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不同方法处理核酸片段的对比研究"

黄小晔!彭!丽!梁剑琦!陈!伟#

湖南省娄底市中心医院检验科!湖南娄底6*9"""

!!摘!要"目的!探讨不同处理方法对核酸片段的清除效果!为核酸检测实验室尤其是基层实验室寻求简单
方便又行之有效的实验室污染处理方法$方法!分别用905乙醇&含氯消毒剂&紫外线处理!种不同长度"*!"
J'和*+""J'#的高水平核酸片段!利用琼脂糖电泳技术及凝胶成像技术验证核酸片段的完整性!比较#种方
法对核酸片段的清除效果$结果!905乙醇&紫外线对核酸片段的清除无明显效果!含氯消毒剂在有效氯终水
平'!0""LN%-时能有效清除核酸片段$结论!36消毒液是最常见的含氯消毒剂!配置适合水平的36消毒液
能有效处理实验室的核酸污染!值得在基层实验室大力推广应用$

关键词"核酸检测'!实验室污染'!含氯消毒剂'!905乙醇'!紫外线
中图法分类号"866+40 文献标志码", 文章编号"*+9!&2600"!"!##"2&*#*#&"#

!!新型冠状病毒$以下简称新冠病毒%感染的症状
不同于典型肺炎#且对常规抗病毒治疗无效)在我国
最新版本诊疗方案中#新冠病毒核酸检测仍为诊断提
供直接证据**+#现在最常用的是实时荧光定量反转录

1(8法#它是一种灵敏度和特异度高且已在临床广泛
使用的感染性病原体核酸检测技术*!&#+)尽管核酸检
测技术有诸多优点#但由于其超高的灵敏度#一旦实
验室出现极微量的核酸污染#很容易导致假阳性#从
而影响检测的准确性)有数据显示#实验室假阳性的
发生率达25"095*6+)假阳性的结果跟实验室污染
有非常紧密的联系#而实验室污染主要出现在标本处
理环节的抽提核酸'检测环节的扩增产物和阳性质控
的泄露等#这些情况均会导致严重的实验室污染)目
前主要通过严格的带负压分区的物理隔绝方法及实

验室标准操作规程防止核酸污染*0&++#但是这种方法
只能延缓污染不能清除已经发生的污染)如何能够
避免实验室污染的产生及污染产生后如何快速地消

除#对于基层实验室来说是十分重要而且紧急的任
务)本研究选取#种常见处理方式$905乙醇'紫外
线'含氯消毒剂%分别对!种不同长度$*!"J'和

*+""J'%的高水平$$*"*#C:'>"L-%核酸片段进行
清除#以!种核酸片段的混合液作为阳性对照#利用
实时荧光定量1(8和琼脂糖电泳及凝胶成像技术#
比较不同处理方法对核酸的清除效果)

$!材料与方法

$4$!仪器与试剂!,U_90""荧光定量1(8仪和X&
[@=_L;N@G凝胶成像系统购自赛默飞世尔公司#电泳
仪购自北京君意东方电泳设备有限公司#西班牙琼脂
糖'荧光定量1(8试剂盒'标志物'引物探针购于大
连宝生物有限公司)

$4/!方法

$4/4$!905乙醇清除核酸!将*""$-混有!种核
酸片段的混合液与等体积905乙醇混匀#处理时间分
别为"40'!4"'+4"B#每隔半小时振荡混匀一次#取0

$-为模板进行实时荧光定量1(8验证降解效果#同
时取0$-模板采用凝胶电泳$*5琼脂糖%验证核酸
片段的完整性)

$4/4/!紫外线清除核酸!将*""$-混合液暴露在
紫外线下$紫外强度'2"$Y"CL!%#暴露时间分别为

"40'!4"'+4"B#加入适量纯水使暴露后最终体积仍为
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*""$-#取0$-为模板进行实时荧光定量1(8验证
降解效果#同时取0$-模板采用凝胶电泳$*5琼脂
糖%验证核酸片段的完整性)

$4/4'!含氯消毒剂清除核酸!将*""$-混合液分
别与等体积有效氯水平$分别为0""'*"""'!0""'

0"""LN"-%的36消毒液混匀#处理!B#期间每隔半
小时振荡混匀一次#采用凝胶电泳$*5琼脂糖%鉴定
不同水平下36消毒液对核酸片段的影响)

选取有效氯水平!0""LN"-的36消毒液#将

*""$-混合液与其等体积混匀#分别处理*0'#"'+"
LD<#采用凝胶电泳$*5琼脂糖%鉴定此水平下36消
毒液处理不同时间对核酸片段的影响)

/!结!!果

/4$!不同方法处理核酸片段的效果!905乙醇和紫
外线处理+B以后#对高水平核酸片段清除无效#有效
氯终水平'!0""LN"-可以有效降解核酸片段)见
表*)

表*!!不同方法处理!种核酸片段的效果

核酸类型
905乙醇时间$B%

"40 !4" +4"

紫外线时间$B%

"40 !4" +4"

含氯消毒剂水平$LN"-%

0"" *""" !0"" 0"""

短片段 无效 无效 无效 无效 无效 无效 无效 无效 有效 有效

长片段 无效 无效 无效 无效 无效 无效 无效 无效 有效 有效

/4/!905乙醇对核酸片段的清除效果!905乙醇处
理"40'!'+B后#琼脂糖凝胶电泳显示核酸片段完整
性相对于阳性对照无明显改变#实时荧光定量1(8
的()值$*04#!f"4*"%亦无明显差别)见图*)

!!注!$为*""J'"*0""J'.%,标志物(*为阳性对照(!为处理

"40B的混合液(#为处理!4"B的混合液(6为处理+4"B的混合液)

图*!!905乙醇对核酸清除效果的电泳图

/4'!紫外线对核酸片段的清除效果!紫外线分别照
射"40'!4"'+4"B后#琼脂糖凝胶电泳显示核酸片段
完整性无明显变化#荧光定量1(8的()值$*6490f
"4"+%无明显差别)见图!)

!!注!$为*""J'"*0""J'.%,标志物(*为阳性对照(!为照射

"40B的混合液(#为照射!4"B的混合液(6为照射+4"B的混合液)

图!!!紫外线对核酸清除效果的电泳图

/41!含氯消毒剂对核酸片段的清除效果

/414$!水平因素!有效氯终水平'!0""LN"-的含
氯消毒剂能有效去除!种不同长度的核酸片段#而终
水平&*"""LN"-时#对高水平核酸没有清除能力)
见图#)

!!注!$为*""J'"*0""J'.%,标志物(*为阳性对照(!为0"""

LN"-含氯消毒剂的混合液(#为!0""LN"-含氯消毒剂的混合液(6为

*"""LN"-含氯消毒剂的混合液(0为0""LN"-含氯消毒剂的混合液)

图#!!鉴定含氯消毒剂对核酸的清除效果电泳图

/414/!时间因素!有效氯终水平为!0""LN"-的
含氯消毒剂在处理#"LD<及以上时#可有效降解高
水平核酸片段)见图6)

!!注!$为*""J'"*0""J'.%,标志物(*为处理*0LD<的混合

液(!为处理#"LD<的混合液(#为处理+"LD<的混合液)

图6!!!0""LN)-含氯消毒剂处理不同时间对核酸清除
效果的电泳图

'!讨!!论

!!由于核酸检测的广泛'快速普及#大量基层实验
室开展了核酸检测#伴随出现的最突出问题便是核酸
污染导致的假阳性结果#因为1(8产物拷贝量一般
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为*"*#C:'>"L-#远高于试剂所提供的0""C:'>"L-
的检测限#所以极微量的1(8产物污染#就可造成假
阳性)严格的物理分区及逐级负压#能最大限度地减
少污染的产生#但是无法彻底避免)而且大量基层实
验室没有条件做到严格物理分区#负压实验室更加困
难#因此#防止和清除核酸污染是基层实验室迫切需
要考虑的问题)实验室检测完成后采用房间固定和
$或%可移动紫外灯紫外照射!B以上#用"4!5含氯
消毒剂或905乙醇对实验台面'地面'生物安全柜等
消毒处理#若有渗漏污染则用"4005含氯消毒剂
处理*9+)

乙醇通过使蛋白质脱水'变性凝固达到灭活病毒
的效果#它不会直接破坏.%,*3+)实验室常通过喷
洒乙醇对气溶胶进行物理沉降再联合含氯消毒剂或

核酸去除剂等清除核酸污染*2+)本研究结果证明

905乙醇独立使用时对清除核酸片段无明显效果)
清除核酸污染主要是通过双链间的氢键断开变成单

链结构和形成光化产物如嘧啶二聚体等#从而改变

.%,的生物活性#使微生物自身不能复制而致死)
郭灵安等**"+研究表明#低强度的紫外线+"$Y"CL!

对小片段核酸污染的消除效果并不理想#本研究结果
显示普遍存在于各实验室的紫外灯$紫外强度'2"

$Y"CL!%对清除核酸片段并无明显效果#该研究结果
与上述文献结果相似)含氯消毒剂产生的次氯酸和
新生态氧能氧化蛋白质并直接裂解核酸#它在分子诊
断实验室的使用价值已经得到证实***+#但含氯消毒剂
的具体适宜水平和作用时间并不明确)陈茂义等**!+

发现0""LN"-的有效氯水平作用#"LD<不能破坏
存在于完整新冠病毒内的核酸成分#但是*"""LN"-
及以上的有效氯水平作用#"LD<后可以破坏)安超
等**#+研究发现!"""LN"-的含氯消毒剂能有效去除
单独存在的核酸片段#但并未说明具体作用时间)由
于本研究采用的是高水平的核酸片段$$*"*#C:'>"

L-%#明显高于标本内病毒含量或单独的阳性质控品
$*"0C:'>"L-%#且因过高的有效氯水平会破坏1(8
反应试剂成分如酶类#故采用琼脂糖凝胶电泳鉴定其
效果#得出的最低可清除高水平核酸的含氯消毒剂水
平是!0""LN"-#且至少需要#"LD<才能完全清除)

综上所述#有效氯终水平'!0""LN"-的含氯消
毒剂处理至少#"LD<后能有效清除不同长度的高水
平核酸片段#但是905乙醇和紫外线处理+B后对高
水平核酸片段的清除效果不明显)36消毒液是一种
廉价并广泛使用的含氯消毒剂#它在灭活病毒和清除

核酸污染方面都具备非常明显的效果#在基层实验室
大力推广的同时必须要关注它的使用水平和时间#以
达到预期效果)
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