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血浆中丙型肝炎病毒核酸在不同保存条件下的稳定性

刘悦越，高加梅＃，范行良，杜加亮，刘　艳，国　泰△（中国食品药品检定研究院，北京　１０００５０）

　　【摘要】　目的　探讨不同保存条件和时间对丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）ＲＮＡ稳定性的影响。方法　将２２份血浆

样本置于－２０℃保存４周，４℃保存１２ｄ，室温（２０～２５℃）保存７ｄ，反复冻融５次，采用荧光定量聚合酶链反应测

定 ＨＣＶＲＮＡ水平，考察 ＨＣＶＲＮＡ稳定性。结果　样本在－２０℃保存４周 ＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度小于或等

于０．１４ｌｇ，±９５％犆犐≤０．２０ｌｇ；４℃保存１２ｄＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度小于或等于０．３９ｌｇ，４℃保存１２ｄ时９５％

犆犐下限为－０．５０ｌｇ，＜１２ｄ时±９５％犆犐≤０．２４ｌｇ；室温保存７ｄＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度小于或等于０．４０ｌｇ，室温

保存７ｄ处理组９５％犆犐下限为－０．５３ｌｇ，＜７ｄ时±９５％犆犐≤０．２９ｌｇ；反复冻融５次 ＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度小

于或等于０．１０ｌｇ，±９５％犆犐≤０．１５ｌｇ。结论　血浆样本在－２０℃保存４周、４℃保存９ｄ、室温保存５ｄ和反复冻

融５次时，对 ＨＣＶＲＮＡ水平影响不明显，但４℃保存１２ｄ或室温保存７ｄ后，ＲＮＡ水平显著降低，所以应避免在

这种条件和时间下保存和运输血浆。
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　　对丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）进行核酸筛查能够显著缩短

ＨＣＶ筛查的窗口期
［１］，同时，定量测定 ＨＣＶＲＮＡ是临床诊

断、临床抗病毒药物疗效评估和预后的重要指标［２］。但由于

ＲＮＡ不稳定，易受环境影响，因此样本保存和处理不当会直接

影响 ＨＣＶ筛查或核酸定量的检出率和准确性。另一方面，

ＨＣＶ核酸标准品的存放条件也对其质量有影响，会进一步影

响对诊断试剂的评价和试验结果的判断。一些研究者曾报道

不同的样本采集处理，如血清、血浆、不同抗凝剂下的抗凝全血

在不同保存温度下会影响 ＨＣＶＲＮＡ的稳定性
［３４］，但其着重

点在于样本的采集处理对 ＨＣＶＲＮＡ稳定性的影响。在保存

温度方面考察的时间较短，且针对 ＨＣＶＲＮＡ水平较高，约为

１０６ｃｏｐｙ／ｍＬ的强阳性样本，由于 ＨＣＶ核酸标准品的标准存

放条件为－７０℃及以下，因此本研究以样本置于－７０℃作为

对照，采用涵盖 ＨＣＶＲＮＡ水平高、中、低的血浆样本，全面考

虑样本可能存放的温度环境和时间，系统考察不同保存温度在

较长时间内和反复冻融对 ＨＣＶＲＮＡ稳定性的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２２份血浆样本均来自献血员，经检测 ＨＣＶ

ＲＮＡ为阳性。

１．２　仪器与试剂　ＡＢＩ７５００荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）

仪。ＨＣＶ核酸定量检测试剂盒（ＰＣＲ荧光探针法）［凯杰生物

工程（深圳）有限公司］。

１．３　方法

１．３．１　样本处理　将２２份 ＨＣＶＲＮＡ阳性血浆样本分别分
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装于１．５ｍＬ无菌离心管中，每管１ｍＬ，采用不同温度保存处

理，设 为 处 理 组。将 分 装 好 的 样 本 分 别 放 置 于 以 下 条

件：－２０℃保存１、２、３、４周；４℃保存３、６、９、１２ｄ；室温（２０～

２５℃）保存１、３、５、７ｄ；冻融处理：反复冻融１、３、５次。处理完

成后，放入－７０℃冻存，等待统一检测，并以分装后即刻放

入－７０℃冻存的样本作为对照组。

１．３．２　ＨＣＶＲＮＡ水平测定　采用凯杰生物工程（深圳）有限

公司的 ＨＣＶ核酸定量检测试剂盒（ＰＣＲ荧光探针法）进行核

酸提取和ＰＣＲ扩增检测。核酸提取：按照试剂盒说明提取核

酸。同时设 ＨＣＶ阴性对照品、ＨＣＶ临界阳性对照品、ＨＣＶ

强阳性对照品。向１．５ｍＬ的灭菌离心管中分别加入２５μＬ蛋

白酶溶液。并加入待测样本２００μＬ和新鲜配制的裂解液，盖

上盖子，振荡１５ｓ，充分混匀，于５６℃温浴１５ｍｉｎ。加入２５０

μＬ无水乙醇，盖上盖子，彻底混匀（振荡１５ｓ）。１５～２５℃下

静置５ｍｉｎ，转入加套管的核酸纯化柱，６０００ｇ离心１ｍｉｎ。倒

掉套管中的废液，将提取柱重新放入套管中。向核酸纯化柱中

加入５００μＬ洗液１，６０００ｇ离心１ｍｉｎ，倒掉套管中的废液，将

提取柱重新放入套管中。加入５００μＬ洗液２，６０００ｇ离心１

ｍｉｎ，倒掉收集管中的废液，将提取柱重新放入收集管中。加入

５００μＬ无水乙醇，６０００ｇ离心１ｍｉｎ，丢弃套管，将提取柱放入

新的收集管中，２００００ｇ高速离心３ｍｉｎ，彻底去除乙醇。丢弃

收集管，将核酸纯化柱放入干净的１．５ｍＬ离心管中，打开提

取柱的盖子，５６℃温浴３ｍｉｎ，以彻底去除残留的液体。将核

酸纯化柱放入另一干净的１．５ｍＬ离心管中，加入６０μＬ洗脱

液，盖上盖子，２０～２５℃静置５ｍｉｎ。２００００ｇ高速离心１

ｍｉｎ，收集滤出液，做好标记，４℃保存备用。提取的病毒核酸

应在２ｈ内用于ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩增检测：按照试剂盒说明

配置反应液，每个反应体系含有 ＨＣＶＲＴＰＣＲ反应液２８μＬ，

酶混合物２μＬ。取待测样品的核酸提取物２０μＬ，反应总体积

５０μＬ。扩增和检测参数为５０ ℃，３０ｍｉｎ；９５ ℃，１５ｍｉｎ；

９５℃，１５ｓ，５０℃，４５ｓ，７２℃，１５ｓ，荧光信号收集设在５０℃，

４５个循环；反应体系５０μＬ。扩增检测的结果根据设置的

ＨＣＶ定量标准品相应浓度由仪器软件自动分析给出结果。

１．４　统计学处理　将样本各处理组各时间点的检测结果进行

对数转换，并计算均数和标准差。计算处理组与对照组的差值

平均值、标准差和差值的９５％置信区间（犆犐）。采用ＳＰＳＳ１９．０

软件对各组处理的结果进行Ｆｒｉｅｄｍａｎ检验，比较同一温度下

所有处理组与对照组结果差异是否有统计学意义。如差异有

统计学意义，再进行各处理组与对照组结果比较，统计两组差

异是否有统计学意义，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。分

子试验的试验内标准差为０．５０ｌｇ，因此如果差值或９５％犆犐

在±０．５０ｌｇ以下，即不认为核酸水平显著降低
［５７］。

２　结　　果

２．１　样本中 ＨＣＶＲＮＡ 水平　本研究中２２份样本 ＨＣＶ

ＲＮＡ水平及其对数转换值见表１。对分装后即刻放入－７０℃

冻存的对照组样本进行检测，其 ＨＣＶＲＮＡ水平在７．７６×

１０２～２．６０×１０
６Ｕ／ｍＬ，覆盖高、中、低浓度，均值为１．９５×１０５

Ｕ／ｍＬ。

２．２　－２０℃保存对血浆 ＨＣＶＲＮＡ稳定性的影响　处理组

与对照组差值平均值、标准差和差值的９５％犆犐见表２。各处

理组 ＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度小于或等于０．１４ｌｇ，±９５％

犆犐≤０．２０ｌｇ。－２０℃保存１周和２周的结果与对照组之间差

异无统计学意义（犘＞０．０５），－２０℃保存３周和４周的结果与

对照组之间差异有统计学意义（犘＜０．０５），但－２０℃保存３周

和４周之间结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　２２份样本 ＨＣＶＲＮＡ水平

样本编号
ＨＣＶＲＮＡ水平

（Ｕ／ｍＬ）

ＨＣＶＲＮＡ水平对

数转换值（ｌｇＵ／ｍＬ）

１ ２．２３Ｅ＋０５ ５．３５

２ ４．１７Ｅ＋０５ ５．６２

３ ４．３１Ｅ＋０５ ５．６３

４ １．８５Ｅ＋０５ ５．２７

５ ３．０３Ｅ＋０５ ５．４８

６ １．９２Ｅ＋０５ ５．２８

７ ２．９６Ｅ＋０４ ４．４７

８ ２．８５Ｅ＋０３ ３．４５

９ ７．０１Ｅ＋０５ ５．８５

１０ ７．７６Ｅ＋０２ ２．８９

１１ ２．２４Ｅ＋０４ ４．３５

１２ ３．６７Ｅ＋０４ ４．５６

１３ ２．９４Ｅ＋０５ ５．４７

１４ １．０１Ｅ＋０６ ６．００

１５ ２．１９Ｅ＋０６ ６．３４

１６ ９．３０Ｅ＋０５ ５．９７

１７ ３．５５Ｅ＋０５ ５．５５

１８ １．９８Ｅ＋０５ ５．３０

１９ ４．０２Ｅ＋０５ ５．６０

２０ ７．９７Ｅ＋０５ ５．９０

２１ ２．６０Ｅ＋０６ ６．４１

２２ ４．３０Ｅ＋０５ ５．６３

表２　－２０℃保存不同时间的血浆ＨＣＶＲＮＡ稳定性（狀＝２２）

组别

ＨＣＶＲＮＡ水平

（ｌｇＵ／ｍＬ）

均值 标准差

ＨＣＶＲＮＡ水平

差值（ｌｇＵ／ｍＬ）

均值 标准差

９５％犆犐

（ｌｇ）

下限 上限

对照组 ５．２９ ０．８７ － － － －

处理组保存 １周 ５．３２ ０．９１ ０．０３ ０．１６ －０．０５ ０．１０

２周 ５．２８ ０．９０ －０．０１ ０．１３ －０．０７ ０．０４

３周 ５．１６ ０．９５ －０．１３ ０．１６ －０．２０ －０．０５

４周 ５．１６ ０．９４ －０．１４ ０．１５ －０．２０ －０．０７

　　注：－表示无数据。

２．３　４℃保存对血浆ＨＣＶＲＮＡ稳定性的影响　处理组与对

照组差值平均值、标准差和差值的９５％犆犐见表３。各处理组

ＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度小于或等于０．３９ｌｇ，４℃保存１２ｄ

处理组的９５％犆犐下限为－０．５０ｌｇ，其他处理组±９５％犆犐≤

０．２４ｌｇ。４℃保存３、６、９、１２ｄ的结果与对照组之间差异均有

统计学意义（犘＜０．０５），但４℃保存３、６、９ｄ之间结果差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。

２．４　室温保存对血浆 ＨＣＶＲＮＡ稳定性的影响　处理组与

对照组差值平均值、标准差和差值的９５％犆犐见表４。各处理

组 ＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度小于或等于０．４０ｌｇ，室温保存７ｄ
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处理组的９５％犆犐下限为－０．５３ｌｇ，其他处理组±９５％犆犐≤

０．２９ｌｇ。室温保存１ｄ的结果与对照组之间差异无统计学意

义（犘＞０．０５），保存３、５、７ｄ的结果与对照组之间差异均有统

计学意义（犘＜０．０５）。

表３　４℃保存不同时间血浆 ＨＣＶＲＮＡ稳定性（狀＝２２）

组别

ＨＣＶＲＮＡ水平

（ｌｇＵ／ｍＬ）

均值 标准差

ＨＣＶＲＮＡ水平

差值（ｌｇＵ／ｍＬ）

均值 标准差

９５％犆犐

（ｌｇ）

下限 上限

对照组 ５．２９ ０．８７ － － － －

处理组保存 ３ｄ ５．１５ ０．９７ －０．１４ ０．１６ －０．２１ －０．０６

６ｄ ５．１２ ０．８８ －０．１７ ０．１７ －０．２４ －０．１０

９ｄ ５．１６ ０．９４ －０．１３ ０．１６ －０．２０ －０．０６

１２ｄ ４．９０ ０．９８ －０．３９ ０．２５ －０．５０ －０．２８

　　注：－表示无数据。

表４　室温保存不同时间血浆 ＨＣＶＲＮＡ稳定性（狀＝２２）

组别

ＨＣＶＲＮＡ水平

（ｌｇＵ／ｍＬ）

均值 标准差

ＨＣＶＲＮＡ水平

差值（ｌｇＵ／ｍＬ）

均值 标准差

９５％犆犐

（ｌｇ）

下限 上限

对照组 ５．２９ ０．８７ － － － －

处理组保存 １ｄ ５．２１ ０．９５ －０．０８ ０．１３ －０．１４ －０．０３

３ｄ ５．１１ ０．９１ －０．１８ ０．１７ －０．２５ －０．１０

５ｄ ５．１１ ０．９７ －０．１８ ０．２６ －０．２９ －０．０６

７ｄ ４．８９ ０．９７ －０．４０ ０．２８ －０．５３ －０．２８

　　注：－表示无数据。

２．５　反复冻融对血浆 ＨＣＶＲＮＡ稳定性的影响　处理组与

对照组差值平均值、标准差和差值的９５％犆犐见表５。各处理

组 ＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度小于或等于０．１０ｌｇ，处理组±

９５％犆犐≤０．１５ｌｇ。反复冻融３次的结果与对照组之间差异无

统计学意义（犘＞０．０５），但反复冻融１次和５次的结果与对照

组之间差异有统计学意义（犘＜０．０５），反复冻融１次和５次的

结果之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表５　反复冻融的血浆 ＨＣＶＲＮＡ稳定性（狀＝２２）

冻融

次数

ＨＣＶＲＮＡ水平

（ｌｇＵ／ｍＬ）

均值 标准差

ＨＣＶＲＮＡ水平

差值（ｌｇＵ／ｍＬ）

均值 标准差

９５％犆犐

（ｌｇ）

下限 上限

对照组 ５．２９ ０．８７ － － － －

处理组冻融 １次 ５．２０ ０．９３ －０．１０ ０．１４ －０．１５ －０．０３

３次 ５．２６ ０．８９ －０．０３ ０．１１ －０．０８ ０．０２

５次 ５．２０ ０．８７ －０．０９ ０．１３ －０．１５ －０．０４

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

ＨＣＶ核酸检测在血液筛查预防经输血传播丙型肝炎、临

床诊断、评价抗病毒治疗效果和预后中至关重要［８］，待测样本

在保存和运输中ＲＮＡ裂解直接影响病毒的检出，从而增加检

测结果为假阴性的可能性。因此待测样本必须在适当条件下

进行保存和运输，以保证检测结果的准确性和可重复性。

差异有无统计学意义仅仅是统计结论，不一定在现实中有

意义，使用方法和样本量、样本中 ＲＮＡ水平分布的不同会影

响结果，因此并不具有决定性作用。判断 ＨＣＶＲＮＡ水平是

否显著降低还需要结合专业知识，目前尚无行业标准，根据文

献一般认为分子试验的试验内标准差为０．５０ｌｇ。因此如果差

值或９５％犆犐在±０．５０ｌｇ以下，即不认为核酸水平显著

降低［５７］。

曾有一些学者针对 ＨＣＶ血样的保存进行研究。Ｂａｌｅｒｉｏｌａ

等［５］报道样本在－２０℃冻存１．２年后，ＨＣＶＲＮＡ水平与对

照组相比，差异有统计学意义，但降低不超过０．５０ｌｇ，认为这

种ＲＮＡ损失在试验误差范围内，对临床判断的影响不大
［６］。

本研究结果发现，样本在－２０℃保存１周和２周的结果与对

照组比较差异无统计学意义，－２０℃保存３周和４周的结果

与对照组比较差异有统计学意义。样本在－２０℃冻存１周

后，与对照组相比，ＨＣＶＲＮＡ水平增加０．０３ｌｇ，这种水平升

高可能是由于试验误差引起的；冻存２～４周后，ＨＣＶＲＮＡ水

平平均有所下降，但均不超过０．１４ｌｇ，±９５％犆犐也小于

０．２０ｌｇ。

Ｇｅｓｓｏｎｉ等
［７］指出，在４ ℃保存７ｄ的全血样本 ＨＣＶ

ＲＮＡ水平未见显著降低。Ｓｅｎｅｒ等
［８］的研究表明，非抗凝样本

在４℃保存５周，其ＨＣＶＲＮＡ水平仍然稳定。本研究中４℃

保存３～１２ｄ的结果与对照组比较差异均有统计学意义，但各

处理组 ＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度不超过０．３９ｌｇ，值得注意的

是４℃保存１２ｄ后处理组的９５％犆犐下限为－０．５０ｌｇ，达到了

人们普遍接受的分子试验内标准差，其他处理组±９５％犆犐不

超过０．２４ｌｇ。因此，样本在４℃保存１２ｄ可能会影响 ＲＮＡ

水平的检测。

Ｇｒａｎｔ等
［９］研究表明，血浆样本在２５℃放置５ｄ，ＨＣＶ

ＲＮＡ水平（０．２０ｌｇ）显著降低。Ｃｏｍｅｒｔ等
［６］的研究表明，室温

下放置１、２、３ｄ与对照组比较差异有统计学意义，但处理组与

对照组的ＨＣＶＲＮＡ差值平均值不超过０．２０ｌｇ。而本研究室

温保存１ｄ的结果与对照组比较差异无统计学意义，保存３、６、

９ｄ的结果与对照组之间差异均有统计学意义。各处理组

ＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度不超过０．４０ｌｇ，但室温保存７ｄ处理

组的９５％犆犐下限为－０．５３ｌｇ，分子试验内标准差其他处理

组±９５％犆犐均小于０．２９ｌｇ，说明样本在室温保存７ｄ可能会

使 ＨＣＶＲＮＡ水平明显降低。

ＲＮＡ保存最常用的方法是冻存，已有一些学者针对冻存

对 ＨＣＶＲＮＡ的影响进行了研究
［１０１１］。近期Ｂａｌｅｒｉｏｌａ等

［５］报

道，样本在－７０℃冻存９年后，ＨＣＶＲＮＡ水平与对照组相

比，差异有统计学意义，但降低不超过０．５０ｌｇ，认为这种ＲＮＡ

损失在试验误差范围内，对临床判断的影响不大。但是反复冻

融会影响 ＨＣＶＲＮＡ的稳定性。Ｇｅｓｓｏｎｉ等
［７］指出，反复冻融

５次后 ＨＣＶＲＮＡ水平显著降低。但Ｃｏｍｅｒｔ等
［６］的研究表

明，样本经过反复冻融１０次，与对照组差异仍无统计学意义。

本研究中反复冻融３次的结果与对照组之间差异无统计学意

义，但反复冻融１次和５次的结果与对照组之间差异有统计学

意义，各处理组ＨＣＶＲＮＡ平均下降幅度不超过０．１０ｌｇ，处理

组±９５％犆犐不超过０．１５ｌｇ。

以往一些研究结果差异在一定程度上可能与样本的选择，

如血清或血浆，乙二胺四乙酸抗凝或柠檬酸盐抗凝等，ＨＣＶ

ＲＮＡ检测的方法、统计学方法、判断标准及样本量的不同有

关。本研究选择２２份覆盖 ＨＣＶＲＮＡ高、中、低浓度的血浆

样本，通过不同的保存条件和不同的时间，可以总结出：血浆样

本在－２０℃保存４周、４℃保存９ｄ、室温保（下转第２９４页）
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看，该仪器有以下几个特点：（１）系统的重现性好、精密度高。

对每一份标本只做一次检验就可以发出报告，这要求检测系统

检出的结果必须具备良好的重现性。精密度是检测重现性的

关键指标，在所检测的１２个项目中，犛批内 和犛总 均低于厂家声

明，说明精密度良好，测定结果稳定。（２）检测结果准确度高。

与参加卫生部临床检验中心室间质评的检测系统比对，结果偏

移均在ＣＬＩＡ′８８规定的范围内。说明Ｃｏｂａｓｃ７０１全自动生化

分析仪检测结果准确，可以用于临床标本检测。（３）线性范围

良好。通过线性范围的验证，检测系统具有良好的线性（回归

系数为０．９９９４～１．００００），测定项目期望值与测定值相关系

数良好，符合临床测试要求。

全自动生化分析仪测定过程涉及光学、生物化学、分析化

学、热工学、精密机械、自动化控制、电子等学科［７］。为了保证

该检测系统检验结果的准确性和可靠性，仪器应由持上岗证的

专人负责操作和维护，并严格按照操作规程进行操作和保养，

定期进行维护保养、清洗比色杯等，这样才能得到有效

保证［８９］。

综上所述，罗氏Ｃｏｂａｓｃ７０１全自动生化分析仪是具有良

好精密度、准确度，线性良好的检测系统。该仪器既能满足临

床要求，又符合标准化实验室质量管理的要求，是一种经济实

用的全自动生化分析仪。
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存５ｄ和反复冻融５次，对 ＨＣＶＲＮＡ检测影响不明显，但

４℃保存１２ｄ和室温保存７ｄ后，ＲＮＡ水平显著降低，应避免

在这种条件和时间下保存和运输血浆。
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