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核酸纯化柱提取核酸定量检测丙型肝炎病毒 RNA的临床应用
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摘要目的：探究核酸纯化柱提取核酸定量检测血浆标本中丙型肝炎病毒核糖核酸(HCV-RNA)的临床应用效果。方法：将 2013年
8-11月期间我院 600例抗 -HCV阳性丙肝患者的样本，按随机字数表法分为研究组对照组各 300例，分别采用核酸纯化柱和酚 -

氯仿提取法检测，采用实时荧光定量聚合酶链反应(FQ-PCR)技术定量检测两组 HCV-RNA水平。结果：研究组检测阳性率为
87.67%(263/300)，显著高于和对照组的 54.0%(162/300)，差异有统计学意义(X2=82.296，P=0.000)；两组 HCV-RNA检测水平差异
无统计学意义(u=1.721，P=0.067)。结论：核酸柱提法定量检测血浆 HCV-RNA操作简单、快速，分离效率高，容易掌握，值得临床推

广。
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Clinical Application of Nucleic Acid Purification Column Nucleic Acid
Quantitative Detection of HCV-RNA

To explore the clinical application of nucleic acid purification column nucleic acid quantitative detection of

hepatitis c virus RNA (HCV-RNA) in plasma samples. Samples from 600 patients with anti -HCV positive hepatitis C patients

who were treated in our hospital from August to November in 2013 were divided into study group and control group with 300 cases in

each. According to the random number table method, the two groups recieved the detection of nucleic acid purification column

extraction, phenol-chloroform extraction method, respectively, using fluorescence quantitative polymerase chain reaction (FQ-PCR)

technology quantitative detected HCV-RNA of the two groups. The positive rate of study group was 87.67% (263/300),
significantly higher than 54%(162/300) of control group, the difference was statistically significant (X2=82.296, P=0.000). There was no

statistically significant difference undetectable levels of HCV-RNA between the two groups(u=1.721, P=0.067). Nucleic acid

purification column nucleic acid quantitative detection of plasma HCV-RNA is not only simple, rapid operation, but easy to master with

high separation efficiency, which is worthy of clinical promotion.
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前言

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）、肝硬化、慢性肝

炎发病原因均与丙型肝炎（丙肝）病毒（hepatitis C virus，HCV）

密切相关 [1，2]。因此定量检测患者机体内丙肝病毒核糖核酸

(HCV-RNA)水平具有重要的意义，临床上采用实时荧光定量聚

合酶链反应(FQ-PCR)技术进行相关检测，以判断机体内是否存

在 HCV感染，进一步根据 HCV-RNA分析患者病情，观察患者

抗病毒治疗效果，并对预后进行有效判断。FQ-PCR技术具有

定量准确、重复性高、敏感度高、特异性好等特点，同一台仪器

可进行逆转录、扩增，有效避免样本污染[3]，为保证 FQ-PCR 检

测结果准确，需保证提取的 HCV-RNA准确性好，纯度高[4，5]。本

次研究采用核酸纯化柱提取 HCV-RNA，并进行定量检测，与

酚 -氯仿提取法进行对比，旨在探究其临床应用效果，现将研

究结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 检测标本
1.1.1 检测标本来源 抽取 2013 年 8-11 月期间本院住院及
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门诊血浆抗 -HCV阳性丙肝患者的样本 600例，患者符合肝病

诊断标准[6]，按随机字数表法将所有样本分为研究组对照组各

300例，分别采用核酸纯化柱和酚 -氯仿提取法。
1.1.2 标本采集 采集 2 mL患者血标本，并采用乙二胺四乙

酸二钠剂进行抗凝处理，3 h内将血标本进行血浆分离，若标本

无法及时分离处理，应将标本置于 -80℃冰箱内保存。

1.2 检测方法
1.2.1 核酸纯化柱提取法 ①裂解液内混入助沉剂，选择 100

滋L加入离心管，随后分别选择 100 滋L待测血浆、标准品以及

对照品加入离心管，采用带滤心吸嘴反复吹打 5次，再对各离

心管加入去抑制剂 20 滋L，加上离心盖子后离心数秒；随后将

样本置于 70℃内进行反应 10 min；②将离心管放入离心机内
10 s，随后在其中加入无水乙醇 110 滋L，充分混匀后继续离心
10 s；③将核酸纯化提取柱进行标记，随后插入连接管，并在负

压装置上固定。然后将步骤 2内离心管内样本移入对应核酸纯

化提取柱内，将负压模式开启，抽干核酸提取柱内液体；④取

500 滋L洗涤液 A加入对应核酸纯化提取柱，再次开启负压模

式，抽干核酸纯化提取柱内液体；⑤取 500 滋L洗涤液 B加入对
应核酸纯化提取柱，再次开启负压模式，抽干核酸纯化提取柱

内液体；⑥将核算纯化提取柱从连接管取下后放入离心管，离

心管 2 mL且无 RNA酶，加盖后离心 1 min，14 000 r/min；⑦把
核算纯化提取柱取出换新的 2 mL离心管，无 RNA酶，并仔细

在柱面中央加 50 滋L洗脱液，加盖后 1 min静置，10 000 r/min

离心 1 min。在 2 mL离心管中取 12.5 滋L收集液作 PCR反应

模板[7，8]。

1.2.2 酚 -氯仿提取法 ①取 150滋L裂解液放入离心管内，随

后分别取 50 滋L对照、待测血浆加入离心管，反复混匀后取 50

滋L氯仿加入离心管，将其放在混匀器上 5 s振荡，离心管混匀

不应太强烈，防止出现乳化层，并在 13 000 r/min下离心 15

min；②取 100 滋L异丙醇加入离心管作为对照，在对各离心管

进行标记，将第一步各离心管的上层液对应转移到离心管，需

要特别注意的是由于中间层含蛋白质和 DNA，因此勿将中间

层吸出，将离心管充分混匀后进行 13000 r/min离心 15 min；③

将离心管内上清液倒去，并将管倒置在吸水纸上，将液体蘸干

后取 75%乙醇 300 滋L加入管内，充分洗涤，在 13000 r/min 下
离心 10 min；④再次将上清液倒出，离心管倒置于吸水纸上，管

内液体尽量蘸干，在 2000 r/min下离心 5 min；⑤选择微量加样

器吸干管底部少量液体，但需要注意的是吸头不要碰沉淀一

面，室温应保持干燥 1-5 min，但需要注意的是不应过干燥，防

止 RNA出现不溶的情况；⑥取 0.1%焦碳酸二乙酯 (DEPC)水
15 滋L加入干燥沉淀中，轻度混匀，对管壁上的 RNA有效溶

解，5s离心，冷冻保存待检备用，但需在 2 h内检测样本，取 15

滋L作 PCR反应模板[9]。

1.2.3 HCV-RNA定量检测 采用实时荧光定量聚合酶链反应

(FQ-PCR)技术定量检测两组 HCV-RNA水平，检测试剂由不同

厂家生产，操作步骤需严格参照说明书进行。在相同仪器上进

行逆转录、扩增进行，检测下限不低于 500 U/mL[10]。

1.3 统计学处理
本次研究数据采用 SPSS20.0进行统计处理，两组阳性率

比较采用 X2检验，浓度水平比较用 u检验，P<0.05表示有统计

意义。

2 结果

2.1 两组检测阳性率比较
研究组检测阳性率为 87.67%(263/300)，显著高于和对照

组的 54.0% (162/300)，差异有统计学意义 (X2=82.296，P=0.
000<0.05)。
2.2 两组 HCV-RNA检测水平比较

研究组 HCV-RNA检测下限值为 9.60× 107U/mL，中位值

为 9.80× 104copy/mL；对照组下限值为 8.30× 106U/mL，中位值

为 1.20× 104copy/mL，两组差异无统计学意义(u=1.721，P=0.

067>0.05)。

3 讨论

采用 FQ-PCR 技术定量检测 HCV-RNA 在临床医学中已

得到广泛应用，且多种试剂可供选择使用。有研究报道认为，采

用 FQ-PCR 技术定量检测抗 -HCV 阳性丙肝患者 HCV-RNA

阳性率范围在 55%-90%[11，12]，不同调查研究报道阳性率范围差

别较大，分析其原因可能与选择的试剂、设计引物、核酸提取方

法、操作技术及方式等存在关系[13，14]。Ross和Wulff等人选择匹

基试剂定量检测 321 例抗 -HCV 阳性血清标本的 HCV-RNA
[15，16]，阳性率为 81.93%(263/321)；Ward等人同样采用匹基试剂
进行 HCV-RNA定量检测 94例抗 -HCV阳性血清标本，其阳

性率为 82.98%(78/94)[17]。本研究用匹基试剂检测的阳性率为

66.7%，低于以上报道。上述不同样本检测采用同一种试剂，但

阳性率存在差异，可能地区环境与患者差异造成，患者机体中

HCV为活动状态，并在肝细胞内进行复制，样本检测外周血液

才能出现结果。

本研究采用核酸纯化柱提取法和酚 -氯仿提取法，选择不

同试剂分别检测 300例抗 -HCV阳性丙肝患者血清，检测结果

显示，核酸纯化柱提取法阳性率为 81.2%，酚 -氯仿提取法为
79.5%，提示酸纯化柱提取法较酚 -氯仿提取法检测阳性率高，

可能与其操作优势有关，其操作简便快捷，且技术人员容易操

作，检测速度较。HCV-RNA被纯化柱内硅胶吸附，在经过仔细

清洗后，其分离效果较好，模板纯度也随之提高，不仅工作量

少，检测时间短，且能有效避免低拷贝标本的漏诊，非常适合医

院常规开展检测[18]。而酚 -氯仿提取法提取持续时间久，检测任

务工作量大，操作步骤较为繁琐，技术要求高，检测条件常会要

求在低温条件下进行离心，技术难度相对较高，难以较快掌握，

对技术人员要求较高 [19]；HCV-RNA提取过程中可发现肉眼无

法辨别 RNA沉淀，倒去上清时轻重难以把握，在常规工作中
HCV-RNA提取、检测任务标本量较大的情况下，可能对一些
RNA浓度较低的样本无法进行有效提取，使得样本假阴性结

果出现，使其检测阳性率较低。此外焦磷酸二乙酯(DEPC)水具

有致癌性，在进行操作时技术人员须严格遵守操作程序，避免

危险[20]。

综上所述，核酸纯化柱提法提取核酸血浆标本定量检测

HCV-RNA检测率高，易操作，方便快捷，值得在临床推广。
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