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要"目的
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对自制大容量扣式负压抽提装置进行扩增前性能评价$方法
!

采用配套负压抽提装置!对照组装置"和自制

大容量扣式负压抽提装置!实验组装置"对
9<

份白细胞!

e&R

"大于
67$Y"$

#

'

-

的新鲜全血进行核酸!

S40

"提取并进行扩增前

性能评价#验证实验组的工作效率%提取
S40

的浓度%纯度及完整性$结果
!

9<

份
S40

标本采用对照组装置
9#H);

完成抽提#

处理效率平均为
$7#<

份'分&实验组装置
+"H);

完成抽提#效率为
"798

份'分$对照组抽提标本
S40

浓度为!
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$对照组抽提标本
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和
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'
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分别为!
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分别为
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和
67$$"

"

67$+$

#实验组分别为!

67$#8W$7$#6

"和!

67$<"W$7"6$
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组比较差异有统计学意义!
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"#线性回归方程
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_$7#$8

$

6

组

装置提取
S40

后完整性均较好#电泳条带整齐%清晰$结论
!

自制大容量扣式负压抽提装置具有更高的抽提工作效率#且能保

证
S40

浓度%纯度及完整性#更符合实验室实际情况#具有更优的临床价值$
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核酸提取是下游检测*基因分型的起点$是分子生物学最

关键的基本方法之一$已经广泛渗透到生物学*遗传学*医学等

各个生命领域)抽提所分离的核酸质量直接影响后续的检测

效率及准确性$起着承前启后的关键作用'

"58

(

)

本科室日均处理
S40

提取标本量大$使用的配套负压抽

提装置存在压力易泄漏$不稳定$处理工作效率低$容量小等缺

陷)为此现研制一款大容量扣式负压抽提装置$通过平行使用

配套负压抽提装置和自制大容量扣式负压抽提装置进行扩增

前性能评价$比较两者工作效率*提取
S40

的纯度及完整性$

为自制装置的使用提供理论依据)

?

!

资料与方法

?7?

!

一般资料
!

选取该院已检测的白细胞#

e&R

%大于
67$Y

"$

#

"

-

的新鲜全血
9<

份作为标本$排除严重脂浊*溶血*黄疸

标本$采用乙二胺四乙酸二钾#

,3=05c

6

%抗凝)

?7@

!

仪器与试剂

?7?7?

!

S40

抽提的柱式抽提法
!

#

"

%对照组
S40

提取装

置!采用配套的美国
0bda,4

公司生产的负压抽提装置#型

号
0Q'(

'

%

0Q'(

'

可容纳
"9

支柱子)#

6

%实验组
S40

提取装置!采用自制大容量扣式负压抽提装置)本实验室从
8

个方面进行改进!第一$将负压抽提装置改为四面蝶形的扣环$

启动时完全取代人力$也可克服装置使用时间长后$上下两部

分间隙逐渐加大的弱点)第二$将衔接处改为螺旋接口$支持

单个衔接处更换$不用时用螺旋盖帽封闭$避免因个别泄露导

致整个装置漏压)第三$将装置改为
Ŷ"6

阵列形式$容纳
#9

-

86<6

-

国际检验医学杂志
6$"9

年
"$

月第
8<

卷第
"#

期
!
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!
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!
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!

4>7"#

"

基金项目"广东省科技厅科枝计划项目#
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作者简介"庄健海$男$主任技师$主要从事临床免疫及分子生物学研究)



支柱子$较市面普遍使用的负压抽提装置容纳柱量增加
9

倍以

上$完美衔接下游的
QRS

扩增仪)

?7?7@

!

S40

纯度检测
!

采用
2

JJ

2;G>FCL)>QB>@>H2@2F

J

MD1

核酸蛋白测定仪$

S40

完整性检测使用北京六一仪器厂生产

的
3dd5+R

型电泳仪与
'̀.

凝胶电泳成像仪$抽提柱子及抽

提试剂由上海科华生物工程股份有限公司提供)

?7A

!

方法
!

将标本
8!$$F

"

H-

离心
"!H);

$吸取标本中白细

胞层$装至试管中$再往试管中加入红细胞溶血素
5/d/5/-/

$

由兰桥医疗医学科技有限公司提供$比例为
"i!

$冰上孵育
"$

H);

$期间涡旋振荡
6

次$然后
+[6"$$F

"

H);

离心
"$H);

$弃

上清液$加入
!$$

%

-

红细胞溶血素$重悬沉淀
e&R

$重复上一

步骤$最后加入
+$$

%

-

配套提取试剂里的裂解液$振荡重悬沉

淀$

e&R

平均分成
6

份#

0

*

&

%$各
6$$

%

-

$并分装至试管$并作

编号)所有处理标本的吸头*吸嘴及试管皆用
$7"

焦碳酸二乙

酯#

3,QR

%室温浸泡
6B

$无菌水淋洗数次$

"$$[

干烤
"!H);

$

"7$8+Y"$

!

QA

高压灭菌
"!H);

$备用)

?7B

!

标本
S40

提取
!

同时使用对照组装置和实验组装置对

9<

份标本进行
S40

抽提$其中
0

标本使用对照组装置抽提$

&

标本使用实验组装置)

?7C

!

性能评价
!

#

"

%提取工作效率!记录对照组装置和实验组

装置完成
9<

份标本
S40

抽提所需时间)#

6

%浓度及纯度检

测!标本
+

倍稀释后$直接使用
2

JJ

2;G>FCL)>QB>@>H2@2F

J

MD1

核酸 蛋 白 测 定 仪 测 定 标 本 的
]369$

*

]369$

"

]36̂$

及

]369$

"

]368$

)可分别反映标本抽提总
S40

浓度*蛋白质干

扰及有机溶剂残留情况)#

8

%完整性检测!取
"$

%

-

提取标本

与
6

%

-

上样缓冲液混匀$点样于
"g

琼脂糖凝胶$

$7!=&,

电

泳缓冲液环境下$

""$'

恒压电泳
"!H);

$然后
$7!

%

*

"

H-

溴

化乙锭#

,&

%染色
!H);

$最后凝胶电泳成像系统拍照检测)

?7D

!

统计学处理
!

采用
/Q//"#7$

统计软件进行数据分析$

计量资料以均值
W

标准差#

)W4

%表示$并对数据进行单样本

WD

检验$验证数据正态性分布规律)组间比较应用配对
/

检

验$对
6

组数据的相关性使用线性回归分析)

!

#

$7$!

为差异

有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@7?

!

6

种装置工作效率结果比较
!

对照组装置处理
9<

份

S40

标本抽提用时
9#H);

$处理效率平均为
$7#<

份"分&实验

组装置用时
+"H);

$效率平均为
"798

份"分$差异有统计学意

义#

!

#

$7$!

%)

@7@

!

6

种装置
S40

浓度及纯度检测结果比较
!

对照组标本

检测
]369$

为#

"7!!!W$7"8+

%$实验组为#

"796<W$7"89

%)

计算
6

组
S40

浓度分别为#

6+̂ 7̂W6"7+

%

%

*

"

H-

和#

69$78W

6"7̂

%

%

*

"

H-

)对照组
]369$

"

]36̂$

及
]369$

"

]368$

比值

分别为#

"7##!W$7$#!

%和#

67$6$W$7$̂6

%$实验组分别为

#

67$#8W$7$#6

%和#

67$<"W$7"6$

%)

6

种装置抽提
S40

浓度

比较$差异有统计学意义#

!

#

$7$!

%)

6

种装置抽提标本
S40

蛋白质干扰及有机溶剂残留$

S40]369$

"

]36̂$#!g>6

为

"7̂$

"

67$$

$

]369$

"

]368$#!g>6

大于
67$$

)相关性分析显

示$

F_$7#!$AX$7$8#

$

S

6

_$7#$8

$

6

组数据相关性良好)

@7A

!

6

种装置
S40

完整性结果比较
!

凝胶电泳成像系统拍

照检测$电泳结果显示$

6

种设备提取的总
S40

有
6

条整齐*

清晰条带#

"̂/

*

6̂/

%$说明
6

种设备在
S40

提取过程中$

S40

降解少$完整性较好$

6

组完整性均符合要求)见图
"

*

6

)

图
"

!!

自制装置提取
S40

#

0"850"<

$

图
6

!!

配套装置提取
S40

#

&"85&"<

$

A

!

讨
!!

论

!!

方法学评价通过实验途径测定分析方法的技术性能$确认

其是否满足临床使用要求或验证是否达到厂家声明的技术性

能指标'

+59

(

)血液中提取
S40

是分子生物学研究中常用的重

要实验技术'

<5̂

(

)

S40

分子结构极不稳定$可受较多因素改变

而降解'

#5"$

(

)本研究
S40

提取采用柱式分离技术'

""

(

)

本研究结果表明$

S40

提取工作效率上$对照组装置为

9#H);

$处理效率平均为
$7#<

份"分&实验装置为
+"H);

$平均

为
"798

份"分$实验组远高于对照组)对照组装置每次只能处

理
"9

份标本$当标本大于
"9

份时$需多次处理$

9<

份标本须

下柱
+

次及装柱
!

次&实验组装置可一次性完成
9<

份标本处

理)本实验室日均处理
S40

抽提标本在
"6!

份以上$可节约

时间近
9$H);

$提示标本量越大$优势越明显)使用实验组装

置降低等待下游检测时间太长所致的
S40

降解风险'

"65"8

(

)

6

组抽提标本
S40

浓度结果显示$对照组装置为#

6+̂ 7̂W

6"7+

%

%

*

"

H-

$实验组装置为#

69$78W6"7̂

%

%

*

"

H-

$实验组装

置抽提标本
S40

浓度较高$差异有统计学意义#

/_6+7!<$

$

!

#

$7$$"

%)相关性分析表明$

F_$7#!$AX$7$8#

$

S

6

_

$7#$8

$

6

组数据相关性良好)

]36̂$;H

和
]368$;H

的吸光度分别代表蛋白质和有

机溶剂含量$

]369$

"

]36̂$

和
]369$

"

]368$

比值可考察上

述物质在
S40

进行下游检测时的干扰程度$即反映抽提的

S40

纯 度'

"+

(

)对 照 组 装 置 的
]369$

"

]36̂$

和
]369$

"

]368$

分别为#

"7##!W$7$#!

%和#

67$6$W$7$̂6

%$

#!g>6

为

"7#9+

"

67$6!

和
67$$"

"

67$+$

&实验组装置为#

67$#8W

$7$#6

%和#

67$<"W$7"6$

%$

#!g>6

分别为
67$<!

"

67""8

和

67$++

"

67"$8

$说明
6

组
]369$

"

]36̂$

的
#!g>6

为
"7̂$

"

67$$

$

]369$

"

]368$

的
#!g>6

&
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)文化程度类别以文

盲的阳性率最高#

"97$̂ g

%$其次是小学文化人群#
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仍与有关学者的研究一致'
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%.'

感

染者以离异或丧偶*文化程度低*老年*农民居多$可能是老年
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出该地区
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流行特征'
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)说明老年人群性需求不减$更

需加强防治
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的健康教育)

本研究
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抗体检测标本结果表明$

'R=

人群尽管阳性

率不是最高$但呈逐年增高的趋势$说明该地区通过广泛开展

健康教育与健康促进活动$加强了当地人群的自我保护和自我

防范意识)自愿咨询和主动检测$对及早发现
%.'

"

0.3/

病

例具有临床价值)
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保证
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的浓度*纯度及完整性$可在临床实验室使用$且工
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