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磁珠法在ＨＣＶＲＮＡ定量检测中的临床应用
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　　摘　要：目的　探讨国产丙型肝炎病毒核酸定量检测试剂的临床应用价值，评价其灵敏度、线性范围。方法　收集２８８例慢

性丙型肝炎患者血清，分别采用磁珠法核酸提取荧光定量ＰＣＲ检测试剂和目前国内主流的柱提取试剂测定 ＨＣＶＲＮＡ病毒载

量、应用贝克曼ＡＵ６８０全自动生化分析仪测定血清ＡＬＴ水平，采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法测定抗ＨＣＶ。结果　在２８８

例抗ＨＣＶ阳性样本中，柱提取法的阳性率为４０．６３％（１１７／２８８）；磁珠法的阳性率为４１．６７％（１２０／２８８）；ＡＬＴ水平与 ＨＣＶＲＮＡ

载量无相关性（犘＞０．０５），但ＡＬＴ异常率与 ＨＣＶＲＮＡ载量呈正相关。在低病毒载量组中，柱提取法有３例未检出，而磁珠法检

测这３例丙型肝炎患者标本为阳性。结论　两种核酸提取试剂试剂在中、高病毒载量组中，具有较好的一致性，但在低病毒载量

组中，磁珠法灵敏度更高，具有较高的临床应用价值。
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　　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）为单股正链 ＲＮＡ病毒，全球慢性

ＨＣＶ感染者超过１．７亿
［１３］，超过５０％的患者发展为慢丙肝，

其中部分发展为肝硬化和肝癌（ＨＣＣ）。因此，对 ＨＣＶ感染的

流行病学监测、预防控制和治疗应高度重视［４］。目前国内实验

室用ＥＬＩＳＡ法检测抗ＨＣＶ，实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）法

检测 ＨＣＮＲＮＡ病毒载量，这两种方法在确诊 ＨＣＶ感染，临

床调整治疗方案及评价治疗效果方面具有非常重要的作用［５］。

稳定性及特异性高的检测方法有助于丙型肝炎的早期诊断，对

抗病毒治疗效果的评价能够提供客观依据。ＨＣＶＲＮＡ载量

检测结果的灵敏性、特异性和稳定性对于 ＨＣＶ感染治疗具有

重要意义。为此，研究者采用目前国内主流的柱提取试剂和新

型丙型肝炎病毒核酸提取试剂（磁珠法），分别检测其丙型肝炎

病毒血清标本的 ＨＣＶＲＮＡ载量，并对检测结果与其肝功能

指标ＡＬＴ进行比较分析，探讨磁珠法核酸提取试剂在慢性丙

肝诊断和治疗中的临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本院２０１２年７月至２０１３年８月门诊及

住院的２８８例慢性丙型肝炎患者血清，该诊断依据我国《丙型

肝炎防治指南》中的诊断标准［７］。根据病毒载量分为高病毒载

量组３４例、中病毒载量组５８例、低病毒载量组２６例、小于检

测限组１７０例。其中男性１３６例，女性１５２例，年龄２２～７７

岁，平均（４９．１±１３．４）岁。排除甲肝、乙肝、戊肝感染者，排除

酒精肝，脂肪肝及自身免疫性肝炎。另选取２０例本院健康体

检者作为正常对照组。

１．２　仪器与试剂　磁珠法试剂（Ｂ试剂）购自湖南圣湘生物公

司，试剂批号２０１３００２，内标批号２０１２１２０４，试剂盒分有４个浓

度的标准品Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ，最低检测限为（２．５０Ｅ＋０１）ＩＵ／ｍＬ，柱

提取法试剂（Ａ试剂）购自国内某主流的生物工程有限公司，试

剂盒批号为２０１３０４１０，内含有４个浓度的标准品，最低检测限

为（５．００Ｅ＋０２）ＩＵ／ｍＬ，抗ＨＣＶ检测试剂盒购自英科新创

（厦门）科技有限公司，试剂批号２０１３０５８０６，ＡＬＴ试剂由贝克

曼公司提供。美国应用生物系统公司生产的 ＡＢＩ７３００型荧光

定量分析仪，美国 ＡＵ６８０全自动生化分析仪，上海科华ＳＴ

３６０型酶标仪，中科美菱ＤＷＨＬ６６８型－８０℃超低温冰箱，所

有操作均严格按说明书进行。

１．３　方法

１．３．１　磁珠法　在１．５ｍＬ的灭菌离心管中，加入６００μＬ的

提取试剂１混合物、２００μＬ患者血清、１００μＬ提取试剂２（充分

混匀后吸取），震荡混匀（１０ｓ），室温静置（３０ｍｉｎ）；离心数秒

后，将离心管置于磁珠分离器（磁力架）上，缓慢将溶液吸出（３

ｍｉｎ后），注意不要碰到吸附于管壁的棕色物；然后将６００μＬ

ＲＮＡ提取溶液３和２００μＬＲＮＡ提取溶液４加入离心管中，

震荡混匀（约５ｓ），离心数秒后，将离心管再次置于磁力架上；３

ｍｉｎ后，将吸头插入离心管底部，从底部开始缓慢将液体完全

丢弃，将管底残余液体完全吸出丢弃（静置１ｍｉｎ后）；将５０μＬ

ＰＣＲｍｉｘ加入离心管中，用吸头吸取ＰＣＲｍｉｘ洗脱吸附于离

心管壁的棕色残留物，然后将洗脱后的全部棕色混合液转移至

０．２ｍＬＰＣＲ反应管中，盖上管盖，转移至扩增区上机检测。

１．３．２　柱提取法　在０．５ｍＬ的灭菌离心管中，加入１００μＬ

的裂解液、１００μＬ的患者血清、２０μＬ的去抑制剂，盖上管盖，

震荡混匀，离心数秒，７０℃反应（１０ｍｉｎ）；离心数秒，用带滤芯

吸嘴加入无水乙醇１１０μＬ，震荡混匀，离心数秒；将离心管内

的液体全部转移至核酸提取柱内，开启负压，让核酸提取柱内

的液体全部抽干；加入５００μＬ的洗涤液Ａ，负压抽干；加入５００

μＬ的洗涤液Ｂ，负压抽干；１４０００ｒ／ｍ离心１ｍｉｎ；取下核酸提

取柱，放入新的２ｍＬ的离心管中（确保采用无ＲＮＡ酶的离心

管），加入５０μＬ的洗脱液于核酸提取柱中央，静置１ｍｉｎ；

１００００ｒ／ｍ离心１ｍｉｎ，取收集液１２．５μＬ用于ＰＣＲ反应。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行犉检验和

χ
２ 检验。ＨＣＶＲＮＡ检测结果经对数转换后检测结果对数值

（Ｌｏｇ１０ＩＵ／ｍＬ）用狓±狊表示，两样本率的比较采用χ
２ 检验，

组间比较用配对样本狋检验。

２　结　　果

２．１　相关性分析　由于两种试剂盒的最低检测限不同，柱提

取法试剂最低检测限为（５．００Ｅ＋０２）ＩＵ／ｍＬ，而磁珠法的最低

检测限为（２．５０Ｅ＋０１）ＩＵ／ｍＬ，因此研究者规定 ＨＣＶＲＮＡ

载量结果以大于（５．００Ｅ＋０２）ＩＵ／ｍＬ为检测结果阳性。柱提

取试剂检测 ＨＣＶＲＮＡ载量阳性结果，用单样本的狋检验（数

据经对数转换后分析），其值为４．０６±１．８４，狋＝２６．４；磁珠法试

剂检测 ＨＣＶＲＮＡ载量阳性结果，用单样本的狋检验（数据经

对数转换后分析），其值为４．０１±２．２７，狋＝２４．１，犘＞０．０５。在

２８８例样本中，有３例柱提取法检测结果均小于（５．００Ｅ＋０２）

ＩＵ／ｍＬ的样本，经磁珠法检测，结果为阳性［大于（５．００Ｅ＋０２）

ＩＵ／ｍＬ］，说明磁珠法检测灵敏度更高（犘＜０．０１）。研究者对
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柱提取法试剂和磁珠法试剂检测病毒载量均大于（５．００Ｅ＋

０２）ＩＵ／ｍＬ的结果，进行对数转换后做了相关性分析。回归方

程犢＝１．２０９４犡－１．７１１３，相关系数为狉２＝０．９５８３。Ａ试剂

与Ｂ试剂定量结果散点图见图１（见《国际检验医学杂志》网站

主页“论文附件”）。

２．２　两种方法试剂阴、阳性符合率　柱提取试剂检测 ＨＣＶ

ＲＮＡ载量阳性结果为１１７例，阳性率为４０．６３％（１１７／２８８），阴

性率为５９．３７％（１７１／２８８）；磁珠法试剂检测结果阳性标本１２０

例，阳性率为４１．６７％（１２０／２８８），阴性率为５８．３３％（１６８／

２８８）。阳性率的一致性为１００％，阴性率的一致性为９８．３％，

总的一致性为９９．０％。

２．３　两种核酸提取试剂定量检测结果比较　见表１。

表１　　柱提取试剂与磁珠法试剂病毒载量分级检测结果

ＨＣＶＲＮＡ载量（ＩＵ／ｍＬ）柱提取试剂（狀） 磁珠法试剂（狀） χ
２ 犘

１．００Ｅ＋０７～１．００Ｅ＋０８ ３３ ２８ ０．２９ ０．５９

１．００Ｅ＋０５～１．００Ｅ＋０６ ５８ ６０ ０．０１ ０．９２

５．００Ｅ＋０２～１．００Ｅ＋０４ ２６ ３２ ０．４８ ０．４９

＜５．００Ｅ＋０２ １７１ １６８ ０．０３ ０．８７

２．４　病毒载量与ＡＬＴ检测结果分析　见表２。

表２　　血清ＡＬＴ水平在不同载量组中的检测结果及异常率分析

组别 ＨＣＶＲＮＡ载量（ＩＵ／ｍＬ）
ＡＬＴ

（ＩＵ／Ｌ）

ＩＵ／Ｌ样

本数（狀）

ＡＬＴ

异常率（％）

高病毒载量组 １．００Ｅ＋０７～１．００Ｅ＋０８ １４６．３±８９．９ ３４ ４７．１

中病毒载量组 １．００Ｅ＋０５～１．００Ｅ＋０６ １５８．３±１１９．５ ５８ ３７．９

低病毒载量组 ５．００Ｅ＋０２～１．００Ｅ＋０４ ７６．３±３２．３ ２６ ３０．８

小于检测限组 ＜５．００Ｅ＋０２ ８２．２±４１．９ １７０ １２．９

正常对照组 － ２２．７±６．５ ２０ ０

　　：犘＜０．０１，与正常对照组比较；－：无数据。

３　讨　　论

丙型肝炎是 ＨＣＶ引起的慢性肝损害，目前其具体的发病

机制尚不明确。但最近研究表明，丙型肝炎发病的重要机制可

能是免疫因素尤其是细胞免疫异常引起。丙型肝炎的发病过

程中肝炎病毒感染使机体免疫系统活化，这些活化的细胞可与

因肝炎病毒感染而改变肝细胞膜成分发生免疫应答，因而造成

肝细胞的坏死和肝功能的改变［８］。对于 ＨＣＶＲＮＡ阳性的患

者进行有效的抗病毒治疗是遏制疾病进展的关键，ＨＣＶＲＮＡ

载量检测灵敏度和特异性高的方法有助于 ＨＣＶ的早期诊断，

并对于抗病毒治疗效果的评价能过提供客观依据。

本研究结果显示，柱提取试剂检测 ＨＣＶＲＮＡ载量阳性

结果，用单样本的狋检验统计分析（数据经对数转换后分析），

其值为４．０６±１．８４，狋＝２６．４；磁珠法试剂检测 ＨＣＶＲＮＡ载

量阳性结果，用单样本的狋检验统计分析（数据经对数转换后

分析），其值为４．０１±２．２７，狋＝２４．１，犘＞０．０５。在２８８例样本

中，有３例柱提取法检测结果均小于５．００Ｅ＋０２ＩＵ／ｍＬ的样

本，经磁珠法检测，结果为阳性［大于（５．００Ｅ＋０２）ＩＵ／ｍＬ］，说

明磁珠法检测灵敏度更高。研究者对柱提取法试剂和磁珠法

试剂检测病毒载量均大于（５．００Ｅ＋０２）ＩＵ／ｍＬ的结果，进行

对数转换后做了相关性分析。回归方程为犢＝１．２０９４犡－

１．７１１３，相关系数为狉２＝０．９５８３。柱提取试剂检测为阳性的

样本１１７例，阳性率为４０．６３％（１１７／２８８），阴性率为５９．３７％

（１７１／２８８）；磁珠法试剂检测结果阳性标本１２０例，阳性率为

４１．６７％（１２０／２８８），阴性率为５８．３３％（１６８／２８８）。阳性率的

一致性为１００％，阴性率的一致性为９８．３％，总的一致性为

９９．０％。

ＡＬＴ存在于肝细胞的线粒体和胞质中，在丙型肝炎病毒

损伤肝细胞时，通过细胞膜释放入外周血中，ＡＬＴ是反映肝细

胞损害和坏死的程度的直接证据。本研究还发现，在高病毒载

量组、中病毒载量组、低病毒载量组和低于检测限组中血清

ＡＬＴ的水平与正常对照组比较，差异具有统计学意义（犘＜

０．０１）。ＡＬＴ水平与 ＨＣＶＲＮＡ载量无相关性（犘＞０．０５），但

ＡＬＴ异常率与 ＨＣＶＲＮＡ载量呈正相关，随着病毒载量的逐

渐增高，ＡＬＴ的异常率呈递增趋势。血清ＡＬＴ是反映肝细胞

损害的主要标志，ＡＬＴ与 ＨＣＶＲＮＡ载量之间无相关性，但

抗ＨＣＶ阳性患者血清ＨＣＶＲＮＡ载量与ＡＬＴ的异常率呈正

相关，这与国内外报道一致［９１０］。肝脏损伤的程度与机体的免

疫功能和个体差异等因素有关，免疫系统越活跃肝脏损伤反而

越重［１１］。ＨＣＶＲＮＡ载量不能反映肝脏的损伤程度和病毒状

态，必须结合ＡＬＴ水平系统了解肝脏的炎症状态和丙型肝炎

病毒在体内的复制状况。

研究还发现，对 ＨＣＶＲＮＡ水平进行分级发现，病毒载量

在（１．００Ｅ＋０４）～（１．００Ｅ＋０７）ＩＵ／ｍＬ的样本，两种试剂的定

量结果有很好的重复性和精密度；但对于（１．００Ｅ＋０３）ＩＵ／ｍＬ

以下的样本，磁珠法的定量结果更加准确可靠，而柱提取法未

能检出。在检测的２８８例临床样本中，对中、高病毒载量组两

种核酸提取试剂定量结果基本一致（狉＝０．９６）。但对于低病毒

载量组中，柱提取法有３例未检出，而磁珠法检测这３例丙型

肝炎患者标本为阳性。

本研究采用磁珠法检测丙肝患者血清中 ＨＣＶＲＮＡ载

量，整个提取过程无需加热裂解，无需频繁更换离心管；简便、

快速，提取的核酸纯度高并且无污染；核酸被吸附在磁珠上参

与整个洗涤过程，从而去除大量的杂质，抗干扰能力强；磁珠法

灵敏度更高，最低检测限为（２．５０Ｅ＋０１）ＩＵ／ｍＬ，快速、易于自

动化；ＰＣＲ检测体系中含有阳性内对照（ＨＣＶ内标），通过检

测内标是否正常来监测待测样本中是否具有ＰＣＲ抑制物，避

免ＰＣＲ假阴性。因此，在诊断治疗丙型肝炎时，磁珠法检测

ＨＣＶＲＮＡ病毒载量依然占有无法替代的优势，具有较高的临

床应用价值。
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·经验交流·

超敏Ｃ反应蛋白检测对心脑血管病诊断的临床意义

李小毓

（河南省南阳市张仲景医院检验科，河南南阳４７３０００）

　　摘　要：目的　探讨检测超敏Ｃ反应蛋白（ｈｓＣＲＰ）对心脑血管病诊断的临床意义。方法　采用散射免疫比浊法检测脑血管

病患者、心血管病患者和健康体检者ｈｓＣＲＰ的水平，并对患者治疗前后ｈｓＣＲＰ水平进行分析。结果　脑血管病患者的血清ｈｓ

ＣＲＰ（１３．４±３．５２）ｍｇ／Ｌ和心血管病患者的血清ｈｓＣＲＰ（１５．３±３．４６）ｍｇ／Ｌ与正常对照组ｈｓＣＲＰ（１．８±１．１３）ｍｇ／Ｌ比较，差异

有统计学意义（犘＜０．０１）；各组患者治疗前后ｈｓＣＲＰ水平比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　血清ｈｓＣＲＰ水平的增高

与冠心病的发生和发展显著相关，其可以作为临床诊断心脑血管疾病的一个重要参考指标。

关键词：心血管病；　脑血管病；　超敏Ｃ反应蛋白

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．１５．０５５ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）１５２０９２０２

　　近年来，随着人口老龄化，心脑血管疾病的发病率呈逐年

增长趋势，成为当今社会威胁人类健康的主要疾病之一。虽然

心脑血管病的实验研究和临床诊断取得了一些进展，但其发病

机制尚未完全清楚，目前还缺乏判断心脑血管病变的可靠性指

标［１］。文献［２３］研究表明，心脑血管病的发生与持续存在的

炎症刺激有关，炎症反应促进了心脑血管病的发生和发展。超

敏Ｃ反应蛋白（ｈｓＣＲＰ）是一种测量低水平炎症反应的有效方

法。检测ｈｓＣＲＰ可预测心脑血管病患者病情的危险性。本

研究旨在通过测定心脑血管病患者治疗前后的ｈｓＣＲＰ水平

及正常对照组的ｈｓＣＲＰ水平，分析ｈｓＣＲＰ检测对心脑血管

病临床诊断的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００９～２０１３年本院住院和门诊血清检

测ｈｓＣＲＰ异常的样本共２７０例，其中脑血管病组１４３例，分为

脑梗死组４８例，脑出血组９５例；心血管病组１２７例，分为冠心

病组８９例，心肌梗死组３８例。另选择本院接受健康体检人员

６１例作为正常对照组，其中男２９例，女３２例，平均（５２±７．８）

岁，经体检无心脑血管、肿瘤、肝肾功能不全及其他感染性疾

病等。

１．２　方法　采集脑梗死、脑出血、冠心病、和心肌梗死４组患

者入院当日或次日空腹静脉血、治疗出院前静脉血，采集对照

组体检日清晨空腹抽取的静脉血，分离血清，采用散射免疫比

浊法检测各组的ｈｓＣＲＰ水平，使用德国Ｎｅｐｈｓｔａｒ
ＴＭ特定蛋白

分析仪和配套试剂，正常参考范围为０～３．０ｍｇ／Ｌ。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，数据

以狓±狊表示，组间比较用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意

义。对ｈｓＣＲＰ与心脑血管病的相关性进行分析。

２　结　　果

２．１　检测结果　脑血管病组患者治疗前ｈｓＣＲＰ（１３．４±

３．５２）ｍｇ／Ｌ、心血管病患者治疗前ｈｓＣＲＰ（１５．３±３．４６）ｍｇ／Ｌ

与正常对照组ｈｓＣＲＰ（１．８±１．１３）ｍｇ／Ｌ比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０１）。各组患者治疗前后ｈｓＣＲＰ的变化情况见

表１。

表１　　各组患者治疗前后ｈｓＣＲＰ的变化情况

组别 狀
ＨｓＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ）

治疗前 治疗后
犘

脑梗死组 ４８ １１．６±３．９４ ４．２±２．０３ ＜０．０５

脑出血组 ９５ １４．５±３．１６ ３．７±１．２４ ＜０．０１

冠心病组 ８９ １３．３±２．８５ ２．６±１．３６ ＜０．０１

心肌梗死组 ３８ １６．７±４．０８ ４．５±１．８２ ＜０．０１

２．２　ｈｓＣＲＰ指标检测对心脑血管病的诊断价值　ｈｓＣＲＰ显

著升高对心血管病临床诊断敏感性为 ６３．１７％，准确性

７３．５２％，狉＝０．５３；ｈｓＣＲＰ显著升高对脑血管病临床诊断敏感

性为７１．０３％，准确性７６．４１％，狉＝０．４７。

３　讨　　论

脑血管病是指脑血管破裂出血或血栓形成，引起的以脑部

出血性或缺血性损伤症状为主要临床表现的一组疾病。心血

管疾病是一系列涉及血液循环系统的疾病，循环系统主要包括

心脏、血管（动脉、静脉、微血管）一般与动脉硬化有关。目前，

关于心脑血管病的研究与临床治疗已取得了较大的进展，但其

发病的机制尚未完全清楚，较多的研究认为炎症是导致心脑血

管病发的机制之一。ｈｓＣＲＰ作为心脑血管疾病的独立危险因

子已经受到较广泛的关注，ｈｓＣＲＰ刺激多种参与动脉粥样硬

化形成的细胞因子分泌，和有关致炎因子结合后，可激活补体

系统，促进单核细胞黏附和迁入内皮下层，形成巨噬细胞，促进

巨噬细胞和分泌型平滑肌细胞大量摄入脂质，形成泡沫细胞，

成为动脉粥样硬化的主要成分。单核细胞聚集作用，造成内皮

损伤，放大炎症反应，从而启动凝血过程。流行病学调查也显

示，ｈｓＣＲＰ水平升高者脑梗死的几率是正常健康人的２倍，发

生心肌梗死的几率是正常者的３倍。ｈｓＣＲＰ检测能够测量低

·２９０２· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５


