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　　【摘要】　目的　介绍纳米磁珠提取手足口病病原ＲＮＡ的方法。方法　手足口病患儿临床肛拭标本２４０份，分

别以纳米磁珠提取法和经典的Ｔｒｉｚｏｌ提取法提取ＲＮＡ，以实时荧光反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测肠道病毒

７１型（ＥＶ７１）和柯萨奇病毒Ａ组１６型（ＣＡ１６）特异核酸片段。结果　纳米磁珠法检测ＥＶ７１阳性率２７．５％，ＣＡ１６

阳性率２３．３％；Ｔｒｉｚｏｌ法ＥＶ７１阳性率２６．６％，ＣＡ１６阳性率２２．１％，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论 纳米磁

珠提取法操作简单，快速高效，适合临床实验室应用于手足口病快速诊断。
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　　手足口病（ＨＦＭＤ）是由肠道病毒引起的急性传染病，引起

手足口病的肠道病毒包括肠道病毒７１型（ＥＶ７１）和 Ａ组柯萨

奇病毒（ＣＡ）、埃可病毒（Ｅｃｈｏ）的某些血清型。实时荧光反转

录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）具有高灵敏度和高特异性，并且快

速，是临床实验室诊断常用方法。周围环境中广泛存在的

ＲＮＡｓｅ（ＲＮＡ酶）能快速降解 ＲＮＡ，对核酸提取提出更高要

求，提取方法越复杂，ＲＮＡ降解就越多，容易造成假阴性结果。

纳米磁珠法能够做到核酸提取过程自动化，减少人为ＲＮＡｓｅ

污染，作者对其和传统的Ｔｒｉｚｏｌ抽提法进行对比，现将结果报

道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　２０１２年５月本院手足口病高峰期，取门诊及

住院临床诊断为手足口病患儿发病７ｄ内的肛拭标本２４０例，

患儿年龄６个月至１０岁。

１．２　仪器设备　ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０荧光定量ＰＣＲ仪及

上海之江ＥＸ２４００核酸自动提取仪。

１．３　试剂来源　ＥＶ７１型和柯萨奇病毒Ａ组１６型（ＣＡ１６）核

酸实时荧光ＲＴＰＣＲ检测试剂盒和Ｔｒｉｚｏｌ提取试剂均购自中

山大学达安基因股份有限公司，纳米磁珠ＲＮＡ提取试剂盒购

自上海之江公司。

１．４　ＲＮＡ提取方法

１．４．１　纳米磁珠自动提取法　肛拭标本溶解于适量生理盐水

中，振荡混匀，备用。取出一块预装板，撕开铝箔，分别加入６

μＬＲＮＡ助沉剂及２００μＬ标本于预装板对应的 Ａ１Ａ１２孔，

将预装板放入核酸自动提取仪的卡槽内，安装好磁套，选择程

序“ＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎ”运行。运行结束后，弃磁套，于核酸自动提

取仪内取出预装板，Ｅ１Ｅ１２对应孔中的液体即为提取好的

ＲＮＡ，可直接用于检测。

１．４．２　Ｔｒｉｚｏｌ提取法　肛拭标本加入３００μＬ生理盐水，振荡

洗脱，洗脱液加入Ｔｒｉｚｏｌ和氯仿，静置３ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ；样品即分成水样层、中间层和有机层，收集水样层通

过ＳｉＯ２沉淀ＲＮＡ来还原，离心取沉淀加入７５％乙醇液洗涤，

离心沉淀，自然干燥，加入３０μＬＤＥＰＣ水混匀，待用。

１．５　实时荧光ＲＴＰＣＲ　检测肠道病毒ＥＶ７１、ＣＡ１６特异核

酸片段严格按试剂说明书操作。

１．６　统计学处理　ＳＰＳＳ１２．０软件对结果进行分析处理，采用

χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２４０例临床标本提取ＥＶ７１和ＣＡ１６病毒核酸，纳米磁珠

法检测ＥＶ７１阳性率２７．５％，ＣＡ１６阳性率２３．３％；Ｔｒｉｚｏｌ法

ＥＶ７１阳性率２６．６％，ＣＡ１６阳性率２２．１％，见表１。经ＳＰＳＳ

１２．０统计分析，ＥＶ７１和ＣＡ１６两种方法检测对比阳性率差异

无统计学意义（犘＞０．０５），显示纳米磁珠提取法可以用于临床

诊断实验。

表１　两种ＲＮＡ提取方法对２４０例肛拭标本实时荧光

　　　　ＲＴＰＣＲ检测结果［狀（％）］

方法 ＥＶ７１阳性 ＣＡ１６型阳性

纳米磁珠法 ６６（２７．５） ５６（２３．３）

Ｔｒｉｚｏｌ法 ６４（２６．６） ５３（２２．１）

３　讨　　论

手足口病毒属小 ＲＮＡ病毒科、肠病毒属，其中最常见为

ＥＶ７１和ＣＡ１６型。柯萨奇病毒是多种疾病的致病原，不仅可

以引起呼吸道感染，还可引起心肌炎、心肌病及神经系统疾病。

柯萨奇病毒分为Ａ、Ｂ两大组，Ａ组２３个型，Ｂ组６个型，能引

起手足口病的主要为 Ａ组的１６型，Ａ组的４、５、９、１０型及Ｂ

组的５型亦可引起该病。新肠道病毒包括４个血清型（６８、６９、

７０、７１），只有７１型可引起手足口病
［１］。ＥＶ７１型常引起重型

病例，造成中枢神经系统感染和心肌炎等，临床出现致死病例，

迫切需要对ＥＶ７１进行快速检测。临床常用检测方法为实时

荧光ＲＴＰＣＲ，其具有高度灵敏度和高特异性，与病毒学培养

结果一致［２］。核酸提取的原理主要分为３个部分：第一部分是

利用裂解液促使细胞破碎，使细胞中的核酸释放出来；第二部

分是把释放的核酸特异地吸附在特定的载体上，当然这种载体

只对核酸有较强的亲和力和吸附力，而对其他的生化组分如蛋

白质、多糖、脂类则既不亲和也不吸附；第三部分是把吸附在特

定载体上的核酸洗脱下来，从而得到纯化的核酸。现今核酸提

取有各种方法，主要是针对第二部分使用特定载体的不同而区

分，常见的有Ｔｒｉｚｏｌ提取法、旋转离心柱提取法、玻璃粉吸附

法、纳米磁珠提取法等［３］。其中纳米磁珠提取法可应用于全自

动核酸提取仪，提取自动化，不但大大降低提取的劳动强度，而

且减少了核酸手工提取中容易出现的操作失误，增加核酸提取

的一致性和重复性。

纳米磁珠法中使用的磁性微球在１９９６年开始出现，是将

无机磁性粒子与高分子材料结合形成的一种复合微球，是新型

功能材料。由于其自身兼具高分子微球和磁性粒子的众多特

性，故无外增加磁场时在溶液中分散均匀、稳定；增加外磁场则

可简单快速分离，可以通过共聚、表面改性赋予其表面多种反

应性功能基团，具有良好的生物相容性，使传统繁重的核酸提

取过程变为自动化［４］。目前大多数全自动核酸提取仪都是采

用硅吸附法，把二氧化硅等成分吸附到磁珠表面对ＲＮＡ进行
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提取。本文对纳米磁珠法和 Ｔｒｉｚｏｌ法提取手足口病 ＲＮＡ病

毒进行对比，结果两种方法效果接近，差异无统计学意义。

ＥＶ７１和ＣＡ１６阳性率用纳米磁珠法测定分别为２７．５％和２３．

３％，和广东省内其他医院基本相同
［５］。

经典的Ｔｒｉｚｏｌ提取法，提取ＲＮＡ纯度高，缺点是操作较

为烦锁，抽提和沉淀等操作都可能引起ＲＮＡ 的损失。而全自

动核酸提取仪法利用磁性颗粒从样品裂解物中抓获总ＲＮＡ，

对总ＲＮＡ的破坏较小，同时自动化核酸提取也避免了交叉污

染的可能性［６］。本次实验中，纳米磁珠法有５例检出阳性，而

在Ｔｒｉｚｏｌ法中为阴性，可能是因为Ｔｒｉｚｏｌ法核酸提取处理时间

较长，操作较为烦锁，周围环境中广泛存在的 ＲＮＡｓｅ（ＲＮＡ

酶）能快速降解ＲＮＡ，造成标本假阴性结果。在处理大批量标

本时，纳米磁珠法应用于自动分析仪总耗时少，提取效率高，具

有明显的优势。
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美创ＡＭＡＸ２００血凝分析仪性能的初步评价

张鸿伟１，刘　斌
２（１．昆明市第一人民医院检验科　６５００１１；２．楚雄医药高等专科学校

检验系医学检验专业２００７级５班，云南楚雄　６７５００５）

　　【摘要】　目的　初步探讨已在实验室使用两年的德国美创 ＡＭＡＸ２００血凝分析仪性能是否满足临床需要。

方法　运用国际血液学标准委员会（ＩＣＳＨ）公布的专业技术方案，用新鲜混合血浆和定值参比血浆来测定凝血酶原

时间（ＰＴ）、活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）、凝血酶时间（ＴＴ）和纤维蛋白原 （Ｆｉｂ）项目，进行精密度、准确度、携带

污染率、抗干扰能力等试验。结果　ＰＴ（ｓ）、ＡＰＴＴ（ｓ）、ＴＴ（ｓ）和Ｆｉｂ（ｇ／Ｌ）的批内精密度为１．０１％～５．２２％，批间精

密度为３．４７％～４．７１％，携带污染率为０．４％～３．４％，均小于５．０％。抗黄疸能力强，在加入总胆红素浓度０～３

１９８μｍｏｌ／Ｌ时Ｆｉｂ、ＴＴ、ＡＰＴＴ影响度小于５．００％，但ＰＴ影响度相比较其他项目增大（为７．０９％），均在美国

ＣＬＩＡ′８８规定的允许偏差范围之内；加入三酰甘油含量０～５．６４ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＰＴ、ＴＴ、Ｆｉｂ、ＡＰＴＴ受干扰小，但三酰

甘油含量大于５．６４ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＰＴ相比较其他项目影响度增大（影响度在９％～１０％）；而溶血标本，Ｆｉｂ在血红蛋

白含量大于或等于４．８ｇ／Ｌ时干扰增大（影响度为－１０．６９％～－１１．６４％）。故在实际工作中应尽量避免溶血和重

度黄疸标本，以保证检测质量。结论　德国美创ＡＭＡＸ２００血凝分析仪在使用两年后仍具有较高的精密度和准确

度，也具有良好的抗干扰能力，可继续适用于检验科的正常使用。
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　　本院检验科急诊化验室引进ＡＭＡＸ２００凝血分析仪使用

已两年，并且为２４ｈ运转，为了更好地了解该仪器的性能，根

据《医学实验室质量与能力认可准则》的要求，设备在常规使用

中应显示出能够达到规定的性能标准，亦需进行性能评估［１］。

根据国际血液学标准委员会（ＩＣＳＨ）和美国国家临床实验室标

准委员会（ＣＬＳＩ）的有关文件要求
［２３］，并参考了部分文献资

料［４６］，作者用新鲜血浆和质控血浆从精密度、准确度、携带污

染率、抗干扰能力（以影响度作为评价指标）等方面对美创

ＡＭＡＸ２００凝血分析仪磁珠凝固法检测的常规凝血项目进行

性能初步评估，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　仪器　德国美创ＡＭＡＸ２００血凝分析仪，仪器操作和维

护保养遵循仪器使用说明书。

１．２　试剂　（１）凝血酶原时间（ＰＴ）：天津美创太平洋科技有

限公司生产，批号Ｔ８１２，ＩＳＩ值为１．０４。（２）凝血酶时间（ＴＴ）：

上海太阳生物技术有限公司生产，批号：１２２０４１。（３）活化部分

凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）：德国美创（北京美创公司）生产，批号：

ＴＥ０９８３５。（４）纤维蛋白原 （Ｆｉｂ）：德国美创（北京美创公司）生

产，批号：ＴＯＣ０３１。

１．３　混合血浆的准备

１．３．１　样本采集方法　抗凝全血标本用真空负压采血管采集

２．７ｍＬ静脉血，枸橼酸钠（１０９ｍｍｏｌ／Ｌ）抗凝剂０．３ｍＬ抗凝，

抗凝比例为１∶９，充分混匀。

１．３．２　正常混合血浆的制备　收集健康体检人员血浆２０份，

男女各半，采血后半小时内３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后每管收

集１．５ｍＬ至干净容器内，总共约３０ｍＬ充分混匀，分装后密

封放置于－８０℃冰箱保存待用。

１．３．３　异常混合血浆的制备　收集肝移植患者及肝病患者异

常血浆２０份，男女各半，采血后半小时内３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ后每管收集１．５ｍＬ至干净容器内，总共约３０ｍＬ充分混

匀，分装后密封放置于－８０℃冰箱保存待用。

１．４　干扰物的准备

１．４．１　溶血物的准备　用血常规管采集静脉血３ｍＬ，１５００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上层血浆，留下红细胞层，加入蒸馏水
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