
１０００ｍＩＵ／ｍＬ时，就有可能超出了试剂检测的线性范围，这

时就要选择合适的稀释倍数，稀释不足，超过检测范围，无法显

示结果，稀释过度仪器也不显示结果，结合表１和表２，根据

ＨＣＧ浓度的高低和孕周的不同选择合适的稀释倍数，对临床

来说是一种比较实用快捷经济的方法。当发生异位妊娠时，血

清中 ＨＣＧ的水平约为正常怀孕妇女的１／３～１／２或者无差

别，则稀释方法与正常妊娠类似［４］。

另外滋养层细胞肿瘤如葡萄胎、恶性葡萄胎、绒毛膜上皮

癌等患者血清中 ＨＣＧ明显升高，多大于１００００ｍＩＵ／ｍＬ，甚

至可达每毫升十万至数百万国际单位。根据以上试验结果，对

于葡萄胎妊娠１２周以前可进行１∶５００稀释，妊娠１２周以后

１∶２５０稀释，而对于绒毛膜上皮癌进行１∶１００～１∶２０４８稀

释。但由于此类患者在测定之前无法估计 ＨＣＧ的可能水平，

也可将标本进行相应比例的稀释后，先用 ＨＣＧ试纸条进行初

测的方法，结果呈阳性，再进行定量检测，最多会用掉２～３个

试纸条，也很方便，结果也更有保证［５］。实验室使用此稀释方

法用于临床实践几月来，均得到了良好的结果。因此作者认为

该稀释方法准确可靠、简便易行，不仅节省时间且降低成本，是

值得临床推广使用的方法。
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·经验交流·

沉淀煮沸裂解法煮沸时间对乙型肝炎病毒ＤＮＡ检测结果的影响

梅玉峰，魏宝珍，危艳顺

（湖北省鄂州市鄂钢医院检验科，湖北鄂州４３６０００）

　　摘　要：目的　探讨沉淀煮沸裂解法中的煮沸时间对实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术检测乙型肝炎病毒ＤＮＡ结果

的影响，规范试验操作。方法　采用沉淀煮沸裂解法提取乙型病毒性肝炎（以下简称乙型肝炎）ＤＮＡ，煮沸时间为５、７、９、１０、１１、

１３、１５ｍｉｎ，实时荧光定量ＰＣＲ技术检测乙型肝炎ＤＮＡ，比较不同煮沸时间检测乙肝ＤＮＡ的结果。结果　煮沸时间在（１０±５）

ｍｉｎ内检测乙肝ＤＮＡ的结果比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　沉淀煮沸裂解法中的煮沸时间煮沸时间在一定范围内

对乙型肝炎ＤＮＡ检测结果无影响。

关键词：沉淀煮沸裂解法；　煮沸时间；　实时荧光定量聚合酶链反应；　乙型肝炎ＤＮＡ

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１５．０２．０６５ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１５）０２０２８１０２

　　乙型病毒性肝炎（以下简称乙型肝炎），每年约有１００万人

死于乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染所致的肝衰竭、肝硬化和原发

性肝细胞癌［１］。国内现有的慢性 ＨＢＶ感染者约９３００万人，

是国内当前流行最为广泛、危害性最严重的一种传染病［２］。实

时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术检测乙型肝炎ＤＮＡ具

有特异度强、快速、灵敏度高等优点，故目前作为 ＨＢＶ增殖复

制的主要检测方法［３］。影响检测 ＨＢＶＤＮＡ的因素有很多，

除了试验室因素、标本因素外［４］，标准操作程序（ＳＯＰ）文件也

非常重要，而ＳＯＰ文件核心内容来源于试剂或仪器说明书。

在检测 ＨＢＶＤＮＡ过程中，相关仪器和试剂说明书规定煮沸

时间为（１０±１）ｍｉｎ。若因某种原因造成煮沸时间延长或缩短，

检测结果是否会受影响，是否需要重复试验？本研究就煮沸时

间对 ＨＢＶＤＮＡ检测的影响进行探讨。现将研究结果报道

如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　鄂钢医院住院、门诊乙肝患者标本，ＨＢＶ

ＤＮＡ水平分别为３．５２×１０３、２．１６×１０５、５．７３×１０７ｃｏｐｙ／ｍＬ。

经对数转换后 ＨＢＶＤＮＡ水平分别为３．５５、５．３３、７．７６ＩＵ／

ｍＬ每标本分７次分装。

１．２　仪器与试剂　达安ＤＡ７６００实时荧光定量ＰＣＲ仪，新康

医疗ＸＫ９８Ａ电子石英计时计，杭州博日 ＨＢ１００恒温金属

浴；达安 ＨＢＶＤＮＡ试剂（批号：２０１３１２）。

１．３　检测方法　取１００μＬ血清标本，加入ＤＮＡ浓缩液１００

μＬ，振荡器振荡混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上层血清，

再加入ＤＮＡ提取液２０μＬ振荡器振荡混匀，１００℃煮沸（时间

分别为５、７、９、１０、１１、１３、１５ｍｉｎ），１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取

上清血清２μＬ做ＰＣＲ试验；质控如血清标本一样进行处理，

质控血清由北京金豪提供。ＰＣＲ扩增：９３℃预变性２ｍｉｎ，然

后按９３℃４５ｓ→５５℃６０ｓ，先做１０个循环，最后按９３℃３０

ｓ→４５℃６０ｓ，做３０个循环。ＨＢＶＤＮＡ≤１．０×１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ

为低于检出限，（１×１０２～１×１０８）ｃｏｐｙ／ｍＬ为线性范围。以上

各种不同浓度不同煮沸时间的标本各重复进行３次。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行数据处理及

统计学分析，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验。

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

同一标本煮沸时间为５、７、９、１１、１３、１５ｍｉｎ与煮沸时间为

１０ｍｉｎ检测 ＨＢＶＤＮＡ的结果比较差异均无统计（下转插Ⅰ）

·１８２·国际检验医学杂志２０１５年１月第３６卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２
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学意义（犘＞０．０５）。同一煮沸时间，３个不同浓度标本的检测

结果比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　　不同浓度不同煮沸时间乙肝ＤＮＡ检测结果（狓±狊，ＩＵ／ｍＬ）

浓度
煮沸时间

５ｍｉｎ ７ｍｉｎ ９ｍｉｎ １０ｍｉｎ １１ｍｉｎ １３ｍｉｎ １５ｍｉｎ

３．５５ ３．５４±０．１４ ３．５８±０．１５ ３．５０±０．１０ ３．５５±０．１３ ３．５７±０．１２ ３．４９±０．１６ ３．５１±０．１５

５．３３ ５．３８±０．０９ ５．４０±０．１２ ５．２９±０．０８ ５．３３±０．１０ ５．３１±０．０９ ５．３５±０．１３ ５．３４±０．１１

７．７６ ７．７７±０．０７ ７．８０±０．１０ ７．６９±０．０９ ７．７６±０．０７ ７．７０±０．０７ ７．６５±０．１０ ７．８５±０．０９

３　结　　论

乙肝患者和携带者的传染性高低，主要取决于血液中

ＨＢＶＤＮＡ水平，而与血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天冬氨

酸氨基转移酶（ＡＳＴ）或胆红素水平无关
［５］。ＨＢＶＤＮＡ定量

检测可反映病毒复制水平，主要用于慢性 ＨＢＶ感染的诊断、

治疗方案的选择及抗病毒疗效的判断［６］。故 ＨＢＶＤＮＡ定量

检测准确性影响乙肝患者预防、诊断分型分期、治疗、临床

用药。

实时荧光定量ＰＣＲ技术是将荧光能量传递技术（ＦＲＥＴ）

应用于常规ＰＣＲ仪中，具有灵敏度高、特异性强、无污染和准

确性高等优点，是核酸浓度检测的首选方法［７］。核酸提取效率

对ＰＣＲ法检测 ＨＢＶＤＮＡ水平的准确性有很大的影响，核酸

提取方法有磁珠核酸提取法、沉淀煮沸裂解法、直接煮沸裂解

法等，但沉淀煮沸裂解法性价比最高［８］。沉淀煮沸裂解法操

作步骤较多，所以影响因素也较多，如煮沸方式、裂解液成分、

裂解液用量等。崔海丽等［９］的研究结果显示，蒸气浴提取的

ＤＮＡ扩增结果低于沸水浴提取的结果。裂解液的用量是影响

核酸提取的关键因素，浓度过低，将导致沉淀效率低，影响获得

效率；浓度过高，去除杂质的过程复杂且不彻底，导致纯度

下降［１０］。

但是煮沸时间对 ＨＢＶＤＮＡ检测结果有无影响，是否应

该严格按说明书的（１０±１）ｍｉｎ执行，目前这方面的相关报道

还较少见。本研究结果显示，同一浓度标本煮沸时间不同（５～

１５ｍｉｎ）检测 ＨＢＶＤＮＡ的水平比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。这是由于沉淀煮沸裂解法是在低离子强度、碱性及

１００℃煮沸条件下，金属离子可以辅助脱氧核糖核酸酶降解

ＤＮＡ，并使与ＤＮＡ结合的蛋白质变性，变性的蛋白质沉淀下

去，游离ＤＮＡ于上清液中，即煮沸目的是促进蛋白变性，游离

ＤＮＡ
［１１］。Ｈｅａｒｎ等

［１２］的研究表明在１００℃煮沸条件下煮沸

时间对ＤＮＡ提取结果无影响，这与本研究结果一致。同时本

研究还发现，ＨＢＶＤＮＡ浓度的高低，煮沸时间对 ＨＢＶＤＮＡ

检测结果均无影响。所以本研究认为在一定范围内，煮沸时间

不影响裂解效率，不影响 ＨＢＶＤＮＡ检测结果。

随着仪器的不断改进及商品化试剂盒的研发，现阶段

ＰＣＲ影响扩增阶段的技术已非常成熟，其检测结果也比较稳

定。这也要求试剂供应商对参数提出更高的要求，每一参数必

须经过充分的验证。在 ＨＢＶＤＮＡ检测中规定煮沸时间为１０

ｍｉｎ，误差不超过１ｍｉｎ，作者认为是不合理的，会造成不必要

的时间和试剂浪费。
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