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  摘 要:目的 探讨蛋白酶K(PK)在新型冠状病毒(SARS-CoV-2)不同类型标本中的应用价值。方法 通过

对临床上确诊新型冠状病毒肺炎(COVID-19)患者核酸检测阳性的50份鼻咽拭子标本和20份粪便标本分别进行

平行实验,向其中一份加入PK进行预处理(PK组),而另外一份则不加入PK(未处理组)。使用 NucliSENS
 

easyMAG磁珠提取系统对标本进行RNA提取,提取的RNA经实时荧光定量PCR(qPCR)进行SARS-CoV-2核酸

检测。结果 对50份鼻咽拭子标本和20份粪便标本的qPCR结果中ORF基因和N基因的循环阈值进行分析,
未处理组和PK组实验结果比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 在使用NucliSENS

 

easyMAG磁珠提取系

统对SARS-CoV-2鼻咽拭子标本和粪便标本进行提取时,PK的预处理对核酸检测结果没有影响。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

application
 

of
 

protease
 

K
 

(PK)
 

in
 

different
 

types
 

of
 

severe
 

acute
 

re-
spiratory

 

syndrome
 

coronavirus
 

2
 

(SARS-CoV-2).Methods Corona
 

virus
 

disease
 

2019
 

(COVID-19)
 

patients
 

with
 

clinically
 

confirmed
 

50
 

cases
 

of
 

nasopharyngeal
 

swabs
 

and
 

20
 

stool
 

specimens
 

were
 

tested
 

for
 

parallel
 

treatment.One
 

group
 

was
 

pretreated
 

with
 

PK
 

(group
 

PK),while
 

the
 

other
 

was
 

not
 

treated
 

with
 

PK
 

(untreat-
ed

 

group).RNA
 

was
 

extracted
 

by
 

NucliSENS
 

easyMAG
 

magnetic
 

bead
 

extraction
 

system.The
 

extracted
 

RNA
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR).Results The
 

circulating
 

thresholds
 

of
 

ORF
 

gene
 

and
 

N
 

gene
 

in
 

50
 

nasopharyngeal
 

swabs
 

and
 

20
 

fecal
 

samples
 

were
 

analyzed.There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

untreated
 

group
 

and
 

PK
 

group(P>0.05).Conclusion The
 

pretreatment
 

of
 

PK
 

has
 

no
 

effect
 

on
 

the
 

results
 

of
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

in
 

the
 

nasopharynx
 

swab
 

and
 

fecal
 

samples
 

of
 

SARS-CoV-2
 

by
 

NucliSENS
 

easyMAG
 

magnetic
 

bead
 

extraction
 

system.
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  新型冠状病毒(SARS-CoV-2)的迅速传播,已严

重危害人类健康。早期实验室诊断可及时隔离新型

冠状病毒肺炎(COVID-19)患者及其密切接触者,打
破传播链[1-2]。同时,早期诊断和治疗可使患者有更

好的结局[3]。大多数临床实验室采用实时荧光定量

PCR(qPCR)对SARS-CoV-2进行核酸检测[4]。然

而,SARS-CoV-2核酸检测的阳性率并不高。其中,
核酸提取效率是影响其检出率的重要因素之一。因

为蛋白酶K(PK)可对生物标本中的蛋白质进行消化,
同时还可降解标本中的RNA核酸酶,阻止RNA被

降解,对标本进行PK预处理可能会提高核酸的提取

效率,从而降低其循环阈值(Ct值),提高阳性检出率。
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因此,本文就核酸提取前预处理是否需要加入PK进

行探讨。

1 材料与方法
 

1.1 标本来源 选取本院2020年1月25日至6月

30日临床上收集的 COVID-19患者(根据 SARS-
CoV-2相关指南确诊)[4]的核酸阳性标本共70份,其
中包括50份鼻咽拭子标本和20份粪便标本。

1.2 仪器与试剂 鼻咽拭子含植绒拭子及3
 

mL保

存液购自深圳海尔施生物医药股份有限公司;病毒

RNA提取采用 NucliSENS
 

easyMAG磁珠提取系统

(购自法国生物梅里埃公司);PK试剂购自瑞士罗氏

公司;SARS-CoV-2检测试剂购自湖南圣湘生物科技

股份有限公司,采用SLAN-96P仪(购自上海宏石医

疗科技有限公司)进行qPCR扩增。

1.3 标本处理与提取 所有标本先经过56
 

℃、30
 

min
 

灭活。
 

鼻咽拭子标本:取出标本后混匀保存液,分
别取2份1

 

mL待测标本于1.5
 

mL小型离心管中,
其中1份加入50

 

μL
 

PK(20
 

mg/mL),56
 

℃下孵育

30
 

min,另1份则直接在56
 

℃下孵育30
 

min。粪便

标本:取黄豆般大小的大便置于15
 

mL离心管中,加
入3

 

mL生理盐水充分振荡混匀,1
 

000
 

r/min离心
 

5
 

min,分别取2份1
 

mL上清液于1.5
 

mL
 

小型离心管

中,其中1份加入50
 

μL
 

PK(20
 

mg/mL),56
 

℃下孵

育30
 

min,另1份则直接在56
 

℃下孵育30
 

min。所

有标本的SARS-CoV-2核酸提取均采用 NucliSENS
 

easyMAG磁珠提取系统进行裂解、吸附和洗脱,洗脱

体积为50
 

μL。

1.4 标本扩增 根据试剂盒说明书对qPCR扩增体

系进行配制,于qPCR仪上进行SARS-CoV-2的ORF
基因和N基因扩增检测。扩增循环参数设定:反转录

50
 

℃
 

30
 

min;cDNA预变性95
 

℃
 

1
 

min
 

;变性
 

95
 

℃
 

15
 

s;退火、延伸及荧光采集60
 

℃
 

30
 

s,45个循环。

1.5 结果判读 首先,分析内标VIC通道是否有扩

增曲线,且扩增产物的荧光信号是否达到设定的荧光

阈值所对应的Ct≤40。然后,再分析FAM 或ROX
通道是否检测到典型的S型扩增曲线。若Ct≤40,则
判定该结果为SARS-CoV-2核酸检测阳性;若FAM
及ROX通道均未检测到典型的S型扩增曲线(未检

测到Ct),或Ct>40,则表示SARS-CoV-2核酸检测

阴性。

1.6 统计学处理 采用SPSS22.0
 

统计软件对核酸

检测结果中的ORF基因和N基因的Ct值进行数据

处理,计量资料符合正态分布以x±s表示,采用配对

t检验进行比较分析,以P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 鼻咽拭子标本预处理的结果比较 在确诊

SARS-CoV-2患者核酸阳性的50份鼻咽拭子标本中,
结果显示,未处理组的 ORF基因的Ct值为33.92±
4.42,PK组的 ORF基因的Ct值为34.21±3.99,两
组比较差异无统计学意义(P>0.05);未处理组的N
基因的Ct值为30.83±3.99,PK组的 N基因的Ct
值为31.12±4.31,两组比较差异无统计学意义(P>
0.05)。因此,在使用NucliSENS

 

easyMAG磁珠提取

系统提取SARS-CoV-2核酸时,增加PK预处理步骤

对鼻咽拭子标本的检测结果没有影响。见图1。

2.2 粪便标本预处理的结果比较 在确诊SARS-
CoV-2患者核酸阳性的20份粪便标本中,结果显示,
未处理组的ORF基因的Ct值为31.37±5.90,PK组

的ORF基因的Ct值为31.08±5.71,两组比较差异

无统计学意义(P>0.05);未处理组的 N基因的Ct
值为 27.74±3.47,PK 组 的 N 基 因 的 Ct值 为

27.80±3.29,两 组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05)。因此,在使用NucliSENS

 

easyMAG磁珠提取

系统提取SARS-CoV-2核酸时,增加PK预处理步骤

对粪便标本的检测结果没有影响。见图2。

  注:A为鼻咽拭子SARS-CoV-2标本ORF基因Ct值分散情况;B为鼻咽拭子SARS-CoV-2标本N基因Ct值分散情况;C为同一鼻咽拭子标

本经两组平行实验后PCR扩增曲线图。

图1  鼻咽拭子标本结果图
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  注:A为粪便SARS-CoV-2标本
 

ORF基因Ct值分散情况;B为粪便SARS-CoV-2标本N基因Ct值分散情况;C为同一粪便标本经两组平行

实验后PCR扩增曲线图。

图2  粪便标本结果图

3 讨  论

  SARS-CoV-2侵入人体宿主细胞是由细胞膜上

血管紧张素转化酶2受体所介导,血管紧张素转化酶

2受体广泛存在于呼吸道、口腔、回结肠等部位的上皮

细胞中。呼吸道标本、消化道标本、血液标本均可作

为实验室核酸检测的标本来源。由于COVID-19患

者上呼吸道症状较弱,理论上下呼吸道标本(深部咳

痰和气道抽取物)应作为核酸检测首选,但因多数患

者咳痰困难,下呼吸道标本不易获得且存在较大的生

物安全操作风险,故临床病原体标本主要以较易获得

的鼻拭子或口咽拭子标本为主。因SARS-CoV-2可

在人肠道上皮细胞进行感染复制,且有研究提出粪便

中SARS-CoV-2核酸检出持续时间更长[5]。因此,粪
便标本中病毒核酸检出率对于患者是否达到出院标

准及是否存在传染性的判断具有重要意义。目前粪

便也是主要的检测标本之一。因qPCR具有快速、简
便、特异度高、灵敏度高、成本较低的特点,已成为

SARS-CoV-2核酸检测的主要检测技术。目前,国内

有上百家企业研发了SARS-CoV-2
 

qPCR检测试剂

盒,其中有9个已经获得了国家药品监督管理局批

准。在符合国家药品监督管理局批准程序的临床试

验中,所有试剂盒与确诊病例标本的灵敏度均超过

90%。然而,在实际的临床检测中,患者的阳性检出

率并不高,阳性检出率仅为30%~50%[6-8]。影响核

酸阳性检出率的因素较多,其中核酸提取效率是主要

因素之一。
虽然,影响核酸提取效率的因素较多,但可以从

多方面进行改进,从而提高核酸阳性检出率。标本提

取前预处理是临床上提高核酸提取效率的常用方法,
其中,利用PK进行预处理最为常见。而关于PK预

处理是否可以提高核酸提取效率,国内外所做研究报

道较多,但结论并不一致。如在KHELAIFIA等[9]对

粪便标本中细菌DNA的提取一文中指出PK的预处

理可提高DNA获得率,JIKUZONO等[10]指出PK预

处理可提高用液基细胞溶液固定的甲状腺细胞的

RNA回收率,但GOLDSCHMIDT等[11]则在对感染

性病原体DNA提取的预处理一文中提出,在某些病

原体的提取中,PK的预处理没有必要。而造成这些

结论不一的原因可能有如下几点:(1)可能是PK性能

存在一定差异;(2)可能是寄生虫、细菌、病毒等不同

病原体(尤其是RNA病毒)对PK的预处理效果存在

差异;(3)不同的标本类型及提取方法可能影响PK的

预处理效果等。
在本研究的两组平行实验中,经PK预处理的50

份含有细胞保存液的鼻咽拭子标本的核酸检测结果

差异无统计学意义(P>0.05),且在此次研究的20份

粪便标本中,其结果与鼻咽拭子标本一致,PK的预处

理在两组平行实验中差异无统计学意义(P>0.05)。
JEDDI等[12]关于利用 NucliSENS

 

easyMAG磁珠提

取系统对寄生虫病和真菌病DNA提取优化的分子诊

断研究中,提出利用NucliSENS
 

easyMAG系统进行

核酸提取时,由于NucliSENS
 

easyMAG磁珠提取系

统中裂解缓冲液具有高解离活性,使PK消化在大多

数情况下是可有可无的,与本研究结果相符。但有研

究表明在对甲型流感病毒、中东呼吸综合征冠状病毒

的痰液标本进行预处理的研究中,其研究结果均显示

PK的预处理较其他预处理方法有较高的提取效

率[13-14]。而导致这种结果差异的主要原因可能跟实

验标本的类型不同有关。由于痰液标本中黏液丝的

影响,标本可能不易裂解释放病原体,在操作过程中

易导致取样不均,以及在进行磁珠提取时易堵塞枪头

而无法进行自动提取进而造成结果的不准确。因此,
在痰液标本中加入PK进行预处理尤为重要,可以提

高RNA的提取效率。而在本研究中,大多数标本为

含有保存液的鼻咽拭子标本,由于细胞保存液中缓冲

剂的存在,能最大限度地保持细胞的完整性,并使之

充分悬浮及分散,在使用 NucliSENS
 

easyMAG磁珠

提取系统提取病原体时很容易释放核酸。因此,对鼻
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咽拭子标本进行PK预处理可能并不能提高其提取效

率。而对于粪便标本,因本研究中粪便标本仅20份,
其PK预处理的结论仍需大量标本进行验证。

目前对SARS-CoV-2检测方法的相关研究较少,
其中仅有一篇文献[15]提到了PK预处理在“一步法”
中的研究。而在实际情况下,因“一步法”检测阳性率

较低,其仅用于提取试剂缺乏或一些紧急检测,在常

规的SARS-CoV-2临床标本检测和筛查中,该方法已

被禁止采用。而本研究则讨论PK 预处理后,采用

NucliSENS
 

easyMAG磁珠提取系统对核酸提取效率

的影响,具有一定的创新性。
本研究存在一定局限。首先,样本量有限,仍需

扩大样本量进一步验证结论。本研究评估了鼻咽拭

子标本和粪便标本,未对具有较高检出率的痰液标本

进行研究,主要由于COVID-19患者上呼吸道症状较

弱,痰液标本不易获得,且由于痰液标本中黏液丝的

影响,可能导致研究过程中取样不均,从而影响研究

结果的准确性。同时,PK预处理在不同提取方法中

的影响也应考虑。
综上所述,在使用 NucliSENS

 

easyMAG磁珠提

取系统对含有细胞保存液的SARS-CoV-2鼻咽拭子

标本和粪便标本进行核酸提取时,对加PK 和不加

PK预处理的两组平行实验进行比较,PK的预处理对

SARS-CoV-2的检测结果没有影响。因此,在使用

NucliSENS
 

easyMAG磁珠提取系统对SARS-CoV-2
标本进行提取时,由于裂解缓冲液的高解离活性,可
无需进行PK预处理,在一定程度上节省了时间和

耗材。
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