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摘
!

要"目的
!

比较基于
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全自动核酸提取系统的磁珠法与基于手工的煮沸法核酸提取在人乳头

瘤病毒"

1!W

%

,;<=

分型中的应用&方法
!

收集
?>

份宫颈脱落细胞标本用于两种
;<=

提取方法检测结果的

比对$利用同一混合阳性标本分装后加入系列水平的血红蛋白"

1H

%!评价抗
1H

干扰能力$收集
C'

份临床棉拭

子标本!分析两种方法对皮肤破溃或男性生殖道分泌物
;<=

的提取效率&结果
!

?>

份临床标本!两种方法检

测结果一致率为
?$&AB
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%$磁珠法内参
-I8H20

及
1!W

各亚型的信号值均显著高于煮沸法"

=a7&7'A

'

@&>A>

!

K

'

'&'(

%&

1H

水平
%

$A

L

#

Q

时煮沸法
1!W,;<=

分型失败!而磁珠法信号值不受
1H

干扰&

C'

份棉

拭子标本!磁珠法和煮沸法检测成功率均为
7'&'B

!阳性率分别为
(@&%B

'

@$&AB

"

Ka'&(>@

%&结论
!

相比手

工提取的煮沸法!基于
!./,<=D

全自动病毒核酸提取系统的磁珠法具有操作简便'规范'通量高等优点&两种

方法具有一定可比性!磁珠法核酸提取效率高于煮沸法!且不受
1H

干扰!更适于临床应用&
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人乳头瘤病毒$

1!W

&是乳多空病毒科的一组

;<=

病毒#目前已鉴定出
$@'

多种
1!W

基因型+

$

,

'

人类是
1!W

唯一宿主#男女老少皆可被感染'除低

危亚型$

Q#,1!W

&主要感染手)足皮肤#口腔黏膜和
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泌尿生殖道上皮细胞等引起疣变外#高危亚型$

1#,

1!W

&致癌性较强#可引起包括宫颈癌)口咽部和口腔

舌鳞状细胞癌+

%

,

)外阴癌+

C

,

)头颈癌等在内的恶性病

变+

@

,

'因此#

1!W

基因分型检测对于高危人群疾病

的预防)早期诊断)治疗方案制订和疫苗的开发应用

等具有重要指导意义'

1!W,;<=

的提取是各种基于核酸技术进行

1!W

分型的基础#其提取效率的高低直接影响检测

结果和临床诊疗'本研究采用成熟的流式荧光杂交

技术进行多重聚合酶链反应$

!"#

&后续的杂交分

型+

(,>

,

#借助临床常规宫颈脱落细胞标本及棉拭子标

本#体外模拟溶血环境进行了基于手工提取的煮沸法

和基于
!./,<=D

全自动核酸提取系统的磁珠法在核

酸提取中的比较#现报道如下'

$

!

资料与方法

$&$

!

一般资料
!

标本来源于南京医科大学附属苏州

市立医院妇科)宫颈门诊)皮肤性病科)泌尿及生殖科

门诊患者'收集
?>

份常规宫颈脱落细胞标本)

C'

份

皮肤及男性生殖道拭子标本进行试验'采集血红蛋

白$

1H

&水平为
$C>

L

"

Q

的患者血常规标本#用未采样

脱落细胞保存液分别稀释至
>7&''

)

C@&''

)

$A&''

)

7&('

)

@&%(

)

%&$C

)

$&'>

及
'&(C

L

"

Q

备用'

$&/

!

仪器与试剂
!

磁珠法核酸提取试剂来自上海浩

源生物科技有限公司%煮沸法
1!W

核酸提取试剂)

1!W

核酸扩增试剂)流式荧光杂交法
1!W

分型试剂

盒及宫颈脱落细胞保存液来自上海透景生命科技有

限公司%酚抽提法试剂盒来自江苏泰州硕世生物科技

有限公司'仪器主要有
!./,<=D

全自动核酸提取系

统$美国
!/.R20VIM/.

公司&)

W/..2F2?>

孔梯度
!"#

仪$美国
=+Z

公司&)

Q4M20/Y%''

流式荧光点阵仪$上

海透景生命科技有限公司&)

+28/.

恒温金属浴等'

$&'

!

方法

$&'&$

!

标本采集
!

所有标本采集均经医师征得患者

同意并承诺保护患者隐私'宫颈脱落细胞标本!先用

棉拭子轻轻拭去宫颈口分泌物#再用专用采样刷插入

宫颈内
$

!

%5M

#紧贴宫颈口#稍用力转动
C

圈#将采

样刷放入标本保存液中#轻摇洗涤数次#以便得到尽

可能多的宫颈脱落细胞%皮肤脱落细胞采用无菌棉拭

子#反复擦拭病变部位获得%泌尿生殖系统标本采用

无菌棉拭子插入阴茎内
$

!

%5M

#轻轻旋转
%

圈停留

$

!

%M20

以获得足够多的分泌物'

$&'&/

!

1!W,;<=

提取
!

$

$

&磁珠法!将标本充分混

匀#转移
(''

#

Q

至标本管#置于
!./,<=D

全自动核

酸提取系统标本架$标本需要量
C''

#

Q

#一次可检测

?>

份标本&'标本首先经过抽提液的裂解释放
1!W,

;<=

#再在磁珠的吸附作用和电磁场作用下#经过
%

次洗涤充分去除杂质#最后经洗脱液使
1!W,;<=

与

磁珠分离#含有
1!W,;<=

的洗脱液用于
!"#

扩增'

$

%

&煮沸法!将标本充分混匀#取
C''

#

Q

至
V!

管#

$C'''.

"

M20

离心
(M20

吸弃上清液#加核酸提取液

%''

#

Q

充分振荡混匀#

$'' ]

裂解
$' M20

#

$C'''

.

"

M20

离心
(M20

#上清液用于
!"#

扩增'$

C

&酚抽提

法!将标本充分混匀#取
C''

#

Q

至
V!

管#

$C'''

.

"

M20

离心
(M20

吸弃上清液#加
@''

#

Q

裂解液反复

抽打#利用吸附柱
%

次洗涤去除杂质#换新收集管#加

('

#

Q

洗脱液洗脱吸附柱上的
;<=

用于
!"#

扩增'

$&'&'

!

1!W,;<=

扩增
!

取
(

#

Q1!W,;<=

模板

加入分装好的扩增试剂#总体系
%'

#

Q

#按下列条件进

行多重
!"#

扩增!

?( ] ( M20

%

?( ] C'E

#

(7 ]

C'E

#

>7] C'E(

个循环%

?( ] C'E

#

(( ] C'E

#

>7]C'EC'

个循环'

$&'&1
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杂交与检测
!

将扩增后的
;<=

产物与探针

进行杂交#不同型别的
1!W

结合到不同的探针上去#

待测的
;<=

产物再与荧光物质藻红蛋白标记的链霉

亲和素$

)=,!V

&结合#进行流式分析检测'通过判断

何种编码微球及荧光强度#得到数字化结果#通过专

用软件分析确定
1!W

型别'条件!取扩增产物
C

#

Q

#

加入
%%

#

Q

微球杂交液
?(](M20

#

@7]C'M20

%加

入
)=,!VA(

#

Q

#

@7]

孵育
$(M20

'

-I8H20

信号值

低于
$('

表示试验失败#信号值为
$('

!'

C''

为弱

阳性#信号值
&

C''

为阳性'

$&'&2

!

抗
1H

干扰试验
!

将
@

份无
1H

污染的

1!W,(7

型阳性患者标本混合并分装成
$7

管$磁珠法

与煮沸法各
?

管#每管
C''

#

Q

&#

$C'''.

"

M20

离心

(M20

吸弃上清液后分别加入上述
?

种不同水平的

1H

保存液
C''

#

Q

#

T%' ]

反复冻融后进行
1!W,

;<=

提取'

$&1

!

统计学处理
!

采用
)!))$?&'

统计软件进行统

计分析#计量资料采用
:fB

表示#组间比较采用
=

检

验#计数资料以率表示#组间比较用
@+BC3AQB

精确概

率法#以
K

'

'&'(

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/&$

!

两种核酸提取方法结果比较
!

将
?>

份临床标

本混匀后各取
C''

#

Q

用磁珠法和煮沸法进行核酸提

取'两种核酸提取方法检测结果一致率为
?$&AB

$
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份标本检测不一致#采用酚抽提法进行验

证#结果与磁珠法一致#均为弱阳性 $信号值为

$('

!'

C''

&'磁珠法内参
-I8H20

及阳性标本
1!W

亚型信号值均显著高于煮沸法$

=a7&7'A
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K
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&'见表
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表
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两种核酸提取方法检测结果比较$

&

%

煮沸法
磁珠法

阳性 阴性
总计

阳性
>@ ' >@

阴性
7 %@ C%

总计
A% %@ ?>
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!

抗
1H

干扰试验
!

体外模拟不同
1H

水平的血

性标本#采用两种方法进行核酸提取#检测结果及信

号值见表
%

#当
1H

水平大于
$A

L

"

Q

时#煮沸法
1!W,

(7

分型失败%而磁珠法不受
1H

干扰'

表
%

!!

不同
1H

水平下两种核酸提取方法的

!!!

检测结果$信号值%

标本号
1H

$

L

"

Q

&

煮沸法

-I8H20 1!W,(7

磁珠法

-I8H20 1!W,(7

$ $C>

'

$('&'

'

$('&' %???&' $(>%

% >7 $C>A&'

'

$('&' C%?%&' $7$@

C C@ C$%'&'

'

$('&' %?A%&' C''(

@ $A C'%?&' @7(&( C>?A&' %>%C

( 7&( %C%'&' %'('&' @C(>&' C'CA

> @&%( $?7@&' %'C(&' CAC$&' %(>%

A %&$%( %'C%&' $7%A&' @C%(&' %>7(

7 $&'>%( C$%%&( %A7>&' @@?>&' %A7@

? '&(C$%( CA>(&' %?%'&' @%>C&' %7A'

/&'

!

C'

份棉拭子标本检测结果
!

将
C'

份棉拭子浸

泡在
A''

#

Q

生理盐水中
$'M20

充分洗脱细胞#混匀

后各取
C''

#

Q

进行检测'两种方法均成功检出内参

-I8H20%@

份标本$

7'&'B

&#

(

份标本均检测失败'另

外#磁珠法
1!W

阳性率为
(@&%B

#而煮沸法为

@$&AB

$

Ka'&(>@

&'见表
C

'

表
C

!!

C'

份棉拭子标本检测结果$

&

%

煮沸法
磁珠法

阳性 阴性 检测失败
总计

阳性
$' ' ' $'

阴性
% $$ $ $@

检测失败
$ ' ( >

总计
$C $$ > C'

'

!

讨
!!

论

!!

随着人们健康意识的增强#

1!W

筛查项目得到

普及#检查量与日俱增'迄今为止#

1!W

筛查不仅应

用于女性妇科疾病+

A

,

)皮肤性病检查+

7

,

#还广泛应用

于男性泌尿及生殖系统疾病检查+

?

,

'多重
!"#,

流式

荧光杂交技术检测
1!W,;<=

分型在临床中已广泛

应用+

(,>

,

#但在实际工作中#影响因素较多#如实验室

条件)实验人员技术)标本状态等'日常工作中发现#

虽然严格遵循采样操作程序或避开经期取样#相当部

分患者的脱落细胞标本仍带有明显血性#这可能是采

样不慎#或更多由于采样部位发生病变所致'而皮肤

科患者及男性患者所采集的棉拭子标本通常细胞含

量较少'血性标本)细胞量少的标本可通过影响核酸

提取的质和量导致检测失败#因此采用纯度好)效率

高的核酸提取技术至关重要'为此#本研究对基于手

工提取的煮沸法和基于
!./,<=D

全自动核酸提取系

统的磁珠法的核酸提取效率进行了比较#旨在解决检

验工作中的实际问题#更好地服务临床'

;h)̀ \X=

等+

$'

,指出#尽管是来源于同一份

1!W

标本#前处理方法的不同也会导致
1!W

分型的

差异'为使结果具有可比性#本研究在试验设计上除

核酸提取过程不同外#其余操作包括标本量)模板上

样量)扩增试剂)扩增程序及结果读取均相同'对比

试验显示#两种方法结果一致性为
?$&AB

#说明两种

核酸提取方法具有可比性%而
7

份结果不一致的标

本#经酚抽提法验证#其结果与磁珠法一致#均为弱阳

性#说明磁珠法对于病毒表达量低的标本更敏感'磁

珠法内参
-I8H20

及
1!W

亚型信号值均显著高于煮

沸法也支持上述观点'

通过体外模拟不同程度溶血环境发现#

1H

对以

煮沸变性为原理的核酸检测技术存在干扰#而对以磁

珠法为提取原理的检测则无干扰#并且各种
1H

水平

下的信号值相差不大'研究表明#标本中的红细胞可

通过血红素的卟啉环与
DG

N

酶产生不可逆结合而抑

制
DG

N

酶的活性#导致
!"#

反应受到抑制'溶血血

清和非溶血血清其乙型肝炎病毒$

1+W

&

,;<=

荧光

定量
!"#

检 测 结 果 差 异 有 统 计 学 意 义 $

K

'

'&'(

&

+

$$

,

'而谢秋华等+

$%

,研究得出#

1!W,;<=

扩增

检测结果不受溶血标本影响#可能与其实验的最高

1H

水平仅为
$'

L

"

Q

有关'

本课题组认为#溶血会抑制
!"#

反应毋庸置疑#

不同学者得出的不同结论主要取决于所用核酸提取

方法是否能有效去除各种抑制物'本研究中的煮沸

法操作简便#但提取过程无纯化步骤#黏蛋白)免疫球

蛋白)蛋白酶和多糖等内源性
!"#

抑制物无法去除#

通过干扰核酸提取过程的细胞裂解或者通过抑制

;<=

聚合酶活性而干扰
!"#

反应+

$C

,

'而磁珠法首

先将游离的核酸分子特异地吸附到磁性颗粒表面#与

蛋白质等杂质分离#在磁场作用下经过
%

次洗涤#血

红素中的卟啉环和黏蛋白等干扰物均能被有效去除#

从而保证核酸提取的高纯度'酚抽提法则是以吸附

柱为纯化介质#其亦能有效去除杂质#检测结果支持

磁珠法'

对于棉拭子标本#实际工作中检测失败的概率较

高#本研究中
C'

份标本有
(

份标本采用两种方法均

检测失败#说明采样失败的可能性极大#结果报告为

内对照信号低'而成功检测的
%@

份标本中#磁珠法

的阳性率高于煮沸法#虽然差异无统计学意义$

K

%

'&'(

&#仍可说明在细胞含量较少的情况下#磁珠法能

够更加充分地提取标本核酸#从而提高检测的敏感度

和结果准确度'

美国
!/.R20VIM/.

公司生产的
!./,<=D

全自动

核酸提取系统#是由美国
dG04E

全自动加样平台和德

国
"J/M

L

25

磁珠提取技术综合而成#一次性可处理
?>

(
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份标本#实现了磁珠法提取的全自动化#顺应了实验

室检测自动化的发展趋势'该平台还可进行血清

;<=

的提取用于
1+W,;<=

定量检测+

$@

,

#用途

广泛'

与煮沸法相比#磁珠法提取的核酸纯度更高#提

取效率更高#能够提高下游检测敏感度#在临床常见

血性标本和皮肤)泌尿生殖道棉拭子标本
1!W

的核

酸检测中具有明显优势'全自动平台的使用能减少

人力)物力成本#避免人为失误#提高工作效率'综上

所述#基于
!./,<=D

全自动核酸提取系统的磁珠法

操作简便)规范#检测通量高#抗干扰能力强#更适应

于临床'
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