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探讨浓缩液剂量%沉淀混匀方式和裂解煮沸时间等前处理因素对实时荧光定量
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法检测乙型肝炎病毒
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&混匀方式分别为(漩涡混匀
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再漩涡混匀
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组和
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再漩涡混匀
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组&裂解煮沸时间分别为(
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等条件下对
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例自配的低

值质控品!浓度在
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进行测定!并与标准操作即浓缩液
#$$

)
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!镊子敲打混匀
#+1

!裂解煮沸时间
#$>02

比较$结

果
!

漩涡混匀
#+1

组和
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预热
#R$1

再漩涡混匀
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与标准组比较差异有统计学意义"
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#&煮沸裂解时间
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组与
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组间比较差异有统计学意义"
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#$结论
!

在一定范围内适当改变浓缩液剂量%混匀方式和煮沸裂解时间!不会影响

检测结果$但经过一定时间预热处理后再振荡混匀的方式更容易使沉淀混匀和核酸的释放$
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我国属乙型肝炎病毒$

JGZ

%感染高流行区#一般人群的

JG13
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阳性率为
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'荧光定量
FÎ

技术把
FÎ

*杂

交及光谱技术融合#通过对荧光采集和分析达到了对原始模板

定量的目的(

'

)

'核酸
![3

模板的提取过程是影响定量结果

的关键环节#尤其对病毒水平较低的样本影响会更明显'针对

临床上普遍采用的沉淀煮沸提取核酸的方法#本实验拟用一组

低浓度的样本对浓缩液剂量#振荡强和裂解煮沸时间等因素对

测定结果的影响作一定探讨'
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材料与方法
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仪器与试剂
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美国
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实时荧光定量
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低温高速离心机&

bJ"G

型漩涡混

合器'
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定量检测试剂盒由凯杰生物工程有限公司

提供'

A-C

!

方法

A-C-A
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不同浓缩液
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表示#除浓缩

液剂量不同外#其他均按说明书操作'

A-C-B
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沉淀混匀方式
!

标准组$直接敲打混匀
#+1

%*漩涡振

荡仪振荡
#+1

组和
)$1
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+*f

预热
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组分别以
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表示#除混匀方式不同外#其他均按说明书操作'
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裂解煮沸时间
!

标准组$
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组分别以
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表示#除裂解煮

沸时间不同外#其他均按说明书操作'
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进行配对
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检验#
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为差异有统计学意义'
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结
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果
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不同剂量浓缩液与标准方法测定结果
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见表
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缩液组定量结果分别与标准组比较差异无统计学意义$
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不同混匀方式与标准方式测定结果
!

见表
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'高速漩涡

震荡混匀
#+1

组和
+*f

预热
#R$1

后再振荡
#+1

组分别与标

准组比较#差异都具有统计学意义$

"

$

$-$+

%&其他组与标准

组间比较差异无统计学意义$
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不同混匀方式与标准方式测定结果比较表
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不同裂解时间与标准方法测定结果
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见表
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组

和标准组煮沸裂解提取
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扩增结果有统计学意义
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不同裂解时间与标准方法测定结果比较表
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实时荧光定量
FÎ

技术能正确反映患者体内的
JGZ

感

染和治疗恢复情况#指导临床医生诊疗(

)

)

'该方法采用完全闭

管检测#不需
FÎ

后处理#避免了交叉污染#定量准确性极高#

是检测
JGZ

和其他传染病的新技术(

%

)

'但其影响
FÎ

因素

很多#除了原理及反应体系外#核酸提取*标本因素$如溶血*黄

疸*脂血%对检测结果产生一定影响(

+

)

'较多研究结果显示#标

本溶血*黄疸*脂血对荧光定量
FÎ

检测
JGZ![3

均无干

扰$
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'本实验本着结果准确*方便操作的原则#探

讨浓缩液量*沉淀混匀方式*煮沸裂解时间等核酸提取的关键

因素对
JGZ"![3

检测结果的影响'现分别做以下分析'

浓缩液量!浓缩液由于本身比较黏稠#如果加样枪使用不

标准或不熟练#在加入检测管的过程中往往造成加入量的不足

或者增加#这一情况常常发生在刚进入临床实习学生或刚进入

临床的工作者身上#由此而造成的结果影响目前尚不知道#因

此本实验在其他条件不变的情况下#改变浓缩液的剂量进行样

本测试'在标准操作管中加入
#$$

)

S

浓缩液和
&$

*

&+
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#$+
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##$

)

S

浓缩液四个组分别进行测定#检验结果经统计学分析#

结果在
&$

"

##$

)

S

范围内#减少和增加浓缩液的量$

i#$

)

S

%

对测定结果造成的差异无统计学意义$

"

%

$-$+

%#但从结果发

现增加和减少
+

)

S

组与标准组的均值最接近'该结果提示在

保证严格按照说明书操作的情况下#适当增减浓缩液的剂量不

会造成结果的影响'

混匀方式!虽然敲打混匀容易让沉淀彻底溶解#但是该方

法容易使
\F

管破裂造成污染等缺陷#且敲打力度和敲打时间

在不同操作技术人员间有较大差异#不利于操作的规范化'而

利用高速漩涡振荡仪是克服这一缺陷的可行方法之一#且时间

和强度可控#检测管底部受力均匀'但在工作中发现往往在沉

淀水平比较高的情况下该方法很难让沉淀完全溶解'所以本

实验依据加热可使物质的溶解度增加的原理#选择了
+*f

这

个温度点#不会造成蛋白质变性#而且有利于沉淀的裂解'采

用了在
bJ"G

型高速漩涡混合器上振荡
#+1

*

)$1

*

+*f

预热

#'$1

再振荡
#+1

#

+*f

预热
#R$1

再振荡
#+1

四组#与标准组

敲打混匀测定结果比较#结果发现漩涡混匀
#+1

结果比敲打

混匀组偏低$

"

$

$-$+

%#延长漩涡混匀时间或者
+*f

预热后

再漩涡混匀能加强沉淀的溶解#

+*f

预热
#R$1

再振荡
#+1

组#沉淀溶解更完全#有利于核酸的释放#与标准组比较均值增

大$

"

$

$-$+

%'故可以认为该组操作可作为敲打混匀的替代

操作之一'

煮沸时间!在工作中#由于某些原因往往会发生煮沸时间

不够或煮沸时间过长的现象#其对结果有无影响及影响的程度

还不清楚'因此选择了金属浴裂解
*

*

R

*

#'

*

#%>02

四组标本#

与标准测定组
#$>02

比较#

*>02

组的结果普遍偏低#差异具

有统计学意义$

"

$

$-$+

%#与王家银(

#$

)报道的结果不一致#可

能是由于标本量或反应环境不一致造成的'该实验说明了煮

沸时间不够#病毒量释放不完全#会使检测结果偏低'同时也

说明适当延长煮沸裂解时间有利于
JGZ"![3

的裂解#但是

煮沸时间太长#会导致液体的蒸发#带走一定的病毒量#也会造

成结果降低'

综上所述#由凯杰生物工程有限公司提供的
JGZ"![3

定量检测试剂盒的核酸提取过程中#浓缩剂量减少或增加
i#$

)

S

#金属浴裂解煮沸
R

"

#%>02

#不会造成结果的影响'对于

混匀方式#

+*f

预热后再漩涡混匀能使沉淀完全溶解和病毒

的释放'但由于经费的原因#本实验在选取材料方面采用自制

低值质控品来评价核酸提取方法#不能评价各种方法的正确

度#所以存在存在一定的缺陷'如经费允许#宜采用标准品进

行试验更好些'
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