
现代检验医学杂志　第 36 卷　第 1 期　2021 年 1 月　J Mod Lab Med, Vol. 36, No. 1, Jan. 2021108

DA3200-ABI7500 全自动核酸提取平台高敏 
HCV RNA 定量检测性能验证

冯飞雪 1，王大望 2，肇玉博 1，王　凯 1，周嘉迪 1，王战争 1，王　丽 1，马艳侠 1，史小武 3

（1. 陕西中医药大学附属第一医院检验科，陕西咸阳  712000；2. 陕西中医药大学医学技术学院，陕西咸阳 
712000；3. 咸阳市中心血站检验科，陕西咸阳  712000）

摘　要 : 目的　验证 DA3200-ABI7500 全自动核酸提取高敏检测 HCV RNA 方法性能。方法　参考美国临床实验室标准

化协会批准指南（CSLI-EP），采用 DA3200 全自动核酸提取平台及荧光定量 PCR 检测 HCV RNA，评价检测方法的核

酸提取纯度、精密度、正确度、线性范围、分析灵敏度、特异度和抗污染能力等性能指标。结果　核酸提取后 A260nm/
A280nm 比值为 2.02。高、低两个浓度样本的批间精密度和批内精密度 CV 值均≤ 5%。正确度与抗干扰能力方面，标本实

测值与靶值之间的偏离度≤±0.4lg。在 13 ～ 1.3 E+06 IU/ml 范围内，检测结果与靶值有良好的线性关系（Y=0.984X-0.186，

r2=0.998）。最低检出限为 20 IU/ml 的检出率为 100%，且系统具有较强的特异度和抗污染能力。结论　基于 DA3200-
ABI7500 全自动核酸提取高敏检测 HCV RNA 各项分析性能指标均较好，高敏检测对治疗过程的监测及治疗终点判定具

有重要意义。
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Abstract: Objective　To evaluate the DA3200-ABI7500 automatic nucleic acid testing platform for highly sensitive HCV 
RNA quantitative detection. Methods　Based on American standard CLSI-EP, the DA3200 automatic nucleic acid extraction 
platform and PCR analysis system was applied to high sensitivity detect HCV RNA, the precision, accuracy, linear range, 
detection ability and anti-pollution ability of this method was analyzed. Results　In terms of nucleic acid extraction, the ratio of 
A260nm/A280nm was 2.02 ,and the intra-assay and inter-assay precision CV values of high and low concentration samples were both 
≤ 5%. In accuracy and anti-interference ability, the deviation between the measured value of the specimen and the target value 
was ≤ ±0.4lg,and there was a good linear relationship between the test results and the target value in the range of 13~1.3 E+06 
IU/ml(Y=0.984X-0.186, r2=0.998). The detection rate of 20 IU/ml was 100%. Conclusion　Based on the DA3200-ABI7500 
automatic nucleic acid extraction platform,the high sensitivity HCV-RNA quantitative detection performance indicators were all 
good, and its high-sensitivity detection is of great significance for the monitoring of the treatment process and the determination 
of treatment endpoints.
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慢性丙型肝炎病毒 ( hepatitis C virus，HCV) 感
染是引起全球慢性肝病的主要原因之一，可发展为

肝硬化和肝癌 [1-2]，构成了世界范围内重要的公共

卫生问题。既往研究表明 HCV RNA 在一定程度上

反映了 HCV 的复制活性，定量检测 HCV RNA 对
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HCV 感染诊断、疾病进展以及抗病毒治疗方案制

定等起着重要作用 [3]。近年来，慢性 HCV 防治指

南中推荐采用最低检出限≤ 30 IU/ml 的实时定量聚

合酶链反应（real-time quantitative PCR）检测 HCV 
RNA，而最低检出限为 500~1 000 IU/ml 的传统手
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工磁珠法和柱提法检测已无法满足临床需求 [4]。目

前出现的全自动核酸提取及高敏检测系统，因其自

动化程度高和高敏检测受到各大医院的喜爱。本研

究拟对 DA3200-ABI7500 全自动核酸提取平台及高

敏 HCV RNA 定量检测进行性能验证，包括：提取

效率、精密度（批内，批间）、正确度、线性范围、

分析灵敏度、特异度和抗污染能力，以确保采用的

相关试剂盒分析性能满足临床要求。

1　材料与方法

1.1　仪器与试剂　仪器：实时荧光定量 PCR 仪

（美国 ABI 公司，ABI7500），DA3200 全自动核酸

提取平台（中山大学达安基因股份有限公司），

NanoDrop 分光光度计。试剂：丙型肝炎病毒核酸

提取试剂盒和 PCR 定量测定试剂盒（中山大学达

安基因股份有限公司），丙型肝炎病毒核糖核酸

（HCV RNA）血清液体性能评价参考品（广州邦

德盛生物科技有限公司），详细信息见表 1。
表 1　　　　　核酸参考盘样品信息

样品
编号

HCV RNA 浓度
（IU/ml）

备注

L1 1.3 E+06 GBW(E)090662

L2 1.4 E+05 GBW(E)090661

L3 1.2 E+04 GBW(E)090660

L4 1.4 E+03 GBW(E)090659

L5 1.3 E+02 GBW(E)090979

G1 1.2 E+04 含血红蛋白 (2 g/dl)

G2 1.2 E+04 含总胆红素 (30 mg/dl)

G3 1.2 E+04 含三酰甘油 (3 000 mg/dl)

G4 1.2 E+04 含清蛋白 (6 g/dl)

R1 1.2 E+04

R2 0.5 E+02

N1 含乙型肝炎病毒（Hepatitis B virus，HBV）DNA样本

N2 含人巨细胞病毒（Human cytomegalovirus，HCMV）DNA样本

N3 含单纯疱疹病毒2型（Herpes simplex virus 2，HSV2）DNA样本

N4 含淋病奈瑟菌（Neisseria gonorrhoeae，NGH）DNA样本

N5 含解脲支原体（Ureaplasma Urealyticum，UU）DNA样本

N6 含肺炎支原体（Mycoplasma Pneumoniae，MP）DNA样本

N7 含沙眼支原体（Chlamydia Trachomatis，CT）DNA样本

N8 含艾滋病1型病毒（HIV1）RNA样本

RNA样品
稀释液

不含HCV RNA液体

1.2　方法

1.2.1　高敏 HCV RNA 提取及检测：提取方法为

磁珠法，检测方法为实时荧光定量 PCR 法。用

DA3200 全自动核酸提取仪提取血清中的 HCV 
RNA，并进行 PCR 反应体系的配置，反应体系为

60 µl[2 µl 引物 +3 µl 酶混合液 +15 µl 反应混合液

+40 µl 模板，其中模板包括待测样本、阳性质控品、

阴性质控品和 4 个定量参考品（浓度为 :1.0 E+06 
IU/ml，1.0 E+05 IU/ml，1.0 E+04 IU/ml，1.0 E+03 
IU/ml）]；将配置好的 PCR 体系放入到 ABI7500 实

时荧光定量 PCR 仪中进行 HCV RNA 定量检测；

扩增参数 50℃ 900s；95℃ 900s；94℃ 15s，55℃ 
45s，45 个循环。结果的处理与计算：质控品满足

质控要求方可进行后续结果判定，定性结果根据仪

器的 FAM 通道和 VIC 通道及 Ct 值进行判定，定量

结果根据4个定量参考品得出的标准曲线进行确定。

所有操作严格按照实验室标准操作程序以及试剂盒

说明书进行。

1.2.2　性能评价：

1.2.2.1　核酸提取纯度验证：使用 DA3200 全自动

核酸提取仪提取血清中的 HCV RNA，用 NanoDrop
分光光度计对提取后的 HCV RNA 进行纯度鉴定，

吸光度 A260nm/A280nm 应在 1.8~2.2 之间。

1.2.2.2　精密度验证：参考 EP15-A3 文件 [5]。 ①批

内精密度：核酸参考盘 R1（1.2E+04 IU/ml）做为

高值样本，R2（0.5E+02 IU/ml）作为低值样本，两

个浓度样本在同一批次内重复测定 20 次。②批间

精密度：同上选择高（R1）、低（R2）两种浓度

水平作为待测样本，每天检测一个批次，重复测定

4 次，连续测定 5 天。计算均值、标准差和变异系数，

精密度 CV 值≤ 5% 为合格。

1.2.2.3　正确度验证：参考 EP15-A3 文件 [5]。 以
2019 年第二次卫生部室间质评的 5 个 HCV 样本和

参考盘中的 L1~L5 标准物质进行正确度验证，样本

测定结果的均值对数值与参考值对数值之间的绝对

偏倚≤ ±0.4 lg IU/ml 为合格。

1.2.2.4　线性范围验证：参考 EP6-A 文件 [6]。使用

核酸类参考盘中 L1~L5 样本，并将 L5 稀释 10 倍

编号为 L6（浓度为 13 IU/ml，lg 值为 1.11）；6 个

浓度标本重复测定 2 次，对实测值的均值与理论

值进行线性回归分析并做线性回归图，判定系数

r2 ≥ 0.98 为合格。

1.2.2.5　分析灵敏度验证：参考 EP6-A 文件 [6]。将

核酸类参考盘中的 R2 稀释到试剂盒说明书标示灵

敏度浓度（20 IU/ml），重复检测 20 次，阳性检出

率≥ 95% 为合格。

1.2.2.6　特异度验证：选取核酸参考盘中 HCV 
RNA 阴性参考品 N1~N8，所有标本实验结果符合

预期为合格。

1.2.2.7　抗干扰能力验证：参考 EP7-A2 文件 [7]。 
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以核酸参考盘中的G1，G2，G3，G4作为干扰组样本，

测定结果的均值对数值与正常组对数值之间的绝对

偏倚≤ ±0.4 lg IU/ml 为合格。

1.2.2.8　抗污染能力验证 ： 在DA3200的样本架上，

将 L1 高浓度样本（1.3 E+06 IU/ml）和 N1~N8 阴

性样本以间隔的方式放置，验证仪器携带污染的情

况和抗污染能力。

1.3　统计学分析　应用 SPSS26.0 软件进行统计学

分析，HCV RNA 浓度值转换为浓度对数值 lgIU/ml
后再进行统计分析，计量资料计算均数（x）、标

准差（s）、变异系数（CV），各组指标相关性采

用双变量相关分析，函数关系采用线性回归分析。

2　结果

2.1　核酸提取纯度结果　A260nm/A280nm 的值为 2.02，
表明DA3200全自动核酸提取仪提取效能符合要求。

2.2　精密度验证结果　见表 2。批内精密度实验和

批间精密度实验 CV 值均≤ 5%，表明批间和批内

重复性好。
表 2　　　　批内和批间精密度检测结果

检测结果
批内精密度 批间精密度

高浓度 低浓度 高浓度 低浓度

Log 均值 4.11 1.87 4.10 1.86

标准差 0.069 0.09 0.062 0.09

CV（%） 1.67 4.85 1.52 4.86

2.3　正确度验证结果　见表 3。参考物质和室间质

控样本共 10 个标本均检出，检测结果对数值与靶

值对数值之间的绝对偏倚均≤ ±0.4lg 值，表明试

剂正确度较好。

表 3　　　　　　　正确度检测结果

样品代号
靶值对数

结果
测定对数

结果
对数值
偏差

参考物质 L1 6.11 6.33 0.22

L2 5.15 5.53 0.38

L3 4.08 4.15 0.07

L4 3.15 3.46 0.31

L5 2.11 2.46 0.35

室间质控样本 201921 4.95 4.91 0.04

201922 0 0 0

201923 5.55 5.58 0.03

201924 4.92 4.92 0

201925 4.97 5.00 0.03

2.4　线性范围验证结果　经双变量相关分析和线

性回归分析，6 个不同 HCV RNA 浓度实测值与理

论值呈高度正相关性（r=0.999，P=0.000），线性

回 归 方 程：Y=0.984X - 0.186，r2=0.998 ≥ 0.98，
P=0.000，符合线性相关系数要求，表明在此浓度

范围内有很好的线性关系（见图 1）。

A Ｂ

注：A 为线性范围验证扩增曲线；B 为线性范围验证回归曲线

图 1　线性范围实验图

2.5　分析灵敏度验证结果　20 IU/ml 浓度样本的阳

性检出率为 100%，但CV值为 16.17%，虽检出率好，

但数据间变异程度较大。

2.6　特异度验证结果　所有阴性标本均未检出，达

到试剂特异度要求。

2.7　抗干扰能力验证结果　干扰组样本测定结果的

均值对数值与靶值对数值之间的绝对偏倚≤ ±0.4 
lg IU/ml，试剂抗干扰验证通过。

2.8　抗污染能力验证结果　高浓度阳性样本均检

出，阴性样本均未检出，表明系统具有很好的抗污

染能力。

3　讨论

HCV 是一种单正链 RNA 病毒，当其侵入肝细

胞后，会造成肝细胞的损伤，甚至是坏死。随着索

非布韦（sofosbuvir，SOF）药物的上市，丙肝成为

一种可以治愈的疾病。但是，很大一部分丙肝患者

在初期不表现任何临床症状，甚至有些慢性患者可

以在 20 年内没有任何明显的症状，导致了患者以

及医务人员对于丙肝感染的忽视，当出现临床症状

时，疾病往往到了恶性期。故对丙肝患者的早筛查、

早发现对于防止病情的恶化以及降低死亡率具有重

要意义，而 HCV RNA 的检出是丙肝确诊的标准，
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换句话说，就是怎么在这些慢性患者中检出低载量

的 HCV RNA。其次，治疗后患者血液中 HCV RNA
的含量对于治疗方案的制定以及治疗终点的判断有

着重要的作用 [8]，有权威机构指出 HCV 的治疗终点

是在治疗后 24 周内（或 12 周内）未检测到 HCV 
RNA（方法检出限＜ 15 IU/ml）[9]。此外，HCV 
RNA 浓度还对耐药监测有着一定的影响 [10]。如何

去检测出患者血液中低载量的 HCV RNA，如何保

证检测结果的准确性、稳定性已成为当前检测难题

之一。

本研究通过使用 DA3200 全自动核酸提取仪对

HCV 患者血清的提取，减少了人工操作的污染以

及操作过程中的不确定性；使用 ABI7500 实时荧光

定量 PCR 对提取后的核酸进行扩增、检测，其聚

集了 PCR 的高敏感度、高特异度，光谱系统的准

确性，以及检测的实时性 [11]，提高了检测的灵敏度，

实现了实验过程的全自动化、标准化，很好的保证

实验结果的准确性。本研究中的 DA3200-ABI7500
全自动核酸提取、扩增、检测系统，因检出限低，

其他性能良好，可以很好地解决上述所说的难题，

实现低量检出 HCV RNA，为确诊、治疗提供了强

有力的证据，在一定程度上促进了个体化、精准化

治疗的进程。

近年来，核酸检测是临床分子实验室的重要检

测项目之一，检测结果对病情的诊断及治疗有着重

要意义。之前 HCV RNA 的提取方式为人工柱抽提

法和磁珠法，存在着操作复杂、灵敏度低等问题。

最近国内外厂家相继推出全自动核酸提取仪，最大

限度减少人为操作的污染，增加结果的准确性。未

来HCV RNA的检测将向着提取、扩增、检测一体化，

全自动化的方向前进。此外，POCT 仪器的出现让

HCV RNA 检测更加快速、便捷 [12]，但其结果的准

确性及灵敏度还有待验证。微流体技术 [13]（流体处

理的小型化）和等温扩增技术 [14] 的出现，加速了

PCR 的发展，虽然其具有速度快、成本低、反应模

式微小等特点，但因技术限制，两者还不能广泛的

应用于临床。随着技术的发展，PCR 将会被更好地

应用于疾病的筛查、诊断等方面。
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