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前言 

感染性疾病是当今世界严重威胁人类健康的重大疾病，快速、准确的诊断是

有效治疗、病情监测和控制疾病蔓延的重要前提。随着分子检测技术的不断发展

和完善，分子检测在病原微生物感染诊断及治疗监测上的临床应用日益广泛，已

成为一些重要的感染性疾病的诊断和疗效评价中不可缺少的重要工具。 

为使我国的感染性疾病分子检测临床应用健康有序发展，更好的为医患提供

高质量的服务，有必要制订感染性疾病相关的分子检测技术指南，规范临床实验

室相关分子检测操作程序，指导从事感染性疾病分子诊断的医务人员正确开展工

作。 

本指南以大量、丰富的临床实践为基础，同时消化吸取了大量国内外文献的

精华，广泛征求相关学科专家的意见，遵循科学性、实用性、可行性的原则，反

复修改而成。 

我们衷心希望《感染性疾病相关个体化医学分子检测技术指南》能够对广大

检验人员起到很好的帮助和指导作用，从而为提高感染性疾病临床诊治水平发挥

积极的作用 

 

本指南起草单位：中国医科大学附属第一医院、国家卫生计生委临床检验中

心 

本指南起草人：尚红、李金明、郭晓临、代娣、程仕彤 
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1. 本指南适用范围 

本指南由国家卫生计生委个体化医学检测技术专家委员会编订，是国家卫生

计生委个体化医学检测技术系列指南之一，旨为临床实验室进行感染性疾病相关

的个体化医学分子检测提供参考和指导。 

本指南介绍了感染性疾病相关的个体化医学分子检测应注意的相关问题、技

术方法、结果报告与解释、质量保证及临床应用等内容。 

本指南主要适用于开展个体化医学分子检测的医疗机构临床检验实验室，同时 

供从事感染性疾病诊治的临床医师参考。 

2. 标准术语 

2.1 感染性疾病（infectious disease） 

即由病原微生物引起的疾病的统称。 

2.2 病原微生物（pathogen） 

指侵犯人体，引起感染的微生物，或称病原体。病原微生物包括病毒、细菌、

真菌、支原体、衣原体、立克次体、螺旋体、寄生虫和朊毒体。 

2.3 宿主（host） 

为病原体提供生存环境的生物，本指南中的“宿主”仅指人体。 

2.4 窗口期（window period） 

宿主感染病原体，需要一段时间之后才能产生抗体。从感染病原体到能检测

到抗体的时间就叫做窗口期。 

2.5 扩增子／扩增产物（amplicon/amplification product） 

由目标扩增反应产生的相对低分子量的产物。 

2.6 质控品（control） 

http://www.baidu.com/s?wd=%E7%AA%97%E5%8F%A3%E6%9C%9F&hl_tag=textlink&tn=SE_hldp01350_v6v6zkg6
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为质量控制目的而制备的标本称为质控品。质控品不能用于校准。质控品的

性能指标有:稳定性、瓶间差、定值和非定值、分析物水平、预处理的要求等。 

2.7 标准品（standard） 

用于定标，即标准曲线的绘制。 

2.8 校准品（calibrator） 

指定用来校准某检测系统（仪器+试剂+方法程序）的，是在考虑到基质效应

的情况下，人为赋予校准品的校准值。因此，校准品必须专用于某一检测系统。 

2.9 抑制作用（inhibition） 

临床标本中的某些成分或者标本采集和处理过程中引入的某些外源性物质

可能对扩增反应或者识别过程产生的削弱作用。 

2.10 内部质控（internal control） 

在同一个反应管中存在的一段非目标序列，将与目标序列一同被扩增，用于

识别由温控故障、不合格的试剂或聚合酶活性等造成的抑制作用，以及识别相同

的基质内是否存在抑制性物质。 

2.11 核酸酶（nuclease） 

能够水解核酸的多种酶中的任何一种，比如内切酶和外切酶。 

2.12 核酸提取（nucleic acid extraction） 

将核酸（RNA，DNA）从生物物质中分离出来的过程，以备进行核酸的扩增

和分析。 

2.13 检验（examination） 

以确定一个特性的值或特征为目的的一组操作。实验室检验也常称为检测或

试验。确定一个特性的值的实验室检验称为定量检验，确定一个特性的特征的实
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验室检验称定性检验。 

2.14 原始样品（primary sample）／标本（specimen） 

为检验、研究或分析一种或多种量或特性而取出的认为可代表整体的一独立

部分的体液、呼出气、毛发或组织等。 

2.15 样品（sample） 

取自原始样品的一部分或多部分。 

2.16 寡核苷酸（Oligonucleotide） 

一种短分子单链 DNA，通常为 6-100 个核苷酸，由化学方式合成。 

2.17 引物（Primer） 

一个寡核苷酸，可以与目标 DNA 的互补链杂交。在 DNA 聚合酶和核苷酸的

参与下，启动 DNA 的合成过程（从 3’-OH 端开始）。 

2.18 探针（Probe） 

已定义的单链核酸片段，用于识别特定的包含其互补序列的 DNA 或者 RNA

分子。探针通常都附带一个标记（放射性标记或者化学性标记），使探针在杂交

后能被检测到。 

2.19 淬灭剂（Quencher） 

能够从荧光基团接收能量并且通过近端淬灭或者 FRET 淬灭来消耗该能量的

分子。 

2.20 野生型（wild type） 

基因或生物体在自然界中常见的或非突变型的形式。 

2.21 突变（mutation） 

基因的结构发生改变而导致细胞、病毒或微生物的基因型发生稳定的、可遗
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传的变化过程。 

2.22 点突变（point mutation） 

基因内单个核苷酸置换所造成的结构改变。 

2.23 缺失突变（deletion mutation） 

由于相邻的多个核苷酸或片段丢失所造成的突变。 

2.24 杂合子（heterozygote） 

又称“杂合体”。在二倍体生物中，一对同源染色体上特定的基因座上有两个

不同的等位基因的个体或细胞。 

2.25 纯合子（homozygote） 

又称“纯合体”。在二倍体生物中，一对同源染色体上特定的基因座上有两个

相同的等位基因的个体或细胞。 

2.26 表型（phenotype） 

一个生物体（或细胞）可以观察到的性状或特征，是特定的基因型和环境相

互作用的结果。 

2.27 基因型（genetype） 

一个生物体或细胞的特定基因组成。 

2.28 单核苷酸多态性（Single nucleotide polymorphisms, SNPs） 

是指由单个核苷酸—A、T、C 或 G 的改变而引起的 DNA 序列的改变，造成

包括人类在内的物种之间染色体基因组的多样性。 

2.29 随机误差（random error） 

在重复测量中按不可预见方式变化的测量误差的分量。通常随机误差的参考

量值是对同一被测量多次重复测量得到的均值。 
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2.30 系统误差（systematic error） 

在重复测量中保持不变或按可预见方式变化的测量误差的分量。系统误差的

参考量值是真值,或者是测量不确定度可忽略不计的测量标准测得的值,还可以约

定量值。 

2.31 验证（verification） 

通过提供客观证据证实对规定要求已得到满足的认定。验证过程证实的检验

程序的性能指标,应与检验结果的预期用途相关。 

2.32 确认（validation） 

通过提供客观证据对特定的预期用途或应用要求已得到满足的认定。性能确

认应尽可能全面,并通过客观的证据(以性能特征形式) 证实满足检验预期用途的

特定要求。 

2.33 精密度（precision） 

在规定条件下，对同一或类似被测对象重复测量所得示值或测得值间的一致

程度。规定条件可以是重复性测量条件、期间精密度测量条件或复现性测量条件。

精密度通常无法衡量，而以不精密度表达，常用标准差、方差或变异系数表示，

是对随机误差的衡量。 

2.34 正确度（trueness） 

多次重复检测所得量值的平均值与一个参考量值间的一致程度。通常用“偏

倚”表达，是对系统误差的衡量。选择一个合适的参考对正确度评价很重要，最

好采用参考方法。 

2.35 可报告范围（reportable range） 

指测量仪器的误差在预期规定范围内的被测量值的集合。 



 9 

2.36 测量范围（measurement range） 

检测方法可直接对未经稀释、浓缩或其他非常规检测流程预处理的标本进行

检测，得到的分析物浓度范围。 

2.37 临床可报告范围（clinically reportable range） 

通过采用标本的稀释、浓缩或其他预期处理，用于延长直接的分析测量范围

下的分析物值的范围，其范围一般较测量范围宽，是考虑方法检测限和预处理流

程后的测量范围的延伸。 

2.38 参考区间（reference interval） 

又称为参考范围、正常范围等，通常采用参考值分布的中间 95%区间。 

2.39 检测限（limit of detection, LoD） 

指某一分析方法在给定的可靠程度内可以从样品中检测待测物质的最小浓

度或最小量。 

2.40 干扰（interference） 

指被测物质浓度因样品特性或其他成分的影响而出现的临床显著性偏差，评

价的是由样品引起的特异性偏差。 

2.41 敏感性（sensitivity） 

指金标准诊断有病的全部病例中，被评价方法结果为阳性的病例占全部有病

病例的比例，即敏感性=[真阳性/(真阳性+假阴性) ]× 100%。 

2.42 特异性（specificity） 

指金标准诊断全部无病病例中，被评价检验方法结果为阴性的病例所占全部

无病病例的比例，即特异性=[真阴性/(假阳性+真阴性) ]× 100%。 

2.43 生物学变异（ biological variation） 

http://baike.baidu.com/view/4055845.htm
http://baike.baidu.com/view/307185.htm
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指在机体稳定状态下，排除已知可能影响因素（例如，疾病、用药、禁食、

运动等），除外已知节律性变化（例如，对于某些检验项目，昼夜或季节性变化

等），依然存在的随机变异。 

2.44 分析前变异（pre-analytical variation） 

从患者准备开始至样品分析启动前各环节造成的变异，包括抽血及有关条

件、运输、离心、保存等环节或因素造成的变异。 

2.45 检验前过程（pre-examination processes）／分析前阶段（preanalytical 

phase） 

按时间顺序从医生申请至分析检验启动前的过程，包括检验申请、患者准备

和识别、原始样品采集、运送和实验室内运送等。 

2.46 检验后过程（post-examination processes）／分析后阶段（postanalytical 

phase） 

包括结果复核、临床材料保留和储存、样品和废物处理，以及检验结果的格

式化、发布、报告和留存等。 

3. 感染性疾病相关的个体化医学分子检测概述 

感染性疾病是由病原微生物（细菌、病毒、真菌、寄生虫等）引起的疾病的

统称。据统计感染性疾病死因占全部死因的 25%以上，是当今世界严重威胁人类

健康的重大疾病。 

3.1 分子检测与感染性疾病的个体化医疗 

    个体化医疗（personalized medicine）是以每个患者的信息为基础来决定治疗

方案，从基因组成或表达变化的差异来把握治疗效果或毒副作用等应答特异性，

对每个患者进行最适宜的治疗。个体化医疗目前在个体化用药、疾病诊断、治疗
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监测以及预后判断中都发挥着重要作用。 

长期以来感染性疾病的诊断和疗效监测一直依靠形态学、免疫学以及病原体

分离培养和药敏试验等方法，但形态学检验受检测人员经验影响较大，易误诊；

而免疫学、药敏试验和病原体分离培养的窗口期或检测实验周期较长，易错过最

佳治疗时机。分子检测在病原体检测中优势明显，灵敏度高、特异性强、快速准

确。因此近年来发展较快，已成为病原体诊治中不可或缺的重要工具，而且已经

广泛应用于感染性疾病的个体化诊断和治疗中。例如利用分子检测技术可以帮助

明确乙型肝炎患者体内 HBV DNA 的病毒载量、基因型和基因突变情况，而这些

正是判断患者何时开始治疗、采用何种治疗方案、发生肝硬化等不良预后风险的

决定性因素。 

3.2 个体化医学分子检测在感染性疾病中的应用 

    本指南中涉及的感染性疾病个体化医学分子检测主要包括病原体核酸定量

检测、分子分型检测、耐药基因检测及与疗效相关宿主基因型检测。 

3.2.1 病原体核酸定量（载量）检测 

    病原体核酸定量检测有助于评估疾病阶段及严重程度，指导临床合理用药，

观察疗效，监测疾病进程以及判断疾病预后。例如 HCV RNA 检测是判断 HCV

有无现症感染的证据；其病毒载量的高低与患者的长期预后如肝硬化和肝癌的发

生相关，是进行抗病毒治疗的基础，同时还是应用抗病毒治疗过程中耐药监测的

最重要指标。应根据抗病毒治疗的早期病毒学应答情况来调整治疗方案，以提高

疗效，降低耐药发生率。 

3.2.2 病原体分子分型检测 

    由于不同型别病原体具有迥异的致病性和药物敏感性，因此病原体分子分型
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检测有助于指导临床合理治疗以及判断疾病预后。例如 HCV 分为 6 个基因型和

80 多种基因亚型，不同基因型患者的病毒学应答率差距明显，如 2、3 及 6 型患

者较易获得持续病毒学应答（SVR），而 1 和 4 型应答较差，属于难治性丙型肝

炎，其利巴韦林的用药剂量和用药时间有显著差别。因此在采用传统方法治疗前

须进行 HCV基因型检测，以便决定治疗方案。目前，丙肝的临床治疗已取得重大

进展，一些小分子药物对丙肝病毒无基因型要求，并且临床治愈率很高。 

宫颈癌早期症状不明显，发展过程中存在较长的、可逆转的癌前病变期。从

一般的宫颈癌前病变发展为宫颈癌大约需要 10 年时间。如能在癌前病变阶段进

行医学干预，宫颈癌治愈率可达 98%。多中心研究表明，我国宫颈癌及宫颈高危

病变以感染 HPV16 和 18 型为主，约 85%左右的宫颈癌确诊病例属于这两种类

型，且 HPV16/18 型的感染率和致癌率都明显高于其他高危 HPV 型别。因此对

高风险人群进行 HPV16/18 等高危型筛查有助于宫颈癌的防治。 

3.2.3 病原体耐药基因检测 

所有产生耐药的病原体，不论其产生的机制如何，均与病原体基因位点突变

有关，因此进行病原体耐药基因检测有助于早期指导临床合理用药，控制耐药病

原体的流行。例如结核分枝杆菌对利福平耐药与 ropB 位点突变有关；肠球菌对

糖肽类抗生素的耐药基因由 Van A、Van B、Van C 等介导，测定这些基因可以预

测对万古霉素和壁霉素的耐药性。因此，应根据耐药基因突变情况来调整治疗方

案，以提高疗效，避免耐药发生。 

3.2.4 与疗效相关的宿主基因型检测 

宿主基因多态性可能对病原体的清除和治疗产生影响。研究发现，IL28B的

单核苷酸多态性（single-nucleotide polymorphism, SNP）与抗HCV疗效密切相关，
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IL28B的基因型有助于临床疗效预测，确定慢性丙型肝炎患者的个体化治疗方

案，使病人获得最大的收益。 

3.3 分子检测在感染性疾病个体化医疗应用中的局限性 

综上所述，个体化医学分子检测已日益广泛地应用于感染性疾病的诊治过

程，并取得了显著成效。然而，在目前的临床实验室应用中，应注意以下几点：

①影响分子检测准确性的因素很多，如实验室污染或是标本间交叉污染可导致假

阳性结果，扩增抑制物或是标本处理不充分可能导致假阴性的结果等。因此，必

须建立规范化实验室质量控制体系和标准操作程序，并严格按照要求进行检测。

②尽管其具有敏感性高、特异性好等优点，但其本身还有许多方面有待进一步完

善。如单次的分子检测不能判断是否为活的病原体；受多种因素影响，基因型耐

药和表型耐药可能存在差异等。因此当我们选择分子检测方法时，必须基于该种

检测结果的临床价值，需考虑结合其他检测项目或检测方法综合判断结果。③感

染性疾病的临床诊治常是极其错综复杂的，仅依靠一项或几项实验室检查还不

够，详细的病史询问，细致的体格检查等综合分析是极为重要的。 

4. 分析前质量控制 

分子检测分析前质量控制包括填写正确完整的检验申请单，合理规范的标本

采集，适当的标本转运周期和转运条件，以及适宜的标本预处理和分析前标本保

存等。感染性疾病个体化分子检测通常检测的是病原体的核酸，其浓度、稳定性

和完整性对检验结果有决定性影响，因此为得到可靠和准确的检验结果，有必要

规范分析前质量控制的各项程序。病原微生物核酸检测不同于其他分子检测，有

其自身的特点，在分析前阶段主要包括：①病原微生物核酸不仅存在于血液、脑

脊液等体液中，还存在于尿液、粪便等排泄物中，因此影响核酸纯化的干扰物质
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（如血红素、尿素、pH 值等）较多。②病原微生物核酸受病原微生物生命周期、

复制环境和患者用药等情况的影响，所以要根据检验目的正确选择检验项目、标

本采集时间和标本采集类型等。③标本采集和转运容器、标本转运和储存条件以

及标本处理方法等都会直接影响病原微生物核酸检测。④标本采集、转运及储存

需按照《血源性病原体职业接触防护导则》、《病原微生物实验室管理条例》和《实

验室生物安全通用要求》等相关生物安全要求进行操作。鉴于病原微生物分子检

测的特殊性，有如下建议： 

4.1 正确、规范的标本采集 

    感染性疾病是临床的常见病，重症感染有较高的病死率。正确的标本采集对

感染的早期诊断和有效治疗等有重要的临床意义。 

4.1.1 标本采集原则 

    详见《个体化医学检测质量保证指南》，但在感染性疾病个体化医学检测中

尤其需注意以下几点：①采集标本时应使用严格的无菌技术，将污染的可能性降

至最低；②标本采集时间由检测目的决定，如在感染的急性期，应在使用抗生素

或伤口局部治疗前采集标本进行基线检测，再根据治疗时间和循环病原微生物半

衰期等确定再次采样时间；在患者使用抗感染治疗前，应在发热初期或高峰期或

发热前半小时采集标本，对已使用抗感染治疗而又不能停药的患者，应重复采集

标本数次以提高检出率；③采取适当的解剖位置和技术，防止标本溶血等影响检

测结果的准确性；④正确选择采集/储存容器，例如检测的病原微生物为 RNA 病

毒（如 HCV、HIV 等），由于 RNA 易受 RNA 酶的降解, 须使用经高压灭菌或经

RNase 酶清除处理过的无 RNase 酶的一次性耗材。 

4.1.2 确定正确的标本量 
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    为避免因病原体核酸浓度过低造成假阴性结果，应根据检验目的和检验方法

的要求采集足够量的标本。例如利用支气管肺泡灌洗液进行结核分枝杆菌核酸检

测时，至少要留取 1ml 支气管肺泡灌洗液。 

4.1.3 常用标本类型 

    常用标本包括血浆、血清、全血、支气管肺泡灌洗液、骨髓、脑脊液、培养

的细胞、培养的菌株、尿液、痰液、拭子、尿液、乳汁等。为避免标本中核酸的

降解，保证核酸的完整性和检测的准确性，对每种标本的采集有以下建议，但具

体要求由临床需求和检测目的决定： 

4.1.3.1 血液标本 

    肝素是 Taq 酶的强抑制剂，全血和血浆标本宜选择乙二胺四乙酸 （EDTA）

或枸橼酸（ACD）盐作为抗凝剂。鉴于注射器采血易导致溶血，建议采用真空

负压采血管采集血液标本；采用带有促凝剂的真空负压采血管采集血清标本。 

4.1.3.2 呼吸系统标本 

    痰液标本应以清晨第一口痰为宜，患者晨起用清水漱口数次，用力咳出深部

痰液，混有血液为不合格样品。留取至少 1ml 于无菌可密封标本盒中。痰量少者

可采用加温 45℃左右的 10%氯化钠溶液雾化吸入，使痰液容易排出。咽拭子应

用棉拭子采集患者咽后壁或悬雍垂的后侧，反复涂抹数次。鼻咽拭子应经鼻腔进

入鼻咽部采集标本，置于运送培养基中送检；鼻咽管应用细鼻饲管从鼻腔进入到

鼻咽部，用负压吸引器吸取鼻咽部分泌物并放入无菌容器内送检。支气管肺泡灌

洗液应留取至少 1ml 于无菌可密封试管中。 

4.1.3.3 泌尿生殖系统标本 

    尿液标本：建议采集浓缩晨尿，至少 10ml 于无菌可密封试管中。应考虑尿
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量、距上次排尿的时间、感染等因素对结果的影响。在应用抗感染治疗前或停药

1-2 天后采集标本，最好采集清晨第一次尿液或者采集在膀胱内贮留 6-8 小时的

尿液。可采用中段尿液采集法、导尿采集法、膀胱穿刺法。宫颈和尿道拭子标本：

男性尿道标本采用涤纶拭子，女性宫颈和阴道标本采用人造纤维或涤纶拭子，并

放入适当的基质液中。用于支原体分子检测, 取材时一定要取到上皮细胞（沙眼

衣原体在活细胞内才能增殖复制），而只取分泌物会降低检出率。宿主细胞 DNA

比例、其他微生物、分泌物的量等可能会直接影响分子检测结果。 

4.1.3.4 其他体液标本 

    胸腹水标本：首次穿刺抽到积液后，应弃掉第一管标本及所用注射器，然后

更换新的一次性注射器抽取。穿刺采集后留取中段液体于带盖的无菌试管内，因

积液易凝集，应采用 EDTA 抗凝，同时注意防止外伤性血液的进入。乳汁标本：

留取至少 10ml。粪便标本：留取有粘液或其他特征性粪便标本于无菌可密封标

本盒中，不能混有尿液。脑脊液标本：建议在留取化学和免疫学、细菌学、以及

一般性状等检查标本后，留取至少 1ml 脑脊液于无菌可密封试管中，以避免皮肤

病菌污染和混入血液致溶血而影响检测结果。组织标本：浅表、开放性脓庖和创

口应清创后,使用拭子涂抹创口；蜂窝织炎和丹毒应使用穿刺针抽吸组织取样；

复杂性皮肤软组织感染使用组织活检、穿刺针抽吸、外科手术等方法取深层组织

进行检测。 

4.1.3.5 培养的细胞或菌株/毒株 

    在提取前最好放在 37℃或其适宜生长的温度或环境中；并严格按照相关生

物安全要求进行操作。 

4.2 标本的转运 
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4.2.1 标本转运原则 

    详见《个体化医学检测质量保证指南》，但在感染性疾病个体化医学检测中

尤其需注意以下几点：①按照国家《病原微生物实验室生物安全管理条例》进行

相应病原微生物标本的运输，如已知为 HIV 阳性标本需由经过相关培训并具有

相应资质的人员使用 WHO 三级包装系统的容器运输。②如条件允许，建议尽快

将标本转运至实验室进行预处理或保存。③根据检验的靶基因和处理前时间决定

转运条件，如脑脊液标本用于 DNA 检测时应 2-8℃转运，用于 RNA 检测时应立

即冰上转运。④采用适当的转运方式和容器，以避免标本污染，如采血管可采用

气动传送转运，但粪便标本建议采用人工转运。⑤实验室应评估标本容器，确保

其不会对所进行的分析造成任何干扰。 

4.2.2 常见类型标本转运要求 

4.2.2.1 血液标本 

    全血标本：如转运时间在 24 小时内可室温转运，在 24~72 小时内则 2-8℃

转运；冻存样本需用干冰转运。血浆、血清标本：建议 2-8℃转运；冻存样本需

用干冰转运。 

4.2.2.2 脑脊液、胸腹水、支气管肺泡灌洗液标本 

    用于 DNA 检测的样本，应 2-8℃转运；用于 RNA 检测的样本，应立即冰上

转运；冻存样本需用干冰转运。 

4.2.2.3 尿液、乳汁、粪便、宫颈和尿道拭子标本 

    应尽快转运，如环境温度≥25℃，建议 2-8℃转运。 

4.2.2.4 痰液标本 

    用于 DNA 检测的标本，如在 30 分钟内不能转运至实验室，建议 2-8℃转运。 
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4.2.2.5 培养的细胞或菌株/毒株 

    最好放在 37℃或其适宜生长的温度或环境中转运；注意按照相关生物安全

要求进行操作。 

4.3 标本的接收 

4.3.1 不合格标本判断标准 

4.3.1.1 通用标准 

    标本信息不正确、不完整（必要时应包括详尽的临床信息和采集部位，以便

于准确地进行临床解释）、标本类型或标本容器与检验目的不符、标本量过少/

过多、无采集时间、标本有明显的污染迹象（如已溢洒）、标本采集后超过预处

理时间送检等。 

4.3.1.2 不合格标本判断标准 

    血液标本溶血、乳糜、严重黄疸等；体液标本混有血液；痰标本为褐色血痰

或含有少量新鲜血液的血痰、唾液标本（透明或半透明水样、粘度较低、有时伴

有气泡）；固体培养物培养在非适当的固体培养基、菌苔较少；液体培养物菌液

浓度小于 1 个麦氏浊度等。 

4.3.2 让步检验标本的接收标准 

    对于样本量较少，能满足检验用量但不足样本保存量的，且患者重新采样存

在困难的，与临床科室沟通后予以接收。 

对于样本有轻微乳糜或溶血，患者重新采样存在困难或由于药物等影响再次

采样仍会存在乳糜或溶血的，经与临床科室沟通坚持检验的，予以接收，记录至

当日的工作日志，并在发送的检验报告的备注中注明样本情况。 

    当标本标识不清或不全，但标本再获取困难或原始标本中需检测的核酸不稳
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定，可先接收标本，待项目申请医师或标本采集人员识别了标本信息，提供适当

的信息并确定标本所对应的患者后再发送检验结果报告。 

4.4 标本的保存 

4.4.1 标本保存的原则 

    详见《个体化医学检测质量保证指南》，但在感染性疾病个体化医学检测中

尤其需注意以下几点：①为保证核酸的完整性和稳定性，选择适宜的温度保存。

②不能使用无霜冰箱保存标本，要记录冰箱温度，如有条件可安装冷链系统监测

冰箱温度。③使用适宜的容器保存标本和预处理后的样本，如血浆在有分离胶的

采血管中冻存后会使 HIV-1 病毒载量检测值假性升高，因此需离心分离出血浆

后，转移至无 RNase 酶的可密封容器中保存。④反复冻融会降解核酸，因此避

免反复冻融。⑤如果有条件，在用于 RNA 检测的标本采样器中加入 RNA 稳定

剂冻存。⑥DNA 在 TE（Tris-EDTA）中会更稳定，室温可保存 26 周，2-8℃≥1

年，-20℃≤7年，≤-70℃≥7年。⑦保存病原微生物标本的冰箱需双人双锁，取用

具有高致病性病原微生物标本需申报，经审批后按相应生物安全要求操作。 

4.4.2 常见类型标本保存条件 

4.4.2.1 血液标本 

    全血标本：室温可保存 24 小时，保存 2-8℃时应在 72 小时内提取 DNA；建

议在去除红细胞后，-20℃或≤-70℃长期保存。血浆、血清标本：如果 4 小时内

不能提取 RNA，应≤-70℃保存血浆。建议-20℃或≤-70℃长期保存。 

4.4.2.2 呼吸系统标本 

    痰液标本：如不能立即检测应在≤-70℃保存。用于分枝杆菌分子检测需液化

后保存。支气管肺泡灌洗液标本：如果 24 小时内不能检测，2-8℃可保存 72 小
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时，如近期不能检测应在≤-70℃保存。如进行分枝杆菌检测，应在液化后保存。 

4.4.2.3 其他体液标本 

    脑脊液、胸腹水标本：用于 DNA 检测的样本，如不能立即检测应在-20℃或

≤-70℃保存。用于 RNA 检测的样本，应在 1-4 小时内提取；如近期不能检测，

应在去除红细胞后立即冻存。宫颈和尿道拭子标本：用于 DNA 检测的样本 2-8℃

保存≤10 天。尿液、乳汁、粪便标本：建议采集后保存在 2-8℃，并尽快提取核

酸。 

4.4.2.4 培养的细胞或菌株/毒株 

    在检测前最好放在 37℃或其适宜生长的温度或环境中，注意按照相关生物

安全要求进行操作。 

4.5 正确选择检验项目 

    根据检验目的合理选择，包括根据患者的诊治情况正确选择各检验项目的检

测时机和频次，根据临床意义选择正确的标本类型，根据不同标本情况正确选择

检测方法、判断检测结果等。 

4.5.1 正确选择检测时机和频次 

    一般情况下，病原体核酸定量检测应根据病原体感染的自然史，在进行用药

指导、治疗或者疗效预测时进行检测。例如 HBV DNA 定量检测应在抗病毒治疗

前进行基线检测，再根据治疗效果的不同，每 3 个月或 6 个月进行随访检测。病

原体基因型和耐药基因检测，通常在进行用药指导、治疗或者病原体核酸数量反

弹时进行检测，一般检测一次即可，但如果存在再次感染或更换治疗方案时，可

能需要再次进行检测。与疗效相关的宿主基因型检测，通常在进行用药指导或治

疗时进行，检测一次即可。 
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4.5.2 根据临床意义选择正确的标本类型 

    不同标本类型中的病原体可能是处在不同生命周期中的病原体，其分子检测

的临床意义可能不同。例如外周血单个核细胞（PBMC）可用于检测 HIV 整合入

宿主基因组的前病毒 DNA（即潜伏病毒），而血浆用于检测 HIV 的病毒 RNA（即

游离病毒），在对 HIV 感染产妇所生的未满 18 个月的婴幼儿进行早期诊断时，

应选择 HIV DNA 检测，以免受到母亲以及婴幼儿预防性抗病毒治疗的干扰而影

响诊断。 

4.5.3 根据标本类型正确判断检测结果 

     不同的标本类型可能导致检测结果有显著差异，这些差异将影响临床决策，

因此要依据临床需要选择正确的标本类型，如 EBV 在全血中的病毒载量比血浆

高 1 个 log。 

5. 感染性疾病相关个体化医学分子检测的分析中质量控制 

5.1 实验室设计要求 

    参见《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》等相关要求，同时需根

据《病原微生物实验室生物安全管理条例》和《人间传染的病原微生物名录》对

所检测的病原微生物进行风险评估，然后在相应生物安全级别的实验室按照《实

验室生物安全通用要求》和《血源性病原体职业接触防护导则》等卫生法律法规

和各项生物安全管理规范开展检测工作。例如结核分枝杆菌分子检测，如仅涉及

少量活菌可在 BSL-2 级实验室开展，但如果需要先进行培养，则需要在 BSL-3

级实验室开展。 

5.2 常用的分子检测方法 

5.2.1 聚合酶链反应（PCR） 
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5.2.1.1 基本原理 

    PCR 技术的基本原理类似于 DNA 的天然复制过程，其特异性依赖于与靶序

列两端互补的寡核苷酸引物。PCR 由变性－退火－延伸三个基本反应步骤构成：

①模板 DNA 的变性：模板 DNA 经加热至 95℃左右一定时间后，模板 DNA 双

链或经 PCR 扩增形成的双链 DNA 解离成为单链，它与引物结合，为下轮反应作

准备。②模板 DNA 与引物的退火：模板 DNA 经加热变性成单链后，温度降至

最佳退火温度，引物与模板 DNA 单链以互补序列配对结合。③引物的延伸：DNA

模板－引物结合物在 72℃条件下、利用 DNA 聚合酶（如 TaqDNA 聚合酶）的作

用，以 dNTP 为反应原料，靶序列为模板，按碱基互补配对与半保留复制原理，

合成一条新的与模板 DNA 链互补的半保留复制链，重复循环变性－退火－延伸

三过程就可获得更多的“半保留复制链”，而且这种新链又可成为下次循环的模

板。每完成一个循环需 2～4 分钟，2～3 小时就能 将待扩目的基因扩增放大几

百万倍。 

5.2.1.2 主要类型及临床应用 

5.2.1.2.1 定性检测 

    定性检测包括病原体分子分型、耐药基因突变及宿主基因型检测。 

⑴ 等位基因特异性PCR（allele specific-PCR, ASO-PCR）：又称作ARMS

（amplification refractory mutation system）或PASA（PCR amplification）。 

基本原理：根据基因变异位点设计特异引物，其中一条链（特异链）的3’

末端与突变位点的碱基互补，另一条链（通用链）按常规方法设计。因为特异引

物在变异基因型中有扩增产物，在野生型中没有扩增产物，用凝胶电泳能够很容

易地分辨出扩增产物的有无，从而确定有无突变基因型。 

http://baike.baidu.com/view/3851898.htm
http://baike.baidu.com/view/3851898.htm
http://baike.baidu.com/view/3851898.htm
http://baike.baidu.com/view/3851942.htm
http://baike.baidu.com/view/29676.htm
http://baike.baidu.com/view/1284721.htm
http://baike.baidu.com/view/141922.htm
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常用的结果分析方法：a)琼脂糖凝胶电泳。b)聚丙烯酰胺凝胶电泳。 

主要特点：对实验条件要求较低，操作简单易行，成本低，重复性好，所

需DNA的量较少且对DNA质量要求较低；但对引物设计要求较高，且仅能进行

已知突变检测。 

⑵ 多重PCR（multiplex PCR） 

基本原理：多重PCR在同一PCR反应体系里加上二对以上引物，同时扩增

出多个核酸片段的PCR。 

常用的结果分析方法：①毛细管电泳法（capillary electrophoresis, CE）又称

高效毛细管电泳（high performance capillary electrophoresis, HPCE）：是利用离子

的电泳迁移率不同，在电场中移动的速度不同，从而将不同的离子分离。②高效

液相色谱层析（high performance liquid chromatography, HPLC）：溶于流动相的各

组分在经过固定相时，与固定相发生作用（吸附、分配、离子吸引、排阻、亲和）

的大小、强弱不同，导致在固定相中滞留的时间不同，由此判断待测物。③单链

构型多态性分析（single-strand conformational polymorphism, SSCP）：是利用不同

空间构型的DNA分子，在凝胶电泳中的泳动速率不同，从而区分变异的DNA分

子。 

主要特点：多重PCR经济简便，多种病原体在同一反应管内同时检出，将

大大地节省时间，且节约开支；但特异性会有所降低，且仅能进行已知突变检测。 

⑶ 长距离反向PCR（long distance inverse PCR, LD-IPCR） 

基本原理：根据已知的核心DNA去末端序列设计两条引物，使两引物3’端

相互反向。扩增前先用限制性内切酶酶切样品DNA，然后用DNA连接酶连接成
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一个环状DNA分子，通过反向PCR扩增引物的上游片段和下游片段，从而获得引

物外侧的DNA片段。 

常用的结果分析方法：①脉冲场凝胶电泳（PFGE）：利用定时改变电场方

向的交变电源以分离大分子DNA。②标记寡核苷酸探针：针对待测基因设计相

应的特异性标记寡核苷酸探针，使其在固相或液相中与扩增产物反应，检测相应

的荧光信号即可判断待测样本的基因型。 

主要特点：LD-IPCR适用于较长序列的分析，且不需预知待分析序列的具

体结构；但方法较为复杂，需要特殊仪器。 

⑷ 实时荧光定量PCR（qPCR或real-time PCR） 

基本原理：实时荧光定量PCR是指在PCR反应中引入一种荧光化学物质，

随着PCR反应的进行，反应产物不断累积，荧光信号强度也等比例增加。基于检

测PCR扩增周期每个时间点上扩增产物的量，通过荧光强度变化监测产物量，从

而实现对起始模板定性或定量检测。 

根据使用的荧光标记类型可分为探针类和非探针两大类。非探针类是利用

非特异性的插入双链DNA的荧光结合染料或者特殊设计的引物来指示扩增的增

加。探针类则是利用与靶序列特异杂交的探针来指示扩增产物的增加。前者简便

易行，而后者由于增加了探针的互补识别步骤，特异性更高。 

常用的特异性荧光探针及其特点：①TaqMan 探针：是目前临床应用最广泛

的探针之一。TaqMan 是一类寡核苷酸探针，依据目标 DNA 序列的上游引物和

下游引物之间的序列配对来设计。探针的 5’-端用报告荧光染料（ reporter 

fluorescence dye，R）标记，3’-端则标记淬灭染料（quencher dye，Q）。当完整

的探针与目标序列配对时，5’-端报告荧光基团发射的荧光因与 3’-端的淬灭剂接
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近而被淬灭。但随着 PCR 延伸，DNA 聚合酶的 5’-端外切酶活性将探针切开，

使得荧光基团与淬灭剂分离，报告基团的荧光得以释放而被检测。②TaqMan 

MGB 探针：是在 TaqMan 探针基础上改进而来的，其 3’端不是淬灭基团而是一

种非荧光淬灭剂，另外 3’端还增加了一个小沟结合分子 MGB，该分子能够结合

在双链 DNA 小沟部位，从而使探针与模板紧密结合。MGB 的存在提高了探针

的 Tm 值，一般 12-17bp 的探针在 MGB 的作用下 Tm 值可升高 15-30℃，从而使

它能够分辨单个碱基的差别；而且连在MGB分子后的是非荧光物质的淬灭基团，

因此这种探针具备更好的淬灭效果，且具有无背景荧光、荧光标记灵活、提高荧

光信号的信噪比等优点。③分子信标（molecular beacon）：是一种茎环结构的双

标记寡核苷酸探针，位于分子一端的荧光基团与分子另一端的淬灭基团靠近。不

存在模板时，探针呈茎环结构；存在模板时，茎环结构打开与模板配对，构象改

变使得荧光基团与淬灭基团分开，释放荧光。分子信标也有缺点，即探针匹配的

是基因内部序列，不一定在每个基因上都能找到长短适中且带有末端回文结构的

序列，所以分子信标的探针设计要求较高。该方法检测的特异性高于 TaqMan 等

线性探针，较适用于基因点突变的鉴定。④蝎形探针:是一种双分子实时荧光检

测体系，具有反应迅速、荧光强度高、特异性好等优点。该方法中引物与探针的

功能被综合到同一段寡核苷酸序列上。⑤双杂交探针：该方法的特点是淬灭效率

高，特异性强，但由于两个探针结合于模板上，故影响了扩增效率。此外，探针

合成成本也相对较高。 

常用的非探针类荧光标记及其特点双链 DNA 交联荧光染料，通常指 SYBR 

GreenⅠ或 LC Green TMⅠ染料，SYBR Green I 能结合到 DNA 双螺旋到小沟。

在加入过量到 SYBR 荧光染料到 PCR 体系中，SYBR 荧光染料特异性地掺入到
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产物的 DNA 双链，发射荧光信号，而未掺入 DNA 链中的染料分子不会发射任

何荧光信号，从而保证荧光信号的增加与 PCR 产物的增加完全同步。由于它与

所有的双链 DNA 相结合，不必因为模板不同而特别定制，因此设计的程序通用

性好，且价格相对较低。但是，内嵌染料没有序列特异性，可以结合到包括非特

异产物、引物二聚体、单链二级结构以及错误的扩增产物上，造成假阳性而影响

定量的精确性。 

高分辨熔解曲线分析（high resolution melting, HRM）及其特点是根据 DNA

序列的长度、GC 含量以及碱基互补性差异，应用高分辨率的熔解曲线对样品进

行分析。高分辨熔解对 DNA 序列的识别能力主要由三个因素所决定：检测仪器

的分辨率、双链 DNA 嵌入型染料的种类和 PCR 产物的纯度。其优点是高通量、

快速、高灵敏度、闭管检测以防止污染造成的假阳性，但此方法对仪器要求较高。 

⑸ PCR-限制性片段长度多态性分析（PCR-RFLP） 

基本原理：根据 DNA 在限制性内切酶酶切后形成的特定 DNA 片段的大小，

判断待测样品的基因特征。 

主要特点：简便易行，但仅能识别位于酶切位置内的突变，而且凝胶电泳

的结果仅能判断产物的大概长度，是非特异性的方法。目前对同一病原体检测时

应用哪一种限制内切酶仍没有一致意见，因此质量控制比较难实现。 

⑹ PCR-核酸序列分析技术 

Sanger 测序技术（双脱氧链终止法）：是广泛应用的第一代 DNA 测序技术

的典型代表。通常情况下，要测序的 DNA 先进行核酸扩增，之后进行测序反应。

测序反应中除了加入 4 种正常的脱氧核苷三磷酸（dNTP）外，还加入一种少量

的 2’,3’-双脱氧核苷三磷酸（ddNTP），当 ddNTP 位于链延伸末端时，由于它没

http://baike.baidu.com/view/48578.htm
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有 3’- OH，不能再与其它的脱氧核苷酸形成 3’,5’-磷酸二酯键，DNA 合成便在此

处终止，如果此处掺入的是一个 ddATP，则新生链的末端就是 A，依次类推可以

通过掺入 ddTTP、 ddCTP、 ddGTP ，则新生链的末端为 T、C 或 G。 

Sanger 测序技术可以获得未知待分析序列的具体结构，是确定基因序列的

金标准，但它的准确率仍然无法达到 100%，大约<2%的碱基无法被 Sanger 法测

序所识别。因为通量的缘故，它在大基因和多基因的检测方面效率很低。 

焦磷酸测序技术（pyrosequencing）：是由 4 种酶催化的同一反应体系中的

酶级联化学发光反应。当引物与模板 DNA 退火后，在 DNA 聚合酶(DNA 

polymerase)、ATP 硫酸化酶（ATP sulfurytase）、荧光素酶（luciferase）和三磷酸

腺苷双磷酸酶（Apyrase）4 种酶的协同作用下，将引物上每一个 dNTP 的聚合与

一次荧光信号的释放偶联起来，通过检测荧光的释放和强度，达到实时测定 DNA

序列的目的。 

焦磷酸测序技术是一种新型的酶联级联测序技术，其重复性和精确性可与

Sanger 测序相媲美，而测序速度则大大提高，非常适合对已知的短序列进行测序

分析；但对未知序列分析上，该方法的测序长度明显短于 Sanger 法。 

高通量测序技术：又称“下一代”测序技术（"Next-generation" sequencing 

technology, NGS），以能一次并行对几十万到几百万条 DNA 分子进行序列测定和

一般读长较短等为标志。不同厂家的产品测序原理不同，主要分为边合成边测序

（Sequencing by synthesis，SBS）、基于“DNA簇”和“可逆性末端终结（Reversible 

Terminator）大规模平行测序、4 色荧光标记寡核苷酸的连续连接反应测序和半

导体芯片测序。 

与 Sanger 测序技术相比，新一代测序平台最大的变化是无需克隆这一繁琐

http://www.bio1000.com/zhuanti/product/201307/440561.html
http://www.bio1000.com/zt/show-1.html
http://www.bio1000.com/zt/show-1.html
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的过程，而是使用接头进行高通量的并行 PCR、测序反应，并结合微流体技术，

利用高性能的计算机对大规模的测序数据进行拼接和分析。接头的运用，使得高

通量测序技术不再局限于单纯的基因组测序，而是作为一个平台，可以开展全基

因表达图谱分析、SNP、小 RNA、ChIP、DNA 甲基化等诸多研究。目前尚未在

临床广泛应用。 

⑺ PCR-基因芯片技术 

基本原理：又称微列阵技术，是一种大规模集成的固相杂交（反向点杂交），

即依据 DNA 双链碱基互补配对、变性和复性的原理，以大量已知序列的寡核苷

酸、cDNA 或基因片段作探针，检测样品中哪些核酸序列与其互补，分析得出待

测样品的基因信息。 

主要特点：一张芯片可同时对多名患者进行多种疾病的检测，通量较高；

待测样品用量少；灵敏度高，特异性好。 

5.2.1.2.2 定量检测 

    定量检测包括病原体核酸定量检测。 

⑴ 实时荧光定量 PCR（qPCR 或 real-time PCR） 

基本原理：基于检测 PCR 扩增周期每个时间点上扩增产物的量，通过荧光

强度变化监测产物量从而实现对起始模板进行定量。 

外标法定量：参考基因或标准物与待测标本在不同的反应管里平行扩增，

则这样的参考基因或标准物称为外标。利用外标进行 PCR 反应的方法叫外标法。

外标法操作简便，检测范围广泛；但管间扩增效率的差异会可能影响结果的准确

性，且难以排除假阴性结果。 

内标法定量：参考基因或标准物与待测标本在同一个反应管里扩增，则这
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样的参考基因或标准物称为内标。利用内标进行 PCR 反应的方法叫内标法。内

标法可以监控整个反应过程，但使 PCR 反应变为双重 PCR，可能会出现竞争现

象。 

⑵  数字 PCR（digital PCR, dPCR） 

数字 PCR 是一种基于单分子 PCR 方法来进行计数的核酸绝对定量的方法。

主要采用微流控或微滴化方法，将大量稀释后的核酸溶液分散至芯片的微反应器

或微滴中，每个反应器的核酸模板数少于或者等于 1 个。经过 PCR 循环之后，

有一个核酸分子模板的反应器就会给出荧光信号，没有模板的反应器就没有荧光

信号。根据相对比例和反应器的体积，推算出原始溶液的核酸浓度。 

5.2.2 转录介导的扩增系统（TMA） 

转录介导的扩增系统是一种利用 Money 鼠白血病病毒（MMLV）逆转录酶

和 T7 RNA 多聚酶 2 种酶的共同作用，在等温条件下来扩增 RNA 或 DNA 的反

应系统，主要扩增原理为目标序列在逆转录酶作用下，以引物为引导进行逆转录，

逆转录酶的 RNA 酶 H 活性将杂合链上的 RNA 降解以后，合成双链的 DNA，并

在 T7 RNA 多聚酶作用下，转录出成千上万个目标 RNA 序列，这些 RNA 又可

以作为模板进行下一个循环，整个反应是一个自催化过程。具有特异性强，灵敏

度高，反应条件简单，扩增效率高等特点，且整个反应在 1 个反应管中进行，减

少了污染。目前主要应用于病原体核酸定量及与感染性疾病易感性相关的人类白

细胞抗原等位基因分型等检测。 

5.2.3 环介导等温扩增技术（LAMP） 

环介导等温扩增技术是使用一种具有自动链置换活性的 Bst DNA 聚合酶，

通过两条特异的外部引物和两条特异的内部引物，在等温（60～65℃）的条件下
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进行靶序列特异性扩增。LAMP 具有很高的扩增效率，在 1 小时内可以将几拷贝

的靶序列扩增到 10
9～10

10 拷贝。同时，LAMP 因为其 4 条特异性引物可识别靶

序列上 6 个不同的区域，扩增的特异性非常高。LAMP 方法的扩增产物可根据反

应中产生的白色焦磷酸镁沉淀的有无直接检测，或通过加入染料进行实时检测，

也可以通过扩增产物的混浊度对初始靶序列进行定量分析。具有简单、快速、特

异性强、灵敏度高的特点。但由于 LAMP 扩增是链置换合成，故不能进行长链

DNA 的扩增。此外，由于灵敏度高，极易受到污染而产生假阳性结果，故要特

别注意严谨操作。目前主要应用于如疟疾、金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌等病原

体的检测。 

5.2.4 其他定量检测方法 

分支 DNA 信号放大技术（bDNA）和核酸依赖性扩增检测技术（NASBA）

主要应用于病原体核酸定量检测，在国内主要在疾病预防控制中心（CDC）系统

用于 HIV 的核酸定量检测，临床检验实验室尚未进行应用。具体介绍见“8.4 人

获得性免疫缺陷病毒感染诊疗的个体化分子检测”部分内容。 

5.3 核酸提取和检测方法比较 

感染性疾病分子检测可分定性和定量检测两大类，前者包括病原体基因型、

耐药基因和与疗效相关宿主基因检测等，后者主要是病原体核酸的定量检测。 

5.3.1 病原体核酸提取 

    核酸提取是导致分子检测结果不准确和分析变异的重要环节。核酸提取的方

法有很多，如有机提取、二氧化硅技术、玻璃纤维技术以及阴离子交换等。以前

核酸提取是人工进行的，目前已有越来越多的自动化平台应用于提取。此处仅就

目前临床上常用的核酸提取方法进行介绍，建议依据检验目的及患者实际情况选
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择合适的核酸提取试剂，如进行高精度病毒载量检测时建议选择提取效率较高、

核酸丢失较少的提取方法和试剂。 

表 1. 目前临床常用 DNA 提取方法 

 煮沸法 提取柱法 磁珠法 

裂解方法 煮沸 化学裂解 化学裂解 

分离方法 离心 亲和吸附 吸附或杂交 

抗干扰能力 较差 较好 好 

提取物 与核酸相似分子量的混合物 全核酸 待测病原体的核酸 

自动化程度 手工 手工或自动 半自动或全自动 

表 2. 目前临床常用 RNA 提取方法 

 酚－氯仿提取 提取柱法 磁珠法 

原理 液相萃取 亲和吸附 吸附或杂交 

抗干扰能力 较差 较好 好 

缺点 操作繁琐、核酸丢失率

高、核酸特异性差 

核酸丢失率较高、 

核酸特异性较差 

核酸丢失率低、 

核酸特异性好 

自动化程度 手工 手工或自动 半自动或全自动 

5.3.2 病原体核酸定量检测 

病原体核酸定量检测可用于病情评估、疗效预测、预后判断等，在感染性疾

病的个体化治疗中具有重要的临床应用价值。qPCR、bDNA、NASBA、TMA 和

LAMP 等技术都可以用于病原体核酸定量检测，但不同的检测方法和不同的检测

试剂在检测限、可报告范围及特异性等方面都有差别，建议依据检验目的及患者

的实际情况进行合理的选择，如在治疗前可以选择检测限较高的方法或试剂，而
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在接近治疗终点时建议选择检测限较低的方法或试剂。 

表 3. 病原体核酸定量检测方法比较 

 qPCR bDNA LAMP TMA NASBA 

灵敏度 

（LoD） 

高 

(12-15 IU/ml) 

较低 

(600 IU/ml) 

极高 

高 

（10IU/ml） 

较高 

（50IU/ml） 

特异性 好 好 极好 好 好 

线性范围 

宽 

（101-107~8） 

窄 

（102-105~6） 

—— —— 

较宽 

（101-106） 

临床应用 

多种病原体定量和

定性检测 

定量和定性检测 

仅用于 

定性检测 

仅用于 

定性检测 

定量和定性检测 

缺点 —— —— 

灵敏度高易受污

染致假阳性；不能

扩增长片段 

灵敏度高易受污

染致假阳性 

—— 

以现有的 HCV RNA 检测为例进行介绍，RNA 定量检测技术有 bDNA 和

qPCR 等，TMA 目前仅用于定性检测。bDNA 不涉及核酸扩增反应，因此污染的

可能性小，对实验室的要求较低，检测重复性好，受基因型影响小，但其灵敏度

较低，不适合低水平 HCV RNA 的定量。近年来实时荧光定量 PCR 技术日趋成

熟，HCV RNA 灵敏度逐渐提高，最低检测限可达 12-15 IU/ml，线性范围也不断

拓宽，且无需对 PCR 产物进行后续操作，减少了气溶胶的污染。基于这些优势，

其已成为目前定量检测的主流技术。灵敏度高有利于对低浓度样本准确检出，更

准确地反映应答情况；宽泛的线性范围，可以覆盖大部分临床标本，减少二次检

测；内标法定量可避免 PCR 反应管间差异，确保定量准确；自动化操作可有效
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提高检测重复性，避免污染和假阳性；采用国际标准浓度单位可以确保不同方法

间的可比性。 

表 4. 目前常用的 HCV RNA 定量检测试剂比较 

 Versant HCV 

RNA1.0 

Abbot 

Real-time 

HCV 

Cobas 

Taqman 

HCV 

Versant 

HCV 

RNA 3.0 

LCx HCV 

RNA Assay 

SuperQuant Cobas 

Amplicor 

HCV 

Monitor v2.0 

国产试剂 

检测方法 kPCR Real-time

PCR 

Real-time 

PCR 

bDNA Real-time 

PCR 

RT-PCR RT-PCR RT-PCR 

检测限 15 12 15 615 25 30 600 500 

线性范围 15-1.0×108 12-1.0×1

08 

43-6.9×10

7 

615-7.7×

106 

25-2.63×10

6 

30-1.47×106 600-5.0×105 1000-5.0×

107 

定量方法 非竞争性 

内标 

内标 内标 外标 竞争性 

内标 

竞争性 

内标 

竞争性内标 外标 

自动化 全自动 全自动 全自动 半自动 半自动 半自动 半自动 手工 

浓度单位 IU/mL IU/mL IU/mL IU/mL IU/mL cp/ml 

 

IU/mL  IU/mL 或

cp/mL 

基因型 1-6 型 1-6 型 1-6 型 1-6 型 1-6 型 —— 1-6 型 不确定 

FDA N Y Y Y N N Y N 

CFDA N Y Y N N N Y Y 

5.3.3 病原体核酸定性检测 

上述介绍的 PCR 技术、DNA 序列分析技术、基因芯片技术、dHPLC 技术
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以及能用于病原体核酸定量检测的技术都可应用于病原体核酸定性分子检测中。 

5.3.3.1 病原体基因分型检测 

许多病原体具有不同的基因型，它们的致病性差异很大，对药物的反应也不

尽相同。因此基因分型在患者的治疗和疾病预后判定方面有非常重要的意义。目

前检测基因型的方法主要包括 PCR 法、测序法（sanger 测序和焦磷酸测序）、

RFLP、实时荧光 PCR－序列特异性引物（SSP）、HRM 法、基因芯片、DHPLC

及反相线性探针杂交法（LiPA）等。RFLP 由于较难进行质量控制，现在已少用

于临床检测。而高分辨熔解曲线法、基因芯片和 DHPLC 等高灵敏度、高通量的

基因分型方法日益受到重视。其中 DHPLC 技术能利用通用 PCR 引物从多种细

菌的 16S 核糖体 RNA 基因中扩增含有高度变异序列的片段，将这些来自不同种

类细菌的扩增产物与参照菌株的扩增产物混和后进行 DHPLC 检测，会产生一个

独特的色谱峰图，可以作为鉴定细菌种类的分子指纹。HRM 方法不受突变碱基

位点与类型局限，在进行针对已知位点的基因分型工作时，无需序列特异性探针，

只需要合成低成本的非标记探针或者直接使用小片段扩增的方案，在 PCR 结束

后直接运行高分辨熔解，即可完成对样品的分析。 

以现有的 HCV 基因型检测为例进行介绍：HCV 分为 1-6 型及其 15 亚型（1a、

1b、1c、2a、2b、2c、2i、2k、3a、3b、4a、5a、6a、6b 和 6k）。不同基因型感

染的慢性丙型肝炎患者抗病毒治疗药物选择和疗程不同，病毒学应答也有差异。

因此，对于慢性丙型肝炎患者，基因型检测有利于制定抗病毒治疗的个体化的方

案。 

表 5. 目前常用的 HCV 基因分型检测试剂比较 
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 Versant HCV Genotype 

2.0 

Abbot Real-time HCV Genotype 

Ⅱ 

Trugene HCV genotyping 

检测原理 LiPA 实时 PCR－SSP 直接测序和序列比对 

分型区域 5’-UTR 和 core 5’-UTR 和 NS5B 5’-UTR 

能否区分亚型 可区分主要亚型 可区分主要亚型 区分 1a 和 1b 

自动化 半自动或手工 全自动 半自动 

利用测序法检测时，在获得 HCV 序列后，经过分析获得基因型结果。分析

序列时，要选择有代表性的 HCV 比对序列，避免主观选择导致的分型偏差。全

球较权威的 HCV 序列数据库分别由日本（http://s2as02.genes.nig.ac.jp），欧洲

（http://euhcvdb.ibcp.fr/euHCVdb）和美国（http://hcv.lanl.gov/content/hcv-db/index）

所设立。应该注意确保靶序列尽可能多的代表株或类型内序列的多样性，再使用

工具如 BLAST 等进行序列比对，构建系统进化树，用来分析基因型。 

此外，目前也有很多在线的 HCV 基因分型工具，如 NIH 提供的分型工具

genotyping （ www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi ）， 以 及

phyloplace（http://hcv.lanl.gov/content/sequence/phyloplace/PhyloPlace.html）等，

这些在线的分型工具使用简单，提交序列即可获得基因型结果，但需谨慎判断分

型结果，最终的分型结果仍需要通过分子进化分析来确认。 

5.3.3.2 病原体耐药基因检测 

耐药性分为原发性耐药和继发性耐药，因此应选择治疗前和治疗中检测。治

疗前检测，可以指导临床医生合理选择药物，不盲目用药、不过度用药；治疗中

检测，可监测治疗过程中的药物疗效，预测疾病进展，为及时调整治疗方案提供

客观依据。病原体耐药基因检测有助于临床医生分析患者的个体差异、病情进展
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趋势和药物耐受性，制订个性化治疗方案。上述病原体定性分子检测的方法都可

用于病原体耐药基因检测，常用技术特点见下表。目前普遍采用荧光定量 PCR

技术结合 DNA 直接测序技术，对耐药基因进行突变检测。采用测序法检测时，

建议对突变位点所在的基因片段至少要进行正、反双向序列结果，得到不少于 2

段靶序列，仔细核对突变位点。关于序列拼接、手工编辑及比对等原则请参见《测

序技术的个体化医学检测应用技术指南》。此外，目前也有很多在线的耐药基因

突变工具，但需谨慎判断结果。 

表 6. 常用病原体耐药基因检测技术特点 

性能 DNA 测序 qPCR 基因芯片 DHPLC HRM RFLP 

通量 高 低 高 高 高 低 

灵敏度 高 高 高 很高 高 一般 

重复性 好 好 好 好 好 好 

局限性 耐 药 株 要 占

20%以上 

仅检测已知位

点、对靶基因要

求较高 

仅检测已知位

点、对靶基因要

求较高 

杂合突变检

测稍显困难 

适于已知位

点检测、仪器

要求高 

仅检测已知位

点、操作繁琐、

质控难 

技术可靠性 金标准 -- -- -- -- -- 

需注意在没有选择压力的情况下，耐药突变基因的出现频率可能会低于野生

型基因，而低频率的突变检测可能会存在一定的假阴性风险。此外，基因型检测

和表型检测的耐药结果也可能存在差异。 

5.3.3.3 与疗效相关的宿主基因检测 

    目前用于与疗效相关的宿主基因检测主要是人基因组 SNP 和基因型检测。

虽然一些经典的定性分子检测技术，如 RFLP 和 SSCP 等技术仍在实践中广泛使
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用，但一些高灵敏度、高通量的基因分型方法日益受到重视，这些技术包括：荧

光定量 PCR、SNPlex 基因分型、焦磷酸测序、基因芯片以及 DHPLC 法等，可

以满足大样本及多 SNP 位点的基因分型要求。目前普遍采用荧光定量 PCR 技术

结合 DNA 直接测序技术对基因进行突变检测。 

5.4 设备维护和校准 

应按国家法规要求对强检设备（如生物安全柜等）进行检定。应进行外部校

准的设备,如果符合检测目的和要求，可按制造商校准程序进行。应至少对分析

设备的加样系统（如加样器等）、检测系统和温控系统（如基因扩增仪、温度计、

恒温设备等）进行校准。具体的检定、校准频次和要求请参见《个体化医学检测

质量保证指南》。 

设备故障后，应首先分析故障原因，如果设备故障可能影响了方法学性能，

可通过以下合适的方式进行相关的检测、验证：⑴可校准的项目实施校准验证，

必要时实施校准；⑵质控物检验；⑶与其他仪器或方法比对，取5份覆盖测量区

间的样品检测，至少4份样品测量结果偏倚<±7.5%；⑷以前检验过的样品再检验，

按照项目稳定性要求选取最长期限的覆盖测量区间的5个样品，至少4个样品测量

结果偏倚<±7.5%。当实验室使用两套及以上检测系统检测同一项目时，应有比

对数据表明其检测结果的一致性，比对频次每年至少1次，样品数量不少于20个

（可根据实验室情况酌情增减），浓度水平应覆盖测量区间。 

5.5 人员培训 

    检验人员应具备良好的责任感和职业操守，掌握相应专业知识、熟练的检验

操作技术，必须持证上岗。必须遵守各项实验室规章制度，定期进行专业知识和

实验室安全的培训、考核。相应的具体要求请参见《个体化医学检测质量保证指
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南》。 

5.6 试剂性能验证 

5.6.1 验证（verification） 

    验证就是通过提供客观证据对规定要求已得到满足的认定，即指在临床实验

室常规地使用已批准的方法和试剂之前进行的性能验证实验。定量检测项目的验

证内容至少应包括精密度，正确度，线性和/或可报告范围，抗干扰能力等。定

性检测项目的验证内容至少应包括检测限，准确度（方法学比较或与金标准比

较），抗干扰能力等。性能验证是新的试剂或检测系统在临床应用前或试剂（检

测系统）发生大的改变时进行。性能验证的通用要求请参见《个体化医学检测质

量保证指南》，本文仅提供在感染性疾病个体化医学检测中的建议。 

5.6.2 性能验证的内容 

5.6.2.1 精密度或重复性 

⑴ 定量检测： 

连续 5 天，每天检测 1 个分析批次，包括 2 个浓度水平，分别对每个浓度

水平的样品重复检测 4 次，数据通过 log10 转换后使用，经过离群值检验，收集

2×20=40 个有效数据，并通过统计分析评价方法计算室内精密度（总精密度）

和批内精密度，与试剂说明书上的允许范围进行比较，判断结果是否接受。 

建议至少两个浓度水平的检测物质用于整个精密度试验，应尽可能地选择

浓度范围跨越测量范围有意义的部分，以及接近医疗决定水平的浓度。 

重复性指的是当在同一分析批中，对相同标本进行重复性检测时变异性的测量。

批间的精密度是当同一天对不同批次相同标本进行分析时的变异性的测量。日间

精密度指的是当对相同的材料或患者标本在一段时间（超过一天）进行分析时的
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变异性的测量。 

⑵ 定性检测： 

    要包括足够的可重复分析的标本和合理的标本类型分布，计算并分析变异系

数或阳性和阴性符合情况。采用阴性和阳性样本（如适合，增加临界浓度样本即

C50 样本<重复多次测定各得到 50%阳性和 50%阴性结果的浓度>）或各基因型样

本，每份样本重复检测 3次，与允许范围进行比较，判断结果是否接受。 

5.6.2.2 正确度 

⑴ 定量检测： 

一种方法是采用参考材料（可来源于室间质量评价正确度验证计划、厂家提

供的正确度验证计划的质控品、其他第三方供应商提供等），至少选择两个浓度

水平的参考材料，对每个参考材料分别在 3~5 个不同批次中重复测量 3 次，比较

均值与标定浓度值，计算偏倚。另一种方法是采用患者标本，收集临床标本 20

例，标本浓度尽量涵盖线性范围。收集后的标本在一周内集中检测，每个标本重

复检测 2 次。取均值与医院检测系统结果进行比对。计算两者线性相关系数（R），

并进一步计算两个项目各自的回归曲线。分别计算当检测值 log10=3、4、5、6、

7 时的允许总误差（total error，TE）。计算 TE = 偏倚（Bias）+3CV（这里的

CV 采用精密度性能评估中两个浓度的精密度均值），与目标 TE 比较（目标 TE

为厂商允许的总误差 10%），TE<10% 表示可接受。 

⑵ 定性检测： 

    收集临床标本，标本要包括阴性和阳性样本（如适合，增加临界浓度样本）

或各基因型样本。收集后的标本在一周内集中检测，结果与医院检测系统结果进

行比对。根据阴性和阳性的符合程度，判断结果是否可以接受。 
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5.6.2.3 分析测量范围（可报告范围） 

⑴ 定量检测： 

    常用方法为选取一份结果接近线性范围上限的患者标本，用正常人阴性标本

按1:10，1:100，1:1000，1:10000，1:100000系列稀释（比制造商声明的分析测

量范围低一个数量级），以稀释计算值作为理论值，各稀释样品的实测值与理论

值进行回归分析，对每个样本进行3次检测，经统计后拟合回归线y＝bx+a。将拟

合回归线的相关系数r≥0.975（r2≥0.95），b值在1±0.05范围作为判断标准。 

    用于可报告范围验证的物质可以选择: 基质相当的商品化线性验证物质，能

力验证物质，稳定的患者样本，定值的混合患者样本，一级或二级标准物质，系

统配套的不同批号的校准品，涵盖分析测量范围的定值质控品。 

⑵ 定性检测： 

 尽可能包括报告范围内的所有结果的样本，如阴性和阳性样本（如适合，增

加临界浓度样本）或各基因型样本。用于可报告范围验证的物质可以选择: 基质

相当的商品化验证物质，能力验证物质，稳定的患者样本，系统配套的不同批号

的校准品，涵盖包括范围的质控品。 

5.6.2.4 参考区间 

定量检测：建议采用 20个患者样品来验证参考区间。 

5.6.2.5 检测限 

    参照《个体化医学检测质量保证指南》。 

5.6.2.6 抗干扰能力 

⑴ 干扰反应 

干扰物是患者标本中存在的，并且能够改变被测量的检测结果准确性的物
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质。干扰物可来自外源性和内源性。外源性干扰物可能是药物、抗凝剂或核酸提

取试剂的残留物（如 EDTA、洗涤剂、乙醇、离液剂等）等。内源性干扰物可能

由于疾病因素所致（比如胆红素、血红蛋白或脂类），更常见的是标本固有因素，

如非靶核苷酸可能会干扰引物退火，大量核苷酸会非特异性干扰酶的作用。 

常用识别干扰物的方法是在特定已知患者标本中添加纯的假定干扰物质。例

如，在 CSF 中添加模拟外伤污染的物质如全血、血红蛋白和血红素（在 0.8μ mol/L

时能够抑制扩增）。干扰物的浓度水平应该能代表患者标本中的水平，最好高于

患者标本中可能出现的水平。 

⑵ 交叉反应 

    产生交叉反应的靶物质可能包括：人类基因组 DNA、含菌标本中的定植群、

其它导致类似临床表现的病原以及遗传相关物质。例如，对于上呼吸道腺病毒的

定量检测，上呼吸道常见的定植群就会造成交叉反应。 

为了评估潜在交叉反应，可以在特定的已知患者标本中加入一组有密切相关

性的核酸序列，其浓度水平能代表或超出患者标本中可能出现的水平。 

6. 分析后质量保证 

6.1 结果的报告 

实验室应记录并保存关于每个标本检测情况的充分信息，并应根据相关的法

律法规和相应的管理规定对具有重要意义的传染病（如人类免疫缺陷综合征、肺

结核等）的诊断及时与负责的临床医师沟通并备案，同时注意保护患者的医疗信

息。关于结果报告的通用要求请详见《个体化医学检测质量保证指南》。 

感染性疾病个体化医学检测结果报告须注意以下要点： 

⑴ 对于定量检测，不同检测方案的检测限和可报告范围差异较大，如在 HCV
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病毒载量检测中，bDNA方法的线性范围为 1.0×10
3
～8×10

6
 IU/ml（Versant bDNA 

assay）、检测限为 1.0×103 IU/ml，而实时定量 PCR 方法的线性范围为 15～1.7

×108IU/ml（Roche CAP/CTM）或 12～107IU/ml（Abbott RealTime HCV）、检测限

为 15 IU/ml 或 10.5 IU/ml。因此，应根据患者实际情况选择合适的检验项目。

对于定量检测的结果报告须注明项目的参考区间或检测方法的检测限和可报告

范围。 

⑵ 由于个体内生物变异的存在，病原体核酸定量检测结果可能在一定的范

围内波动，但对患者病情判断无影响。如果可能，应在定量检测的结果报告中加

入变异范围，如 HIV-1 病毒载量的变异容许限为<0.5Log， HCV 病毒载量的变

异容许限为<1Log。 

⑶ 必要时需标注检测可能的局限性，以及可能会影响结果判读和应用的因

素，如①由于现有的分子生物学方法仅检测病原体核酸片段，并不意味着一定是

有感染性的病原体；②病原微生物基因变异，即不同基因型、亚型、准种，可能

引起检测差异；③患者有其他并发症时（如 HDV 感染会抑制 HBV 复制）或产

生某些免疫反应时（接种、感染时间、免疫抑制治疗等）可能对检测有影响等。 

6.2 结果的解释与医患的沟通 

检测结果的解释既要具有专业性，又要清晰明了，使临床医生和患者能够正

确理解检测结果。对实验室检测结果的解释提出以下建议：①实验室应遵循相关

专业组织的建议和指南进行检测结果的解释；②对于所检测的基因，在其野生型、

所报告的突变型和多态性方面，应具备充分的信息（来源于文献、基因数据库等）；

③检验的临床性能特征与其诊断的灵敏度和特异性、（各种）目标人群中其阳性

和阴性预测值或似然比以及临床应用有关；④实验室如遇到检测结果与检验临床
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目的无关的偶然性遗传学发现，应及时与申请医生、患者和患者家人进行沟通并

说明情况。 

6.3 检测后标本的保存和处理 

应根据样品的类型、检验方法或其他适用要求来确定保存时间和保存条件。

建议保存原始样品，便于复查；对于病原体核酸在原始样品中稳定性较差的，建

议保存经适当处理过的样品（如经液化处理的痰液标本）、核酸提取物（如体液

标本中提取的病原体核酸）和/或核酸扩增产物。为便于追溯，凝胶图像应通过

扫描、拍照等方式留作技术记录保存，保存期限及废物处理等要求请参见《个体

化医学检测质量保证指南》、《临床实验室废物处理原则》等相关行业要求。 

7. 质量保证 

7.1 标准操作程序（SOP） 

建立 SOP 文件体系，以保证检测各环节标准、有序地进行，确保检测结果

的真实性、准确性和可重复性。SOP 文件及其相关记录表单的编写，应确保其

准确性和可操作性，内容须包括检测的所有环节。实验过程中应严格执行 SOP，

不能擅自修改。具体编写要求和内容请参见《个体化医学检测质量保证指南》。 

7.2 质控品 

直接检测病原体核酸，其检测结果的准确性易受到标本类型、检测方法等多

种因素的影响，因此应尽可能使用与患者标本接近的质控品，且其检测过程应与

患者标本的检测过程保持一致。理想的质控品具有以下特点：容易制备；在贮存

和使用过程中具有足够的稳定性；无生物传染危险性；能监测检测的全过程；结

果可靠。目前病原体核酸检测中常用的质控品主要包括质粒DNA和阳性患者血

清两种。质粒DNA作为质控品无生物传染危险性，易于定量，稳定性相对较好，
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但不能参与核酸提取过程，主要用于制备耐药基因突变、基因多态性和基因型等

定性检测的质控品，尤其用来制备少见基因突变或基因型的质控品，以及不易保

存或稳定性较差标本的定量检测。阳性患者血清作为质控品制备相对简单，但具

有传染性，而且其稳定性有限，在反复冻融后病毒载量会明显降低，具有明显的

批间变异。 

对于病原体核酸的定量检测，每次检测应设置至少一个阴性质控品和两个浓

度水平的阳性质控品，其浓度应在检测的线性范围内，尽可能选择与医学决定水

平或与其接近的浓度。为保证检测结果的准确性，必要时可向每份标本中加入内

部校准品以评估整个检测过程。 

对于病原体耐药基因突变、基因型或人基因多态性等定性检测项目，每次检

测应设置阴性质控品和最能反映检测情况的突变型或基因型的阳性质控品（接近

cut-off值的弱阳性质控品为宜），每批检测的质控至少应有一种基因突变型或基

因型，阳性质控品应包括正常和异常或不同常见基因突变或基因型。密切关注相

关研究进展及数据库内容更新，订购或制备相应质控品，对于少见突变型或基因

型也应定期进行检测。对于人基因多态性检测项目在上述质控品基础上还需增加

空白对照质控，以监测实验体系是否存在外源污染。 

如果在单个扩增运行中检验多个提取批次的样本，则每个提取批次都需要进

行提取对照，必须在单个扩增运行中检验所有提取对照品。定期对内部或外部质

控品进行评估，当超出合格范围或出现失控趋势时必须采取纠正措施。 

7.3 室内质量控制 

7.3.1 定量检测项目的室内质量控制 
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感染性疾病个体化医学检测的定量检测项目通常采用统计学方法进行室内

质量控制，其中以Levey-Jennings质控图结合Westgard多规则质控法最为常用。其

具体操作步骤如下： 

⑴ 设定质控图的靶值和质控限： 

在开始室内质控时，首先要建立质控图的靶值和质控限。新批号的质控品的

各个测定项目需自行确定均值和标准差，均值必须在实验室内使用现行的测定方

法进行确定，质控品的标定值只能作为靶值的参考。 

新批号的质控品应与当前使用的质控品一起进行测定。根据20次质控测定结

果，对数据进行离群值检验（剔除超过3S的数据），计算出均值作为靶值和标准

差。以此暂定靶值和标准差作为下一个月室内质控图的靶值和标准差进行室内质

控;一个月结束后，将该月的在控结果与前20个质控测定结果汇集在一起，计算

累积均值和标准差（第1个月），以此累积的均值和标准差作为下一个月质控图的

靶值和标准差。重复上述操作过程，连续5个月。在以上工作的基础上，以最初

20个数据和5个月在控数据汇集的所有数据计算出累积均值和标准差，以此累积

均值和标准差作为质控品有效期内的常用靶值和标准差，并以此作为以后室内质

控图的均值和标准差。 

若项目长期使用（一年以上），检测系统稳定，各月、各季间变异系数相差

不大，可采用经验变异系数（采用去年一年的质控结果进行分析，设定该项目的

经验变异系数，每项目要分浓度水平进行设定），靶值设定同上。 

⑵ 室内质控规则： 

阳性质控样本：13S，22S，R4S等。 

13S：一个质控结果超过均值±3s，就判断失控，该规则主要对随机误差敏感。 

22S：两个连续的质控结果同时超过均值+2s 或均值-2s，就判断失控，该规
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则主要对系统误差敏感。 

R4S：一个质控结果超过均值+2s ，另一个质控结果超过均值-2s ，就判断失

控，该规则主要对随机误差敏感。 

41S：有连续4次的控制值超出均值1s，包括1个水平的质控品连续4次质控结

果超出均值1s，以及2个水平的质控品同时连续2次的质控结果同方向均值1s，该

规则主要对系统误差敏感。 

10均值失控规则：连续10次质控结果在均值的一侧，包括1个水平的质控品

连续10次质控结果在均值的同一侧，以及2个水平的质控品同时连续各有5次的质

控结果在均值的同一侧，该规则主要对系统误差敏感。 

阴性质控样本：阴性质控样本出现阳性，就判断失控。 

将每天的质控结果描绘在质控图上用以监测检测系统的误差趋势，用

Westgard规则监测分子诊断，采取改进措施并防止检测故障。 

⑶ 更换质控品： 

使用新批号的质控品时，重复（1）的过程，在"旧"批号质控品使用结束前，

将新批号质控品与"旧"批号质控品同时进行测定，设立新质控图的靶值和标准

差。 

⑷ 重建质控图： 

1）更换质控品批号时。 

2）如果发现有靶值显著性的差异：检测系统发生改变，如更换试剂批号，

造成月测定均值明显偏离靶值1SD以上；同一方向趋势性变异：三月内均值向同

一方向偏移1SD以上；连续三个月月变异系数增加并出现过多失控时；连续三个

月月变异系数减少，95%分布在±1SD内，出现上述情况要分析原因及时采取应对

措施，若排除检测系统问题则需重建质控图，对质控图的均值、标准差进行修改。 

⑸ 质控图的内容： 
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定量检测项目质控图应包括质控结果、质控物名称、浓度、批号和有效期、

质控图的中心线和控制界线、分析仪器名称和唯一标识、方法学名称、检验项目

名称、试剂和校准物批号、每个数据点的日期和时间、干扰行为的记录、质控人

员及审核人员的签字、失控时的分析处理程序和纠正措施等。 

7.3.2 定性检测项目的室内质量控制 

定性检测项目通常采用非统计学方法进行室内质量控制，具体方法请参见

《个体化医学检测质量保证指南》。此外，感染性疾病个体化医学检测的定性检

测项目还须定期统计阴阳性符合预期，即与本地区耐药基因发生率、基因型分布

和人类基因多态性分布频率相符合。如条件允许，应与病原体培养、药敏试验等

检测结果进行比对。突然出现的阳性结果，尤其是弱阳性结果,可能提示存在污

染，应该引起关注。阳性值的降低可能提示分析灵敏度的降低，原因可能有试剂

缺陷、过程差错或者突发的靶序列变异（探针或引物不结合）。 

7.3.3 常见的失控情况处理及原因分析 

   ⑴ 常见的阴性质控失控原因分析流程（图1）： 

 

   ⑵ 常见的阳性质控失控原因分析流程（图2）： 
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   ⑶ 造成假阴性或低值的常见原因： 

①尿液、粪便、支气管肺泡灌洗液和全血标本中的内源性核酸酶，可能造成

核酸降解；②尿液和粪便标本中 pH 值偏低，可能造成核酸完整性下降；③含有

分枝杆菌或葡萄球菌的体液和血液标本中的酸性多糖，可能抑制聚合酶的作用；

④甲醛固定的组织标本，会引起 DNA 交联，可能造成核酸完整性下降；⑤全血

和骨髓标本中，由于 DNA 含量较高，可能抑制 PCR 反应；⑥体液和血液标本中

的血红素、甘油三脂和胆盐等，可能会抑制 PCR 反应；⑦抗凝剂肝素可能会抑

制 PCR 反应；⑧滑石粉可能会抑制 PCR 反应；⑨外源性核酸酶污染，可能造成

核酸降解。 

7.4 室间质量评价 

应按照《个体化医学检测质量保证指南》等相关要求参加相应的能力验证/

室间质评。对于尚未开展能力验证/室间质评的检测项目，可以通过与其他实验
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室（如已获认可的实验室、使用相同检测方法的实验室、使用配套系统的实验室）

以比对的方式进行替代评估实验，以评估实验室检测质量。 

在进行替代评估实验时，建议满足如下要求： 

   ⑴ 比对实验室及检测系统选择原则：为保证检验结果的准确性和检测样本运

输的安全性和及时性，优先选择同级或相近的、物流可以尽快到达的医疗机构临

床检测实验室进行；使用不同生物参考区间的检测系统间不宜进行比对； 

   ⑵ 样品数量：对于定性检测项目，至少5份标本，包括正常和异常水平或不

同常见基因突变或基因型；对于定量检测项目，至少5份标本，浓度水平应覆盖

测量区间；  

   ⑶ 比对频率：每年至少2次； 

   ⑷ 判定标准：应有≥80%的结果符合要求。 

8. 感染性疾病个体化医学分子检测的应用 

乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、结核分枝杆菌和人类免疫缺陷病毒是目前个

体化医学检测开展最广泛的病原体，分子检测主要包括病毒载量、耐药检测、基

因型分型和相关人类基因多态性等。研究发现，病毒的不同基因型对一些抗病毒

药物治疗反应有差异，在抗病毒药物治疗过程中，病毒也会产生相应的耐药突变，

使得治疗不再有效。因此，抗病毒治疗前的基因型检测，用药过程中耐药突变检

测，决定了特定病毒感染个体的治疗用药选择与更换选择。此外，研究发现，在

抗病毒治疗过程中，病毒载量的检测对评价患者抗病毒疗效和预后有意义。如果

病毒载量随着治疗逐步或迅速下降，说明抗病毒治疗有效；反之，则须重新考虑

药物的选择。 

8.1 乙型肝炎病毒感染诊疗的个体化分子检测 
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乙型肝炎病毒（HBV）为乙型肝炎的致病病原体。抗病毒治疗的药物主要

分为干扰素和核苷酸类药物。干扰素的主要优点包括有限疗程、e 抗原血清转换

率高、部分患者可以获得 s 抗原消失及无耐药。主要缺点包括注射给药，副作用

相对较多。核苷（酸）类药物有三类：L-核苷类（拉米夫定、替比夫定和恩曲他

滨），脱氧鸟苷类似物（恩替卡韦）和开环磷酸核苷类似物（阿德福韦酯和替诺

福韦酯）。HBV DNA 定量是病毒存在和复制最可靠的指标，广泛应用于临床诊

断和药物疗效评价；不同基因型感染后的感染过程、病毒清除和对治疗的疗效可

能不同，检测基因型可能有助于药物的选择。通过病毒检测有助于建立正确的治

疗方案，适时进行病毒的耐药性检测，为及时调整治疗方案提供保证。 

8.1.1 HBV DNA 定量检测 

HBV DNA 定量检测是慢性乙型肝炎患者抗病毒治疗及疗效评价的重要指

标，是直接反映 HBV 复制状态及传染性的最佳指标，在慢性乙型肝炎治疗的过

程中需持续对 HBVDNA 定期检测。 

8.1.1.1 检测方法 

    实时荧光定量 PCR 技术：该方法是目前 HBV DNA 载量检测的主要方法，

具有较高的灵敏度和较广的线性范围。 

8.1.1.2 检测时间 

⑴ 干扰素治疗患者：在治疗 12 周和 24 周时评估 HBV DNA 水平以验证初

始应答。需监测治疗 24 周、48 周 HBV DNA 和治疗 24 周时 HBeAg 和抗 HBe

抗，至 HBeAg 血清转换，血清 HBV DNA 低于检测下限。 

⑵ 核苷类似物治疗患者：在治疗 12 周时检测 HBV DNA 水平以确定发生病

毒性应答。之后每 12-24 周监测 1 次。HBV DNA 低于检测下限（10-15 IU/ml）
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为治疗有效的标志。 

8.1.1.3 标本类型 

主要是血清或血浆，具体需参照试剂盒说明书对标本类型的要求。所有采集

的标本应保存于 2-8℃，如长期保存，则需保存在-70℃或更低温，避免反复冻融。 

8.1.2 HBV 基因突变与耐药 

HBV 基因组结构特殊，变异率极高。核苷酸类药物抗病毒的作用靶点为具

有逆转录酶活性的 HBV 聚合酶，长期用药患者的 HBV，在药物选择性压力下，

多聚酶区产生耐药性突变。因此，对病毒进行基因型耐药检测，有助于医生及时

调整治疗方案，提高抗病毒治疗的效果，改善患者预后。 

8.1.2.1 HBV 抗病毒治疗的耐药突变 

   ⑴ 与拉米夫定耐药相关的变异： 

    拉米夫定与 HBV DNA 多聚酶 YMDD 序列结合，起到抑制病毒复制、降低

HBV DNA 水平的作用。HBV 对拉米夫定最常见的耐药变异就是 YMDD 变异。

病毒出现变异耐药后，应根据患者的个体情况改用其它抗病毒药物治疗，如干扰

素及其它核苷类药物。 

   ⑵ 与阿德福韦酯耐药相关的变异： 

    在长期接受阿德福韦酯治疗的病例中发现的耐药变异为 N236T 或 A181V，

但其发生率很低。所有拉米夫定耐药株对阿德福韦酯均敏感，而阿德福韦酯耐药

株对拉米夫定也敏感。 

⑶  与恩替卡韦耐药相关的变异： 

    恩替卡韦可抑制拉米夫定耐药病毒株的复制，但拉米夫定耐药株对恩替卡韦

敏感性低于野毒株，并且容易发生对恩替卡韦的耐药。目前研究结果显示，产生
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恩替卡韦耐药性的先决条件是需要有拉米夫定耐药变异。在拉米夫定耐药变异株

上，I169T、184A/G/I/S、S202G/I 或 M250V 变异的出现，可形成对恩替卡韦的

耐药性。 

   ⑷ 与替比夫定耐药相关的变异： 

    替比夫定的耐药屏障低，在基线病毒水平高和治疗 24 周后仍能检测到病毒

的患者中，病毒耐药发生率高。 

表 7. 常见的 HBV 基因型耐药与药物敏感性 

HBV 基因突变 

敏感水平 

拉米夫定 替比夫定 恩替卡韦 阿德福韦酯 替诺福韦 

野生株 S S S S S 

M204V R S I I S 

M204I R R I S S 

L180M+ M204V R R I S S 

A181T/V I S S R S 

N236T S S S R I 

L180M+ M204V I169T V173L M250V R R R S S 

L180M+ M204V/I T184G S202I/G R R R S S 

注：S-敏感 I-不敏感 R-抵抗 

8.1.2.2 常用的检测方法 

⑴ DNA 序列分析： 

DNA 序列分析是检测基因突变最直接可信的方法，是所有其他检测变异技

术的基础。 
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⑵ 实时荧光 PCR 技术： 

该方法能计算突变株比例，与测序法符合率非常高，可作为检测慢性乙肝患

者拉米夫定耐药的有效手段。 

⑶ 微阵列技术： 

一种高通量的检测新技术，具有大通量、快速、灵敏的优势，但有一定的假

阳性和假阴性率，不能检测出新位点的变异。 

⑷ 质谱技术： 

该技术可同时检测目前我国临床使用的四种核苷酸药物的多个耐药位点。 

8.1.2.3 检测时间 

对于使用核苷（酸）类似物抗病毒治疗的慢性乙型肝炎患者，应在抗病毒治

疗中检测到 HBV DNA 的变化，如果 HBV DNA 达到低于检测水平后重新增高或

者较最低水平上升 1 个数量级，应该检测耐药基因型。 

8.1.2.4 标本类型 

    同上。 

8.2 丙型肝炎病毒感染诊疗的个体化分子检测 

大多数 HCV 感染者在急性期及慢性感染早期症状隐匿，伴有高水平的病毒

血症，可能伴有 ALT 升高。HCV 急性感染后 HCV RNA 常比抗-HCV 先查出。

HCV RNA 最早可于暴露后 2 周检出，HCV 抗原可于 HCV RNA 出现后 1-2 天

检出，而抗-HCV 直到 8-12 周才能检出。监测 HCV RNA 的变化来评价机体的病

毒学应答。HCV RNA 水平或定性结果可作为 HCV 治疗的预测指标和调整治疗

方案的重要依据。持续病毒学应答即治疗结束后 24 周 HCV RNA 检测阴性，是

丙型肝炎治疗的理想结果。 
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HCV 感染宿主后，经过一定时间，在感染者体内形成一个以优势株为主的

相关突变株的病毒群，称为准种。根据现有 HCV 分离株的数据，HCV 基因分型

原则为：各分离株 HCV 基因组的核苷酸序列的变异>30%时确定为基因型；核苷

酸变异 15%-30%为不同的基因亚型；核苷酸变异<15% 为同一亚型；核苷酸变

异>10%时称为分离株；HCV 感染者体内同时存在的、不同序列组成的、并具有

很高同源性的 HCV 变异株群体，称为准种。在我国，HCV 主要的基因型为 1b，

其次为 2a，还有其它较少见的型别。 

近年来，针对 HCV 生活周期中病毒蛋白靶向特异性治疗的许多小分子化合

物研究进展非常迅速，这些药物被统一命名为直接作用抗病毒药物（directly 

acting antivirals，DAAs）。含 DAAs 的方案尤其适用于既往聚乙二醇干扰素和利

巴韦林治疗后复发或是对聚乙二醇干扰素-α 联合利巴韦林治疗无应答的患者。

初治患者也可考虑使用含 DAAs 的方案，以缩短疗程、增加耐受性、提高持续病

毒学应答率。目前，各临床指南中不同的 DAAs 治疗方案需要根据患者感染病毒

的基因型甚至基因亚型，以及患者肝纤维化程度、肝硬化状态来确定治疗的药物

选择和确定疗程。针对所有基因型的泛基因型 DAAs 药物已获得美国 FDA 批准，

但尚未在我国上市。DAAs 可能与许多药物存在相互作用，因此，对所有接受

DAAs 治疗的患者，应该考虑药物相互作用的可能性，要求在开始治疗前以及治

疗期间开始服用其他用药之前，对药物相互作用的风险进行周密评估。每种

DAAs 的处方信息包含药物相互作用的重要信息。主要的网络资源为

www.hep-druginteractions.org，该网站会定期对推荐意见进行更新。此外，在接

受 DAAs 药物治疗 HCV 后，体内的 HBV 发生被激活（一般在用药后 4~8 周 HBV

被激活），在少数患者身上，DAAs 药物相关的被激活甚至导致了死亡，目前尚

http://www.hep-druginteractions.org/
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不清楚 DAAs 药物治疗后发生 HBV 被激活的原因，但是美国 FDA 已要求在相

关 DAAs 药物标签中添加黑框警告，以警示 HBV 再活化的风险。 

在 HCV 治疗中，需在用药前、用药过程中合理使用不同的个体化分子检测，

以期达到治疗效果的优化。如根据治疗前检测 HCV 基因型、患者感染的 HCV 病

毒载量、丙型肝炎相关人类基因多态性的检测结果以及在治疗过程中监测 HCV

病毒载量的变化和耐药基因等，合理指导临床选择并及时调整 HCV 慢性感染的

治疗方案。 

8.2.1 HCV RNA 定量分子检测 

无论采用哪一种治疗方案，均需要在治疗前检测基线 HCV RNA 水平、基因

型，以确定治疗方案。在治疗过程中监测 HCV RNA 的变化，对于及时估计应答

情况、及时调整疗程、治疗药物和剂量尤为重要。治疗后仍需要检测 HCV RNA，

如果 HCV RNA 水平转为阳性，即可判断为复发。 

8.2.1.1 常用检测方法及试剂选择 

   ⑴ HCV RNA 定量检测的方法： 

    RNA 定量方法有分支 DNA 和实时荧光定量 PCR 等。分支 DNA 优点在于

不涉及核酸扩增，污染的可能性小，不足在于灵敏度低，不适合低水平 HCV RNA

的定量。 

   ⑵ HCV RNA 定量检测试剂的选择： 

    评价 HCV RNA 检测试剂的性能，应注意以下方面：试剂盒最低检测限（分

析敏感性），定量检测线性范围，定量结果的准确性、精密度、特异性，对不同

基因型定量的准确性，对不同基因型样本的检测下限及线性关系是否一致。评价

HCV RNA 检测试剂是否满足个体化治疗的检测要求，最重要的是 HCV RNA 的
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最低检测下限和定量结果的准确性。 

8.2.1.2 检测的时间 

在治疗过程中根据患者的治疗药物、临床表现等对 HCV RNA 水平进行必要

的监测。 

8.2.1.3 标本类型 

主要为血清或血浆，具体需参考试剂盒说明书对标本类型的要求。所有采集

的标本应保存于 2-8℃，如长期保存，则需保存在-70℃或更低温，避免反复冻融。 

8.2.2 HCV RNA 基因型检测 

在开始治疗前，必须对 HCV 基因型和基因 1 型的亚型（1a 或 1b）进行评估，

并且和其他参数一起，用于确定治疗方案 

8.2.2.1 常用检测方法的选择 

   ⑴ 测序是检测 HCV 基因型最准确的方法，其他的方法有限制性片段长度多

态性、实时荧光 PCR-序列特异性引物、基因芯片及反相线性探针杂交法等。在

临床实验室比较容易实现标准化同时操作方便的是 HCV 分型试剂。 

   ⑵ HCV 基因分型区域的选择：检测 HCV 基因型最准确的方法就是对基因组

的某个区进行 PCR 扩增，测序及进化树分析，最基本的基因区是 5’UTR、CE 和

NS5b。 

8.2.2.2 检测时间 

原则上应在 HCV 慢性感染者治疗前，检测 HCV RNA 基因型以预测治疗效

果，并确定治疗方案。 

8.2.2.3 标本类型 

同上。 
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8.2.3 HCV 抗病毒治疗的耐药突变 

可通过对 HCV NS5A 区氨基酸 24-93 位点进行测序，从而对 HCV 对 NS5A

抑制剂的耐药性进行评估。检测应该基于种群测序。将耐药相关替换

（resistance-associated substitutions, RAS）报告为“存在”或“无”，或截断值为

15%的深度测序（必须 15%以上的生成序列存在 RAS，才考虑为耐药突变）。 

8.2.3.1 检测时间 

对于使用 NS5A 抑制剂抗病毒治疗的丙型肝炎患者，在抗病毒治疗中检测到

HCV RNA 的变化，如果 HCV RNA 达到低于检测水平后重新增高或者较最低水

平上升 1 个数量级，考虑检测耐药基因型。 

8.2.3.2 标本类型 

 同上。 

8.2.4 与丙型肝炎疗效相关的人类基因多态性检测 

已发现的与 1 型和 4 型 HCV 感染者的治疗效果密切相关的 IL-28b SNPs 主

要有 3 种：SNP rs1297860、SNPrs8099917、SNPrs12980275。 

   ⑴ IL28b 基因多态性检测方法： 

    主要有直接测序法、高分辨率熔解曲线法、杂交探针法、Invader 法、Taqman 

SNP 基因型检测法和基因芯片法，以前两种方法应用较多。 

   ⑵ IL28b 基因多态性检测的标本类型： 

    为全血，具体需参考试剂盒说明书对标本类型的要求。 

8.3 结核分枝杆菌感染诊疗的个体化分子检测 

结核病的个体化治疗是根据患者的抗结核治疗史和个体药敏试验结果来确

定不同治疗方案。结核耐药基因检测在结核个体化诊疗中具有举足轻重的地位，
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快速准确的耐药基因监测是结核病有效治疗的前提保证。 

8.3.1 结核分枝杆菌的耐药检测 

结核病耐药基因检测是结核病传染控制的关键，也是有效治疗的前提，医生

可根据每个患者抗结核治疗史和药敏试验结果来制订个体化治疗方案，以确保治

疗顺利完成，同时也提高了耐药结核病痰菌的阴转率。 

8.3.1.1 常用检测方法 

结核分枝杆菌耐药基因型检测方法的主要特点是试验周期短，免于繁琐的培

养步骤。主要方法有线性探针法、实时定量 PCR 法、芯片法和焦磷酸测序法。

结核分枝杆菌耐药基因型检测方法主要以检测耐药基因的相关突变来鉴别耐药

株。 

8.3.1.2 结核分枝杆菌耐药检测的标本收集、处理和运输 

   ⑴ 标本收集治疗开始前留取痰标本，最好是晨痰。收集合格的痰标本需要事

先对患者说明情况，留取合格标本。 

   ⑵ 标本处理必须使用专门容器盛痰标本，以避免泄露和污染。 

   ⑶ 标本运输结核病患者特别是耐药结核病可疑者的痰标本和培养物的运输

有风险，应该建立确保感染性物质安全包装和运输的专门系统。 

8.4 人获得性免疫缺陷病毒感染的个体化分子检测 

获得性免疫缺陷综合征是由 HIV 感染引起的一种慢性传染性疾病。病毒核

酸定量检测即病毒载量检测，是指检测每毫升血浆中病毒颗粒的数量。病毒载量

检测主要用于监测抗病毒治疗疗效，判定疾病的进程和预后，急性期和晚期诊断、

婴幼儿早期诊断以及 HIV 抗体不确定的情况下，通过病毒载量检测提供辅助诊

断。 
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8.4.1 HIV-1 RNA 检测 

目前 HIV-1 RNA 病毒载量检测有多种方法，主要基于靶核酸扩增和信号放

大扩增两种原理。 

8.4.1.1 检测方法 

   ⑴ 实时荧光定量 RT-PCR技术： 

该技术在 PCR 反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累实时监测整个

PCR 进程，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。每个反应管内

的荧光信号到达设定的域值时所经历的循环数 Ct 值与该模板的起始拷贝数的对

数存在线性关系，利用已知起始拷贝数的标准品可作出标准曲线，因此，只要获

得未知样品的 Ct 值，即可从标准曲线上计算出该样品的起始拷贝数。检测过程

可分为：抽提和浓缩目标 RNA 分子；利用逆转录酶将病毒 RNA 逆转录为 cDNA，

通过 DNA 聚合酶对特定片段进行实时扩增；利用荧光标记的寡核苷酸探针检测

PCR 的产物，检测的原理基于荧光信号增长曲线与循环数相关，基于检测阈值

的设定，当病毒载量高时，低循环数即能检测到荧光信号，当病毒载量低时，高

循环数时才能检测到荧光。 

目前已有多种 HIV-1 病毒载量检测方法采用该原理，包括 Cobas Amplicor 

Taqman 检测系统、M2000 检测系统和一些国内产品。Cobas Amplicor Taqman v2.0

系统是全自动化的实时荧光定量 PCR 病毒载量平台，以 Taqman 荧光探针为基

础。Taqman 荧光探针为一寡核苷酸，两端分别标记一个荧光发射基团和一个荧

光淬灭基团，探针完整时，发射基团发射的荧光信号被淬灭基团吸收；PCR 扩

增时，Taq 酶的 5’－3’外切酶活性将探针酶切降解，使荧光发射基团和荧光淬灭

基团分离，荧光监测系统可接收到荧光信号，荧光信号的累积与 PCR 产物形成
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同步，通过在核酸提取过程中加入的已知浓度的与靶基因同步扩增的内部标准品

（QS）实现定量。扩增靶基因位置是 gag 基因区和 LTR 区，样本进样量是 0.85ml，

适用于 HIV-1 M 组和 O 组毒株，检测的线性范围为 20～10,000,000 copies/ml。

M2000 系统是利用 RT-PCR 法，在开始制备样本时，对每个样本加入与 HIV-1

目标序列无关的 RNA 序列，这种不相关的 RNA 序列通过 RT-PCR 被同时扩增，

从而充当内部质控品（IC）。每个扩增循环中存在的 HIV-1 目标序列总量通过含

荧光标记的寡核苷酸探针测定，检测到荧光信号的扩增循环与初始样本中存在的

HIV-1 RNA 浓度对数成比例。扩增靶基因位置是 pol 基因区，样本进样量是 0.2ml

或 1.0ml，适用于 HIV-1 M 组 A-H 亚型、CRF01_AE、 CRF02_AG、O 组和 N

组毒株，检测的线性范围为 40～10,000,000 copies/ml。 

   ⑵ 核酸序列依赖性扩增（NASBA）技术： 

该技术是以等温方式直接扩增 HIV-1 RNA,其扩增基础在于系统内的混合酶

系统，在体外模拟逆转录病毒体内复制过程。此方法可分为三个步骤：核酸提取、

扩增和等温检测。代表产品 NucliSensEasy Q HIV-1 v2.0 系统是利用靶特异的分

子信标进行定量检测。分子信标的 DNA 寡核苷酸片段包含一段可特异结合靶

RNA 的序列，当 RNA 互补链不存在时，分子信标维持内部发夹结构，使猝灭基

团处于非常接近荧光素的位置，荧光信号被猝灭；当分子信标与互补靶序列结合，

发夹打开释放荧光信号，报告靶序列的存在。使用两个不同的分子信标，一个是

针对野毒株 HIV-1 RNA 的扩增子，另一个针对内标物 RNA(calibrator)的扩增子，

各使用不同荧光染料，从而实现靶序列和内标物 RNA 两个扩增过程的各自跟踪。

荧光信号的动力学分析可以显示野毒株和内标物 RNA 的转录速率，因此可以计

算出原样本中 HIV-1 RNA 含量。扩增靶基因为 gag 基因区，样本进样量是
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0.2-1ml，适用于 HIV-1M 组 A-J 亚型、CRF01_AE 和 CRF02_AG 亚型毒株，检

测的线性范围为 10-10,000,000 copies/ml。 

⑷  分支 DNA 技术（bDNA）： 

该技术基于其独特的信号放大系统，即分支 DNA 信号放大系统，分支 DNA

的分枝可结合多个酶标记物，从而将病毒的信号放大，以便进行检测。此检测系

统不涉 RNA 纯化及核酸扩增反应，对实验室分区要求最低。定量系统中没有内

标记物，每次实验设置一系列外部标记，通过实验样品反应强度与外部标记样品

强度的比较确定实验样品的病毒拷贝数。代表产品 Versant HIV-1 RNA 3.0 bDNA

系统，靶基因位于 pol 基因区，适用于 HIV-1M 组的 A-H 亚型毒株，检测的线性

范围是 50-500,000 copies/ml。 

8.4.1.2 不同方法检测结果间相互关系 

病毒载量的检测单位有拷贝数(CP)/ml 和国际单位(IU)/ml，且同一样本不同

方法的病毒载量检测结果不同。另外，不同方法间检测结果并无固定的转换关系，

与病毒亚型、试剂不同版本有关，因此评估同一病人的治疗效果需用同一种方法

检测，并且考虑试剂版本的更新情况。 

8.4.1.3 标本处理及保存 

通常采用 EDTA 或 ACD 抗凝血，一般要求在采血后 6 小时内进行离心，分

离血浆。根据检测时间保存血浆，4 天内可在 4℃暂时保存，3 个月以内应冻存

于-20℃以下，3 个月以上应置于-70℃以下，血浆标本冻融不应超过三次。 

8.4.1.4 检测时间 

   ⑴ 辅助诊断：HIV 抗体检测结果不能进行明确诊断时，RNA 的测定结果可

帮助提供 HIV 感染早期或终末期的证据。如 HIV 感染母亲所生小于 18 个月龄的
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婴儿，不同时间的两次 HIV 核酸检测均为阳性即可作出诊断。 

   ⑵ 指导抗病毒治疗及疗效判定：如果有条件，在治疗前作基线病毒载量检测

是有必要的，便于观察抗病毒治疗后病毒抑制效果。开始治疗 16 周时，所有初

次抗病毒治疗患者的病毒载量应低于检测下限，如治疗 6个月后，病毒载量仍没

有低于检测下限，应结合临床仔细需找原因（依从性、药物相互作用等），以考

虑是否治疗失败及调整治疗方案。治疗开始后应每半年检测一次病毒载量，评估

治疗效果，如载量出现变化，应结合临床寻找原因及时调整治疗方案。 

8.4.2 HIV 耐药基因检测 

由于艾滋病病毒本身高度复制及复制过程中缺乏自我校对功能等原因，易发

生基因突变产生耐药。同时，在长期抗病毒治疗药物的选择性压力作用下，艾滋

病病毒突变的几率大大增加。耐药突变的产生和发展会影响抗病毒治疗的疗效。

因此，及时进行耐药检测，对于保证艾滋病抗病毒治疗效果及预防耐药株传播具

有重要作用；对于抗病毒治疗前以及抗病毒治疗失败后个体，及时进行耐药检测

为指导临床选择合理的治疗方案，保证抗病毒治疗效果，分析治疗失败原因及指

导制定补救治疗方案尤为重要。 

根据《国家免费艾滋病抗病毒药物治疗手册（第三版）》，目前临床上常用的

药物有三大类，分别为蛋白酶抑制剂（PIs）、核苷类或核苷酸类逆转录酶抑制剂

（NRTIs）和非核苷类逆转录酶抑制剂（NNRTIs）。针对这三类药物，耐药基因

型检测需扩增 HIV-1 的 pol 基因区，目的基因片段应覆盖蛋白酶区 4-99 位氨基

酸和逆转录酶区 38-320 位氨基酸的基因区域。 

8.4.2.1 标本类型 

要求 HIV-1 感染者血浆病毒载量≥1000 拷贝/毫升或国际单位。采用血浆、
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滤纸干血斑样本（DBS）。如长期保存血浆样本，应需保存在-70℃或更低温，避

免反复冻融。 

8.4.2.2 检测方法 

通常使用逆转录 PCR（RT-PCR）和测序方法，商品化试剂盒一般采用一轮

RNA 反转录与一轮 PCR 扩增实验，实验室自建（In-house）方法一般使用一轮

RNA 反转录和巢式 PCR 方法两轮扩增实验。实验室自建基因型耐药检测方法应

按照实验室认可体系文件中非标方法的确认程序验证或根据 WHO 推荐的检验

认证方法认证后使用。 

8.4.2.2.1 试剂 

引物 

应根据所测目的基因的序列设计，包括 RT、PCR 和测序引物。商品化试剂

盒已包含上述引物，实验室自建方法可参考发表文献或根据当地 HIV-1 流行毒株

的序列自行设计引物。 

主要试剂 

商品化试剂盒使用其配套的试剂。实验室自建方法需配置病毒核酸提取、逆

转录、PCR 扩增，PCR 产物纯化和测序反应等步骤所需的试剂。 

8.4.2.2.2 核酸提取 

按照核酸提取试剂盒说明书操作。提取 RNA 时应注意防止 RNA 降解。RNA

应在-70℃保存。 

8.4.2.2.3 逆转录反应和 PCR 扩增 

将 RNA 模板、逆转录引物、dNTP、逆转录酶、RNA 酶抑制剂、缓冲液和

适量无 RNA 酶的超纯水加入反应管中，在适宜温度下进行逆转录反应，合成
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cDNA。将模板（DNA 或 cDNA）、dNTP、PCR 引物、缓冲液、Taq 酶和适量灭

菌纯水加入反应管中，置于扩增仪上，按照设定的程序进行巢式 PCR 扩增。建

议使用 RT-PCR 一步法试剂进行第一轮扩增反应。 

8.4.2.2.4 序列测定 

通常采用 Sanger 法进行 DNA 测序。将扩增产物、dNTP、ddNTP、测序引

物、缓冲液、Taq 酶和适量灭菌纯水加入反应管中，置于扩增仪上，按照设定的

程序进行测序反应，在测序仪中读取序列数据。 

8.4.2.2.5 耐药分析和结果报告 

将所测序列与数据库中的参考序列或共享序列进行比较，判断是否出现耐药

相关的基因突变，并根据 HIV-1 耐药基因型解释系统的规则来评判对特定药物的

耐药程度。 

提供 HIV-1 耐药基因型检测数据分析和解释系统（HIVDRDB）的主要机构

有：国际艾滋病协会（IAS，http://www.iasusa.org），美国斯坦福大学（HIVDB，

http://hivdb.stanford.edu ）， 法 国 国 家 艾 滋 病 研 究 署 （ ANRS ，

http://www.hivfrenchresistance.org/index.html），和比利时 Leuven 大学 Rega 医学

研究所（REGA，http://www.kuleuven.ac.be/rega/cev/）。实验室自建方法通常使用

HIVDB 系统，商业化试剂盒则使用与试剂盒配套的 HIV-1 耐药基因型检测数据

分析和解释系统。 

各种 HIV-1 耐药基因型解释系统对耐药程度的划分不同：HIVDB 系统分为

敏感（S）、潜在耐药（P）、低度耐药（L）、中度耐药（I）和高度耐药（H）五

个水平；Rega、ANRS 和商品化试剂盒所采用的系统则分为敏感（S）、可能耐药

（I）和显示耐药（R）三个水平。 

http://www.iasusa.org/
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当耐药毒株在个体内病毒群体中的比例低于 10～20%时，通常检测不到其存

在。因此，当在 HIVDB、Rega 或 ANRS 系统中报告为“S”，只可报告本次实验

结果为“未发现耐药”，不可报告为“敏感”。 

8.4.2.3 耐药检测的临床应用（表 8） 

临床背景 推荐意见 

急性 HIV-1 感染 不论是否立即开始治疗，推荐进行耐药检测，基因型耐药检测最

佳；如推迟治疗，应在治疗前重新进行基因型耐药检测 

慢性 HIV-1 感染 不论是否开始治疗，推荐进行耐药检测，基因型耐药检测最佳；

如推迟治疗，应在治疗前重新进行基因型耐药检测 

病毒学失败 强力推荐对病毒载量>1000 拷贝/ml 者进行耐药检测，对病毒载

量>500 拷贝/ml 但<1000 拷贝/ml 者尽管耐药检测不易成功但也应

考虑进行检测； 

初次或二次治疗失败，推荐进行基因型耐药检测。多次治疗失败

或明确或怀疑患者存在复杂耐药突变位点，尤其是对蛋白酶抑制

剂类药物，推荐基因型和表型耐药分析联合应用； 

初始治疗方案病毒抑制不理想推荐进行耐药检测 

HIV 感染孕妇 推荐对所有孕妇在抗病毒治疗前进行基因型耐药检测。对已接受

抗病毒治疗的孕妇，只要能检测出 HIV RNA 也应进行耐药检测 

母婴传播感染的新生儿 推荐对所有母婴传播感染的新生儿在抗病毒治疗前及改变治疗方

案前进行耐药检 

暴露后预防用药 如果可能，暴露后预防用药需考虑暴露源的治疗史和耐药情况。

推荐对暴露源进行基因型耐药检测 

抗病毒治疗中断 4 周以上 一般不推荐进行耐药检测 

血浆 HIV 病毒载量<500 拷贝/ml 一般不推荐进行耐药检测 

8.4.2.4 耐药基因检测局限性 

    ①基因型耐药检测属于间接检测耐药；②基因突变与病毒耐药的相关性可能

不一致；③不能检测出体内病毒群体中小于 20%的劣势病毒株；④许多突变的临

床相关性仍然不清楚，对于某些药物的耐药（如 AZT）与基因突变的相关性较
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差；⑤存在大量突变时难以做出正确的结果解释；⑥不能检测突变之间的关联。 

附录：常用缩写 

ASO: PCR-allele specific oligonucleotide 

BSL: biosafety level 

cDNA: complementary DNA 

CMV: cytomegalovirus 

DNA: deoxyribonucleic acid 

dNTPs: deoxyribonucleoside triphosphates 

dPCR: digital PCR 

EBV: Epstein-Barr virus 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

FRET: fluorescent resonance energy transfer 

HBV: hepatitis B virus 

HCV: hepatitis C virus 

HIV: human immunodeficiency virus 

HRM: high-resolution melting 

LAMP: loop-mediated isothermal amplification 

LoD: limit of detection 

MGB: minor groove binding 

NaOH: sodium hydroxide 

NASBA: nucleic acid sequence-based amplification 

PAPA: PCR amplification of specific alleles 
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PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell 

PCR: polymerase chain reaction 

PCR-RFLP: PCR restriction fragment length polymorphism 

PCR-SSCP: PCR-single strand conformation polymorphism 

qPCR: quantitative real-time PCR 

RNA: ribonucleic acid 

RT-PCR: reverse transcriptase polymerase chain reaction 

SD: standard deviation 

SNP: single nucleotide polymorphism 

SOP: standard operation procedure 

Tm: melting temperature 

TMA: transcription mediated amplification 

UNG: uracil-N-glycosylase 

UV: ultraviolet 
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