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实时荧光定量 PCR检测 EB病毒 DNA试剂盒的性能验证及评价

孟斌1，张好良1，李世宝1,2，赵耀2，马萍1,2

(徐州医科大学 1. 附属医院检验科；2. 医学技术学院，江苏 徐州 221002)

[摘　要]	 目的：对新建的E B病毒(Ep ste i n -Bar r  v i r u s，E BV ) D N A定量检测体系进行性能验证。方法：采

用实时荧光定量PCR法检测EBV-DNA含量，并依次对精密度、准确度、人员、仪器、线性范围

等性能参数进行验证及评价。结果：EBV临界质控品和强阳性质控品批内精密度分别为1.79%，

0.85%，批间精密度为2.10%，1.38%，均<10%，符合行业标准。准确度绝对偏差<0.5个对数数量

级。人员比对符合率为90%，仪器符合率100%。在(2.79E+02)~(4.36E+07) IU/mL范围内线性关系

良好。结论：本研究新建的EBV-DNA检测体系的主要性能指标已达到相关标准的要求，可常规应

用于临床。
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Performance verification and evaluation of Epstein-Barr 
virus DNA by real-time PCR
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Abstract Objective: To verify the performance of Epstein-Barr virus (EBV) DNA quantitative detection system. Methods: 

The DNA content of EBV was detected using real-time PCR. Then, the performance parameters of the detecting 

system such as precision, accuracy, personnel, equipment, linear range were validated and evaluated. Results: 

The intra-assay precision of EBV critical control products and strong positive control were 1.79% and 0.85% 

respectively. The inter-batch precision was 2.10% and 1.38%, both less than 10%, which met the industry standard. 

Accuracy absolute deviation is less than 0.5 logarithmic order of magnitude. The operators’ coincidence ratio 

were 90% and instrument was 100%. It exhibited a benign linear relation from (2.79E+02)–(4.36E+07) IU/mL. 

Conclusion: The main performance indexes of the self-built EBV-DNA detection system in this laboratory meet 

the requirements of relevant standards and can be carried out in clinical practice.
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EB病毒(Epstein-Barr v irus，EBV)又称人类疱

疹病毒4型( human her pesv ir us 4，HHV-4)，人群

中约95%感染过，但通常不会造成临床后果[1]。然

而，EBV会引起传染性的单核病和其他疾病，并在

各种自身免疫性疾病和某些类型的癌症中发挥作

用[2]。在感染EBV后，病毒会在患者体内潜伏，在

某些情况下(例如免疫系统减弱)，病毒可能会被重

新激活。EBV感染后会产生多种症状，与其他疾病

鉴别困难，给临床诊疗带来极大困扰。目前临床

常规开展的EBV的血清学抗体无法反映病毒的复制

状态，因此急需开展血浆EBV-DNA载量来判断疾

病感染、疗效观察和预后评估情况。依据CN A S -

CL36医学实验室质量和能力认可准则和《医疗机

构实验室管理办法》在基因扩增检验领域的应用

说明[3]，开展新项目之前必须进行性能验证。新购

试剂盒的性能验证是做好质量控制的重要环节。

本 研 究 将 对 新 建 E B V- D N A 检 测 系 统 进 行 性 能 验

证，以期满足临床检测需求。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  样品来源

E B V- D N A 标 本 来 自 2 0 1 6 年 8 至 9 月 徐 州 医 科

大 学 附 属 医 院 感 染 科 实 验 室 。 E B V 临 界 阳 性 质

控品 ( 批号 2 0 1 6 0 8 1 3 ) 与 E B V 强阳性质控品 ( 批号

2016816)购自广州中山大学达安基因有限公司，

参考物质来源于上海市临检中心。

1.1.2  仪器与耗材

A B I  7 5 0 0 实 时 荧 光 定 量 P C R 仪 、 罗 氏 L i g h t 

Cycler 480实时荧光定量PCR仪、Eppendorf高速低

温离心机、Eppendorf金属浴恒温器、Eppendorf漩

涡振荡仪、八联管购自美国Axygen公司。

1.1.3  试剂

EB病毒核酸提取与纯化试剂盒、EB病毒核酸

核定量检测试剂盒均购自湖南圣湘生物科技有限

公司。

1.2  方法

1.2.1  DNA 提取与 PCR 反应

严格按照EBV-DNA定量检测试剂盒的说明书

进行操作。扩增条件：50 ℃ 2 min，94 ℃ 5 min预

变性；然后94 ℃ 15 s，57 ℃ 31 s(此处收集荧光信

号)，反应45个循环；25 ℃  10 s仪器冷却。PCR结

果判读：反应结束后，仪器自动保存结果；所有

样本、标准品及阴阳性对照，内标检测需均为阳

性；根据图像调整基线的开始值(s t a r t值)、终止

值(end值)及临界值(threshold值)，并满足以下调

减：EBV-阴性对照，无扩增曲线，无Ct值；EBV-

阳性对照应介于(1.35E+05~1.07E+06) IU/mL；4个

EBV定量参考品均为阳性，且其标准曲线的相关系

数R2≥0.98；若分析结果不能同时满足上述条件，

表明本次结果无效，需重新进行。

1.2.2  性能验证指标及验证方法

1.2.2.1  精密度

批内精密度：将EBV临界阳性质控品与EBV强

阳性质控品质随机插入患者样本中进行检测，一

批连续测定10次，然后对10次检测结果进行统计分

析，评价批内精密度；批间精密度：每天将EBV临

界阳性质控品与EBV强阳性质控品质随机插入患者

样本中检测1次，20 d后对20次检测结果进行统计分

析，评价批间精密度[4]。可接受性能标准：批内、

批间的检测水平对数值的变异系数(CV%)均<10%。

1.2.2.2  准确度

用阴性血清对上海市临检中心室间参考物质

(2.13E+05) IU/mL进行10倍稀释至(2.13E+04)和

(2.13E+03) IU/mL，分别对其进行重复测定3次，

并将测定结果转化为1 0的对数值。绝对偏差不超 

过±0.5个对数数量级[5]。

1.2.2.3  人员比对

选择阴性到10 6不同数量级的阳性患者10个外

周血标本，由本室2位检验人员独立进行操作。结

果判定标准：阴性标本必须阴性，阳性标本必须

阳性，且结果在同一个数量级为符合，否则为不

符合，符合率达80%以上为通过。

1.2.2.4  仪器比对

选择阴性到10 6不同数量级的阳性患者10个外

周血标本，由同一检验人员进行2次操作，分别置

于ABI 7500实时荧光定量PCR仪与罗氏Light Cycler 

4 8 0 实时荧光定量 P C R 仪进行检测。结果判定标

准：阴性标本必须阴性，阳性标本必须阳性，且

结果在同一个数量级为符合，否则为不符合，符

合率达80%以上为通过。

1.2.2.5  线性范围

选择徐州医科大学附属医院检验科检测过的

EBV-DNA高值标本(4.36E+07) IU/mL，用EBV阴性
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血清依次进行梯度稀释直至(4.36E+02) IU/mL，每

个浓度标本重复检测2次，以实测值为Y，理论值

为X，使用SPSS 17.0拟和方程Y=aX+b，并计算线

性相关系数和线性范围，R2≥0.98符合要求[5-7]。

1.3  统计学处理

EBV-DNA检测初始指数值结果均转化为对数

值结果，然后将转化后的数据输入SPSS 17.0统计

软件，分析相关的均数、标准差、变异系数、回

归方程和相关系数。

2  结果

2.1  精密度验证结果

批内精密度验证结果： E BV 临界阳性质控品

与 强 阳 性 质 控 品 1 0 次 检 测 结 果 C V 平 均 值 分 别 为

18.05%，15.43%，其对数值的C V分别为1.79%，

0 . 8 5 % (表1 )。批间精密度验证结果：E BV临界阳

性 质 控 品 与 强 阳 性 质 控 品 2 0 次 检 测 结 果 C V 平 均

值分别为21.29%，15.59%，其对数值的CV分别为

2.10%，1.38%(表2)，均小于试剂盒规定的浓度变

异系数50%和行业标准10%。

2.2  准确度验证结果

参考物质原液及其各梯度稀释液的检测结果

均在允许范围内(表3)。

2.3  比对实验结果

经验证，本研究2位检验人员的检测结果符合

率为90%(>80%)，符合要求(表4)。ABI 7500PCR

仪与罗氏Light Cycler 480 PCR仪2台仪器检测结果

符合率为100%(表5)。唯一不符样本：检验人员1

检测结果为(3.43E+02) IU/mL，而检验人员2检测

结果为(6.67E+02) IU/mL，两者在同一滴度，且

CV<50%，虽然符合试剂盒要求，但结果差异是由

于采用(4.0E+02) IU/mL为判断标准造成的。

2.4  线性范围验证

一 次 多 项 式 拟 合 方 程 Y = 0 . 9 7 1 X + 0 . 1 9 7 ，

R2=0.999符合要求(表6，图1)。

表 1 EBV-DNA 批内精密度评价结果

Table 1 Intra-batch precision results of EBV-DNA

批内
EBV 临界阳性质控品 EBV 强阳性质控品

浓度值 /(IU·mL−1) 对数值 浓度值 /(IU·mL−1) 对数值

第 1 次 4.59E+04 4.66 6.38E+07 7.80

第 2 次 3.56E+04 4.55 5.35E+07 7.73

第 3 次 3.53E+04 4.55 7.49E+07 7.87

第 4 次 3.47E+04 4.65 8.21E+07 7.91

第 5 次 3.37E+04 4.53 6.37E+07 7.80

第 6 次 2.38E+04 4.38 7.33E+07 7.87

第 7 次 3.45E+04 4.54 5.14E+07 7.71

第 8 次 3.41E+04 4.54 5.43E+07 7.81

第 9 次 3.48E+04 4.53 6.41E+07 7.73

第 10 次 2.49E+04 4.40 6.47E+07 7.81

x 3.37E+04 4.53 6.46E+07 7.81

CV/% 18.05 1.79 15.43 0.85
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表2 EBV-DNA 批间精密度评价结果

Table 2 Inter-batch precision results of EBV-DNA

批间
EBV临界阳性质控品 EBV强阳性质控品

浓度值/(IU·mL−1) 对数值 浓度值/(IU·mL−1) 对数值

第1天 3.59E+04 4.56 6.48E+07 4.816

第2天 5.43E+04 4.73 7.35E+07 4.87

第3天 3.41E+04 4.53 6.49E+07 4.81

第4天 2.51E+04 4.40 5.91E+07 4.77

第5天 3.68E+04 4.57 7.37E+07 4.87

第6天 3.52E+04 4.55 5.45E+07 4.74

第7天 2.91E+04 4.46 7.83E+07 4.89

第8天 3.68E+04 4.57 8.91E+07 4.95

第9天 3.47E+04 4.54 5.43E+07 4.73

第10天 3.43E+04 4.54 5.67E+07 4.75

第11天 3.39E+04 4.53 7.01E+07 4.85

第12天 4.36E+04 4.64 5.78E+07 4.76

第13天 3.63E+04 4.56 6.23E+07 4.79

第14天 2.37E+04 4.38 6.49E+07 4.81

第15天 3.51E+04 4.55 4.94E+07 4.69

第16天 4.42E+04 4.65 6.37E+07 4.80

第17天 3.45E+04 4.54 8.33E+07 4.92

第18天 1.98E+04 4.30 6.09E+07 4.78

第19天 3.41E+04 4.53 7.61E+07 4.88

第20天 3.29E+04 4.52 6.43E+07 4.81

x 3.47E+04 4.53 6.61E+07 4.82

CV/% 21.29 2.10 15.59 1.38

表3 EBV-DNA准确度评价

Table 3 Accuracy evaluation of EBV-DNA

项目 预期 允许范围 实测结果均值 评价

参考物质原液 5.33 4.83~5.53 5.26 符合要求

参考物质10倍稀释液 4.33 3.83~4.83 4.31 符合要求

参考物质100倍稀释液 3.33 2.83~3.83 3.05 符合要求
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表4 EBV-DNA人员比对

Table 4 Staff comparison of EBV-DNA

项目 检验人员1检测结果/(IU·mL−1) 检验人员2检测结果/(IU·mL−1) 检测结果是否符合

样本1 阴性 阴性 符合

样本2 6.73E+06(+) 7.26E+06(+) 符合

样本3 3.41E+06(+) 4.49E+06(+) 符合

样本4 8.51E+05(+) 6.97E+05(+) 符合

样本5 1.68E+05(+) 3.37E+05(+) 符合

样本6 5.51E+04(+) 6.48E+04(+) 符合

样本7 1.93E+04(+) 3.14E+04(+) 符合

样本8 3.68E+03(+) 6.91E+03(+) 符合

样本9 3.47E+03(+) 6.43E+03(+) 符合

样本10 3.43E+02(–) 6.67E+02(+) 不符合

表5 EBV-DNA仪器比对

Table 5 Instrument comparison of EBV-DNA

项目 ABI 7500/(IU·mL−1) 罗氏Light Cycler 480/(IU·mL−1) 检测结果是否符合

样本1 阴性 阴性 符合

样本2 8.78E+06(+) 7.35E+06(+) 符合

样本3 5.41E+06(+) 4.31E+06(+) 符合

样本4 9.57E+05(+) 7.38E+05(+) 符合

样本5 4.83E+05(+) 3.94E+05(+) 符合

样本6 7.51E+04(+) 5.72E+04(+) 符合

样本7 2.12E+04(+) 1.35E+04(+) 符合

样本8 8.27E+03(+) 6.54E+03(+) 符合

样本9 3.19E+03(+) 2.51E+03(+) 符合

样本10 7.43E+02(+) 5.83E+02(+) 符合

表6 高浓度EBV-DNA样本梯度稀释检测

Table 6 Gradient dilution test of high concentration sample of EBV-DNA 

序号 第1次/(IU·mL−1) 第2次/(IU·mL−1) 平均测定值/(IU·mL−1) 平均测定值对数 理论值/(IU·mL−1) 理论值对数

原始样本 4.36E+07 4.36E+07 4.36E+07 7.64 4.36E+07 7.64

稀释10倍 4.89E+06 5.05E+06 4.97E+06 6.70 4.36E+06 6.64

稀释102倍 4.39E+05 2.37E+05 3.38E+05 5.53 4.36E+05 5.64

稀释103倍 6.07E+04 2.11E+04 4.09E+04 4.61 4.36E+04 4.64

稀释104倍 5.31E+03 1.37E+03 3.34E+03 3.52 4.36E+03 3.64

稀释105倍 4.03E+02 2.79E+02 3.41E+02 2.53 4.36E+02 2.64
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3  讨论

实时荧光定量P C R是实验室最常用的检测方

法之一，因其高敏感性和特异性而广泛应用于临

床疾病的诊断、疗效评估和预后检测[8]。临床基因

扩增实验室必须充分了解该方法性能，并采取相

应质控措施，才可保证检测结果的准确性。《医

学实验室质量和能力认可准则》、C A P和《医疗

机构实验室管理办法》的相关规定[9]明确指出：在

开展临床基因扩增检验项目前必须进行方法学验

证。因此试剂盒性能验证是做好质量控制的重要

环节。与其他检验项目相比，实时荧光定量PCR的

结果均呈偏态分布，需将数值进行转化成正态分

布的数据后才能应用正态分布的统计方法。与以

往研究[10-11]报道一致，本研究也同样对原始数据取

对数值进行统计分析。精密度可反映测量结果的

再现性，是保证准确度的先决条件 [12]。本研究结

果显示：EBV临界阳性质控品与强阳性质控品的批

内精密度的变异系数分别为1.79%，0.85%，其批间

精密度的变异系数分别为2.10%，1.38%，均小于行

业标准10%。因本研究尚未申请室间质评，故未采

用重复性精密度<3/5 TEa、中间精密度<4/5 TEa的

标准进行评价。

高 精 密 度 是 保 证 获 得 良 好 准 确 度 的 先 决 条

件。准确度是指在一定实验条件下测定结果与真

值相符合的程度，也是检验项目性能验证的重要

内容。在实际工作中，通常使用标准物质进行验

证。但目前国内尚缺乏可溯源至EBV国际标准品的

标准品，国内各试剂厂商所用标准品均为自主定

值所得，导致不同试剂盒的检测结果间缺乏重复

性与可比性。本研究采用上海市临床检验中心新

开发的EBV标准品作为标准物质[12]，结果发现EBV

标准品及其稀释液均在靶值±0.5对数值内，达到了

要求。

线性范围指不需预处理样本就可检出的待测

物浓度范围，也是检测系统可接受的线性关系范

围。通常使用覆盖整个线性范围的标本进行线性

范围验证。本研究所用试剂盒标明的检测范围为

(4.0E+02)~(4.0E+09) IU/mL，但是本研究目前所

收集到的标本最高浓度为(4.36E+07) IU/mL，故就

此标本为线性范围的上限，进行梯度稀释至线性下

限，结果表明：在(4.36E+02)~(4.36E+07) IU/mL的

范围内，线性回归系数R2为0.9995，提示该试剂盒

在这个浓度范围内呈线性。但仍需收集更高浓度

的标本，重新验证线性范围的上限。

P CR检测方法较其他专业有明显的特殊性，

并涉及大量手工操作，检测结果易受实验员主观

意识影响。此外，实验设备的差异也会影响实验

结果。因此应做好实验人员之间及不同检测仪器

间的结果比对。本研究通过让2位实验员分别完成

相同实验，发现2位检验人员的检测结果符合率为

90%(大于可接受标准80%)。其中有1例不符，其结

果差异是由采用(4.0E+02) IU/mL为判断标准造成

的。让2位实验员完成2个相同实验，分别置于ABI 

7500 PCR仪与罗氏Light Cycler 480 PCR仪上进行检

测，结果发现两台仪器符合率为100%。

综 上 所 述 ， 本 研 究 新 采 购 的 E B V- D N A 检 测

试剂盒的性能验证结果与厂商提供的数据基本一

致，确认新试剂能够满足临床E BV感染和疗效判

断，且经济简便，适合在临床推广应用。
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