂ e

%

$5$.8"5./ $5/+8"522 $5/"8"52# $5$#8"52"

?_!5!/$ $_"52!#

拟合方程
d F_"5$,.I4!5"!2 F_"5$+.I4!5!#/ F_"5/,"I4"5.77

d

S

.

_"5/!. S

.

_"5/2/ S

.

_"5/7/

偏差$

6

%

d !5778!5!. "5$,8"5/7 "5!#8"5+/

?_!+5/#7 $_"5"""

!!

注!

d

表示无数据

图
!

!!

蒸馏水稀释检测与阴性质控品

稀释检测结果的曲线拟合

'

!

讨
!!

论

!!

稀释检测是临床检验中为获取更大的线性范围或对于超

出检测上限标本进行精确定量的常用方法(

!"=!!

)

'本研究使用

中山大学达安基因股份有限公司提供的设备和试剂进行

'[W=ZX-

定量检测#主要依靠手工进行核酸提取#整个操作

步骤繁多#其中核酸提取*扩增反应体系*仪器设备*数据处理

等多个环节均会对检测结果造成影响(

!.=!2

)

#在高载量标本稀

释检测时稀释液的选择更应慎重'对于超出检测线性范围的

标本#厂家建议采用试剂盒自带阴性质控品作为稀释液进行稀

释检测#以获得较为准确的检测结果#但由于每盒试剂自带阴

性质控品仅
.7"

!

<

#甚至无法满足
!

次稀释检测的需要#因此

有必要寻找一种适合的替代稀释液用于临床工作'陈小颖

等(

!#

)和王瑞莲等(

!7

)研究采用
'[W

阴性血清作为
'[W=ZX-

稀释检测的稀释液'生理盐水和蒸馏水具有易于获取*成分比

较单一*性状稳定*对实验室工作人员不会造成额外危害的优

点#使其也有可能成为
'[W=ZX-

检测中较好的稀释液'

本研究首先对使用阴性质控品进行稀释检测时的准确性

进行了评估#对载量为
.5"h!"

/

Og

"

9<

定值标准血清以
!"

倍

+

7+$!

+

检验医学与临床
."!,

年
,

月第
!#

卷第
!2

期
!

<DH%>K*;EF

!

VL;

1

."!,

!

W:;5!#

!

X:5!2



为梯度进行
!"

*

!""

*

!"""

*

!""""

*

!"""""

倍的稀释后#其检

测结果与理论结果间的偏差均小于-

*X-P=*<2+

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.规定的

5P+

$靶值
8"5#

对数值%'各梯度稀释检测结果与理论结果

间符合线性评价的要求#

F_!5".$I

!

"5.$$

#

S

.

_"5///

$

0_

7

%'

在验证了阴性质控品是
'[W=ZX-

检测良好稀释液的基

础上#以阴性质控品$厂家额外提供#主要成分为
'[W

阴性血

清%作为标准稀释液#以自制阴性血清*生理盐水*蒸馏水作为

替代稀释液#对
2"

份高载量
'[W=ZX-

标本进行
!""

倍稀释

检测#结果显示使用不同稀释液时#差异无统计学意义$

?_

!5!/$

#

$_"52!#

%'对使用替代稀释液与使用标准稀释液进

行稀释时检测结果之间进行线性评价#发现使用蒸馏水作为稀

释液时与使用阴性质控品作为稀释液时的检测结果能满足线

性验证试验分析测量范围$

-%)

%评价要求$

D_!5""8"5"7

#

S

.

'

"5/7"

%#

9_"5/,/

#

S

.

_"5/7/

#回归方程为
F_"5/,"I4

"5.77

$

F_

阴性质控品稀释检测结果#

I_

蒸馏水稀释检测结

果%&而使用阴性血清*生理盐水进行稀释时#虽然检测结果与

使用阴性质控品进行稀释时的结果均呈正相关#相关系数分别

为
"5/77

*

"5/+/

$

$

$

"5"7

%#但由于其对应回归公式中的
D

值

及
S

. 均超出了线性评价的允许范围#因而不符合线性评价

要求'

同样#分析使用阴性血清*生理盐水和蒸馏水作为稀释液

时的检测结果与使用阴性质控品作为稀释液时的检测结果间

的偏差#发现使用上述
2

种稀释液时#稀释检测结果偏差均在

5P+

范围内$靶值
8"5#

对数值%&但偏差之间的差异有统计学

意义$

?_!+5/#7

#

$

$

"5"7

%#使用蒸馏水作为稀释液时偏差最

小#使用阴性血清作为稀释液时偏差最大'使用自制阴性血清

作为稀释液时#其检测结果偏差最大#这可能是因为
3*)

检测

涉及核酸提取*扩增*产物分析等多个步骤#其反应体系的复杂

性使得未进行严格筛选和预试验验证的
'[W=ZX-

阴性血清

难以成为良好的高载量标本
'[W=ZX-

检测的稀释液'相

反#蒸馏水在高载量标本
'[W=ZX-

稀释检测中取得了较为

满意的结果#其检测结果不仅与使用阴性质控品时的检测结果

呈现良好的线性关系#而且在
2

种替代稀释液中偏差最小'

本研究对运用试剂盒自带阴性质控品进行高载量标本

'[W=ZX-

稀释检测进行综合评价#对使用不同稀释液进行

'[W=ZX-

稀释检测的结果进行比较#证实试剂盒自带阴性质

控品符合
'[W=ZX-

稀释检测的要求#使用蒸馏水作为稀释

液能取得与使用阴性质控品作为稀释液时相一致的结果'因

此认为在使用中山达安基因股份有限公司提供的
'[W=ZX-

定量检测试剂盒对高载量标本进行
'[W=ZX-

稀释检测时#

厂家提供的阴性质控品是较为可靠的稀释液&当厂家未能提供

足量阴性质控品作为稀释液时#使用蒸馏水作为替代稀释液也

能取得较为满意的结果'

由于本研究样本量较小#研究结果还需要大样本量的进一

步证实&稀释液的选择仅是影响稀释检测结果准确性的因素之

一#稀释倍数的不同是否会对稀释检测结果的准确性具有影响

还有待进一步探讨'
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