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磁珠法测定痕量肝炎病毒的研究
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有限责任公司，上海　２０１２０３）

　　【摘要】　目的　寻求灵敏而简便的肝炎病毒临床检测新方法。方法　采用氧化硅包覆的磁珠同时提取肝炎病

毒的ＤＮＡ及ＲＮＡ，结合荧光实时定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）及丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）。结

果　磁珠法可以同时提取 ＨＢＶＤＮＡ和 ＨＣＶＲＮＡ，磁珠法提取 ＨＢＶＤＮＡ的效率高于离心柱法和煮沸法，磁珠

法提取 ＨＣＶＲＮＡ的效率与离心柱法相近，但提取效率都高于煮沸法。结论　将磁珠的富集分离与高灵敏度的检

测手段相结合，可显著提高检测的特异性和灵敏度，且方法简便可自动化操作，可以满足大批样品肝炎病毒筛选检

测的要求，适用于血液中心筛查及医院检测等领域。

【关键词】　氧化硅磁珠；　乙型肝炎病毒；　丙型肝炎病毒；　ＲＮＡ；　ＤＮＡ；　荧光实时定量ＰＣＲ
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　　核酸检测广泛应用于临床实验室、食品工业、环境微生物

监控等［１］。传统的提取方法要采用有毒的化学试剂，方法耗

时，操作步骤复杂，难以高通量应用［２４］。煮沸法方便易用，但

对黄疸和溶血的抗干扰能力最差，溶血对煮沸法有一定影

响［５］。临床医学应用要求发展一种高灵敏度的病毒检测方法，

随着纳米技术的不断发展，磁性纳米粒子在生物医学和生物技

术中得到了广泛的应用［６７］，磁珠作为载体可高效固定多种生

物分子，用于生物分子的分离提取［８９］。本研究采用卡南吉医

药科技（上海）有限责任公司制备的氧化硅包覆磁珠，建立了磁

珠同时提取病毒 ＤＮＡ和 ＲＮＡ 的方法，采用聚合酶链反应

（ＰＣＲ）检测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）及丙型肝炎病毒（ＨＣＶ），并

对检测结果进行了分析比较。

１　材料与方法

１．１　材料　通用的化学试剂及生化试剂购自北京鼎国昌盛生

物技术有限责任公司；ＱＩＡａｍｐＭｉｎＥｌｕｔｅＶｉｒｕｓＳｐｉｎＫｉｔ（简称

Ｑｉａｇｅｎｋｉｔ，下同）购自 Ｑｉａｇｅｎ；磁珠和缓冲液由卡南吉医药科

技（上海）有限责任公司制备；ＨＢＶ核酸扩增（ＰＣＲ）荧光定量

检测试剂盒（简称ＰＧＨＢＶｋｉｔ，下同）和 ＨＣＶＰＣＲ荧光检测

试剂盒（简称ＰＧＨＣＶｋｉｔ，下同）购自深圳市匹基生物工程股

份有限公司，临床标本和 ＨＢＶ阳性血清由杭州友好临检提

供；上海纬群公司的诊断用小牛血清；博日半自动核酸纯化仪；

ＢｉｏＲａｄｉｃｙｃｌｅ定量ＰＣＲ仪。磁分离架由卡南吉医药科技（上

海）有限责任公司制造。

１．２　方法

１．２．１　建立磁珠法分离提取样品中的ＤＮＡ和ＲＮＡ的方法

　在离心管中加入１０μＬ蛋白酶Ｋ、１００μＬ样品、１００μＬ缓冲

液ＶＬ，混匀后，５６℃温浴１０ｍｉｎ，加入５００μＬ缓冲液 ＶＢ、２０

μＬ磁珠，混匀后，室温温浴１０ｍｉｎ后，样品中的ＤＮＡ和ＲＮＡ

就吸附到磁珠上，采用磁分离架分离磁珠，分别采用７００μＬ缓

冲液ＶＷ１及７００μＬ缓冲液ＶＷ２，洗涤磁珠两次，除去杂质，

加入５０μＬ洗脱缓冲液到离心管中，置于室温温育５ｍｉｎ，使吸

附在磁珠上的ＤＮＡ和ＲＮＡ完全洗脱下来，将洗脱液转移到

新的离心管中保存。

１．２．２　磁珠法分离提取细胞中基因组ＤＮＡ和总ＲＮＡ　Ｈｅｌａ

细胞生长达到７０％汇合后，胰酶消化，ＰＢＳ洗涤一次后得到

１×１０６／ｍＬ的细胞悬液，取１００μＬ按上面的方法提取 ＨｅＬａ

细胞的核酸，取少量提取的核酸溶液于０．８％的琼脂糖凝胶电

泳，ＥＢ染色检测。

１．２．３　磁珠法与常规方法分离提取 ＤＮＡ效率的比较　将

ＰＧＨＢＶｋｉｔ附带的强阳性样品进行１０倍、１００倍、１０００倍、１０
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０００倍、１０００００倍稀释样品（简称Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４、Ｄ５），采用上

面建立的磁珠法（简称ＫＮＪｋｉｔ）、离心柱法（Ｑｉａｇｅｎｋｉｔ）与煮沸

法（ＰＧＨＢＶｋｉｔ）对稀释样品中的ＤＮＡ进行分离、纯化，分别

按照各试剂盒提供的说明书进行操作，分离纯化得到的ＤＮＡ

进行荧光定量ＰＣＲ检测，ＰＣＲ反应体系采用ＰＧＨＢＶｋｉｔ荧

光定量体系。

ＫＮＪｋｉｔ和ＰＧＨＢＶｋｉｔ，分别按照各试剂盒提供的操作

说明书对７个 ＨＢＶ临床样品（简称 Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４、Ｌ５、Ｌ６、

Ｌ７）中的ＤＮＡ分离、纯化，并进行荧光定量ＰＣＲ检测，ＰＣＲ反

应体系采用ＰＧＨＢＶｋｉｔ荧光定量体系。

１．２．４　磁珠法与常规方法分离提取ＲＮＡ的比较　ＫＮＪｋｉｔ、

Ｑｉａｇｅｎｋｉｔ和ＰＧＨＣＶｋｉｔ分别按照各试剂盒提供的操作说明

书对ＰＧＨＣＶｋｉｔ附带的强阳性样品，进行１０倍、１００倍、

１０００倍、１００００倍、１０００００倍稀释样品ＲＮＡ分离、纯化，进行

荧光定量ＲＴＰＣＲ检测，ＰＣＲ反应体系采用ＰＧＨＣＶｋｉｔ荧光

定量体系。

１．２．５　 验证ＫＮＪｋｉｔ半自动核酸纯化仪化上使用效果　从

友好临检获得的 ＨＢＶ阳性血清（已检测浓度为２．８５×１０７

ｃｏｐｙ／ｍＬ），将 ＨＢＶ阳性血清用诊断用小牛血清稀释，得到

２．８５×１０７、２．８５×１０６、２．８５×１０５、２．８５×１０４、２．８５×１０３、

２．８５×１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ。本次试验取用２．８５×１０
４、２．８５×１０３、

２．８５×１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ，按照卡南吉磁珠法提取病毒核酸方法，前

半部分的磁珠吸附采用手工操作，后半部分采用磁分离架分离

磁珠及洗涤的过程，在博日半自动核酸纯化仪上按操作程序进

行自动分离洗涤，将提取产物 ＨＢＶＤＮＡ，标准品，以及手工操

作的提取产物做荧光定量ＰＣＲ。

２　结　　果

２．１　从采用建立的磁珠提取方法（ＫＮＪｋｉｔ）从 ＨｅＬａ细胞提

取基因组 ＤＮＡ和总 ＲＮＡ，从琼脂糖凝胶电泳结果显示（图

１），提取的基因组ＤＮＡ无明显拖带，总ＲＮＡ三条带２８ｓ，１８ｓ，

５ｓ。说明 ＫＮＪｋｉｔ一次同时提取纯化了基因组 ＤＮＡ 和总

ＲＮＡ，分离、纯化的基因组ＤＮＡ和总ＲＮＡ结构完整。

图１　磁珠法提取的 Ｈｅｌａ细胞基因组ＤＮＡ和总ＲＮＡ

２．２　ＫＮＪｋｉｔ磁珠法提取 ＨＢＶＤＮＡ，检出的 ＨＢＶ拷贝数明

显多于离心柱法与 ＰＧ 煮沸法，说明 ＫＮＪｋｉｔ磁珠法提取

ＨＢＶＤＮＡ的效率高于Ｑｉａｇｅｎｋｉｔ离心柱法和ＰＧＨＢＶｋｉｔ煮

沸法。结果见图２。

２．３　为了考察磁珠法试剂盒对 ＨＢＶ 临床样品的检出率，比

较了ＫＮＪｋｉｔ和ＰＧＨＢＶｋｉｔ对７个 ＨＢＶ临床样品（Ｌ１、Ｌ２、

Ｌ３、Ｌ４、Ｌ５、Ｌ６、Ｌ７）进行荧光定量ＰＣＲ检测，ＫＮＪｋｉｔ和ＰＧ

ＨＢＶｋｉｔ都检测出 ＨＢＶ阳性，同时看到 ＫＮＪｋｉｔ提取 ＨＢＶ

ＤＮＡ效率更高，结果见图３。

２．４　为了考察磁珠法试剂盒对 ＨＣＶ的检出率，ＫＮＪｋｉｔ、Ｑｉａ

ｇｅｎｋｉｔ和ＰＧＨＣＶｋｉｔ分别按照各试剂盒提供的操作说明书

对稀释样品ＲＮＡ分离、纯化，进行荧光定量ＲＴＰＣＲ检测，显

示ＰＧＨＣＶｋｉｔ煮沸法，只能检测到１０倍、１００倍稀释的样品。

ＫＮＪｋｉｔ、Ｑｉａｇｅｎｋｉｔ都能检测到１０００００倍稀释的样品。ＫＮＪ

ｋｉｔ磁珠法与 Ｑｉａｇｅｎｋｉｔ离心柱法提取 ＨＣＶＲＮＡ的效率接

近，但提取效率都高于ＰＧＨＣＶｋｉｔ煮沸法。结果见图４。

图２　３种方法提取强阳性标本 ＨＢＶＤＮＡ比较

图３　两种方法提取临床样品 ＨＢＶＤＮＡ比较

图４　３种方法提取强阳性标本 ＨＣＶＲＮＡ比较

表１　磁珠法手工操作提取与半自动操作提取 ＨＢＶ

　　阳性血清，荧光定量ＰＣＲ比较

标本浓度

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

ＫＮＪｋｉｔ手工操作

ＣＴ值 计算浓度（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

ＫＮＪｋｉｔ自动化操作

ＣＴ值 计算浓度（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

２．８５×１０５
－

－

－

－

２４．１７

２４．７８

２．６６×１０５

４．１１×１０５

２．８５×１０４
２６．８４

－

６．２０×１０４

－

２８．１５

２８．０５

２．４５×１０４

２．６２×１０４

２．８５×１０３
３１．３０

－

２．６３×１０３

－

２９．８９

３１．３０

２．６２×１０３

７．１６×１０３

２．８５×１０２
３４．３１

３２．７２

３．１２×１０２

９．６１×１０２

３７．４８



３３．１０



　　注：－表示未做该标本；表示结果阴性。

２．５　为了评价磁珠法的自动化提取应用效果，友好临检获得

的 ＨＢＶ阳性血清用诊断用小牛血清１０倍浓度梯度稀释样

品。比较了ＫＮＪｋｉｔ手工操作，ＫＮＪｋｉｔ在博日半自动核酸纯

·８７６· 检验医学与临床２０１３年３月第１０卷第６期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．６



化仪操作。ＫＮＪｋｉｔ在博日半自动核酸纯化仪操作检出 ＨＢＶ

阳性血清稀释２．８５×１０４、２．８５×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ标本。ＫＮＪｋｉｔ

在博日半自动核酸纯化仪上操作 ＨＢＶ阳性血清稀释２．８５×

１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ标本有１个未检出，ＫＮＪｋｉｔ手动操作稳定检出

ＨＢＶ阳性血清稀释２．８５×１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ标本。结果见表１。

３　讨　　论

ＨＢＶ、ＨＣＶ等传染性疾病是困扰人类健康生活的一大危

害，如何避免病毒的传染，早检测、早阻绝一直是寻求的对策。

同时，献血中血液中心如何更好地利用健康血液，ＥＬＩＳＡ方法

的发展作出了很大的贡献，随着生物技术的提高，核酸法进入

了血液筛查，高通量筛选，数据库的建立成为可能［１０］。能否检

测到血液中携带的痕量肝炎病毒，是评价技术的一大进步。

功能性磁珠是由磁性材料（如Ｆｅ３Ｏ４，γＦｅ２Ｏ３ 等）及其他

基质（主要为高分子材料）构成的具有超顺磁性的复合材料。

磁珠表面修饰硅基材料和其他高分子材料（ＯＨ，ＮＨ２，ＳＨ，

ＣＯＯＨ等），可以赋予磁珠不同的化学及生物活性，又可通过

包埋、共聚、接枝等方法赋予其多种功能团［４］。磁珠可以通过

选择性地与靶物质结合，然后通过一个磁场装置，与磁珠结合

的靶物质就会被磁场吸附滞留，从而与其他物质分离。

硅基材料修饰的磁珠在不同的盐浓度和ｐＨ 条件下对核

酸具有显著差异的亲和力来完成对核酸分离和纯化。磁珠法

可以富集和吸附靶分子，并且可以快速地吸附和解离靶分子，

表现出灵敏度高［１１］、快速和可重复性等优点。磁珠由于其在

电磁场下的可操控性，在高通量筛选的平台中具有广泛的应用

前景。

在血液或临床样品的 ＨＢＶ和 ＨＣＶ的荧光定量ＰＣＲ的

检测中，出现假阴性是一个重要的问题。从磁珠上洗脱的

ＤＮＡ和ＲＮＡ可以满足ＰＣＲ的高灵敏度
［１１］。同时，磁珠法可

以减少血液抗凝剂的影响及长时间的保存条件的影响［２］。磁

珠法可以从骨髓、凝血、培养的细胞中提取ＤＮＡ和ＲＮＡ，具有

很广的适用范围。

本文就磁珠法结合ＰＣＲ方法在检测 ＨＢＶ、ＨＣＶ等方面

的应用作了评价。从以上数据可以看出，磁珠法试剂盒可以实

现一次提取，同时检出 ＨＢＶ、ＨＣＶ，磁珠法提取 ＨＢＶＤＮＡ效

率高于离心柱法和煮沸法［５］，磁珠法提取 ＨＣＶＲＮＡ效率与

离心柱法接近，但都明显高于煮沸法。ＫＮＪｋｉｔ磁珠法博日半

自动核酸纯化仪作了尝试，已经看到了较好的应用效果。半自

动核酸纯化仪的程序设置可以作进一步的优化，以使两者更好

地兼容。半自动核酸纯化仪的使用更容易得到推广。因此，磁

珠法可同时检测 ＨＢＶ及 ＨＣＶ具有很好的应用前景。
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