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　　【摘要】　目的　比较两种核酸提取方法对实时荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）检测丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）

ＲＮＡ病毒载量的影响。方法　选择８９例２０１２年１０月至２０１３年６月在肝病中心住院的慢性丙型肝炎抗ＨＣＶ阳

性患者，分别用磁珠法和ＴＲＩＺＯＬ法提取血清标本中 ＨＣＶＲＮＡ，用ＦＱＰＣＲ技术检测 ＨＣＶＲＮＡ，并对结果进行

对比分析，统计学处理采用χ
２ 检验和狋检验。结果　８９例抗 ＨＣＶ阳性标本中以磁珠法提取核酸进行 ＨＣＶＲＮＡ

定量检测的阳性率为７３．０％（６５／８９），以ＴＲＩＺＯＬ法提取核酸进行 ＨＣＶＲＮＡ定量检测的阳性率为６５．１％（５８／

８９），两法提取方法检测阳性率比较有统计学意义（χ
２＝３．７６，犘＜０．０５）。两法所测浓度结果换算成对数值，经狋检

验两者差异无统计学意义（狋＝０．３２，犘＞０．０５）。结论　两种方法均可获得较高的回收率、有较高的敏感度和特异

度，磁珠法提取 ＨＣＶＲＮＡ可用于 ＨＣＶ感染者的临床诊断和疗效观察。
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　　丙型肝炎是由丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）引起的一种隐匿性、

持续性、进展性疾病。在我国每年新发丙型肝炎病例约为３．５

万例，部分患者晚期可发展为肝硬化或肝细胞癌［１］。因此，及

早发现并给予有效的抗病毒治疗是丙型肝炎现症患者治疗的

关键措施。血清 ＨＣＶＲＮＡ实时荧光定量聚合酶链反应（ＦＱ

ＰＣＲ）检测可以反映 ＨＣＶ感染者病毒复制情况，对于 ＨＣＶ患

者临床用药、疗效监测及预后判断均具有重要的意义［２］。定量

ＰＣＲ检测结果的准确性与核酸的提取方法不同而有较大差

别，不同的核酸提取方法会直接影响ＰＣＲ扩增效果和检测准

确性［３］。因此，迫切需要一种快速、可靠的核酸提取方法以满

足临床诊断与治疗的需求。本研究分别采用磁珠法和 ＴＲ

ＩＺＯＬ法提取８９例抗ＨＣＶ 阳性的临床患者血清中 ＨＣＶ

ＲＮＡ，ＦＱＰＣＲ法测定标本中 ＨＣＶＲＮＡ载量，比较两种提取

方法检测结果的一致性、灵敏度和相关性，观察其临床应用效

果，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年１０月至２０１３年６月本院肝病

中心住院诊断确诊为慢性丙型肝炎患者血清共８９例，其中男

３３例，女５６例，年龄２５～７８岁，中位年龄４２岁。所有患者均

符合中华医学会修订的《丙型肝炎防治指南》诊断标准［４］。治

疗前采用化学发光法检测抗 ＨＣＶ均阳性，并排除甲、乙、丁、

戊型肝炎病毒感染者。所有观察病例均清晨空腹抽取静脉血

３ｍＬ，离心后分离血清转移至无菌冻存管，－８０℃冰箱保存，

统一检测。

１．２　试剂与仪器　磁珠法提取试剂由上海之江生物科技有限

公司提供（批号２０１２１００１）；ＴＲＩＺＯＬ法提取试剂由天根生化

（北京）科技有限公司提供（批号２０１３０５０５）；ＨＣＶＲＮＡ定量

试剂由上海之江生物科技有限公司提供（批号２０１２１００１），试

剂盒最低检测限为 ＨＣＶＲＮＡ≥５．００×１０
２ｃｏｐｙ／ｍＬ为阳性；

质控品为卫生部临床检验中心提供的 ＨＣＶ定量标准品（批号
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２００６１２２１）；仪器为德国 Ｒｏｃｈｅ诊断有限公司 ＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒＴＭ

荧光定量ＰＣＲ仪，使用美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司 Ｍｉｃｒｏｆｇｅｚｚｒ高速冷

冻离心机和Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ微量加样器。

１．３　实验方法

１．３．１　磁珠法提取 ＨＣＶＲＮＡ　（１）磁珠与标本亲和：将５０

μＬ待检血清加入１５０μＬ样品结合液充分混匀后，漩涡振荡１０

ｓ，使磁珠均匀分散至缓冲液中，完全裂解病毒外壳膜蛋白，并

使裸露ＲＮＡ与磁珠结合，静置１０ｍｉｎ。（２）分离磁珠：吸取分

离液３００μＬ于结合柱中，混匀，静置３ｍｉｎ后，１３０００×ｇ离心

４０ｓ，弃去收集管废液。（３）洗涤磁珠：各取２００μＬ洗涤液 Ａ

和洗涤液 Ｗ于样品管中，１３０００×ｇ离心１５ｓ洗涤１次，弃去

废液。（４）解离收集ＲＮＡ：将亲和柱放入１．５ｍＬ无ＲＮＡｎａｓｅ

离心管中加入６５℃预热洗脱液，静置２ｍｉｎ后，１３０００×ｇ离

心２ｍｉｎ，ＲＮＡ被洗脱于离心管中，混匀后取５μＬ作为ＰＣＲ

反应模板。

１．３．２　ＴＲＩＺＯＬ法提取 ＨＣＶＲＮＡ　将５０μＬ待检血清加入

１５０μＬＴｒｉｚｏｌ溶液旋涡混匀，再加入５０μＬ氯仿（－２０℃预

冷）震荡混匀后，１３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液于另一离

心管中，加入与上清等量的异丙醇（－２０℃预冷），混匀后室温

下静置１０ｍｉｎ，然后１３０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，弃去上清液，加入

３００μＬ７５％乙醇（－２０℃预冷），混匀后，１３０００×ｇ离心１０

ｍｉｎ，吸干上清液，空气干燥５ｍｉｎ，然后加入２０μＬ无ＲＮＡ酶

水溶解混匀，取５μＬ作为ＰＣＲ反应模板。

１．３．３　ＨＣＶＲＮＡ定量试验　两种方法提取的核酸模板均采

用上海之江生物科技有限公司提供的 ＨＣＶＲＮＡ定量试剂进

行平行检测，每次操作均设阴、阳对照及室内质控。ＰＣＲ扩增

反应条件：反转录程序４２℃３０ｍｉｎ，然后按照９４℃２ｍｉｎ，９３

℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环扩增，７２℃５ｍｉｎ延伸。扩增结

束时，仪器根据标准曲线自动给出检测结果数值。

１．３．４　敏感度比较　将已知 ＨＣＶ ＲＮＡ 强阳性质控品

（５．０×１０７ｃｏｐｙ／ｍＬ）血清１份，用１０％小牛血清按１０倍梯度

系列稀释，获得数个浓度的系列稀释血清，分别用上述两种方

法提取稀释后标本中的总 ＨＣＶＲＮＡ，经ＰＣＲ扩增后，根据检

测到的最低值确定两种方法的敏感度和线性关系。

１．３．５　重复性比较　取上述中等载量的 ＨＣＶＲＮＡ标本１

份，分别用上述两种方法各提取 ＨＣＶＲＮＡ５次，进行荧光定

量ＰＣＲ检测，定量结果换算成对数值，计算两种方法的批内变

异系数［犆犞（％）］，比较两种方法提取标本测定结果的重复性。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１７．０统计软件和Ｅｘｃｅｌ软件对结

果进行统计学分析，ＰＣＲ检测血清 ＨＣＶＲＮＡ结果以１０为底

数转换成对数形式计算比较，组间比较采用配对狋检验，率的

比较采用χ
２ 检验；两种方法指标间相关性程度检测采用Ｐｅａｒ

ｓｏｎ关联性分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两种提取方法 ＨＣＶＲＮＡ浓度和纯度比较　将磁珠法

和ＴＲＩＺＯＬ法所制备的总ＨＣＶＲＮＡ，加入ＴＥ缓冲液５０μＬ，

用紫外分光光度仪测定浓度和纯度（Ａ２６０／２８０比值为１．８～

２．０）。取５μＬ提纯总ｍＲＮＡ标本将０．８％甲醇固定后琼脂糖

凝胶电泳鉴定，可见２８ｓ和１８ｓ两个亚基，与标准 ｍＲＮＡ质控

品对照电泳图位置一致（图１）。结果证实磁珠法和 ＴＲＩＺＯＬ

法提纯的ＲＮＡ模板纯度较好，在提取过程中未丢失、污染或

降解。

　　注：１～３泳道磁珠法；４～６泳道ＴＲＩＺＯＬ法；Ｍ：质控品对照。

图１　ＨＣＶＲＮＡ纯度琼脂糖电泳图谱

２．２　临床标本结果比较　分别用两种核酸提取方法检测临床

抗 ＨＣＶ阳性患者血清８９例，其中磁珠法阳性率７３．０％（６５／

８９），对数平均值（５．３７±１．６２）ｃｏｐｙ／ｍＬ；ＴＲＩＺＯＬ法阳性率

６５．１％（５８／８９），对数平均值（５．１５±１．８０）ｃｏｐｙ／ｍＬ。结果显

示磁珠法提取核酸标本的检测结果高于 ＴＲＩＺＯＬ法，差异有

统计学意义（χ
２＝３．７６，犘＜０．０５）。两法检测结果取对数值作

图显示具有较好的相关性（狉＝０．９２５），见图２。

图２　磁珠法与ＴＲＩＺＯＬ法检测 ＨＣＶＲＮＡ结果比较

表１　两种核酸提取方法检测 ＨＣＶＲＮＡ的敏感度比较

方法 原浓度 １０－１ １０－２ １０－３ １０－４ １０－５ １０－６ １０－７

磁珠法 ７．１４ ６．１０ ５．２７ ４．１２ ３．８０ ３．１５ ２．７８ ２．５２

ＴＲＩＺＯＬ法 ６．９７ ５．９２ ５．４４ ４．９５ ４．４８ ３．９７ ３．４９ －

　　注：－表示低于最低检测限。

图３　两种提取方法检测 ＨＣＶＲＮＡ敏感度比较

２．３　敏感度比较　磁珠法最低检测限为１０
－７ｃｏｐｙ／ｍＬ，ＴＲ

ＩＺＯＬ法最低检测限为１０－６ｃｏｐｙ／ｍＬ水平，两者比较磁珠法敏

感度略高于 ＴＲＩＺＯＬ法，对于测定值在１０－４以下的低浓度

ＨＣＶＲＮＡ标本，磁珠法提取核酸检测下线更灵敏；将两法所
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测浓度结果换算成对数值，两种核酸提取方法检测结果的敏感

度比较差异无统计学意义（狋＝０．３２，犘＞０．０５）（图３）。

２．４　重复性比较　用磁珠法提取核酸标本检测 ＨＣＶＲＮＡ

的结果优于ＴＲＩＺＯＬ法（表２）。

表２　两种核酸提取方法检测 ＨＣＶＲＮＡ的重复性比较

方法 狀 均值（狓） 标准差（狊）变异系数［犆犞（％）］ 犘

磁珠法

ＴＲＩＺＯＬ法

５

５

５．７９

５．３２

０．１１

０．２７

２．２

５．９
＞０．０５

３　讨　　论

病毒核酸检测技术中核酸提取是最重要的环节之一，由于

ＨＣＶ为单股正链线状 ＲＮＡ病毒，其基因组具有高度的多态

性和变异性，容易受到 ＲＮＡ酶的破坏而降解
［５］。因此，在提

取过程中要严格防止 ＲＮＡ酶的污染。ＨＣＶＲＮＡ扩增过程

需要将ｍＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，其中转录酶活性及模板的得

率多少均影响定量结果的准确度［６７］。目前由于国内 ＨＣＶ定

量检测核酸提取纯化方法不标准，且参与扩增模板标本量少（５

μＬ）及反应体系量不足（２０～４０μＬ）；扩增过程中没有内标作

参考，缺乏对假阴性结果的监控，导致各医疗单位检测结果无

法参考比较［８］。因此，选择质量好且符合自己试验要求，并与

本实验室仪器相配备的试剂，对于保障试验结果的准确度非常

重要。

本研究分别采用磁珠法和ＴＲＩＺＯＬ法提取８９例抗ＨＣＶ

阳性患者血清中 ＨＣＶＲＮＡ，为保证试验结果的可比性，试验

设计除核酸提取方法不同外，其余操作过程、模板上样量及扩

增试剂均相同，并在同一扩增仪上同时检测。结果显示磁珠法

核酸检测结果阳性率为７３．０％（６５／８９），ＴＲＩＺＯＬ法阳性率为

６５．１％（５８／８９）。结果表明这两种核酸提取方法均可以通过提

纯获得较好的核酸模板，在相同的检测条件下，检测结果敏感

度相近，都能满足临床需要，磁珠法检测结果略优于ＴＲＩＺＯＬ

法。磁珠法是利用磁球颗粒活性基团在一定条件下可与核酸

结合与解离的原理，尽可能地避免了提取过程中核酸的丢失，

还能很好地去除标本中可能存在的干扰物质（如血红蛋白，胆

红素及高血脂等因素）影响，使核酸模板得到较好的纯化［９］，尤

其对临界值附近的低浓度 ＨＣＶ标本提取效果更好，磁珠法比

ＴＲＩＺＯＬ法提取的标本检测限更低，敏感度更好；用磁珠法处

理标本所得定量结果能更好地反映出标本之间的倍比稀释关

系。ＴＲＩＺＯＬ法操作步骤繁琐，需将液体多次转移、容易造成

核酸的丢失，加之本研究应用的是国产ＴＲＩＺＯＬ试剂，可能与

进口试剂之间也存在着差异。这可能是ＴＲＩＺＯＬ法提取的标

本在扩增效率、敏感度和重复性等方面略低于磁珠法的原因。

钟海军等［１０］曾报道比较了不同核酸提取 ＨＣＶＲＮＡ的效果，

结果显示磁珠法提取的核酸标本具有较好的扩增效率，线性关

系和可重复性均高于常规的酚氯仿提取法。本文检测结果进

一步证实了磁珠法提取核酸纯度高、检测结果准确度好的优

点，但还需要扩大标本量进行深入的研究。

干扰素（ＩＦＮα）是目前临床抗 ＨＣＶ治疗的首选药物。随

着治疗时间的延长，大部分患者血清中 ＨＣＶＲＮＡ载量检测

报告“低于最低检测限”水平。但这部分患者并非真正意义上

的病毒完全清除，而是由于病毒提取方法的缺陷或仪器检测灵

敏度不够，不能检测出尚存的低载量 ＨＣＶＲＮＡ所致
［１１］。因

此，必须重视低载量 ＨＣＶＲＮＡ标本的提取与检测，保障临床

检测结果报告的准确度，使肝细胞癌患者尽可能达到理想的治

疗目标，为调整用药剂量及治疗时间，制订个体化的治疗方案

提供指导［１２］。

本研究结果显示，磁珠法是一种操作简便、纯化效率高的

提取方法，可应用于 ＨＣＶ感染者的临床诊断和疗效监测，尤

其在 ＨＣＶＲＮＡ载量处于低浓度水平时，该方法可将全部核

酸标本参与到ＰＣＲ反应过程中，最大限度地减少了核酸丢失，

结果敏感度高、准确度好，对于检测慢性丙型肝炎患者血清中

低载量 ＨＣＶＲＮＡ水平比ＴＲＩＺＯＬ法具有更好的应用前景。
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