
二步法检出阳性
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例#漏检率为
!<!>Q

'其中
$#

例经化学

发光法定量检测为$
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$
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%
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"

MX

#提示样本中
%,)+

J

浓度极低#

$

例超过
$:"*c

"

MX

#提示样本中
%,)+

J

浓度过

高#导致一步法因灵敏度较低和-

%bbW

.现象$钩状效应%

)

:B>

*

而呈假阴性结果'从其检测原理分析)

ABC

*

#一步法由于血清和

酶标记物同时加入#若血清中
%,)+

J

浓度过高#分别与酶标

抗体和固相抗体形成免疫复合物#不形成夹心复合物#产生钩

状效应而呈假阴性'二步法为向反应微孔先加入血清#经长时

间$

!G

%温育#高浓度
%,)+

J

与包被的固相
%,)+3

-饱和.性

结合#再与酶标抗体结合形成夹心复合物而呈阳性)

=B!"

*

'同

时#不同浓度质控血清检测结果显示一步法最低检测浓度为
!
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"
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#而二步法为$
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$
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%
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"

MX

#二步法灵敏度显著提

升#从而有效提高
%,)+

J

检出率#与李艳霞 )

!!

*和姜标(常秋

月 )

!$

*的报道较为一致'

综上所述#

ZX*'+

一步法检测
%,)+

J

虽时间较短#操作

简便#但确实存在灵敏度相对较低及钩状效应#造成检验结果

一定程度的不可靠#建议使用
ZX*'+

二步法#虽操作时间长#

但能明显提高检出率#减少漏检率#为临床提供更加客观准确

的
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检测结果'
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!检验技术与方法!

不同方法提取血清总
V]+

的性能评价
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晨!董
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亮!李
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星

"江苏省南京迪安医学检验所
!

$!"""A

#

!!

摘
!

要"目的
!

评价
#

种方法提取血清总
V]+

的性能%方法
!

分别用
652UD1

法$磁珠总
V]+

提取法"磁珠法#$柱式总
V]+

提取法"柱式法#提取血清总
V]+

%通过测定样品
b-

$>"

(

b-

$C"

值评价提取的总
V]+

纯度$产量&通过设计引物及
60

f

&0@

探针

扩增总
V]+

的管家基因"

a+Y-%

#!以观察各方法提取的总
V]+

用于
V6BY(V

的效果%结果
!

#

种方法提取总
V]+

纯度分别

为
652UD1

法"

!<C#̀ "<!=

#$磁珠法"

!<=7̀ "<!!

#$柱式法"

!<=$̀ "<!$

#&扩增管家基因
a+Y-%

!其
(H

值分别为
652UD1

法"

!=<#À

#<:!

#$磁珠法"

!C<##̀ !<!!

#$柱式法"

!C<C:̀ !<$"

#%结论
!

磁珠法$柱式法明显优于
652UD1

法!磁珠法与柱式法结果差异无统

计学意义"

!

'

"<":

#%

关键词"

V]+

&

!

聚合酶链反应&

!

652UD1

法
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分子生物学技术已经渗透到生物学(医学(遗传学和动物

学等各个领域'在分子生物学实验中#提取基因组
V]+

是一

项基础工作#能否获得高纯度(一定浓度的模板#是后续实验成

败的关键之一'现在用于提取总
V]+

的商品试剂盒很多#根

据原理不同归纳起来主要有
652UD1

法(磁珠法和柱式法
#

种#

各试剂盒提取效果如何#本文设计实验对上述方法进行评价#

现详述如下'

?

!

材料和方法

?<?

!

主要仪器及试剂
!

日本岛津
c[B$:"!

可见紫外分光光

度计(罗氏
X2

J

GH/

L

/1E7C"

荧光定量
Y(V

分析仪'

652UD1

提取

试剂由
2@F2H5D

J

E@

公司提供#磁珠总
V]+

提取试剂及
Y(V

试

剂由上海之江公司提供#柱式总
V]+

提取试剂由上海科华公

司提供'

a+Y-%

扩增引物及
60

f

&0@

探针由上海生工提供'

?<@

!

标本来源
!

$"

例血清样本来源于本所临床送检样本'

?<A

!

方法

?<A<?

!

652UD1

法
!

向灭菌的
!<:MXE

II

E@;D5K

管中加入
65B

2UD1

及血清各
!""

#

X

#充分混匀#室温静置
!"M2@

#再加入

$""6

的氯仿#用力震荡
!:)

&

7\

#以离心半径
C/M

#

!#"""5

"

M2M

离心
!:M2@

#取上层液相至另一灭菌
!<:MXE

II

E@;D5K

管#加入等体积异丙醇#轻轻颠倒混匀#室温静置
!"M2@

&

7\

#

!#"""5

"

M2M

离心
!:M2@

#弃上清液#加入
:""

#

XA:Q

乙醇#

颠倒混匀&

7 \

#

C"""5

"

M2M

离心
:M2@

#弃上清液#干燥
:

+
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M2@

#加入
:"

#

X-ZY(

水溶解总
V]+

#

T$"\

保存#备用'

?<A<@

!

磁珠法
!

向灭菌的
!<:MXE

II

E@;D5K

管中加入含磁珠

的结合液
:$>

#

X

及血清
!7"

#

X

#震荡
!")

#室温静置
#M2@

#吸

取上述混匀液至亲和柱中#

7\

#

!#"""5

"

M2M

离心
!M2@

#弃

废液#分别用
:""

#

X+

(

,

液各洗涤
!

次#

!#"""5

"

M2M

离心
$

M2@

#将套管转移至另一灭菌的
!<:MXE

II

E@;D5K

管#加入
:"

#

X-ZY(

水#

!#"""5

"

M2M

离心
!M2@

#

T$"\

保存#备用'

?<A<A

!

柱式法
!

向灭菌的
!<:MXE

II

E@;D5K

管中加入含

(0552E5

的
#""

#

X

裂解液及
!""

#

X

血清#用枪头反复吹打混

匀#再加入
#$"

#

X

无水乙醇#震荡混匀
:)

#低速离心数秒#将

上述混合液转入核酸提取柱#

7\

#

!#"""5

"

M2M

离心
!M2@

#

弃收集柱中液体#分别用
:""

#

X d+

(

d,

液各洗涤
!

次#

!#"""5

"

M2M

离心
!M2@

#干燥
:M2@

#加入
:"

#

X-ZY(

水溶

解总
V]+

#

T$"\

保存#备用'

?<B

!

总
V]+

的鉴定

?<B<?

!

纯度(产量计算
!

用可见紫外分光光度计测定
V]+

样本的
b-

$>"

(

b-

$C"

值#纯度以
b-

$>"

"

b-

$C"

为依据#总
V]+

$

#

J

"

MX

%产量计算公式
gb-

值
97"9]

$

]

为稀释倍数%'

?<B<@

!

引 物 设 计 与 管 家 基 因 扩 增
!

依 据
a+Y-%

$

]&""$"7>

%#利用生物软件
Y52ME5:<"

设计引物和
60

f

&0@

探针#

a+Y-%

扩增引物为
a!

!

:iTaa+ +aa 6a+ +aa

6(aa+a6(B#i

(

a$

!

:iB(a66(6(+a((66a+(aa6B

#i

#

60

f

&0@

探针为
.+&B666 aa6 (a6 +66 aaa (a(

(6aB6+&V+

'总反应体系
$:

#

X

#其中模板
:

#

X

#设阴(阳性

对照'扩增程序为!

7:\

(

#"M2@

&

=:\

(

!:M2@

&

=:\

(

!:)

#

>"\

(

>")

#

7"

个循环&

#A \

(

!)

#荧光采集通道选
.+&

和

%ZP

#采集温度
>"\

'

?<C

!

统计学处理
!

应用
'Y''!#<"

统计软件计算各组提取的

总
V]+

纯度(浓度及
a+Y-%

基因扩增
(H

值的$

A 4̀

%#组间

数据比较采用
5

检验分析#以
!

$

"<":

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@<?

!

总
V]+

纯度(产量
!

用
#

种方法分别提取
$"

例血清样

本的总
V]+

#经可见紫外分光光度计测定样品在
$>"@M

(

$C"

@M

处吸光度值#如表
!

所示#磁珠法和柱式法提取的总
V]+

纯度和产量均无显著性差异$

!

'

"<":

%#但两法提取的总

V]+

纯度和产量均高于
652UD1

法#并具有统计学意义$

!

$

"<":

%'

表
!

!!

#

种方法提取血清总
V]+

纯度和产量的比较

项目
652UD1

法 磁珠法 柱式法

b-

$>"

"

b-

$C"

!<C#̀ "<!= !<=7̀ "<!! !<=$̀ "<!$

总
V]+

产量$

#

J

"

MX

%

!!<!$̀ #<!=!><#!̀ $<!"!A<!!̀ !<=C

@<@

!

a+Y-%

体外扩增
!

用
#

种方法提取
$"

例血清样本的

总
V]+

#分别进行管家基因
a+Y-%

的体外扩增#结果表明磁

珠法及柱式法
(H

值较
652UD1

法低
!

个循环#提示磁珠法及柱

式法提取总
V]+

产量是
652UD1

法的
!

倍左右#磁珠法及柱式

法提取总
V]+

效果较
652UD1

法稳定#见表
$

(图
!

'

表
$

!

#

种方法提取血清
V]+

的
(H

值比较

项目
652UD1

法 磁珠法 柱式法

(H

值
!=<#À #<:! !C<##̀ !<!! !C<C:̀ !<$"

图
!

!!

a+Y-%

基因扩增曲线图

A

!

讨
!!

论

总
V]+

提取极易受到提取方法的影响)

!

*

#同时#亦受实

验室环境的影响)

$B#

*

#标本应及时分离血清#

T$"\

保存#实验

室环境(耗品应避免
V]+

酶污染'

652UD1

法提取总
V]+

是经

典的方法#其原理是
652UD1

中的异硫氰酸胍可使病毒及核蛋白

体裂解#使
V]+

与蛋白质分离#释放入液相#而氯仿可提取

652UD1

中苯酚#从而使苯酚中总
V]+

进入水相#经离心(纯化

得到总
V]+

&柱式法主要利用碱基配对原理#采用寡聚
6

结

构作为亲和柱材料#当总
V]+

流经寡聚
6

柱时#

V]+

即被特

异结合到柱子上#从而达到分离提取的目的&而磁珠法则利用

+

与
6

碱基间的强配对性#结合链菌素抗生物素与生物素间

强免疫作用及磁铁与顺磁性物质间的强磁性作用#来进行分

离(提取总
V]+

'从本实验可以看出#与柱式及磁珠法相比

652UD1

法耗时长#大量使用有机溶剂#且总
V]+

得率(纯度相

对低'原因在于病毒裂解(

V]+

分离需要一定时间#同时#所

使用苯酚及异硫氰酸胍如果提取不尽#将直接影响总
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的
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