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改良固相吸附法在ＨＣＶＲＮＡ实时荧光定量检测中的应用
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２，倪二茹１△
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　　摘　要：目的　通过对固相吸附法的改良，探讨采用固相吸附法提取血清中丙型肝炎病毒ＲＮＡ在实时荧光定量检测中的应

用。方法　首先对 ＨＣＶＲＮＡ的提取方法进行改良，对固相载体纳米二氧化硅颗粒表面进行硅醇基化以提高其核酸吸附能力；

同时对病毒裂解液进行优化，获得异硫氰酸胍（ＧｕＳＣＮ）的最佳浓度用于 ＨＣＶＲＮＡ的提取；最后使用改良方法提取的 ＨＣＶ

ＲＮＡ进行实时荧光定量ＰＣＲ实验，并绘制其标准曲线，计算出线性方程，同时检测该提取方法下实时荧光定量ＰＣＲ对血清样本

中 ＨＣＶＲＮＡ的最低检测限并对其检测重复性进行验证。结果　纳米二氧化硅颗粒硅醇基化后其吸附核酸的能力显著提高；病

毒裂解液中ＧｕＳＣＮ的最佳浓度为４．２３ｍｏｌ／Ｌ。使用改良方法提取血清样本中的 ＨＣＶＲＮＡ用于实时荧光定量ＰＣＲ，获得标准

曲线和线性方程，其线性相关系数（犚２）达到０．９９９，检测的线性范围为２．５２～５．５２ＩＵ／ｍＬ，或者１０２．５２～１０５．５２病原体数／毫

升。该方法的检测限达到（２．５２±０．５０）ＩＵ／ｍＬ，且其检测重复性良好。结论　改良后的固相吸附法可以大大降低实时荧光定量

ＰＣＲ的最低检测限，提高了ＨＣＶ的阳性检测率。该方法操作简单，成本低，可以广泛应用于临床中ＨＣＶ的检测和其他病毒的核

酸检测。
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　　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）是单股正链 ＲＮＡ病毒，全球约有

１．７亿人感染 ＨＣＶ
［１］，６０％的感染者会演变成肝硬化和肝

癌［２５］。对血清 ＨＣＶＲＮＡ的检测是目前惟一直接揭示 ＨＣＶ

存在的方法［６８］，因此快速、准确地检测 ＨＣＶＲＮＡ对 ＨＣＶ的

早期诊断、治疗与预后观察以及对控制丙型肝炎的传播显得至

关重要［９１３］。与传统方法对比，荧光定量ＰＣＲ法能准确反映

患者体内 ＨＣＶ的病毒载量，且检测的灵敏度和特异度高，能

有效缩短 ＨＣＶ检测的“窗口期”。本文拟通过纳米二氧化硅

颗粒的表面修饰和病毒液裂解液的优化，建立一种简单高效的

纳米二氧化硅颗粒固相吸附提取ＲＮＡ的方法应用于实时荧

光定量检测 ＨＣＶ。

１　材料与方法

１．１　试剂　纳米二氧化硅颗粒购自西格玛奥德里奇（上海）贸

易有限公司，ＨＣＶＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ试剂盒购于厦门英科

新创生物公司，Ｇｅｎｅｌｉｇｈｔ９８００自动荧光定量ＰＣＲ仪为厦门安

普利生生物工程有限公司产品、丙型肝炎核酸（ＨＣＶＲＮＡ）液

体系统标准物质 ＧＢＷ（Ｅ）０９０１１８由卫生部临床检验中心

提供。

１．２　方法

１．２．１　纳米二氧化硅颗粒的表面修饰　对购买的纳米二氧化
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硅颗粒采用调节ｐＨ催化ＴＥＯＳ水解的条件，对其进行表面修

饰，使颗粒表面硅醇基化，以提高颗粒对核酸的吸附率。其步

骤如下：１０ｇ纳米二氧化硅颗粒用３００ｍＬ溶液（１０％醋酸：

３％盐酸）浸泡２４ｈ，每２ｈ混悬１次，去除层悬浮液。沉淀用

３００ｍＬ１０％醋酸洗涤３次。之后用５００ｍＬ双重蒸馏水再洗

涤３次。将纳米二氧化硅沉淀置于真空干燥箱干燥１０ｈ。往

干燥后的纳米二氧化硅颗粒中加入体积比为４∶１的乙醇双重

蒸馏水溶液２００ｍＬ，浓氨水溶液５ｍＬ、ＴＥＯＳ２ｍＬ、１ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ 溶液１ｍＬ，２５℃水浴摇床（５０ｒ／ｍｉｎ）２ｈ后离心。沉淀

加入１０％醋酸洗涤３次、双重蒸馏水洗涤３次，真空干燥箱干

燥充分后用双重蒸馏水悬浮备用。

１．２．２　病毒裂解液的优化　取５个１０ｍＬ烧杯，分别加入

５００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｚｍａ?ＨＣｌ０．９２ｍＬ，５００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ２Ｎａ

０．４０ｍＬ，２５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１０００．５０ｍＬ于容量瓶中，分别称取

４．１３６、４．７２７、４．９９８、５．５８９、６．１８０ｇ的异硫氰酸胍放到１０ｍＬ

烧杯中，加入约４ｍＬ双重蒸馏水，用磁力搅拌器搅拌使之溶

解，分别将溶液小心移入到５个１０ｍＬ容量瓶中，再用双重蒸

馏水洗涤烧杯３遍，每次约１ｍＬ，将洗涤液合并到容量瓶中，

最后加入吸附颗粒７μＬ至上述的１０ｍＬ容量瓶中，最后用双

重蒸馏水定容到１０ｍＬ，使 ＧｕＳＣＮ浓度分别为３．５０、４．００、

４．２３、４．５０、５．００ｍｏｌ／Ｌ。混匀后分别移到１０ｍＬ烧杯中，按１

毫升／支分装到１．５ｍＬ离心管中，封盖，贴上标签，－２０℃保

存备用。取阳性质控品，即临床上确诊为丙型肝炎患者的血清

标本１０份；低值质控品，即临床上确诊为丙型肝炎患者的血清

标本（其病毒载荷量超过１０８ＩＵ／ｍＬ），用临床阴性血清１０倍

梯度稀释８个梯度获得的质控品８份；阴性质控品，即临床症

状易与丙型肝炎混淆且临床确诊为非丙型肝炎患者的血清标

本１０份。用上述不同质控品分别加入含不同ＧｕＳＣＮ浓度的

裂解液１００μＬ提取ＲＮＡ并进行实时荧光定量ＰＣＲ检测，以

上样品重复检测３次，以验证病毒裂解液中 ＧｕＳＣＮ的最佳

浓度。

１．２．３　标准曲线的制备　利用卫生部临床检验中心提供的丙

型肝炎核酸（ＨＣＶＲＮＡ）液体系统标准物质ＧＢＷ（Ｅ）０９０１１８

（其浓度为６．５２ＩＵ／ｍＬ，相当于１０６．５２病原体数／毫升）作为

起始浓度，用阴性血清对其进行梯度稀释，制备６种不同 ＨＣＶ

ＲＮＡ浓度的标准品，标记为１＃、２＃、３＃、４＃、５＃、６＃，其浓

度依次为０、（１．５２±０．５０）、（２．５２±０．５０）、（３．５２±０．５０）、

（４．５２±０．５０）、（５．５２±０．５０）ＩＵ／ｍＬ。在ＰＣＲ反应管中加入

优化的病毒裂解液１００μＬ，然后加入上述６个浓度的标准品

血清样本各５０μＬ，混悬，室温静置１０ｍｉｎ；１００００ｇ离心２５ｓ，

去上清；加入１５０μＬ洗涤液，混悬，１００００ｇ离心２５ｓ，去上

清；加入１５０μＬ洗涤液进行二次洗涤，混悬，１００００ｇ离心

２５ｓ，去上清备用。取上述提取的沉淀物用ＰＣＲ反应缓冲液

（含ＲＮＡ通用液，ｄＮＴＰｓ，上游引物，下游引物，ＨＣＶ探针等）

５０μＬ混悬，取４５μＬ加入ＰＣＲ反应管中振摇混匀，短暂离心

后，置入ｇｅｎｅｌｉｇｈｔ９８００ＰＣＲ分析系统内进行扩增。循环条件

设置为４８℃３０ｍｉｎ，９５℃２ｍｉｎ；进入以下循环：９５℃１５ｓ，

５８℃５０ｓ，５个循环，９５℃１５ｓ，５８℃５０ｓ（３０ｓ后读荧光），４０

循环。荧光素设定为Ｆ１（ＦＡＭ），Ｆ２（ＨＥＸ）；荧光信号收集设

在５８℃。判定结果依据循环阈值（Ｃｔ）来确定。对标准品的病

原体数目取其ｌｏｇ值作为横坐标，其对应的Ｃｔ值作为纵坐标，

利用ｇｅｎｅｌｉｇｈｔ９８００配套软件绘制标准曲线和线性方程。

１．２．４　方法的检测限　对上述６个浓度的标准品用改良纳米

二氧化硅固相吸附法进行ＲＮＡ提取，并按上述方法和步骤进

行荧光定量扩增。对每１个标准品重复测定１０次并计算其

犆犞值，犆犞＝
定量方差值

定量平均值×１００％
，选取犆犞≤５％为可接受界值

的最低浓度水平作为最低检测限。

１．２．５　方法的重复性　取上述制备的３＃ 标准品（２．５２±

０．５０）ＩＵ／ｍＬ４０份，采用同一批纳米二氧化硅固相吸附试剂

进行ＲＮＡ提取和同一批核酸定量检测试剂进行核酸扩增。

４０份３＃ 标准品由２位操作者完成，每人２０份。

２　结　　果

２．１　二氧化硅颗粒的表面修饰　取修饰前后的纳米二氧化硅

提取同一份血清样本的 ＨＣＶＲＮＡ，并进行核酸电泳，其结果

如图１所示，硅醇基化后的二氧化硅与未修饰的相比较，其提

取核酸能力加强，说明修饰后二氧化硅对核酸的吸附水平提

高了。

　　泳道 Ｍ：ＤＮＡ 标记物；泳道１：修饰后的纳米二氧化硅提取的

ＨＣＶＲＮＡ；泳道２：未修饰的纳米二氧化硅提取的 ＨＣＶＲＮＡ。

图１　　修饰前后纳米二氧化硅提取 ＨＣＶＲＮＡ能力的比较

２．２　病毒裂解液的优化　为了优化病毒裂解液中ＧｕＳＣＮ的

浓度，取１０份阳性质控品，８份低值质控品和１０份特异性阴

性质控品分别用含不同浓度的 ＧｕＳＣＮ进行 ＨＣＶＲＮＡ的提

取和实时荧光定量ＰＣＲ，每个样本重复检测３次。统计所有

样本的检出个数，其结果如图２所示（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”）。当ＧｕＳＣＮ浓度为３．５０ｍｏｌ／Ｌ和５．００

ｍｏｌ／Ｌ时，阳性质控品和低值质控品检出率均未达到１００％，

阴性质控品均检出阴性。而当ＧｕＳＣＮ浓度为４．００ｍｏｌ／Ｌ和

４．５０ｍｏｌ／Ｌ时，阳性质控品均检出阳性，阴性质控品均检出阴

性，说明在ＧｕＳＣＮ这２个浓度的条件下，该方法的敏感度和

特异度较好；然而，该条件下仍有部分低值质控品为检出阳性。

因此，取４．００～４．５０ｍｏｌ／Ｌ的１个浓度值４．２３ｍｏｌ／Ｌ进行试

验，结果发现，当ＧｕＳＣＮ浓度为４．２３ｍｏｌ／Ｌ时，阳性质控品均

检出阳性，阴性质控品均检出阴性，低值质控品也都检出阳性。

所以病毒裂解液中ＧｕＳＣＮ的最优浓度为４．２３ｍｏｌ／Ｌ。

２．３　方法的标准曲线　将５个不同浓度的 ＨＣＶＲＮＡ标准

品进行ＲＮＡ提取和ＲＴｑＰＣＲ，获得其反应曲线的Ｃｔ值，并且

每个标准品重复检测３次，计算其Ｃｔ平均值，以 Ｃｔ平均值作

横坐标，其对应浓度的Ｌｏｇ值作纵坐标，得到此次反应的标准

曲线，并且通过仪器自带的软件（安普利ｇｅｎｅｌｉｇｈｔ９８００）计算

得到对应的直线方程和线性相关系数犚２，如图３Ｂ所示（见《国

际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。据此，根据样品检测

的Ｃｔ值，可以计算出样品中所含的 ＨＣＶＲＮＡ的拷贝数，实

现定量检测的目的。基于图３（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”）的结果，该方法的线性范围定为２．５２～５．５２

ＩＵ／ｍＬ，即１０２．５２～１０５．５２病原体数／毫升。

２．４　方法的检测限　用阴性血清对ＧＢＷ（Ｅ）０９０１１８号标准
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品（６．５２±０．５０）ＩＵ／ｍＬ进行１０倍梯度的稀释，并对每个浓度

梯度进行重复检测１０次，结果中选取犆犞≤５％为最低检测限。

从图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）也可知，

在（１．５２±０．５０）ＩＵ／ｍＬ（２＃标准品）的浓度时，荧光曲线１０次

重复都除于分散状态，当浓度达到（２．５２±０．５０）ＩＵ／ｍＬ（３＃标

准品）时，曲线较为聚集。每个标准品的实际检测结果所示当

标准品的浓度值为（１．５２±０．５０）ＩＵ／ｍＬ 时，其 犆犞 值为

３４．１７％，大于５％，不能作为该方法的检测限。而当标准品浓

度达到（２．５２±０．５０）ＩＵ／ｍＬ时，其犆犞值为０．４１％，小于５％。

随着标准品浓度的增加，其检测的犆犞值减低，均低于５％。由

上可知该方法的检测限在（２．５２±０．５０）ＩＵ／ｍＬ。

２．５　方法的重复性　取３＃ 标准品由两个不同的操作者分别

进行２０次重复检测，结果如图５所示（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”）。图５显示３＃ 标准品的４０次重复检

测的曲线密集，即对于血清样本中 ＨＣＶ ＲＮＡ 在（２．５２±

０．５０）ＩＵ／ｍＬ水平上，即可被检测出 ＨＣＶ阳性，且检测结果稳

定，即使由不同的操作者完成，其结果变化不大。每位操作者

２０次重复试验后的犆犞值，分别为０．９１％和０．７３％。以上结

果说明该方法在血清样本 ＨＣＶＲＮＡ 含量为（２．５２±０．５０）

ＩＵ／ｍＬ浓度下 ＨＣＶ的检出率为１００％，且不同操作者进行的

重复检测，其犆犞 值均小于５％，表明该方法具有良好的重

复性。

３　讨　　论

ＨＣＶ是继 ＨＢＶ 后又一重要的传染性肝炎病毒，但与

ＨＢＶ不同的是，其病毒核酸为ＲＮＡ，因此不同的 ＨＣＶ病毒

株其核酸具有显著的异源性和高度可变性。这也使 ＨＣＶ疫

苗的研制和应用难度变大［１４］。因此，对临床上可疑 ＨＣＶ感染

的血清进行 ＨＣＶＲＮＡ的检测，是阻断 ＨＣＶ传播的重要手

段。而通过对血清样本的 ＨＣＶＲＮＡ提取后进行实时荧光定

量ＰＣＲ的检测是目前临床上诊断 ＨＣＶ感染的高效准确的

方法。

由于环境中ＲＮＡ酶的广泛存在性，通过Ｔｒｉｚｏｌ氯仿、异

硫氰酸胍法等方法提取 ＨＣＶＲＮＡ，其操作过程繁琐，步骤繁

多，因此提取的ＲＮＡ接触ＲＮＡ酶的概率大大增加，这直接导

致ＲＮＡ的提取效率降低。在提取 ＨＣＶＲＮＡ的方法上，本文

采用的固相吸附法则是利用具有选择性吸附核酸，而不吸附蛋

白质、脂类及糖类等物质的纳米二氧化硅颗粒作为固相载体，

直接从血清样本中吸附 ＨＣＶＲＮＡ，通过洗涤离心除去血清中

的其他杂质，所吸附的 ＨＣＶＲＮＡ无需进一步洗脱即可连同

纳米二氧化硅颗粒用于实时荧光定量 ＰＣＲ 检测。这样的

ＨＣＶＲＮＡ提取方法实现了步骤简单快速，有效地避免了操作

步骤繁多引起的环境中 ＲＮＡ酶降解 ＲＮＡ产物的缺陷。同

时，本文使用的纳米二氧化硅颗粒表面经硅醇基化修饰后，其

吸附ＲＮＡ的能力得到提高，使得ＲＮＡ的提取率、纯度和稳定

性均良好，保证了检测的重复性。

在 ＨＣＶＲＮＡ提取的过程中，对病毒裂解液中的关键成

分ＧｕＳＣＮ的最佳浓度进行筛选，发现当 ＧｕＳＣＮ 的浓度在

４．２３ｍｏｌ／Ｌ时，可以使提取后的 ＨＣＶＲＮＡ在随后的实时荧

光定量ＰＣＲ检测中对阳性质控品和低值质控品的多次重复检

测达到１００％的检出率；而对阴性控品检测为１００％阴性。

经改良和优化后的固相吸附法提取血清样本中 ＨＣＶ

ＲＮＡ进行实时荧光定量ＰＣＲ，其病原体数目的Ｌｏｇ值与Ｃｔ

值呈线性相关，线性方程为犢＝３８．５９７－３．２７４犡。其相关系

数犚２ 达到０．９９９，线性范围在２．５２～５．５２ＩＵ／ｍＬ ，或者

１０２．５２～１０５．５２病原体数／毫升。该方法对血清样本的最低

检测浓度为（２．５２±０．５０）ＩＵ／ｍＬ，且在该低值浓度的多次重复

检测，其阳性检出率为１００％，且犆犞值小于５％，说明检测结

果稳定，重复性良好。而人感染 ＨＣＶ后其血清中 ＨＣＶ 病毒

的含量从检测不出到１０８拷贝数／毫升（即８．００ＩＵ／ｍＬ），这说

明该方法可以很好地应用于临床上人感染 ＨＣＶ的检测。因

此，使用改良后的固相吸附法提取血清样本中的 ＨＣＶＲＮＡ

可以使得实时荧光定量ＰＣＲ检测的阳性检出率提高，可以有

效地减少假阴性的结果。
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［９］ＢｒｏｊｅｒＥ，ＬｅｔｏｗｓｋａＭ，ＧｒｏｎｏｗｓｋａＡ，ｅｔａｌ．ＨＣＶＲＮＡｔｅｓｔｉｎｇｆｏｒ
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ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｍｅｄｉｃｉｎｅａｎｄｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＰｏｌＭｅｒｋｕｒＬｅｋａｒｓｋｉ，

２００４，１７（１００）：３２１３２５．

［１０］ＭｏｌｌｅｒＪＭ，ＫｒａｒｕｐＨＢ．ＤｉａｇｎｏｓｉｓｏｆａｃｕｔｅｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ：ａｎｔｉＨＣＶ

ｏｒＨＣＶＲＮＡ［Ｊ］．ＳｃａｎｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００３，３８（５）：５５６５５８．
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Ｃｈｉｎｅｓｅｐａｔｉｅｎｔｔｏｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ／ｒｉｂａｖｉｒｉｎｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ［Ｊ］．

ＣｈｉｎＪＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１２，２４（４）：３５３３６０．
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ｖｅｒｓｉｔｙｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓｑｕａｓｉｓｐｅｃｉｅｓｂｙｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｖｉｒａｌｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２０１３，８７（２３）：１２６４８１２６５５．

［１３］ＶｉｌｌａＥ，ＭｅｌｅｇａｒｉＭ，ＦｅｒｒｅｔｔｉＩ，ｅｔａｌ．ＰｒｅｓｅｎｃｅｏｆＨＣＶＲＮＡｉｎ
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［１４］ＣａｌｌｅｎｄｒｅｔＢ，ＷａｌｋｅｒＣＭ．Ｗｉｌｌｔｈｅｒｅｂｅａｖａｃｃｉｎｅｔｏｐｒｏｔｅｃｔａ
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