
３　讨　　论

临床实验室需要检测的多重耐药菌（ＭＤＲＯ）主要是获得

性耐药菌［１］，而此类耐药菌的耐药生理化学机制有以下几点：

（１）灭活酶和纯化酶的产生；（２）抗菌药物渗透障碍；（３）药物作

用的靶位改变；（４）代谢途径改变等
［２］。目前，葡萄球菌对青霉

素和大环内酯类抗菌药物具有５０％以上的耐药率
［３］。已经可

以肯定的是，新抗菌药物的开发无法跟上细菌耐药进化的步

伐。因此合理使用现有抗菌药物，控制细菌耐药的传播就成为

解决细菌耐药问题的关键［４］。

日常细菌耐药性监测工作中需要一种简便、实用的检测多

重耐药菌的实验方法。ＫＢ法是 ＷＨＯ推荐的方法，其目的在

于技术的简单和可重复性［５］，ＫＢ法还可察觉异型耐药菌株和

污染菌株［６］，是比较经典的手工药敏试验方法，但目前不能完

全自动化操作，工作量大时手工操作费工费时，而且仅对生长

较快的细菌，ＫＢ法药敏试验已经标准化了
［６］，但适用范围有

限。ＭＩＣ法是近年来临床微生物实验室应用较多的抗菌药物

体外药敏试验方法，其优点是一块板可同时测定多种抗菌药

物，但 ＭＩＣ法试剂成本昂贵。本实验所用的国产自动化细菌

测定系统仪器和试剂成本远低于进口仪器，其鉴定药敏试剂板

可用于临床５００多种病原菌的鉴定和抗菌药物 ＭＩＣ半定量分

析，基本能满足常见的细菌鉴定和药敏试验，其药敏板的设置

和配置的报告软件根据ＣＬＳＩ标准进行设计，细菌鉴定和药敏

试验报告中可同时报告是否有常见 ＭＤＲＯ菌株的检测结果，

不需再用 ＫＢ法确认；该系统还配有 ＷＨＯＮＥＴ功能，可与

ＷＨＯ推荐的细菌耐性统计 ＷＨＯＮＥＴ软件连接，根据用户的

需求，可将检验结果直接导入 ＷＨＯＮＥＴ系统，不需要重新输

入，利用 ＷＨＯＮＥＴ软件可及时对日常细菌耐药性监测数据

进行回顾性分析，可持续改进药敏实验的质量，保证实验数据

的可靠性［７］。

综上所述，该国产自动化细菌测定系统 ＭＩＣ法对葡萄球

菌、大肠埃希菌和肺炎克伯菌等 ＭＤＲＯ检测结果与ＫＢ法基

本一致，并且操作方便，成本较低，结果可靠，特别适合中小型

医院。
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·检验技术与方法·

３种提取丙型肝炎病毒ＲＮＡ方法的比较

张宝华１，王　红
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（１．南京军区福州总医院二部检验科，福建福州３５０００３；２．北京总参管理保障部北极寺门诊部，北京１００１９１）

　　摘　要：目的　比较３种核酸提取方法提取血清丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）ＲＮＡ的效率及抗干扰能力。方法　收集３３６例丙型

肝炎伴高脂血症、高胆红素血症或高免疫球蛋白血症患者血清，采用Ｔｒｉｚｏｌ氯仿法、异硫氰酸胍法和固相吸附法提取血清中病毒

ＲＮＡ。以ＨＣＶＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ检测结果评价不同提取方法对ＨＣＶ检出率的影响。结果　在高脂血症、高胆红素血症和高

免疫球蛋白血症情况下，利用固相吸附法提取的ＲＮＡ模板，定量ＰＣＲ反应的 ＨＣＶ检出率均为最高（犘＜０．０５）。结论　提取血

清 ＨＣＶＲＮＡ以固相吸附法为佳。

关键词：丙型肝炎病毒；　ＲＮＡ提取；　聚合酶链反应

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２０．０４８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２０２７３６０２

　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）是单股正链ＲＮＡ

病毒，属于黄病毒科嗜肝病毒属［１］。ＨＣＶ是非甲非乙型肝炎

中导致慢性肝病的主要原因，全球约有１．７亿人感染
［２］。

ＨＣＶ主要经血液和血制品传播，因此，筛查血液及其制品中的

ＨＣＶ可有效降低 ＨＣＶ的传播概率。本文通过 Ｔｒｉｚｏｌ氯仿、

异硫氰酸胍、固相吸附法３种核酸提取方法对已经确认高血

脂、高胆红素和高免疫球蛋白丙型肝炎阳性患者血清进行病毒

ＲＮＡ提取，最后对病毒 ＲＮＡ荧光定量检测来比较３种方法

的检出率。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集临床送检的 ＨＣＶ阳性血清，经荧光定

量ＰＣＲ和酶联免疫测定均符合实验的阳性标本。其中，高血

脂样本１５８例，高胆红素样本１０７例，高免疫球蛋白样本

７１例。

１．２　试剂　Ｔｒｉｚｏｌ购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，异硫氰酸胍购自南京

探求生物技术有限公司，氯仿、无水乙醇、异丙醇等购于西陇化

工公司，用于固相吸附的二氧化硅颗粒购买于西格玛奥德里奇

（上海）贸易有限公司，ＨＣＶＲＮＡ试剂盒，英科新创（厦门）生

物公司生产，仪器为厦门安普利生物公司生产的全自动医用

ＰＣＲ分析系统型号 Ｇｅｎｅｌｉｇｈｔ９８００（试剂为该公司的配套试

剂）。

１．３　方法

１．３．１　ＲＮＡ提取方法　（１）Ｔｒｉｚｏｌ氯仿法：严格参照Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司试剂盒说明书进行操作。（２）异硫氰酸胍法：取５０μＬ
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血清，加人 ＲＮＡ 提取液１００μＬ混旋１０ｓ，（６０±５）℃温育

１０ｍｉｎ。平衡至室温，加入异丙醇２００μＬ，充分混匀１５ｓ，

１５０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，吸去上清液，加入５００ｍＬ７５％乙

醇，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，最终得到总ＲＮＡ。（３）固相吸

附法：固相吸附法主要通过固相二氧化硅颗粒作为吸附介质来

吸附核酸物质，具体方法参照文献［５］。

１．３．２　定量测定　制备的沉淀分别用反应缓冲液５０μＬ混

悬，取４５μＬ依次加入反应管中，混匀，稍微离心，置入荧光

ＰＣＲ扩增仪内。上机检测：（１）循环条件设置４２℃３０ｍｉｎ，

９５℃２ｍｉｎ。（２）进入以下循环：９５℃１５ｓ，５２℃５０ｓ（３０ｓ后

读荧光），４０循环。（３）仪器检测通道选择荧光素设定为Ｆ１

（ＦＡＭ）及Ｆ２（ＨＥＸ）；荧光信号采集设在５２℃３０ｓ；具体设置

方法严格参考仪器使用说明书。读取相应的ＣＴ值，根据文

献［６７］来判定结果。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计学分

析，计数资料用相对数表示，率的比较采对卡方检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

固相吸附的方法在 ＨＣＶＲＮＡ的检测中具有更好的检测

能力，荧光定量ＰＣＲ判定结果见表１。

表１　　３种方法提取 ＨＣＶＲＮＡ阳性率［狀（％）］

提取方法 狀 Ｔｒｉｚｏｌ氯仿法 异硫氰酸胍法 固相吸附法 χ
２ 犘

高脂血样本 １５８ ９５（６０．１３） １０１（６３．９２） １４９（９４．３０） ５５．９７９ ０．０００

高胆红素血样本 １０７ ７８（７２．９０） ８０（７４．７７） ９８（９１．５９） １４．０４４ ０．００１

高免疫球蛋白血样本 ７１ ４５（６３．３８） ４３（６０．５６） ６９（９７．１８） ３０．４２９ ０．０００

χ
２ － ４．６５５ ４．８８４ ２．４２１ － －

犘 － ０．０９８ ０．０８７ ０．２９８ － －

　　－：此项无数据。

３　讨　　论

提取ＲＮＡ时由于ＲＮＡ酶的广泛存在性，通过Ｔｒｉｚｏｌ氯

仿法、异硫氰酸胍法等方法，操作过程比较繁琐，步骤较多，因

此提取的核酸接触ＲＮＡ酶的概率大大增加。这直接导致提

取ＲＮＡ的提取效率大大降低。因此采取一种有效的提取方

法对于ＲＮＡ检测来说是至关重要的。

固相吸附法是利用特定固相载体，通过不同的作用力，如

静电作业，正负电荷等作用力的作用在适宜条件下，选择性的

吸附核酸，而不吸附蛋白质、脂类及糖类等物质，从而实现纯化

核酸的目的。固相吸附法具有快速简单，ＲＮＡ产物收率高、纯

度和稳定性好，反应重现性好等特点。对于血液筛查和检测来

说有要求这种提取方法要操作简便、重复性好、减少交叉污染、

能进行大量样本的处理等。因此固相吸附法通过固相吸附核

酸，直接在封闭的管进行荧光定量ＰＣＲ，操作步骤少，重复性

强、交叉污染少等是血液筛查和检测的最适方法。本研究发

现，通过固相吸附法测得的阳性样本阳性率较Ｔｒｉｚｏｌ氯仿法

和异硫氰酸胍法有很大的提高，而且对于不同类的血样来说检

测效率都没有发生太大的变化。这就说明固相吸附法有很好

的稳定性。

高脂样本、高胆红素样本和高免疫球蛋白样本是 ＨＣＶ感

染患者中经常出现的。因此对于溶剂裂解过程中对不同的样

本类型，提取ＲＮＡ的结果也有一定的影响。在Ｔｒｉｚｏｌ氯仿法

和异硫氰酸胍法中可以看到，对于高脂和高免疫球蛋白样本来

说高胆红素样本阳性检测率都较低。这其中的原因可能是高

脂样本和高免疫球蛋白样本中存在一定的乳糜微粒和蛋白

质［９］。对于溶剂提取ＲＮＡ过程中裂解离心去上清存在一定

的影响，而胆红素样本并不会有此影响。对于固相吸附方法来

说吸附的过程中直接去除一些蛋白质等杂质，只吸附核酸。因

此对于样本类型的影响并没有前两种方法大，阳性率都在

９０％以上。检测过程出现了一些假阴性，其原因可能在于低值

ＨＣＶ样本在运输或者低温条件下保存时间长短不同会导致样

本的降解［１０］，因此对样本的处理应低温运输，并且在最短的时

间内进行检测 ［１１］。
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