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犜犚犐狕狅犾法与磁珠法用于丙型肝炎病毒犚犖犃定量检测的比较
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　　［摘要］　目的　比较ＴＲＩｚｏｌ法与磁珠法对丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）ＲＮＡ定量检测结果的影响。方法　收集１１７

例丙型肝炎病毒感染阳性患者的血清及其基因分型信息。分别采用ＴＲＩｚｏｌ法与磁珠法提取患者血清样本的ＨＣＶ

ＲＮＡ，ｑＰＣＲ检测提取ＨＣＶＲＮＡ的病毒载量，分析两种提取方法所得ＨＣＶＲＮＡ检测结果的差异。结果　ｑＰＣＲ结

果显示ＴＲＩｚｏｌ法和磁珠法具有良好的线性相关性：狔＝０．９７８狓＋０．０６３（犚２＝０．９７３）。ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ统计分析显示

ＴＲＩｚｏｌ法提取的ＨＣＶＲＮＡ病毒载量对数值的平均值略低于磁珠法，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。基因型分析结

果显示１ａ、１ｂ、２ａ、３ａ和６ａ基因型中两种提取方法差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＴＲＩｚｏｌ法提取ＨＣＶＲＮＡ

的定量检测结果和磁珠法相当，且成本低廉，可在国内广泛用于试剂盒的开发和ＨＣＶＲＮＡ临床检测。
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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）是引起

人类慢性肝脏疾病的主要病原体之一［１］。我国的丙

型肝炎感染率约为３．２％，患者可发展成肝硬化、肝

癌［２］。当前临床推荐的标准治疗方案是聚乙二醇干

扰素联合利巴韦林抗病毒治疗［３］。因此，对 ＨＣＶ

载量的检测尤为重要，目前主要有免疫学和核酸检

测两种方法［４５］，其中核酸检测对ＨＣＶ感染患者的

早发现、早诊断和早治疗大有帮助。核酸检测中的

核酸提取方法主要有ＴＲＩｚｏｌ法和磁珠法，ＴＲＩｚｏｌ

法多用于国产试剂盒，成本相对较低，样本需要量

小［６］；磁珠法以其高灵敏度成为ＨＣＶＲＮＡ载量检

测的首选方法，多见于国外试剂盒，但成本高、样本

·３４９·
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需要量大［７］。本研究分别用ＴＲＩｚｏｌ法和磁珠法提

取ＨＣＶＲＮＡ，并采用ｑＰＣＲ对ＨＣＶ进行核酸定量

检测，分析两种方法用于ＨＣＶＲＮＡ载量定量检测

的差异。

１　材料和方法

１．１　研究对象　ＨＣＶ感染者共１１７例，均来自

２０１５年６月至２０１６年６月福建医科大学附属第二

医院门诊和住院患者，其中男性６８例、女性４９例，

平均年龄（３７．１±１０．２）岁。患者的ＨＣＶ基因分型

为１ａ型１３例（１１．１％）、１ｂ型５１例（４３．６％）、２ａ型

３６例（３０．８％）、３ａ型５例（４．３％）、４ａ型２例

（１．７％）、５ａ型２例（１．７％）和６ａ型８例（６．８％）。

采集所有患者的血清适量冻存于－８０℃，分析前室

温溶解备用。本研究经福建医科大学附属第二医院

伦理委员会同意并批准。

１．２　主要仪器与试剂　磁力架由卡南吉医药科技

（上海）有限公司制备；７５００ｑＰＣＲ仪购自美国ＡＢＩ

公司。ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒购自ＧｉｂｃｏＢＲＬ公

司；磁珠和配套裂解液、缓冲液由卡南吉医药科技

（上海）有限公司制备；ＨＣＶ核酸扩增ｑＰＣＲ检测试

剂盒购自上海科华生物工程股份有限公司。

１．３　ＨＣＶＲＮＡ的提取　ＴＲＩｚｏｌ法提取：吸取

１００μＬ血清样品，严格按照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书

操作提取ＨＣＶＲＮＡ。磁珠法提取：取５００μＬ血清

样品、１０μＬ裂解液、１００μＬ缓冲液ＶＬ置入离心管

中，混匀后５６℃温浴１０ｍｉｎ；加入５００μＬ缓冲液

ＶＢ，２０μＬ磁珠，混匀后室温温浴１０ｍｉｎ；用磁力架

分离磁珠，分别采用７００μＬ缓冲液ＶＷ１和７００μＬ

缓冲液ＶＷ２洗涤磁珠２次，加入５０μＬ洗脱液于离

心管中得到ＨＣＶＲＮＡ。

１．４　核酸扩增检测　ＨＣＶ检测体系和反应条件严

格按照试剂盒说明书进行，使用ＡＢＩ配套软件定量

检测结果，每次检测设置阴性、弱阳性和强阳性标准

品的质控。

１．５　统计学处理　用ＳＰＳＳ１７．０和 ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ５．０软件进行数据处理和分析。两组间差异

分析采用ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ检验；采用线性回归行相关

性分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　两种提取方法的相关性分析　分别采用

ＴＲＩｚｏｌ法和磁珠法提取１１７例ＨＣＶ感染患者的血

清ＨＣＶＲＮＡ，并进行ＨＣＶ病毒载量检测，两种方

法的检测结果取对数值进行线性回归分析，结果

（图１）显示ＴＲＩｚｏｌ法和磁珠法具有良好的线性相

关性：狔＝０．９７８狓＋０．０６３（犚２＝０．９７３）。

图１　犜犚犐狕狅犾法和磁珠法提取丙型肝炎

病毒（犎犆犞）犚犖犃的相关性

２．２　两种提取方法的差异性分析　采用Ｂｌａｎｄ

Ａｌｔｍａｎ检验分析两组间差异，结果（图２）显示，

ＴＲＩｚｏｌ法提取的ＨＣＶＲＮＡ的病毒载量的检测结

果对数值的平均值略低于磁珠法，但两种方法提取

的ＨＣＶＲＮＡ的病毒载量检测结果对数值的平均

值差值仅为（０．０３±０．５４）ＩＵ／ｍＬ，差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。

图２　犜犚犐狕狅犾法和磁珠法提取的丙型肝炎病毒（犎犆犞）

犚犖犃病毒载量的差异分析

２．３　不同基因型中两种提取方法的差异性分析　比

较不同基因型血清样本中ＴＲＩｚｏｌ法与磁珠法提取

ＨＣＶＲＮＡ的水平差异。结果（图３）显示，１ａ、１ｂ、

２ａ、３ａ、６ａ基因型中提取方法差异均无统计学意义，

而４ａ和５ａ基因型差异有统计学意义（犘＜０．０５），但

因为例数（狀＝２）太少，分析偏差较大。
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图３　不同基因型（１犪、１犫、２犪、３犪、４犪、５犪、６犪）中

犜犚犐狕狅犾法和磁珠法的差异分析

３　讨　论

ＨＣＶ是一种严重危害人类健康的重要病原体，

可引起慢性肝炎、肝硬化甚至肝癌。其感染呈世界

流行趋势［８］。病毒载量检测对ＨＣＶ感染者的早期

诊断、疗效观察和预后极为重要。在ＨＣＶＲＮＡ检

测中，ＴＲＩｚｏｌ法是核酸提取的常用方法，但由于新

兴的磁珠法在国际上的应用，ＴＲＩｚｏｌ法的关注度下

降。然而，磁珠法多被整合到国际化商品化试剂盒

中应用于病毒核酸全自动提取与检测平台，因价格

昂贵、仪器平台检测成本过高、标本需要量大、仪器

维护复杂等因素而无法在全国普及；ＴＲＩｚｏｌ法成本

低、样本需要量小，所需关键仪器仅为微量恒温器和

常见的ｑＰＣＲ仪，仪器维护简单。本研究通过ｑＰＣＲ

检测，比较了两种提取方法对ＨＣＶＲＮＡ的提取效

率，旨在分析ＴＲＩｚｏｌ法和磁珠法的灵敏度，评价磁

珠法是否有更高的检测效率。

本实验用 ＴＲＩｚｏｌ法和磁珠法分别对１１７例

ＨＣＶ感染患者的血清样本进行核酸提取，并经

ｑＰＣＲ检测定量，结果显示，两者所得的ＨＣＶＲＮＡ

病毒载量具有很好的相关性（狔＝０．９７８狓＋０．０６３，

犚２＝０．９７３），说明ＴＲＩｚｏｌ法可以得到和磁珠法相似

的结果。为进一步明确每个样本中两种检测方法的

差异，本研究用ＢｌａｎｄＡｌｔｍａｎ方法进行统计分析，

可见虽然ＴＲＩｚｏｌ法提取的ＨＣＶＲＮＡ病毒载量对

数值的平均值比磁珠法低（０．０３±０．５４）ＩＵ／ｍＬ

（９５％置信区间），但差异无统计学意义，还不能判断

ＴＲＩｚｏｌ法是否比磁珠法更灵敏。本研究的相关性

分析和差异性分析结果均表明，在相同的核酸检测

体系下，ＴＲＩｚｏｌ法的检测结果堪比磁珠法。有文献

报道的磁珠法灵敏度高［９］，不排除是由于加入的样

本量大导致ｑＰＣＲ模板量大、配套检测体系更优化、

检测平台更先进的原因，不能简单归结于磁珠法提

取的灵敏度高。

目前为止，人类发现的ＨＣＶ主要有６个型别，

每种基因型又分别可以分为多种基因亚型，各型核

酸序列之间相差３１％～３５％，而亚型序列之间相差

２０％～２５％
［１０１１］。我国流行的ＨＣＶ基因型主要有

１、２、３、６型，其演变规律以１ｂ型为主，其次为２ａ型，

北方２ａ型是仅次于１ｂ型的主要流行基因型，而在

南方３、６型高于全国平均水平
［１２］。谢尧等［１３］研究

发现，我国主要基因型中１ｂ型占７６．６４％，２ａ型占

１８．２２％；西南地区的３ｂ型（５．１４％）
［１３］和广东等地

区的６型
［１４］等型别较少见。不同型别ＨＣＶ对药物

的反应不同，如１型病毒感染者经４８周标准抗病毒

治疗后的好转程度明显低于２型或３型病毒感染患

者２４周疗程
［１５］。本研究比较了不同基因型中

ＴＲＩｚｏｌ法与磁珠法的异同，结果发现ＴＲＩｚｏｌ法与

磁珠法对１ａ、１ｂ、２ａ、３ａ、６ａ型ＨＣＶ的检测差异均无

统计学意义，４ａ、５ａ型差异有统计学意义，但例数

（狀＝２）太少、分析偏差较大。由于４ａ和５ａ型ＨＣＶ

都不是中国人群的优势型别，所以能收集到的标本

例数偏少，需要通过更多的标本对这两种型别进行

检测。本研究中ＴＲＩｚｏｌ法与磁珠法在优势型别１ｂ

和２ａ型的检测中差异无统计学意义，可推测在中国

人的不同型别ＨＣＶ检测中，ＴＲＩｚｏｌ法与磁珠法的

检测结果相当。

综上所述，在相同ｑＰＣＲ体系和扩增条件下，

ＴＲＩｚｏｌ法的灵敏度与磁珠法相比差异无统计学意

义，对我国绝大部分ＨＣＶ患者的检测影响相对较

小。此外，由于其具有患者样本需要量小、检测成本

低、仪器通用的优势，更易于普及，是一种可以在国

内广泛使用的 ＨＣＶＲＮＡ提取方法，同时可以更大

范围地应用于试剂盒开发和 ＨＣＶＲＮＡ的临床

检测。
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