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"

建立巢式
VOU

检测滤纸血片标本巨细胞病毒核酸"

O$Y R̀&

%的实验方法!并对其灵敏度(最低检测限(稳

定性等进行评价&方法
"

采集医院确诊
O$Y

阳性的血液样品!分别制备成全血和滤纸血片标本&选取
-

份滤纸血片标本!分别

打取
)

个或
0

个直径
)DD

的圆片用于
R̀&

提取!并对所得
R̀&

溶液的浓度和纯度进行测定&采用巢式
VOU

对
'(

份滤纸血

片和全血标本进行检测!获得该方法的灵敏度和最低检测限数据&将滤纸血片标本储存于
S(,T)

个月后重新进行检测!以判

断巢式
VOU

方法的稳定性&结果
"

将
R̀&

提取时所用圆片数由
)

个增加到
0

个后!

R̀&

溶液浓度提高
(

$

1

倍!巢式
VOU

的

灵敏度升高$与全血检测结果相比!巢式
VOU

检测滤纸血片标本
O$Y R̀&

方法的灵敏度为
',,P

!最低检测限为
+-H;

>L

'

D.

&

滤纸血片标本在
S(,T

放置
)

个月!实验的灵敏度未下降&结论
"

使用巢式
VOU

检测滤纸血片标本
O$Y R̀&

能够获得准确(

可靠(稳定的结果&与
)

个圆片相比!使用
0

个圆片进行滤纸血片标本
R̀&

的提取!可使
R̀&

溶液浓度大大增加!因而有助于

提高检测的灵敏度&
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&感染是最常见

的宫内病毒感染'
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1-P

$

3,P

先天性巨细胞病毒感染的新

生儿出生时无症状#其中约
'+P

在儿童期才表现出异常#通常

为神经系统疾病#如感音神经性耳聋和神经发育迟滞)巨细胞

病毒已经被认为是引起儿童非遗传性感音神经性听力丧失的

最常见原因'

(

(

)巨细胞病毒也是目前已经确认的人类致畸

物'

)

(

#其所致缺陷可发生在几乎全身各个器官系统'

9

(

)由于巨

细胞病毒感染后多无症状#因而需要建立巨细胞病毒感染的实

验室诊断方法'

-

(

#以便能够从无症状新生儿中检出感染者)
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(首先报道使用新生儿滤纸血片$

I@5<IF?;;I6
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#

"̀!

&提取
O$Y R̀&

#并采用
VOU

方法对
O$Y R̀&

进行检

测)国外文献报道使用滤纸血片标本检测巨细胞病毒感染的

方法灵敏度为
3-P

$

',,P

#特异度为
31P

$

',,P

'

+81

(

)国内

目前尚无关于此类方法的研究报道)本研究旨在建立一种使

用滤纸血片标本检测
O$Y R̀&

的实验方法#并对其灵敏度*

最低检测限*稳定性等进行评价)

B

"

材料与方法

B*B

"

材料与仪器
"

采用美国
!H%?<5H%<@v!H%G<??3,)

滤纸

片)

R̀&

提取试剂盒为
g5E
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公司的
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R̀& $575
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)巢式
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引物由北京赛百盛基因技术有限公司合成#

:E

[

R̀&

聚合酶为
<̂@D<7AE6

产品#电泳试剂均购自天根生

化科技$北京&有限公司)其他仪器包括
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功能酶标仪*
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$575!O

水平电泳仪*

"5;8UEI

凝胶成像仪等)

B*C

"

标本采集与处理
"

血液标本来自北京协和医院检验科分

子室#该血液样本为
#̀ :&

抗凝血#经北京协和医院对每份样

本的
',,

&

.

血浆所提取的
O$Y R̀&

进行基因扩增检测#选取

'(

份阳性样本入组)将其余下的全血样本作为本次实验样本)

B*D

"

纸血片干血斑的制备与储存
"

在滤纸片的每个圆圈内滴

注
0,

&

.

全血#血斑两面渗透*无重叠*无污染#直径
'HD

#室

温下自然干燥#晾干后放入装有干燥剂的自封口塑料袋中#并

存储在
S(,T

冰箱内备用)

B*F

"

全血标本
R̀&

提取
"

每份标本取
(,,
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.

全血#严格按

照
g/&ED

>

R̀& $575\5A

的使用说明进行操作)

B*I

"

滤纸血片标本
R̀&

提取
"

选取
-

份滤纸血片标本#每

份标本选取
(

个干血斑#分别打取
)

个或
0

个直径
)DD

圆

片)除在恒温摇床进行样品孵育*将
R̀&

溶解体积降至
-,

&

.

且纯化两次外#其余操作与试剂盒使用说明相同)使用多

功能酶标仪检测提取的
R̀&

溶液的浓度和纯度)

B*J

"

滤纸血片标本阴性对照
"

为避免滤纸血片标本间的交叉

污染#每次使用打孔钳之前#先用酒精灯灼烧#然后用
+,P

乙

醇冲洗#并在一张洁净的滤纸片上至少打
',

个孔#直至残留的

乙醇干燥为止)每次实验时#将最后由空白滤纸片获得的圆片

作为阴性对照#与标本一起进行检测)
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"

巢式
VOU

引物与反应条件
"

参考国外文献资料'
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聚合酶
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)反应条
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预变性
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3'T

变性
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*
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退火
'D57
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+(T
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'D57

#

),

个循环后#经
+(T

延伸
',D57

)第
(

轮
VOU

反

应未使用热启动技术#取第
'

轮产物
-

&

.

作为模板#除
IR:V

9

&

.

*内侧上下游引物各
,*9

&

.

外#其他条件均与第
'

轮相

同)每个样品重复
(

次)第
(

轮
VOU

产物用
)P

琼脂糖凝胶

电泳检测#采用凝胶成像仪进行分析)

B*V

"

灵敏度实验

B*V*B

"

不同提取方法的灵敏度比较
"

对使用
)

个或
0

个直径

)DD

圆片提取的
-

份滤纸血片标本的
R̀&

样品进行巢式
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VOU

检测#并比较两者的灵敏度)

B*V*C

"

滤纸血片和全血标本
O$Y R̀&

检测结果的比较
"

同时检测同一标本的全血
R̀&

样品和使用
0

个圆片提取的

滤纸血片
R̀&

样品#以全血样品的扩增结果为标准#计算巢

式
VOU

检测滤纸血片标本
O$Y R̀&

的灵敏度)

B*W

"

最低检测限实验
"

使用无菌去离子水对全血标本的

R̀&

样品进行倍比稀释#并将稀释样品作为模板进行扩增#以

获得实验的最低检测限)

B*BX

"

稳定性实验
"

将滤纸血片标本置于
S(,T

冰箱内储存

)

个月后重新进行
R̀&

提取和巢式
VOU

检测#以判断该方法

的稳定性)

B*BB

"

实验结果判定
"

至少有
'

次出现
'90F

>

扩增条带的样

品即为阳性)

C

"

结
""

果

C*B

"

滤纸血片标本阴性对照
"

空白滤纸片的检测结果全部为

阴性)由此可知#经过酒精灯灼烧和
+,P

乙醇冲洗可有效避

免样品间的交叉污染)

C*C

"

不同提取方法的灵敏度比较
"

使用
)

个或
0

个直径
)

DD

圆片提取的
-

份滤纸血片标本的巢式
VOU

结果显示#以

医院血浆定量检测结果为参照#用
)

个圆片提取的
-

份
R̀&

标本中#巢式
VOU

检出
)

份阳性%用
0

个圆片提取的
-

份

R̀&

标本中#巢式
VOU

全部检出)提取的
R̀&

溶液的浓度

和纯度检测结果显示#与
)

个圆片相比#

0

个圆片的
R̀&

溶液

浓度提高
(

$

1

倍#

R̀&

纯度
'*+

$

'*3

)

C*D

"

滤纸血片和全血标本
O$Y R̀&

检测结果的比较
"

'(

份标本的滤纸血片
R̀&

样品和全血
R̀&

样品检测结果均为

阳性#以全血标本检测结果为标准#滤纸血片标本的灵敏度为

',,P

)部分样品两次检测结果不一致#可能与标本
O$Y

R̀&

拷贝数较低有关)

C*F

"

最低检测限
"

使用无菌去离子水稀释的两个全血标本的

医院血浆
O$Y R̀&

定量检测结果分别为
(*',_',

9 和
+*91

_',

9

H;

>L

"

D.

#图
'

为其巢式
VOU

检测的电泳图)由图
'

可

知#该方法能够检测出样品
O$Y R̀&

的最低拷贝数为
+9*1

H;

>L

"

D.

)
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!阴性对照%

(

$

-

号样品的
O$Y R̀&

拷贝数依次为!

+*91_',

'

*

+*91_',

(

*

+*91_',

)

*

+*91_',
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>L

"

D.

%

+

$
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号样品的
O$Y R̀&

拷贝数依次为!
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'

*
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(

*
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)
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"

D.

)

图
'

""

巢式
VOU

最低检测限实验电泳图

C*I

"

稳定性
"

)

个月后对
'(

份滤纸血片标本重新进行
R̀&

提取和巢式
VOU

检测#所得结果与之前检测结果一致#实验灵

敏度未下降)

D

"

讨
""

论

先天性巨细胞病毒感染在全球分布广泛#世界各地新生儿

的先天感染率为
,*(P

$

(*-P

)国内新生儿巨细胞病毒平均

感染率为
'*,P

$

(*9P

'

'(

(

)传统检测方法需采集受检者血液

或尿液标本#采样繁琐且不易储存)滤纸血片标本具有采样简

单*运输方便*易于存储等优点#但也存在标本易交叉污染*提

取
R̀&

量少和检测灵敏度低等问题#本研究从这几方面对所

建立实验方法进行评价)

在滤纸血片标本的处理过程中#需要注意不同样品间的交

叉污染)本研究采用酒精灯灼烧和
+,P

乙醇冲洗等措施对打

孔钳进行处理#实验结果显示该方法可有效避免样品间的交叉

污染#保证实验结果真实可信)

R̀&

溶液检测结果显示#采用

改良后的
R̀&

提取方法可使
R̀&

溶液浓度提高
(

$

1

倍#巢

式
VOU

灵敏度升高)滤纸血片标本的
R̀&

提取方法还包括

酚
8

氯仿提取*热提取以及使用自动核酸提取仪进行提取

等'

''

(

)其中#酚
8

氯仿法的
R̀&

产率最高#但该方法中有机溶

剂挥发对身体有害#且提取时间较长)采用试剂盒提取的

R̀&

纯度高#且操作简单*所需时间短#适用于大规模样品的

检测)

本次研究所采用的巢式
VOU

结果显示#该方法检测滤纸

血片标本
O$Y R̀&

的灵敏度为
',,P

#最低检测限为
+-

H;

>L

"

D.

#与
"57IE

等'

')

(的研究结果一致)该方法所得
VOU

扩增产物的特异性已通过
!;GA%<@7

杂交和直接测序的方法得

到验证)邹广发'

'9

(的研究显示#保存时间较长的滤纸血片标

本#由于受到微生物的污染以及样品
R̀&

降解#易出现
VOU

扩增失败)然而
!;<A<76

等'

'-

(使用在常温下平均储存
+(*3

个

月的滤纸血片标本仍可获得可靠的结果)本研究结果证明#在

S(,T

存放
)

个月后滤纸血片标本中
O$Y R̀&

仍能检出#

实验结果稳定)更长保存时间的滤纸血片标本检测结果的稳

定性#需要进一步研究)

本研究建立的巢式
VOU

检测滤纸血片标本
O$Y R̀&

的实验方法能够获得准确*可靠*稳定的结果#为滤纸血片标本

用于大规模流行病学研究提供了科学依据)另外#由于目前新

生儿疾病筛查均采集足跟血滤纸片#滤纸血片标本
O$Y R̀&

检测方法的建立#也为开展新生儿巨细胞病毒的早期筛查提供

了可能性)
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