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【摘要】　 目的　 评估一种新型乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）ＲＮＡ定量检测方法———ＨＢＶ
实时荧光核酸恒温扩增检测（ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｎｇ，ＳＡＴ）（ＲＮＡ捕获探针法）的临床检测
性能。方法　 采用简单随机抽样法收集２０１７年６月至２０１８年６月上海复旦大学附属华山医院收治的
１７０例慢性乙型肝炎患者和３０例非ＨＢＶ感染者的血清标本ＨＢＶ ＲＮＡ，使用ＨＢＶ ＳＡＴ与常规反转录聚
合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）进行检测，对两种方法检测的灵敏度、特异度、к值及定量值
相关性进行比较，并对两种方法检测的不同ＨＢＶ ＤＮＡ浓度样本的检出率进行分析比较。统计学分析采
用χ２ 检验。结果　 以临床诊断为标准，ＨＢＶ ＳＡＴ检测灵敏度为９７． ０６％（１６５ ／ １７０），特异度为１００． ００％
（３０ ／ ３０），κ值为０． ９０８；反转录ＰＣＲ检测灵敏度为９２． ９４％（１５８ ／ １７０），特异度为１００． ００％（３０ ／ ３０），κ值
为０． ７９８。在ＨＢＶ ＤＮＡ低浓度样本（ＨＢＶ ＤＮＡ ＜ １００ ＩＵ ／ ｍＬ）中，ＨＢＶ ＳＡＴ检出率为７７． ２７％（１７ ／ ２２），
反转录ＰＣＲ检出率为５９． ０９％（１３ ／ ２２）。两种方法定量结果线性相关系数ｒ ＝ ０． ９８７ ８。结论　 全自动
ＨＢＶ ＳＡＴ与反转录ＰＣＲ定量结果一致，在ＨＢＶ ＤＮＡ低浓度样本中的检测灵敏度比反转录ＰＣＲ方法略
高，是一种快速、准确的ＨＢＶ ＲＮＡ定量检测方法。
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　 　 大部分ＨＢＶ感染者经ＮＡｓ治疗后，其血清
ＨＢＶ ＤＮＡ低于检测下限，但这仅表示病毒的反转录
过程被有效抑制，不能反映肝细胞内ｃｃｃＤＮＡ的转
录活性状态。研究显示，外周血中的ＨＢＶ ＲＮＡ来
自肝脏的ＨＢＶ前基因组ＲＮＡ（ｐｒｅｇｅｎｏｍｉｃ ＲＮＡ），
其在血清中的含量能够反映肝组织内的ｃｃｃＤＮＡ是
否有转录活性且与多项乙型肝炎疗效指标相关，因
此研究者们提出血清ＨＢＶ ＲＮＡ有望成为监测乙型
肝炎治疗效果的新指标［１３］。目前，尚无经过国家
药品监督管理局批准的商品化ＨＢＶ ＲＮＡ检测试
剂，已有的研究中的定量检测ＨＢＶ ＲＮＡ方法主要
有两种：反转录ＰＣＲ和实时荧光核酸恒温扩增检测
（ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｎｇ，ＳＡＴ）［４５］。
ＳＡＴ技术是建立在ＲＮＡ转录介导扩增技术基础上
的新型ＨＢＶ ＲＮＡ定量检测方法，本研究对该技术
定量检测ＣＨＢ患者血清中的ＨＢＶ ＲＮＡ进行了性
能评估，为其进一步的临床研究和应用提供借鉴。

材料与方法
一、样本来源
根据公式ｎ ＝ ［Ｚ１ － α ／ ２］

２Ｐ（１ － Ｐ）
Δ２

和预试验结
果，设定ＨＢＶ ＳＡＴ和反转录ＰＣＲ阳性符合率达９０％，则
需要的阳性样本最少量ｎ１ ＝ １．９６

２ ×０．９ ×（１ －０．９）
０．０５２

＝

１３８。采用简单随机抽样法收集２０１７ 年６ 月至
２０１８年６月上海复旦大学附属华山医院收治的
１７０例ＣＨＢ患者（符合《慢性乙型肝炎防治指南
（２０１５更新版）》［６］中ＣＨＢ 患者的诊断标准）和
３０例非ＨＢＶ 感染者（血清经ＨＢｓＡｇ、抗ＨＢｓ、
ＨＢｅＡｇ、抗ＨＢｅ、抗ＨＢｃ检测均为阴性，临床诊断为
非ＨＢＶ感染）的血清标本。１７０例ＣＨＢ患者标本
中，１４８例ＨＢＶ ＤＮＡ ＞ １００ ＩＵ ／ ｍＬ，２２例ＨＢＶ ＤＮＡ ＜
１００ ＩＵ ／ ｍＬ。本研究通过复旦大学附属华山医院伦
理委员会审核批准［（２０１９）临审批第（４１４）号］。

二、检测方法
１．检测试剂：ＨＢＶ核酸测定试剂盒（ＲＮＡ捕获

探针法）购自上海仁度生物科技有限公司，病毒
ＲＮＡ提取试剂盒购自北京全式金生物技术有限公
司，ＤＮＡ酶和反转录试剂盒购自美国Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，定量ＰＣＲ试剂购自瑞士罗氏公司。

２． ＨＢＶ ＳＡＴ：使用ＨＢＶ核酸测定试剂盒检测血

清中的ＨＢＶ ＲＮＡ。该试剂盒包括核酸提取和扩增
两部分试剂。核酸提取采用修饰有特异捕获序列的
ＲＮＡ探针的磁珠对样本进行ＲＮＡ提取，包括靶标
捕获和洗涤两部分，提取获得的ＲＮＡ用于后续检
测。根据ＨＢＶ ＲＮＡ的特异性检测区域，设计带有
Ｔ７启动子的反转录扩增引物和互补链合成序列引
物，并在２条扩增引物之间的序列中选择保守且特
异的区域设计ＲＮＡ探针，该ＲＮＡ探针为茎环结构
的分子信标探针，探针５′端由羧基荧光素
（ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ，ＦＡＭ）标记，３′端由４（４二甲基
氨基偶氮苯基）苯甲酸（Ｄａｂｃｙｌ）标记。扩增过程中
实时检测荧光信号。提取和检测全程均有设置内
标。应用全自动核酸检测分析系统（ＡｕｔｏＳＡＴ）进行
检测，仪器配套软件根据检测结果自动计算出样本
中的ＨＢＶ ＲＮＡ。将待测样本放入仪器内，按照仪器
和试剂使用说明书设置程序，提取、扩增、检测及定
量结果计算全部由仪器和软件自动完成，软件结果
界面自动显示ＨＢＶ ＲＮＡ定量检测结果。

３．反转录ＰＣＲ：参照文献［７］，采用反转录ＰＣＲ
检测ＨＢＶ ＲＮＡ。使用ＨＢＶ ＲＮＡ提取试剂盒提取
ＨＢＶ ＲＮＡ，然后用特异的反转录引物进行反转录，
最后用ＴａｑＭａｎ探针对反转录产物进行定量ＰＣＲ。
使用标准品ＲＮＡ从反转录开始与样品进行同步检
测，根据标准品绘制标准曲线，并对临床样本中的
ＨＢＶ ＲＮＡ进行定量。

４．复测：对于ＨＢＶ ＳＡＴ和反转录ＰＣＲ定性检
测不一致的差异样本进行复测，复测后仍有差异的，
将阳性扩增产物送至安徽通用生物系统有限公司进
行测序确认。

５．检出限：采用简单随机抽样法抽取定量范围
内ＨＢＶ ＳＡＴ和反转录ＰＣＲ检测均为阳性的１０份血
清样本，用阴性血清进行１０倍倍比稀释，每份样本
进行８个稀释度稀释，采用ＨＢＶ ＳＡＴ和反转录ＰＣＲ
同时对不同稀释度样本进行检测。

三、统计学分析
采用Ｍｅｄ Ｃａｄ软件进行统计学分析。以临床诊

断为标准计算ＨＢＶ ＳＡＴ和反转录ＰＣＲ检测临床样
本的灵敏度、特异度和κ值。对ＨＢＶ ＳＡＴ和反转录
ＰＣＲ检测的不同ＨＢＶ ＤＮＡ含量样本的ＨＢＶ ＲＮＡ
检出率进行分析，两组间检出率比较采用χ２ 检验。
对ＨＢＶ ＳＡＴ和反转录ＰＣＲ的定量结果的一致性进
行线性回归分析。
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结　 　 果
一、定性检测结果
对１７０例ＨＢＶ感染者进行检测，ＨＢＶ ＳＡＴ检

测结果为１６５例阳性，５例阴性；反转录ＰＣＲ检测结
果为１５８例阳性，１２例阴性。对３０例非ＨＢＶ感染
者进行检测，ＨＢＶ ＳＡＴ检测结果均为阴性；反转录
ＰＣＲ检测结果均为阴性。

以临床诊断为标准，ＨＢＶ ＳＡＴ检测灵敏度为
９７． ０６％（１６５ ／ １７０），特异度为１００． ００％ （３０ ／ ３０），
κ值为０． ９０８；反转录ＰＣＲ检测灵敏度为９２． ９４％
（１５８ ／ １７０），特异度为１００． ００％（３０ ／ ３０），κ值为０． ７９８。

１４８份ＨＢＶ ＤＮＡ ＞ １００ ＩＵ ／ ｍＬ的样本中，ＨＢＶ
ＳＡＴ检出率为１００． ００％（１４８ ／ １４８），反转录ＰＣＲ检
出率为９７． ９７％ （１４５ ／ １４８），差异无统计学意义
（χ２ ＝ ３． ０３１，Ｐ ＞ ０． ０５）。２２份ＨＢＶ ＤＮＡ ＜ １００ ＩＵ ／ ｍＬ
的样本中，ＨＢＶ ＳＡＴ检出率为７７． ２７％（１７ ／ ２２），反
转录ＰＣＲ检出率为５９． ０９％ （１３ ／ ２２），差异无统计
学意义（χ２ ＝ １． ６７６，Ｐ ＞ ０． ０５）。

４份反转录ＰＣＲ检测阴性、ＨＢＶ ＳＡＴ检测阳性
的ＨＢＶ患者标本，经ＨＢＶ ＳＡＴ复测后仍为阳性，
ＨＢＶ ＳＡＴ扩增产物序列经局部序列排比检索基本
工具（ｂａｓｉｃ ｌｏｃａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｓｅａｒｃｈ ｔｏｏｌ，ＢＬＡＳＴ）在线
比对为ＨＢＶ。

二、定量检测结果
１７０例ＨＢＶ感染者的血清样本中，ＨＢＶ ＳＡＴ和

反转录ＰＣＲ均为阳性的标本共１５８份，其中１３３份
定量结果位于ＨＢＶ ＳＡＴ和反转录ＰＣＲ的定量范围
内，将其检测结果进行线性相关性分析，线性相关系
数ｒ ＝０． ９８７ ８（Ｐ ＜０． ０１）。线性回归方程ｙ ＝ ０． ０９４ ８２ ＋
０． ９９０ ５ｘ，其中截距的９５％ＣＩ为－ ０． ０５５ ２ ～ ０． ２４４ ８，
斜率的９５％ＣＩ为０． ９６３ ５ ～ １． ０１７ ５（图１）。

　 　 注：ＨＢＶ ＳＡＴ为乙型肝炎病毒实时荧光核酸恒温扩增检测
图１ 　 ＨＢＶ ＳＡＴ和反转录聚合酶链反应检测１３３份血清乙型肝炎病
毒样本结果的相关性

　 　 三、检测限检测结果
１０份倍比稀释样本中，９份样本稀释后ＨＢＶ

ＳＡＴ的检出限比反转录ＰＣＲ多一个稀释梯度。

讨　 　 论

长期以来，乙型肝炎的分子检测都是采用血清
ＨＢＶ ＤＮＡ对ＨＢＶ感染进行确诊及疗效监测。Ｌｉａｏ
等［８］和Ｈｕａｎｇ等［９］的研究显示，ＨＢＶ ＲＮＡ可以作
为一种新的ＨＢＶ疗效监测的分子标识。Ｗａｎｇ等［７］

的研究显示，ＨＢＶ在感染宿主后，由ｃｃｃＤＮＡ转录出
的前基因组ＲＮＡ可以被病毒衣壳包被成类似病毒
样颗粒进入外周血中，外周血中的ＨＢＶ ＲＮＡ就是
前基因组ＲＮＡ，因此检测外周血中的ＨＢＶ ＲＮＡ可
以反映肝脏内的ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ 转录活性。Ｗａｎｇ
等［１０］的研究显示在接受ＮＡｓ治疗的患者中，血清
ＨＢＶ ＲＮＡ浓度可反映肝内病毒复制活性，且与肝组
织病理学相关。ｖａｎ Ｃａｍｐｅｎｈｏｕｔ等［１１］的研究显示
血清中ＨＢＶ ＲＮＡ水平与血清ＡＬＴ水平相关，ＨＢＶ
前基因组ＲＮＡ可以作为使用聚乙二醇干扰素α２ａ
治疗患者ＨＢｅＡｇ发生血清学转换的早期预测因子。
这些研究均提示血清ＨＢＶ ＲＮＡ在乙型肝炎疗效监
测中具有重要的临床意义。

由于目前尚无ＨＢＶ ＲＮＡ检测的金标准，ＨＢＶ
ＤＮＡ来自前基因组ＲＮＡ，本研究中所有样本均来自
ＨＢＶ ＤＮＡ阳性患者，所以暂用ＣＨＢ的临床诊断作
为标准，对两种方法检测ＨＢＶ ＲＮＡ的灵敏度和特
异度进行初步评价。结果显示两种方法对ＣＨＢ患
者血清中ＨＢＶ ＲＮＡ的检测特异度均较好，ＨＢＶ
ＳＡＴ的灵敏度略高于反转录ＰＣＲ，特别是在ＨＢＶ
ＤＮＡ ＜ １００ ＩＵ ／ ｍＬ的样本中，ＨＢＶ ＳＡＴ的检出率高
于反转录ＰＣＲ。４ 例ＣＨＢ患者血清标本反转录
ＰＣＲ检测为阴性，而ＨＢＶ ＳＡＴ检测为阳性。反转录
ＰＣＲ阴性的原因可能是样本中的ＲＮＡ浓度较低，根
据理论推算该方法的检测下限为２５０拷贝／ ｍＬ，高
于ＨＢＶ ＳＡＴ的５０拷贝／ ｍＬ检测下限，加之提取过
程和ＤＮＡ酶处理可能导致模板浓度低于方法学检
测下限。对同一样本倍比稀释后，两种方法检测结
果显示，ＨＢＶ ＳＡＴ较反转录ＰＣＲ灵敏度更高，有利
于检测ＨＢＶ ＲＮＡ低浓度的样本，但本研究样本量
较少，还需要进一步扩大样本量进行研究。通过对
两种方法定量结果的线性回归分析显示，两者定量
值具有较好的一致性。本研究后续还会进一步扩大
样本量对ＨＢＶ ＳＡＴ进行评估。
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目前，有关ＨＢＶ ＲＮＡ的研究多数使用基于
ＲＮＡ提取、反转录和定量ＰＣＲ作为技术平台的检测
方法，手工操作过程难以绝对标准化，因此样本间和
同一样本的多次重复性可能存在较大偏差。本研究
中使用的ＨＢＶ核酸测定试剂盒配套自动化检测仪
器通过全自动核酸检测分析系统，实现样本进结果
出的全程自动化检测，可以减少操作产生的偏差。

综上所述，全自动化的ＨＢＶ ＳＡＴ检测试剂盒能
够快速准确地完成血清样本中ＨＢＶ ＲＮＡ的定量检
测，全程自动化，检测结果更加客观，减少了检测人
员的工作量，降低了生物安全风险，是一种检测
ＨＢＶ ＲＮＡ的有效方法。
利益冲突　 所有作者均声明不存在利益冲突
作者贡献声明　 张缈曲、张琪然、张寒悦：标本整理和试验操作、论文
撰写；喻一奇：论文撰写；仇超、张文宏：论文审校
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《中华传染病杂志》第九届通讯编委会组成人员名单
以下按姓氏汉语拼音排序
曹红翠　 陈　 立　 陈小华　 程　 君　 樊　 蓉　 高海兵　 侯凤琴　 胡付品
李俊峰　 李湘燕　 李玉香　 李元元　 李　 晖　 连建奇　 梁雪松　 刘鸿凌
刘俊平　 马世武　 马　 臻　 彭明利　 钱志平　 曲俊彦　 饶慧瑛　 邵凌云
沈　 军　 沈银忠　 王亚东　 王绮夏　 吴　 涛　 吴志远　 向天新　 徐　 亮
许烂漫　 杨　 慧　 于德敏　 曾庆磊　 张静萍　 张永喜　 郑焙文　 朱传龙
朱跃科　 　 　 　 　 　 　 　
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