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两种核酸提取方法检测血清丙型肝炎病毒核糖核酸的比较

柳明波，李锡燕（广西壮族自治区钦州市第一人民医院检验科　５３５０００）

　　【摘要】　目的　比较两种不同核酸提取方法检测血清丙型肝炎病毒核糖核酸（ＨＣＶＲＮＡ）对临床诊断的应用

价值。方法　对１２８份 ＨＣＶ抗体阳性的患者血清，同时用两种实时荧光定量聚合酶链反应 （ＰＣＲ）方法检测

ＨＣＶＲＮＡ并检测丙氨酸氨基转移酶 （ＡＬＴ）水平，这两种方法分别是用二氧化硅微粒法提取ＲＮＡ和纯化柱法提

取ＲＮＡ。结果　１２８份 ＨＣＶ抗体阳性的血清中二氧化硅微粒法 ＨＣＶＲＮＡ阳性率４１．４１％，纯化柱法 ＨＣＶ

ＲＮＡ阳性率５９．３８％，纯化柱法优于二氧化硅微粒法，差异有统计学意义（χ
２＝８．２７，犘＜０．０５）。４９份 ＨＣＶ 抗体

阳性的血清中ＡＬＴ异常，且ＡＬＴ浓度变化与纯化柱法 ＨＣＶＲＮＡ水平呈正相关性（狉＝０．９５，犘＜０．０５）。结论　

血清 ＨＣＶＲＮＡ检测对丙型肝炎诊断和病情监测均有重要的临床意义，采用纯化柱法提取ＲＮＡ具有更优的临床

价值。
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　　尽管我国已采用第三代丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）抗体酶联免

疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂，阳性检出率大大提高，但单纯应用

抗ＨＣＶ指标作为丙型肝炎诊断与疗效观察是有其弊端的
［１］。

而 ＨＣＶＲＮＡ检测灵敏度高、特异性强具有早期诊断的意义，

目前临床已经建立实时荧光定量聚合酶链反应 （ＰＣＲ）检测血

清 ＨＣＶＲＮＡ方法
［２］。本文对两种不同核酸提取方法定量检

测血清 ＨＣＶＲＮＡ的结果进行分析，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年１～３月本院抗ＨＣＶ阳性患者

１２８例。

１．２　方法

１．２．１　抗ＨＣＶ检测　采用北京万泰生物药业有限公司生产

的抗ＨＣＶ诊断试剂盒进行初检，上海科华生物工程股份有限

公司生产的抗ＨＣＶ诊断试剂盒进行复检。

１．２．２　ＨＣＶＲＮＡ定量检测　采用荧光定量聚合酶链反应

（ＦＱＰＣＲ），仪器为美国ＡＢ７３００型荧光定量实时ＰＣＲ仪。二

氧化硅微粒法提取ＲＮＡ使用中山大学达安基因股份有限公

司提供的丙型肝炎病毒核酸扩增荧光检测试剂盒，纯化柱法提

取ＲＮＡ使用上海科华生物工程股份有限公司提供的丙型肝

炎病毒核酸扩增荧光检测试剂盒。以 ＨＣＶＲＮＡ水平小于

５００ｃｏｐｙ／ｍＬ作为检测阴性标本。

１．２．３　ＡＬＴ检测　日立７６００型使用全自动生化分析仪检

测，正常值小于４０Ｕ／Ｌ。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。计数资

料率的比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义；

两变量关联性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关的假设检验。

２　结　　果

２．１　１２８份 ＨＣＶ抗体阳性的患者血清中，应用二氧化硅微粒

法提取ＲＮＡ检测 ＨＣＶＲＮＡ阳性率４１．４１％（５３／１２８），应用

纯化柱法提取 ＲＮＡ 检测 ＨＣＶＲＮＡ 阳性率５９．３８％（７６／

１２８），差异有统计学意义（χ
２＝８．２７，犘＜０．０５）。且纯化柱法

阳性率高于二氧化硅微粒法。

表１　ＡＬＴ浓度与二氧化硅微粒法 ＨＣＶＲＮＡ

　　　　　水平变化的关系

ＨＣＶＲＮＡ含量

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）
狀

ＡＬＴ均值

（Ｕ／Ｌ）

ＡＬＴ异常

例数（狀）

ＡＬＴ异常率

（％）

１０７ ９ １１９ ９ １００．００

１０６ １０ １２１ ９ ９０．００

１０５ ７ ９６ ７ １００．００

１０４ ７ ８１ ６ ８５．７１

５００～１０３ ２０ ７５ １６ ８０．００

＜５００ ７５ ４３ ２ ２．６７
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２．２　ＡＬＴ浓度与两种方法检测 ＨＣＶＲＮＡ水平变化的关

系，经相关性分析，ＡＬＴ浓度与二氧化硅微粒法 ＨＣＶＲＮＡ

水平呈正相关（狉＝０．７４，犘＜０．０５），而 ＡＬＴ浓度与纯化柱法

ＨＣＶＲＮＡ水平亦呈正相关（狉＝０．９５，犘＜０．０５），且纯化柱法

ＡＬＴ浓度与 ＨＣＶＲＮＡ水平相关性更好，见表１、２。

表２　ＡＬＴ浓度与纯化柱法 ＨＣＶＲＮＡ水平变化的关系

ＨＣＶＲＮＡ含量

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）
狀

ＡＬＴ均值

（Ｕ／Ｌ）

ＡＬＴ异常

例数（狀）

ＡＬＴ异常率

（％）

１０７ １７ １３９ １７ １００．００

１０６ １１ １２７ １０ ９０．９１

１０５ ８ ９６ ６ ７５．００

１０４ １２ ８８ ７ ５８．３３

５００～１０３ ２８ ６２ ８ ２８．５７

＜５００ ５２ ３５ １ １．９２

３　讨　　论

目前用于 ＨＣＶ感染诊断的两项主要指标为抗ＨＣＶ和

ＨＣＶＲＮＡ，现多采用的第三代检测抗ＨＣＶＥＬＩＳＡ试剂。试

剂增加了 ＨＣＶ基因组ＮＳ５区表达的蛋白作为抗原，进一步提

高了试剂的敏感性，但还存在“窗口期”漏检的问题，而 ＨＣＶ

ＲＮＡ检测灵敏度高、特异性强，具有早期诊断的意义
［３４］。尽

管逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ＨＣＶＲＮＡ具有早期、

敏感和特异等特点，但该方法在技术和设备上要求较高，且费

时，检出率较低［５］。

本文采用的两种方法基本原理是先经逆转录酶作用，在特

异性引物存在下，将 ＨＣＶＲＮＡ逆转录为单链的ｃＤＮＡ再以

实时荧光定量ＰＣＲ将ｃＤＮＡ扩增。两种方法不同点主要是

ＲＮＡ的提取方法不同。用于临床的 ＨＣＶＲＮＡ检测方法中

除了本文应用的两种核酸提取方法外还有氯仿异丙醇法、硫

氰胍半字符热酚法、蛋白酶 Ｋ消化法等
［６］。这些核酸提取方

法都面临血清病毒浓度低、标本可能被反复冻融、受血细胞和

环境ＲＮＡ酶降解的风险。ＲＮＡ提取是 ＨＣＶＲＮＡ检测的关

键步骤，因此选择高效率的ＲＮＡ提取方法尤其重要
［７］。核酸

纯化柱采用硅胶膜作为核酸的特异性吸附材料，可以用于各种

材料的ＤＮＡ／ＲＮＡ的提取以及精制。具有操作简单、回收率

高、性能稳定等特点，而对其他生物材料基本不吸附，可以最大

程度地保障回收样品中的ＤＮＡ／ＲＮＡ，同时去除其他杂质
［８］。

二氧化硅微粒法同样以二氧化硅颗粒作为核酸的吸附材料，但

由于其提取过程中分离方法不同，导致最后的效果有差别。核

酸纯化柱法加入了ＲＮＡ酶抑制剂，减少了ＲＮＡ降解机会；应

用含助沉剂的裂解液更有利于 ＨＣＶＲＮＡ沉淀吸附于离心柱

上的硅基质膜，从而减少了 ＨＣＶＲＮＡ的丢失。逆转录与荧

光定量ＰＣＲ同在一闭管中进行减少了污染的可能性
［９］。

尽管已有研究报道核酸提取柱法优于氯仿异丙醇法，但

与同为硅类材料吸附的方法提取核酸方法比较少见报道。本

实验表明核酸纯化柱法 ＨＣＶＲＮＡ阳性率高于二氧化硅微粒

法，且与张言超等［１０］报道的核酸提取柱法阳性率７１．７％（６６／

９２）基本一致。此外本实验研究了 ＡＬＴ浓度与 ＨＣＶＲＮＡ水

平变化的关系，ＨＣＶＲＮＡ检测对丙型肝炎病情监测也有重要

的意义［１１］。核酸纯化柱法 ＡＬＴ浓度与 ＨＣＶＲＮＡ水平的相

关性要比二氧化硅微粒法更好，从另一个侧面反映核酸纯化柱

法具有更好的灵敏度。从表１、２中发现，ＨＣＶＲＮＡ阴性病例

中有ＡＬＴ浓度异常的情况，或ＡＬＴ浓度正常病例ＨＣＶＲＮＡ

水平很高。这与丙型肝炎病毒感染的复杂性有关，感染１～２

周内血清中可检测到 ＨＣＶＲＮＡ，在感染自然恢复前，血清中

ＨＣＶＲＮＡ将达到１个高峰，但 ＨＣＶＲＮＡ达到峰值或重新

出现前数天或数周内偶尔也可能检测不到。大多数向慢性转

化的感染者中，ＨＣＶＲＮＡ水平降低速度逐渐减慢，最后趋于

稳定，晚期肝病患者的 ＨＣＶＲＮＡ水平很低，甚至无法测出。

总之，为了进一步规范 ＨＣＶＲＮＡ检测，患者应在空腹条

件下抽血，及早分离血清和进行检测，避免对标本反复冻融，

ＰＣＲ整个过程应避免ＲＮＡ酶对标本的降解和模板的污染。
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