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实时荧光定量 PCR 技术定量检测乙型肝炎病毒 
DNA 效果评价

郭金芳*

（滨州市第二人民医院检验科，滨州 256800）

摘 要：目的 观察实时荧光定量 PCR 检测技术在检测乙型肝炎病毒 DNA 时的检验结果以及实质性影响。 
方法 研究数据选取 2023 年 1 月—2023 年 12 月期间的乙肝患者 1500 例，均进行血清学标志物法和实时荧光定量

PCR 检测，对照标准为临床诊断结果，对比指标为 DNA 定量检测结果。结果 共确诊的 1500 例乙型肝炎患者中，

实时荧光定量 PCR 技术检测出的乙型肝炎病毒 DNA 定量结果显示，有 1380 例患者（92.00%）的病毒载量能够被

明确量化，而相比之下，血清学标志物法仅能明确量化 1260 例（84.00%）患者的病毒载量。除技术外，可能影响

最终检测结果的还包括实验室、样本和核酸提取等多环节的操作、贮存等因素。结论 实时荧光定量 PCR 技术相较

于传统的血清血标志物检测法而言，其敏感性和准确度更高，更加适用于现代检验医学科。
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Evaluation of the effect of real-time fluorescence quantitative technique PCR for  
quantitative detection of hepatitis B virus DNA

GUO Jin-Fang*

(Department of Laboratory Medicine, Second People’s Hospital of Binzhou City, Binzhou 256800, China)

ABSTRACT: Objective  To observe the test results and substantial impact of real-time fluorescence quantitative PCR 
detection technology in detecting hepatitis B virus DNA. Methods  1500 patients with hepatitis B from January 2023 
to December 2023 were selected for the study data, and all of them were detected by serological markers and real-time 
fluorescent quantitative PCR. The control standard was the clinical diagnosis results, and the comparison index was the DNA 
quantitative detection results. Results  Among the 1500 confirmed hepatitis B patients, real-time fluorescence quantitative 
PCR technology detected hepatitis B virus DNA quantification results, which showed that the viral load of 1380 patients 
(92.00%) could be clearly quantified, while the serological marker method could only clearly quantify the viral load of 1260 
patients (84.00%). In addition to technology, factors that may affect the final test results include laboratory operations, sample 
and nucleic acid extraction, and storage at multiple stages. Conclusion  Real time fluorescence quantitative PCR technology 
has higher sensitivity and accuracy compared to traditional serum blood marker detection methods, and is more suitable for 
modern laboratory medicine.
KEY WORDS: real time fluorescence quantitative PCR technology; hepatitis B virus; DNA quantitative detection; influence factor

0  引  言

乙型肝炎也是俗称的乙肝，属于一种慢性传染性疾病，在

我国的发病率相对较高，虽历经了多年的研究与防控，但其在

全球范围内的传播和流行势头仍不容忽视，至今仍是全球范围

内公共卫生领域的挑战之一。据有关调查显示，乙肝在我国的

流行现状较为严峻，其患病率已经仅次于结核病，并且仍呈现
逐年缓慢上升趋势 [1]。乙肝作为慢性传染性疾病具有典型的病
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程长和迁延难愈的特点，随着病情发展，有很大的风险会发展
成为肝硬化和肝细胞癌等恶性疾病，患者最终的恶劣结果就是
死亡 [2]。因此，早发现、早诊断、早治疗成为控制乙肝传播和
改善患者预后的关键。随着我国现代检验医学的发展，对于乙
肝病毒的检验方法也在不断优化、升级，实时荧光定量 PCR 技
术就是近年来在乙型肝炎病毒（HBV）检测领域崭露头角的一
项重要技术。相较于传统的血清学标志物检测法，该项技术在
HBV-DNA 的定量检验中展现出更强的敏感性和精确性，能够
更加全面反映出乙型肝炎病毒在患者体内的复制状态，从而确
定病毒载量和病情进展。然而在实际操作中，最终检测结果也
会受到实验室条件、样本储存与处理、核酸提取等环节因素的
影响。因此，本研究也将针对该方法在乙型肝炎病毒 DNA 定
量检测中的应用进行分析，与血清血标志物检测技术进行对比，
分析结果和影响因素，为乙肝病毒的早期诊治提供科学依据，
有助于检测流程的优化以及检测质量的提高。

1  资料与方法

1.1  一般资料
研究数据选取 2023 年 1 月—2023 年 12 月期间的乙肝患者

1500 例，所有患者的有效确诊均由血清学标志物和肝功能检查
联合确定。1500 例乙肝患者中男女比例为 49∶51，年龄在 22
岁至 60 岁之间，平均年龄（41.25±3.47）岁。所有患者均已自
愿签署知情同意书，并且近期未接受相关抗病毒治疗，意识清醒、
精神正常。
1.2  方法
1.2.1 血清学标志物法

采用常规血清学检测方法，对患者血清中的乙型肝炎表面
抗原（HBsAg）、乙型肝炎表面抗体（HBsAb）、乙型肝炎 e 抗原

（HBeAg）、乙型肝炎 e 抗体（HBeAb）和乙型肝炎核心抗体（HBcAb）
进行定性检测，检测顺序按照上述顺序进行。初步筛查并确认
患者的乙型肝炎感染状态后，将其作为实时荧光定量 PCR 技术
定量检测研究的对象。
1.2.2 实时荧光定量 PCR 技术检测法

（1）样本准备
在确定检测日期后，检验人员就要明确告知患者及其家属

在检测抽血当日不可进食进水，需以空腹的状态等待抽血。与
抽血当日的清晨时分，从每位患者处采集空腹静脉血 5 mL，对
抽取到的合格样本进行离心分离，再进行接下来的检测。

（2）技术操作流程
①在样本准备妥当后，开始进行核酸提取操作。选用核酸

提取试剂盒（生产厂家：厦门安普利生物工程有限公司），严格

按照试剂盒的说明书进行各项操作，从离心后的血清样本中提
取出乙型肝炎病毒 DNA。这一步骤需要确保提取过程和结果的
精准，同时需要确保全程在无菌环境下进行，以此才能保证乙
型肝炎病毒 DNA 提取物的效率和纯度最大化。

② PCR 扩增（9800 型 PCR 扩增仪）：针对乙型肝炎病毒
DNA 的保守序列采用特定的引物对，对其进行 PCR 扩增。模
板 DNA、引物、dNTPs、Taq 酶及 PCR 缓冲液等均在该步骤的
扩增体系内。整个扩增流程需严格按照 PCR 扩增程序进行，设
置温度循环，以确保扩增效率和特异性。

③实时荧光定量检测：在 PCR 扩增的过程中，利用荧光染
料或者荧光探针对其扩增产物的实时生成进行记录，记录扩增
物的生成到累积的过程。当 PCR 扩增物累积到一定程度后，荧
光信号会呈现出显著增强的状态，使用 StepOne 实时荧光定量
分析仪（生产厂家为美国 ABI 公司）仪器自动记录这一增强过
程并且会对这些增强的荧光信号进行分析，从而测算出乙型肝
炎病毒 DNA 的定量结果。

（3）数据分析
乙型肝炎病毒 DNA 的实时荧光定量检测结果均会通过仪

器自带的软件功能进行逐个分析，自动生成检测数据和图表，
以供比对。检验人员需将该方法所得结果与血清学标志物法的
检测所得结果进行比对，并结合患者的实际情况和临床诊断信
息对结果进行综合评估后形成检验报告。
1.3  观察指标
1.3.1 检验结果

观察并记录定量检测结果，包括 DNA 病毒载量的测定结果，
以确诊、漏诊和误诊为对照指标。
1.3.2 影响因素

对本次乙型肝炎病毒 DNA 的定量检测分析过程中，观察
并记录音实验室条件、标本抗凝血、标本贮存、溶血和血脂以
及核酸提取方法等因素所导致的漏诊、误诊的例数占比。
1.4  统计学分析

以 SPSS 22.0 软件为本次研究所获数据的处理工具，使用 
“［n（%）］”“（x s± ）”分别对计数、计量数据进行表示，以“χ2”“t”
实施组间检验，以 P＜0.05 具有统计学意义。

2  结果与分析

2.1  检测结果
实时荧光 PCR 技术检测最终的乙型肝炎病毒 DNA 定量结

果与血清血标志物法检测的 DNA 数据结果（见表 1）存在一致性，
但是从检验结果的准确性上来看，选择实时荧光 PCR 定量检测
技术的结果准确性更高。

表 1 检验结果对比 [n（%）] 
Table 1 Comparison of the test results [n(%)]

检测方法 例数 确诊（病毒 DNA 明确量化） 漏诊 / 误诊

血清学标志物法 1500 1260（84.00） 240（16.00）

实时荧光定量 PCR 技术检测法 1500 1380（92.00） 120（8.00）

χ2 — — 45.4545

P — — ＜0.001

共确诊的 1500 例乙型肝炎患者中，实时荧光定量 PCR 技
术检测出的乙型肝炎病毒 DNA 定量结果显示，有 1380 例患者

（92.00%）的病毒载量能够被明确量化，而相比之下，血清学标
志物法仅能明确量化 1260 例（84.00%）患者的病毒载量。

通过进一步分析，发现实时荧光定量 PCR 技术在检测病毒
载量较低，判断标准为＜103 IU/mL 个体时更具检验优势，准确

性和灵敏度更高，与血清学标志物法存在显著差异。
2.2  影响因素分析

通过对本次乙型肝炎病毒 DNA 的定量检测过程进行分析，
认为除技术外，可能影响最终检测结果的还包括实验室、样本
和核酸提取等多环节的操作、贮存等因素有关，在漏诊误诊的
120 例患者中，受相关因素的影响如表 2 所示。



第 2 卷实 验 室 检 测166

表 2 影响因素分析 
Table 2 Analysis of influencing factors

影响因素 例数（n） 占比（%）
实验室条件 18 15.00
标本抗凝血 30 25.00
标本贮存 42 35.00

溶血和血脂 18 15.00
核酸提取方法 12 10.00

3  讨论与结论

人体感染乙型肝炎病毒后会根据自身体质的不同而呈现出
不同的临床表现和免疫应答反应，引发急、慢性肝炎。乙型肝
炎是肝硬化和肝细胞癌的重要诱因之一，一系列并发症和严重肝
脏疾病的发展势必会威胁到患者的生命安全 [3]。因此，早期诊
断对于控制乙型肝炎病毒的发展具有重要意义，还会在一定程
度上延长患者的生命周期。乙型肝炎病毒是现代医学检验科的
重要检测对象之一，对乙型肝炎病毒 DNA 的定量检测更是提
高确诊结果准确率的关键 [4]。而实时荧光定量 PCR 检测技术被
广泛应用于检验医学科，在实际检验中发现，该检验技术对于
检测乙型肝炎病毒 DNA 的过程中具有显著优势，特别与血清
学标志物法的检验性能相比，其优势尽显。这也为本次研究提
供了思路。本研究通过两种检验方法并用的方式，对乙肝患者
进行了 DNA 载量测定，旨在发现何种检验方法对于乙型肝炎
病毒 DNA 载量的测定结果更加精准。

本次研究结果显示，实时荧光定量 PCR 技术检测出的乙型
肝炎病毒 DNA 定量结果要显著高于血清学标志物法的检验结
果（P＜0.05）。在实际检验过程中，实时荧光定量 PCR 法所需
的操作流程更加标准化和规范化，基本实现了无人化检验，有
效减少了人为因素对最终检验结果的影响。在检验过程中，实
时荧光定量 PCR 技术呈现出如下关键点，这也是与传统检验技
术和结果呈现显著差异的根本原因 [5]。PRC 扩增以模板 BNA
特异性和循环为扩增原理，设计针对乙型肝炎病毒 DNA 特定
区域的引物设计，借助 DNA 聚合酶的催化作用，使乙型肝炎
病毒 DNA 片段在体外进行指数级扩增 [6]。而 PCR 循环则包括
变性、退火和延伸这三个基本步骤，双链 DNA 经加热后被解
离成单链，引物与模板 DNA 的特定序列所结合，经引物引导
合成新的 DNA 链，实现循环的延伸 [7]。

在本研究中，所选用的是荧光探针和染料进行信号检测，
在 PCR 的扩增过程中，荧光探针会与模板 DNA 所结合，被
DNA 聚合酶切割后释放荧光信号，其强度与 PCR 产物数量成
正比。而荧光染料在 PCR 的反应体系中能够直接结合到双链
DNA 上，并且伴随着扩增产物的生成累积，荧光信号也会随之
而增强 [8]。通过本次研究结果的验证，这两种荧光信号检测技
术均能够实现在 PCR 扩增反应过程中的荧光信号实时监测，这
也是确保检测结果的准确性和敏感性的基础。此项研究结果也
证明了在 PCR 的循环过程中是可以对乙型肝炎病毒 DNA 进行
动态且精确地定量的。在此基础之上，本研究还对 120 例发生
漏诊误诊的乙肝患者进行了结果影响因素的分析，揭示了实验
室条件、标本处理及贮存、溶血和血脂干扰，以及核酸提取方
法等关键因素对检测结果的潜在影响。PCR 扩增技术对于实验
室的硬件条件要求较高，要求完善试剂和仪器的质控体系。在
软件方面，要求人员定期接受相关检验技术的培训并参与实践
活动，明确实时荧光定量 PCR 技术的检验流程与操作规范，避

免在实验室造成人为失误。在标本管理方面更应加强，从采集
到提取应当严格遵循实验室的无菌操作原则，因为该环节属于
人为参与环节，存在一定的人为因素和外部因素的干扰风险 [9]。

本次研究中因实验室条件因素所影响最终漏诊误诊的患者
占比为 8%，足以证明我院在实验室条件因素管理方面还存在
一定的完善空间，在硬件建设和软件管理方面都需要严格按照
实验室管理规范进行提升。对此，要强调标本合规管理的重要
性，适当处理抗凝标本、严格控制标本的贮存温度、湿度及时间、
预处理溶血和血脂含量高的样本等。标本抗凝血因素之所以会
对患者最终的检验结果造成影响，是因为肝素抗凝素的使用会
导致样本中的 DNA 与抗凝剂结合，使其裂解失效，会在极大
程度上降低乙型肝炎病毒 DNA 的提取浓度和纯度，必然会对
后续 PCR 的扩增过程和效果造成影响 [10]。标本在存储期间，会
存在一定的变性风险，其主要原因与过长的静置时间和温度过
高有关，如果标本的静置时间已经超过三小时，或者环境温度
超过 25 摄氏度，都将引起标本变性的发生。对此，在标本储存
与静置等环节要严选试剂盒，根据拆封与否分开储存，谨防污染。
核酸提取方法的不同也会导致最终结果受到影响，而本研究中
所采用的核酸提取方法为商用化测试盒，具有较高的自动化和
标准化程度，能够有效减少操作过程中的误差和污染风险。

实时荧光定量 PCR 技术检验乙型肝炎病毒 DNA 的敏感性
和准确度更高，更加适用于现代检验医学科。
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