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　　[摘要]　目的:评价一种国产核酸磁珠自动提取系统对人巨细胞病毒(HCMV)DNA检测的性能。方法:采
用科华磁珠核酸自动提取仪提取血浆 HCMVDNA,经实时荧光定量 PCR检测,分析其线性范围、灵敏度、精密

度及抗干扰能力、8混养模式的检测效能。并利用30份含 HCMV感染患者及20份健康人群血浆对该方法进行

临床应用评价,其检测结果与沉淀离心提取法进行比较。结果:该方法检测 HCMV DNA 载量的线性范围

为102~106copy/mL。检测灵敏度为100copy/mL(单检)。测定值与理论值的相关性良好,R2=0.998,P<
0.01。批内和批间变异系数(CV)均小于5%。临床应用评价发现,国产磁珠核酸自动提取法与沉淀离心提取法

对临床样品的检测一致性较好(Kappa=0.839≥0.75,P<0.01),磁珠自动提取法的阳性率高于沉淀离心提取法

(100%vs86.7%),但差异无统计学意义(P=0.125)。在102~103copy/mL范围内,国产磁珠核酸自动提取发

现优于沉淀离心法。2法所获得的定量结果差异有统计学意义(P<0.05)。8混养模式的检测灵敏度为103cop-
y/mL,拆分结果与实际相符,未产生交叉污染。结论:基于国产磁珠自动核酸提取系统实现了快速、自动化提取

HCMVDNA,具有良好检测性能,适用于采供血机构 HCMV的血液核酸检测及临床应用推广。
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Abstract　Objective:Toevaluatetheperformanceofhumancytomegalovirus(HCMV)DNAdetectionbyado-
mesticmagneticbeadextractionsystem.Method:TheHCMVDNAwasextractedfromplasmabyKehuamagnet-
icbeadnucleicacidautomaticextractionsystemanddetectedbyreal-timefluorescencequantitativePCR.Theclini-
calapplicationofthissystemwasfurtherevaluatedwith30plasmasamplesfrom HCMVinfectedpatientsand20
plasmasamplesfromhealthypeople.Result:ThelinearrangeofHCMVDNAconcentrationdetectionbythissys-
tem was102to106copy/mL.Thedetectionsensitivitywas100copy/mL(individualtest).Thecorrelationbetween
themeasuredvalueandtheoreticalvaluewasperfect,R2=0.998,P<0.01.Thecoefficientofvariations(CV)with-
inandbetweenbatcheswerealllessthan5%.Clinicalapplicationevaluationfoundthatthetwonucleicacidsex-
tractionmethodshadgoodconsistency(Kappa=0.839≥0.75,P<0.01).Althoughthepositiverateofmagnetic
beadsautomaticextractiongroupwashigherthanthaoftheprecipitationandcentrifugeextractiongroup(100%vs
86.7%),whichwasn’tstatisticallysignificantdifference(P=0.125).Itwasshouldnotedthatwithinthescopeof
102to103copy/mL,thenucleicacidsextractionmethodbydomesticmagneticbeadsautomaticnucleicacidssys-
temwasfoundbetterthanprecipitationandcentrifugeextraction method.Thequantitativeresultsofthetwo
methodswasdifferent(P<0.05).Thedetectionsensitivityofthe8poolmodewas103copy/mL,theresolutionre-
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sultswereconsistentwiththeactualresults,andtherewasnocrosscontamination.Conclusion:Basingonthedo-
mesticmagneticbeadautomaticnucleicacidextractionsystem,therapidandautomaticextractionofHCMVDNA
couldbeachieved,withgooddetectionperformance.ItisnotonlysuitableforthenucleicacidtestofHCMVin
bloodcenters,butalsoforthelaboratorydiagnosisofHCMVinhospitals.

Keywords　humancytomegalovirus;magneticbead;automaticnucleicacidextractionsystem;performancee-
valuation

　　人巨细胞病毒(humancytomegalovirus,HC-
MV)在 我 国 的 感 染 率 普 遍 较 高,达 到 90%〔1〕。
HCMV一旦侵入人体,将长期或终身存在。在健

康人群一般无症状,但在孕妇或免疫缺陷患者可导

致严重临床症状,甚至有致命的危险〔2〕。由于 HC-
MV感染缺少典型的临床症状,仅依靠临床表现不

能确诊,确诊主要依赖于实验室诊断。目前酶联免

疫吸附试验(enzymelinkedimmunosorbentassay,
ELISA)检测患者血清的 HCMV-IgM/IgG是大多

数医院,特别是基层医院所采用的主要方法。该方

法对设备和操作要求相对简单,具有诊断快速、廉
价的优势。然而以往的数据显示,HCMV-IgM/
IgG准确度较低〔3〕。国内外研究显示,由于病毒

DNA的出现通常早于病毒感染的临床症状或血清

学反应,荧光定量 PCR技术目前已成为了一种能

早期并敏感地发现 HCMV 感染存在的诊断方

法〔3-5〕。因 此,近 年 来 HCMV 的 实 时 荧 光 定 量

PCR技术在医院临床检验工作中普及很快。实时

荧光定量 PCR技术的样品前处理中,核酸的提取

效率直接影响检测的灵敏度,模板的纯度和质量与

扩增效果密切相关。目前,临床常用的 HCMV 核

酸提取方法主要有沉淀离心法和磁珠法。磁珠法

相对于沉淀离心法在核酸提取的纯度和自动化等

方面显示出较好的优势。但磁珠法大多使用进口

试剂,而进口试剂价格昂贵,给患者带来了高成本

的诊断费用。本研究旨在评估一种国产核酸磁珠

自动提取系统对 HCMV DNA 的检测性能,现将

结果报告如下。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　标本来源　随机选取2017-01—2017-12我

院门 诊 及 住 院 患 者 30 例 为 研 究 对 象 (HCMV
DNA 阳性),其中男 18 例,女 12 例;平 均 年 龄

(3.30±1.45)岁。选择我院同期健康体检标本20
例(HCMVDNA阴性)为对照组,其中男10例,女
10例;平均年龄(30.05±7.60)岁。剔除溶血及脂

血标本;溶血和脂血干扰血清均来自我科临床检测

样品;稀释用阴性血清为 HCMV荧光定量PCR检

测阴性血清;HCMVDNA标准品由人巨细胞病毒

核酸定量检测试剂盒所含标准品稀释配置。
1.1.2　仪器与试剂　上海科华全自动核酸提取仪

(上海科华生物工程有限公司);ABI7500实时荧光

定量PCR仪(美国应用生物系统公司);人巨细胞

病毒核酸定量检测试剂盒(湖南圣湘公司)(批号:
2018007,2018008,2018009);核酸提取试剂(上海

科 华 生 物 工 程 有 限 公 司 )(批 号:20180811,
20180812,20180813)。
1.2　方法

1.2.1　自动核酸提取　核酸自动提取法按照试剂

盒使用说明书进行,在各槽位加入相应试剂,包括

裂解液、纳米磁珠、清洗液 A、B、C及洗脱液,并按

照说明书要求在自动化仪器上编辑程序后进行自

动提取。主要步骤包括:血浆样本1.44mL,加入

裂解液1.7mL和去抑制剂100μL,于55℃加温裂

解30min;加入纳米磁珠200μL,降温(室温)结
合32s后磁珠吸附弃上清;加入1mL洗液 A,孵
育20s,然后500r/min震荡30s后磁珠吸附弃上

清;加入1mL洗液 B,孵育50s,然后500r/min
震荡30s后磁珠吸附弃上清;加入1mL洗液 C,
孵育30s,然后500r/min震荡20s后磁珠吸附弃

上清;加入120μL洗脱液,于80℃加温孵育5s,然
后1000r/min震荡30min后吸取液体120μL作

PCR模板。
1.2.2　核酸手工提取　核酸手工提取法按照人巨

细胞病毒核酸定量检测试剂盒说明书进行传统的

沉淀离心法提取。
1.2.3　荧光定量 PCR 检测　2种方法所提取的

HCMVDNA,均取10μL分别加入相同体积的荧

光定量PCR检测体系40μL,在 ABI7500实时荧

光定量PCR仪进行扩增。荧光定量 PCR 的循环

扩增条件设置为50℃5min,94℃2min,94℃5s,
57℃30s,45次循环 ,荧光素设定为FAM,荧光信

号采集设在57℃,按照仪器说明进行结果判断。
1.2.4　线性范围评价　将已知高浓度的 HCMV
DNA标准品作倍比稀释(10倍),配制成系列浓度

的 HCMVDNA血清(102~106copy/mL),每一浓

度梯度的样本取1440μL,然后采用国产磁珠法核

酸自动提取系统提取 HCMVDNA,每次各样本平

行提取3次,并重复5次,分别进行荧光定量PCR
检测。以CT值的均值与模板lg(copy/ml)绘制标

准曲线。并以理论值为X,各样本的实际测定值为

Y,观察该方法的线性范围及线性相关系数。
1.2.5　精密度评价　利用1.2.2所述的检测结果

测定批内和批间的变异系数(coefficientofvaria-
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tion,CV)。
1.2.6　最低检出限评价　将 HCMV DNA 标准

品,利用 HCMV DNA 阴性抗凝血浆稀释至浓度

为103、102 和10copy/mL,3个浓度样本重复提

取、检测20次,统计检出率。
1.2.7　干扰试验　以临床常见的干扰物溶血和脂

血进行分析。经 ELISA 法检测血浆抗 HCMV-
IgM、HCMV-IgG抗体及荧光定量PCR检测 HC-
MVDNA均阴性的患者血液样品,以冻融法制备

溶血样品。自动血液分析仪SysmexKX21测定溶

血血清中的血红蛋白浓度;另外收集 HCMV 阴性

的乳糜血清,全自动生化分析仪 HITACH7060酶

法测定甘油三脂浓度。据此向已知浓度的 HCMV
阳性血清中定量加入溶血及脂血的阴性血清,再用

国产磁珠法核酸自动提取系统提取 HCMVDNA,
荧光定量PCR观察其抗干扰特性。
1.2.8　混样模式检测评价　将 HCMV DNA 标

准品,利用 HCMV DNA 阴性抗凝血浆稀释至浓

度为103、102 和10copy/mL,采用8混样模式经科

华全自动核酸提取仪提取核酸和荧光定量PCR检

测。8混样模式中设定为1份阳性标本与7份阴性

标本混样,若混样模式中出现阳性,再通过拆分模

式进行单检检测,拆分结果阳性,结果则为阳性。
每个浓度样本重复提取,各检测 20 次,统计检

出率。
1.2.9　临床应用评价　收集的50例标本(30例

HCMVDNA阳性标本和20例 HCMVDNA阴性

标本),分别采用科华全自动核酸提取仪(单检模

式)和手工提取法提取核酸,然后在同一个 ABI
7500实时荧光定量PCR仪上,使用人巨细胞病毒

核酸定量检测试剂盒的试剂,相同扩增条件,分别

扩增检测,对2种方法的检测结果进行比较,通过

McNemar检验分析2种方法的差异,通过 Kappa
检验分析2种方法的一致性,并将2组数据进行配

对资料的t检验分析。
1.3　统计学处理

应用 R3.6.1 软件进行统计分析。HCMV
DNA浓度值转换为浓度对数值lg(copy/ml)后再

进行统计分析。计量资料以■x±s表示,各指标的

相关性采用双变量相关分析,各指标的函数关系采

用线性回归分析,计数资料以例数表示,2种方法

的一致性和差异性分别通过 Kappa和 McNemar
检验分析。2种方法的荧光定量结果的比较通过

配对资料的t检验分析。P<0.05为差异有统计

学意义。

2　结果

2.1　标准曲线

每一浓度梯度的样品平行提取3次,分别进行

荧光定量PCR检测,结果见表1。以各样品理论浓

度的对数值与其相应的检测 CT 值的均值进行线

性回归,做定量检测标准曲线(图1),发现线性拟

合效果良好,标准线性方程为y = -0.299x+
12.170,R2=0.998,P<0.01。

表1　系列浓度的HCMVDNA血浆使用国产磁珠法

自动化提取效果

浓度梯度(理论浓度) CT均值(n=3)

1×106copy/mL 20.095±0.695
1×105copy/mL 23.616±0.862
1×104copy/mL 27.278±1.077
1×103copy/mL 30.860±1.299
1×102copy/mL 34.024±1.589

图1　国产磁珠法自动化提取 HCMVDNA定量检测标准

曲线

2.2　线性范围

以理论值为X,实际测定值为 Y,两者在102~
106copy/mL范围内相关性良好,线性回归方程为

y=1.032x-0.352,R2=0.998,P<0.01。
2.3　精密度试验

各样品平行提取3次,重复5次后,计算其批

内 CV 为3.47%~4.67%,均小于5.00%;批间

CV为4.23%~4.87%,均小于5.00%,说明精密

度良好。
2.4　最低检出限评价

浓度为102 和10copy/mL 的样本仍可被检

出,见图2。在浓度为103、102 和10copy/mL水

平,重复提取和检测20次,检出率分别为100%、
100%、75%,说明该方法的检出下限为102copy/mL。
2.5　干扰实验

结果显示当混合样品中血红蛋白浓度最高达

到11.0g/L时,对核酸提取及检测结果无影响。
当甘油三脂浓度高达9mmol/L时,对核酸提取及

检测结果无影响。更高浓度的血红蛋白或甘油三

脂将降低核酸提取效率,使检测结果偏低。
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注:曲线1~4分别为104、103、102 和10copy/mL样本的

扩增曲线。
图2　国产磁珠法自动化提取 HCMVDNA的荧光定量扩

增曲线图

2.6　混样模式检测评价

在浓度为103、102 和10copy/mL水平,采用8
混养模式重复提取和检测20次,检出率分别为

100%、75%、35%,说明8混样模式的检出下限为

103copy/ml。混样阳性样品经拆分后发现,拆分阳

性标本与实际相符,阴性标本也未出现假阳性结

果,说明混样检测过程未产生交叉污染。
2.7　临床应用评价

50例血浆样本用2种方法提取核酸,然后进

行实时荧光PCR,2种方法的阴、阳性结果见表2。
50例样品中有48例样品采用2种方法的定性检测

结果一致(含26例阳性样品和20例阴性样品);另
有4例不一致的样品沉淀离心提取法结果为阴性,
而国产磁珠提取法为弱阳性(定量结果均为临界值

102copy/mL上一点),说明科华国产磁珠自动提

取法 对 低 浓 度 (102 ~103 copy/mL)的 HCMV
DNA提取效果较沉淀离心提取法更好。2种方法

一致性较好(Kappa=0.839≥0.75,P<0.01);磁
珠自动 提 取 法 的 阳 性 率 高 于 沉 淀 离 心 提 取 法

(100%vs86.7%),但差异无统计学意义 (P =
0.125)。2种方法检测结果的 DNA浓度分布见图

3,经配对资料的t检验分析,P=0.014,显示2种

方法的定量结果差异有统计学意义。

表2　自动化磁珠提取法与沉淀离心提取法检测

结果的比较 例

自动化磁珠提取法
沉淀离心提取法

阳性 阴性
合计

阳性 26 4 30
阴性 0 20 20
合计 26 24 50

图3　自动化磁珠提取法与沉淀离心提取法所获 DNA浓

度分布

3　讨论

实时荧光定量 PCR技术的样品前处理中,核
酸的提取效率直接影响检测的灵敏度,模板的纯度

和质量与扩增效果密切相关。目前,临床实验室特

别是中小型医院实验室多采用传统的手工提取方

法。手工提取法常利用煮沸或蛋白质裂解液直接

将病毒DNA从病毒颗粒中释放出来,离心后的上

清液中不仅含有病毒核酸,也含有少量血红蛋白等

一些干扰PCR的抑制性杂质。手工提取法需多次

离心沉淀,弃上清,核酸丢失多,提取效率低。并且

在处理临床标本时易导致气溶胶的产生,存在生物

安全等问题。相比传统的手工提取方法,基于磁珠

微球的自动核酸提取法显示出明显的优势。自动

化磁珠提取法的原理是利用生物磁珠在外磁场的

作用下可以定向移动或集中,撤去外磁场后稍加振

荡或抽吸又可均匀分散于液体中,从而使固液分离

变得十分快捷方便。通过简单的洗脱能够除去大

多数干扰 PCR 的抑制物,得到纯度很高的核酸。
此外,自动化的操作避免了手工操作过程中的漏

加、错加以及加样不准等人为因素的干扰,从而提

高了检测准确度,同时减少了交叉污染风险,并极

大减少人为操作环节,使得操作更简便,提高了提

取效率,实现了检测的高通量。相对封闭的提取平

台及平台内配置的紫外消毒功能,更大程度地减少

了气溶胶的扩散与残存,从而提高了生物安全性

能。因此,基于磁珠微球的自动核酸提取法能更好

地保证检验结果的灵敏度、精确度和可重复性,并
具有自动化程度高、通量大、生物安全性高的优势。
目前基于磁珠微球的自动核酸提取设备已广泛应

用于多家大型医院的病原体检测和血液中心(中心

血站)的输血前乙肝、丙肝和艾滋病毒的筛查。随

着我国自主研发自动核酸提取仪水平的不断发展,
极大地推动了该类设备在基层医院中的应用。

本研究的国产磁珠法核酸自动提取系统同时
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实现了方法的自动化和仪器试剂的国产化。研究

显示该方法检测 HCMVDNA 载量的线性范围良

好,相比手工提取法具有更广的线性范围和更高的

检测灵敏度(手工提取法的线性范围为在103~106

copy/mL,检测灵敏度为500copy/mL),并具有精

密度、抗干扰能力强的特点。通过进一步比较发

现,国产磁珠法核酸自动提取发法,对102~103

copy/mL的样品提取效果优于传统的沉淀离心

法。鉴于我国多家血液中心的国产磁珠法核酸自

动提取系统多采用8混养模式〔6〕,本研究还考察了

该方法8混养模式下对 HCMVDNA的检测能力,
结果显示发现8混养模式下仍可以检出102 和10
copy/mL的低浓度样本,拆分结果正确,未产生交

叉污染。
综上所述,国产磁珠法核酸自动提取系统的应

用效果不逊于现在普遍采用的沉淀离心提取法,值
得推广使用。同国外进口价格昂贵的同类仪器和

磁珠试剂相比,仪器试剂的国产化能显著降低使用

成本,有利于各医疗机构的推广应用、提高临床检

测水平和工作效率。此外,该系统还显示出可应用

于采供血机构的输血前巨细胞病毒核酸筛查的应

用潜能。目前我国还没有适用于采供血机构的巨

细胞病毒的核酸筛查试剂盒,还需要进一步完善提

取磁珠试剂的研制及优化提取程序,以进一步提高

该系统混样模式的核酸提取效能,这对预防输血传

播性巨细胞病毒感染具有重要意义。
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