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"摘要#

!

目的
!

评价新型磁珠法肠道病毒核酸检测试剂"以下简称*磁珠法试剂+$的灵敏度和精密度%方法
!

对
%"#

份标本分别用磁珠法试剂和
/5;E04

法试剂进行肠道病毒
WN-

定性检测!评价其一致性和等效性!并比较两

种试剂的灵敏度和精密度%结果
!

磁珠法试剂与
/5;E04

法试剂的阳性符合率为
,()$*+

!阴性符合率为
!"")""+

!

总符合率为
,*)$&+

!

>0

EE

0

值为
"),',#

%磁珠法试剂的灵敏度高于
/5;E04

法试剂%对两个中'低浓度标本各重

复检测
!"

次!磁珠法试剂的变异系数"

9M

$为
")*#+

'

"),'+

!

/5;E04

法试剂为
%)"!+

'

!)#&+

%结论
!

新型磁珠法

试剂盒与
/5;E04

法试剂盒具有较高的一致性!其灵敏度'精密度优于
/5;E04

法试剂盒!可以用于临床肠道病毒核酸

检测%
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肠道病毒是引起手足口病的主要病原体+肠道病毒感染

会引起发热和手,足,口腔等部位的皮疹或疱疹#少数患者可能

出现无菌性脑膜炎,脑炎,急性弛缓性麻痹,神经源性肺水肿和

心肌炎等#个别重症患儿病情进展快#可导致死亡)

!.&

*

+

目前#国内检测肠道病毒一般采用
/5;E04

法提取核酸#需

要多次离心,洗涤,吸弃废液等一系列繁琐操作过程#在操作过

程中存在标本交叉污染的风险#而且大部分试剂没有预防假阴

性的内标监控系统#影响检测结果的准确性和重复性+在国家

传染病防治重大专项的支持下#基于磁珠法核酸提取的国产检

测试剂已成为主流研发方向+本研究对新型磁珠法肠道病毒

核酸检测试剂$以下简称.磁珠法试剂/%进行灵敏度,精密度和

临床应用质量考评)
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资料与方法

$)$

!

一般资料
!

收集
%"!&

年
!

月至
%"!#

年
$

月重庆医科大

学附属儿童医院和重庆市中医骨科医院$解放碑社区卫生服务

中心,南纪门社区卫生服务中心%咽拭子标本
%"#

份#其中男

!%*

例#女
('

例#年龄
!

!

,

岁+手足口病按照原卫生部颁布

的0手足口病诊疗指南1$

%"!"

年版%进行确诊+

$)/

!

仪器与试剂
!

磁珠法试剂购自湖南圣湘生物科技有限公

司(对比的
/5;E04

法试剂购自广州达安基因生物科技有限公

司+按照两种试剂盒的说明书步骤#分别进行核酸提取和检

测#上机检测在
J;D1/1?7<040

@A

公司的
-TF($""

实时荧光定

量
VLW

仪上进行+

$)'

!

方法

-

(",

-

检验医学与临床
%"!$

年
#

月第
!%

卷第
(

期
!
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5;4%"!$
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M04)!%
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N0)(

"

基金项目!重庆市渝中区科技三费资助科技计划项目$
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作者简介!黄长武#男#副主任检验师#硕士#主要从事细菌致病与耐药研究+

!

#

!

通讯作者#
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=<(($%'
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临床标本试验
!

对
%"#

例咽拭子临床标本提取核酸

后#在荧光定量
VLW

仪上进行检测#计算两种试剂的一致性和

>0

EE

0

值#对
>0

EE

0

值 的 参 考 评 价 原 则 如 下!

")($

$

>0

EE

0

&

!

#诊断一致性好(

")#

$

>0

EE

0

&

")($

#诊断一致性一

般(

"

&

>0

EE

0

&

")#

时#诊断一致性差#以
A

&

")"$

为差异有

统计学意义+考察试剂的等效性+

$)')/

!

磁珠法操作步骤
!

在
!)$9J

灭菌离心管中依次加入

'""

"

JWN-

提取溶液
!

,

%""

"

J

待测标本,

!""

"

JWN-

提取

溶液
%

#混匀
!":

后#室温静置
&"9;<

(瞬时离心后#将离心管

置于分离器上#

&9;<

后吸弃废液(向离心管中依次加入
'""

"

JWN-

提取溶液
&

,

%""

"

JWN-

提取溶液
#

#震荡混匀
$:

#

将离心管置于分离器上#

&9;<

后吸弃废液(向离心管中加入

&"

"

JWN-

洗脱液#冲洗磁珠#室温静置
!"9;<

#将离心管置

于分离器上#静置
&9;<

#将核酸溶液移入新的离心管中+

$)')'

!

/5;E04

法操作步骤
!

在
!)$9J

灭菌离心管中依次加

入标本
$""

"

J

,

/5;E04

试剂
$""

"

J

#充分混匀#室温放置
!"

9;<

(加入
%""

"

J

氯仿#拧紧离心管盖#用力震荡离心管#直至

溶液充分乳化#呈乳白状,无分相现象#室温静置
!"9;<

(于
#

d

,

!&"""5

"

9;<

离心
!$9;<

#吸取上层液相移入另一离心管(

加入等体积异丙醇#轻轻颠倒离心管#充分混匀液体#室温放置

!"9;<

(于
#d

,

!&"""5

"

9;<

离心
!$9;<

#弃上清液(向离心管

内加入
($+

乙醇
!9J

#震荡混匀#于
#d

,

!&"""5

"

9;<

离心

!"9;<

#弃上清液#在超净台中干燥
$9;<

(向离心管内加入试

剂盒中的焦碳酸二乙酯$

RZVL

%水
$"

"

J

#溶解核酸+

$)')1

!

灵敏度试验
!

选取
!

例强阳性肠道病毒标本#用生理

盐水稀释
!"

,

!""

,

!"""

,

!""""

,

%""""

,

#""""

倍(分别标记为

ZM.!

,

ZM.%

,

ZM.&

,

ZM.#

,

ZM.#)%

,

ZM.#)#

+用磁珠法和
/5;E04

法检测后#选取两种方法中#临界阳性较高检出限梯度浓度和

下一个梯度浓度标本作为灵敏度检测标本#每个标本重复检测

%"

次#计算标本的阳性率#考察试剂的灵敏度+

$)')2

!

精密度试验
!

从上述梯度标本中选取
ZM.%

,

ZM.#

$中,低%两个浓度作为精密度检测标本#每个标本重复检测
!"

次#计算标本的变异系数$

9M

%#考察试剂的精密度+

$)1

!

统计学处理
!

数据采用
SVSS!$)"

软件包进行统计学处

理#一致性分析采用
>0

EE

0

检验#以
A

&

")"$

为差异有统计

学意义+

/

!

结
!!

果

/)$

!

临床检测结果及分析

/)$)$

!

两种方法对
%"#

份标本的检测结果
!

两种方法的阳性

符合率为
,()$*+

#阴性符合率为
!"")""+

#总符合率为

,*)$&+

#见表
!

+经统计学处理#

>0

EE

0`"),',#

#

A

$

")"$

+

在
%

"̀)"$

检验水准下#磁珠法试剂和
/5;E04

法试剂及复核检

测结果的一致性有统计学意义#提示诊断一致性好+表明磁珠

法试剂与
/5;E04

法试剂对临床标本的检测结果具有等效性#准

确度更好+

表
!

!

磁珠法试剂与
/5;E04

法试剂检测结果比较&

1

'

磁珠法试剂
/5;E04

法试剂

^ X

合计

^ !%! & !%#

X " *" *"

合计
!%! *& %"#

/)$)/

!

不符标本的复核结果及分析
!

将
&

份磁珠法试剂与

/5;E04

法试剂的检测结果不符标本进行复检#对复检不符的标

本再进行测序复核#复检及测序的结果见表
%

+检测结果不一

致标本产生原因的分析!上述
&

份标本#磁珠法试剂盒检测为

阳性#

/5;E04

法试剂盒检测为阴性#经测序复核为阳性+可能

是由于这些标本的病毒载量较低#

/5;E04

法试剂盒在提取低浓

度标本时#容易出现操作失误#没有提取到肠道病毒核酸(也有

可能是这些标本在
/5;E04

法试剂盒引物探针设计的区域基因

发生稀有突变#导致无法检出+

表
%

!

不符合标本检测及复检复核结果

标本编号

对比试验检测结果

磁珠法

试剂

/5;E04

法

试剂

复检结果

磁珠法

试剂

/5;E04

法

试剂

测序复核

"%# ^ X ^ X

含肠道病毒核酸

!#% ^ X ^ X

含肠道病毒核酸

!$# ^ X ^ X

含肠道病毒核酸

/)$)'

!

内标系统对检测结果的影响
!

在临床标本的检测结果

中#有
'

份标本磁珠法和
/5;E04

法检测目标基因均为阴性#但

是磁珠法内标通道结果也为阴性#由此判断为假阴性+将标本

稀释
!"

倍后用磁珠法和
/5;E04

法检测目的基因均为阳性+内

标监测了标本提取和检测的整个过程#对内标的结果进行分析

后可以采取相应的对策#保证检测结果的准确性+

/)/

!

灵敏度结果比较
!

梯度标本检测结果见表
&

#发现磁珠

法试剂的最低检出限低于
/5;E04

法试剂#

/5;E04

法的临界阳性

标本检出浓度为
ZM.#)%

的浓度#所以选取
ZM.#)%

,

ZM.#)#

两个标本的浓度作为灵敏度试验标本#两个标本采用两种试剂

各检测
%"

次#计算标本的阳性率#磁珠法试剂检测
ZM.#)%

,

ZM.#)#

的阳性率均为
!"")""+

#而
/5;E04

法试剂检测
ZM.#)%

的阳性率为
$")""+

#检测
ZM.#)#

的阳性率为
")""+

#磁珠法

试剂的灵敏度高于
/5;E04

法试剂+

表
&

!

梯度标本检测结果

方法
ZM.! ZM.% ZM.& ZM.# ZM.#)% ZM.#)#

磁珠法试剂
^ ^ ^ ^ ^ ^

/5;E04

法试剂
^ ^ ^ ^ ^ X

/)'

!

精密度结果比较
!

磁珠法试剂对
ZM.%

,

ZM.#

两个标本

重复
!"

次检测的
9M

值分别为
")*#+

,

"),'+

#

/5;E04

法试剂

的
9M

值分别为
%)"!+

,

!)#&+

+磁珠法试剂的
9M

值均小于

/5;E04

法试剂的
9M

值#说明磁珠法试剂的精密度优于
/5;E04

法试剂+

'

!

讨
!!

论

!!

病毒核酸检测是基于核酸扩增检测技术的体外诊断技术#

目前已经广泛用于病原体检测,特定疾病的早期诊断和基因型

别鉴定等不同领域#而核酸的提取是核酸检测中的关键步骤+

目前常用的核酸提取方法有加热裂解法,酚
.

氯仿抽提法,柱提

法等)

*

*

#这些方法都采用手工操作#需要加热,反复离心,洗涤

等比较繁琐的过程+由于操作方法上的缺陷#在处理大量临床

标本时#容易造成标本间的交叉污染和核酸丢失#导致检测结

果出现假阳性和假阴性#影响检测结果的准确性和重复性+磁

珠法是近年发展迅速且被广泛应用的一种核酸提取方法#它将
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生物科学和纳米材料科学结合#具有传统核酸提取方法无法比

拟的优势#主要体现在!操作简单,用时短#整个提取流程只有

裂解,结合,洗涤,洗脱
#

步#大多可以在
&"

!

,"9;<

完成(安

全无毒#不使用传统方法中的苯,氯仿等有毒试剂#对试验操作

人员的伤害减少到最少(提取效率高#磁珠与核酸的特异性结

合使得提取的核酸纯度高,浓度大(可实现自动化,大批量操

作#目前已有
,'

孔的核酸自动提取仪#用一个样品的提取时间

即可实现对
,'

个样品的处理#满足临床大批量标本检测的

需求+

本研究运用磁珠法试剂盒和传统的
/5;E04

法试剂盒#对

%"#

例肠道病毒临床标本进行检测+发现磁珠法试剂与
/5;E04

法试剂的阳性符合率为
,()$*+

#阴性符合率为
!"")""+

#总

符合率为
,*)$&+

+对此结果进行
>0

EE

0

检验一致性分析#

结果表明磁珠法试剂与
/5;E04

法试剂检测的诊断结果具有很

好的一致性#符合临床检测要求+在临床检测的过程中#还发

现了
'

份标本的目的基因检测结果为阴性#而磁珠法内标通道

也为阴性#由此推断这
'

例标本的结果可能是假阴性+将这些

标本稀释后复检#证实为阳性+分析造成假阴性的原因#可能

是由于标本中含有
VLW

抑制物#经提取后仍未能去除(也可能

是操作过程中失误#没有提取到病毒核酸造成的+当检测结果

为阴性的标本内标通道也为阴性时#试验操作人员可以通过稀

释标本$稀释抑制物%或重新提取的方法进行复查#从而获得准

确的检测结果+在我国医药行业标准
cc

"

/!!*%.%"!"

0核酸

扩增检测用试剂$盒%1中#对我国最常见的传染病
UFM

,

UTM

,

ULM

核酸扩增试剂盒产品设计要求中规定!在产品设计中#应

加入全程参与的内标+可见内标系统的设计是重要且必要的+

通过磁珠法试剂和
/5E;04

试剂对肠道病毒低浓度标本的

灵敏度对比检测#发现磁珠法试剂的阳性检出率高#说明磁珠

法试剂的灵敏度较高+对肠道病毒中,低浓度标本进行精密度

检测#发现磁珠法试剂检测结果的
9M

值小于
/5;E04

法试剂的

9M

值#说明磁珠法试剂的重复性较好+

综上所述#磁珠法是一种快速有效的病毒核酸提取方法#

其内标系统可预防假阴性#在检测结果的分析中起到重要作

用+湖南圣湘生物科技有限公司的新型磁珠法肠道病毒核酸

检测试剂盒#将这两个技术有机地结合起来#是一种灵敏度高,

精密度好,可靠的肠道病毒核酸检测试剂#具有较高的临床应

用价值+
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