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　　[摘要]　目的:应用4种全自动核酸提取仪及其配套试剂提取新型冠状病毒(2019-nCoV)假病毒核酸,并用

同1种商品化RT-PCR扩增试剂盒进行检测,探讨检测结果的差异以评估其提取效果,有助于选择合适的核酸提

取平台。方法:将2019-nCoV假病毒连续梯度稀释成不同浓度,用4种不同厂家的核酸提取系统(包括全自动核

酸提取仪及其配套提取试剂)A、B、C和D提取核酸,再用同1种2019-nCoV核酸检测试剂盒进行检测,比较其检

出率和循环阈值(Ct)的差异。结果:在2019-nCoV假病毒原浓度、1：5、1：10和1：100稀释度时,A、B和 D提

取的核酸中均能100%检测到 ORF1ab和 N基因,进一步分析发现这3种平台提取的核酸中检测所得的 ORF1ab
(F=0.061,P=0.941)和 N基因(F=0.038,P=0.963)Ct值差异均无统计学意义;但 C在2019-nCoV 假病毒

1：100稀释时所提取的核酸中 ORF1ab和 N基因的阳性检出率分别为95%和80%。结论:平台 C与其他3种

平台 A、B、D的核酸提取效果间存在差异。核酸提取平台的不同可能影响2019-nCoV 核酸检测的灵敏度,并且

可能对病毒载量低的样本产生假阴性结果。
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Abstract　Objective:Tocompareandevaluatefourdifferentautomatedmagneticbead-basednucleicacidex-
tractioninstrumentsandpairedkitsforpurifyingnucleicacidsfrom2019-nCoVpseudovirus.Methods:Nucleic
acidswereextractedfromserialdilutionsof2019-nCoVpseudovirususingfournucleicacidextractionplatforms
A,B,CandD,anddetectedbythecommercial2019-nCoVnucleicaciddetectionkit.Results:BothORF1aband
Ngenesweredetectedinthenucleicacidsextractedfrom2019-nCoVpseudovirusandserialdilutionsincluding1：

5,1：10and1：100byA,BandD,andtherewasnosignificantdifferencebetweencyclethreshold(Ct)valuesof
ORF1ab(F=0.061,P=0.941)andNgenes(F=0.038,P=0.963)detectedbythesameamplificationkitinthe
nucleicacidsextractedbyA,BandD;butthepositivedetectionratesofORF1abandNgenesinthenucleicacids
extractedfrom1：100dilutionof2019-nCoVpseudovirususingCwere95%and80%,respectively.Conclusion:

TheplatformCwasdifferentfromtheotherthreeplatformsA,BandDinthenucleicacidextraction.Thenucleic
acidextractionplatform mayinfluencethesensitivityofdetecting2019-nCoVandhavethepotentialtogenerate
false-negativeresultsespeciallyinthesampleswithlowviralload.
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　　新型冠状病毒(2019-nCoV)核酸检测是新型

冠状病毒肺炎(COVID-19)诊断、治疗、监测以及筛

查无症状感染者的重要手段之一,可能受到患者病

程、标本采集、核酸提取仪器及试剂、核酸扩增试剂

性能及实时荧光PCR仪等多种因素的影响[1]。应

用不同的核酸提取方法所得到的核酸,其浓度、纯

度及完整性对于2019-nCoV 核酸检测的分析性能

至关重要[2]。手工柱提取方法所得到的核酸纯度

和产量高,但是费时、费力且通量较小,不适合大规

模临床样本的核酸提取;磁珠法提取病毒核酸,具
有自动化、快速、方便、高通量、节省人力等特点[3],
有助于提高核酸检测结果的准确性和重复性,是临

床实验室处理大量临床样本的主要方法。磁珠法

是通过磁性颗粒捕获结合核酸,然后通过应用洗涤

缓冲液洗涤、去除杂质,最后应用洗脱液从磁性颗
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粒上洗脱出核酸。目前市面上有多种磁珠法全自

动核酸提取仪,均配套各自对应的核酸提取试剂,
不同的全自动核酸提取平台的提取效果可能存在

差异[4],从而影响2019-nCoV RT-PCR 检测的分

析灵敏度,可能导致低病毒载量的无症状感染者的

漏检。本研究通过比较市面上4种常用的磁珠法

国产全自动核酸提取仪及其配套试剂对 2019-
nCoV假病毒的提取效果,以便选择合适的全自动

核酸提取平台。
1　材料与方法

1.1　仪器与试剂

4种全自动核酸提取系统包括,A:Smart32全

自动 核 酸 提 取 仪 和 核 酸 提 取 试 剂 (粤 穗 械 备

20170583)(中 山 大 学 达 安 基 因 股 份 有 限 公

司);B:GeneRotex96 全 自 动 核 酸 提 取 仪 和 Ex-
DNA/RNA 病 毒 核 酸 提 取 试 剂 (苏 苏 械 备

20151030)(苏 州 天 隆 生 物 科 技 有 限 公 司);C:
EX3600全自动核酸提取仪和核酸提取试剂(沪闵

械备20190492)(上海之江生物科技股份有限公

司);D:SSNP-9600A 全自动核酸提取仪和核酸提

取试剂(苏泰械备20150256)(江苏硕世生物科技

股份有限公司)。2019-nCoV 核酸检测试剂盒(荧
光PCR法,国械注准20203400063)(中山大学达安

基因股份有限公司);ABI7500实时荧光定量PCR
仪(美国应用生物系统公司)。
1.2　2019-nCoV假病毒的稀释

将达安的2019-nCoV核酸检测试剂盒内的阳

性对照(即2019-nCoV假病毒)用生理盐水进行梯

度稀释成不同浓度,包括1：5、1：10、1：100、1：
500、1：1000、1：2000、1：5000和1：10000,每

种浓度分别用 A、B、C 和 D 系统重复提取10~
22次不等。
1.3　2019-nCoV假病毒核酸提取

全自动核酸提取系统 A、B、C和 D分别取200
μL、200μL、300μL和200μL2019-nCoV 假病毒

稀释液,应用各自的核酸提取试剂在相应的全自动

核酸提取仪上提取核酸,具体步骤严格按照试剂和

仪器说明书进行。
1.4　实时RT-PCR扩增检测

PCR 反 应 体 系 包 括 17 μL PCR 反 应 液

A、3μLPCR反应液 B和5μL核酸模板,总体积

为25μL,在 ABI7500实时荧光定量PCR仪上进

行扩增,扩增条件为:50℃ 15min;95℃ 15min;
94℃15s,55℃45s检测荧光(通道为FAM、VIC
和Cy5),45个循环。检测的靶基因为2019-nCoV
的开放读码框lab(Openreadingframe1ab,OR-
Flab)基因和核壳蛋白(Nucleocapsid,N)基因。阳

性判定标准为:明显S型扩增曲线,Ct<45。
1.5　统计学分析

实验数据均采用SPSS21.0软件行进统计学

分析,计量数据以■x±s表示,采用单因素ANOVA
检验,P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　4种全自动核酸提取仪的参数比较

本研究选择了市面上4种常用的自动化核酸

提取仪,在进行样本裂解之前,这4种提取仪都需

要操作者对液态样本进行手动加样到深孔板内,因
而都是半自动;这4种提取仪的加样体积、样本通

量、是否裂解加热、是否加热洗脱、洗脱液体积等均

有差异,见表1。

表1　本研究中所用的4种全自动核酸提取系统的概况

全自动核酸提取系统 A B C D
提取仪型号 Smart32 GeneRotex96 EX3600 SSNP-9600A
配套的核酸提取试剂 核酸提取试剂 核酸提取试剂 核酸提取试剂 核酸提取试剂

试剂批号 2020051 E0120070281 P20200104 20191208
方法 磁珠法 磁珠法 磁珠法 磁珠法

自动化程度 半自动 半自动 半自动 半自动

一次处理样本通量 32 96 36 96
加入蛋白酶 K 有 有 有 无

加入CarrierRNA 无 无 有 无

加样体积/μL 200 200 300 200
上机后的提取时间/min 47 41 21 50
裂解加热 是,70℃ 是,120℃ 否 否

加热洗脱 是,70℃ 是,100℃ 否 是,70℃
所提的核酸 DNA和 RNA DNA和 RNA DNA和 RNA DNA和 RNA
洗脱液体积/μL 80 100 70 80
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2.2　4种提取平台对不同浓度2019-nCoV假病毒

阳性检出率的影响

研究4种全自动核酸提取系统A、B、C和D结

合同一种2019-nCoV 核酸扩增试剂对不同浓度

2019-nCoV 假病毒阳性检出率的影响,在 2019-
nCoV假病毒原浓度、1：5和1：10稀释度时,A、
B、C和 D 提取的核酸中都能100%检测到2019-
nCoV靶基因 ORF1ab和 N;在2019-nCoV假病毒

1：100 稀 释 度 时,A、B 和 D 提 取 核 酸 中 也 能

100%检测到 ORF1ab和 N基因,但C提取的核酸

中 ORF1ab和 N基因的阳性检出率分别为95%和

80%;在2019-nCoV假病毒1：500和1：1000稀

释度时,A、B、C和D提取核酸的阳性检出率不同,
其中B的 ORF1ab基因阳性检出率稍高,A 和 B
的 N基因阳性检出率接近,见表2。

表2　4种全自动核酸提取系统在2019-nCoV假病毒不同稀释度中的检出阳性率 例/例(%)

提取

系统
靶基因 原浓度 1：5 1：10 1：100 1：500 1：1000 1：2000 1：5000 1：10000

A ORF1ab
10/10
(100)

10/10
(100)

20/20
(100)

20/20
(100)

12/22
(54.5)

9/20
(45)

5/20
(25) 0/20 0/20

N
10/10
(100)

10/10
(100)

20/20
(100)

20/20
(100)

6/22
(27.3)

6/20
(30) 0/20 0/20 0/20

B ORF1ab
10/10
(100)

10/10
(100)

20/20
(100)

20/20
(100)

17/22
(77.3)

14/20
(70)

7/20
(35)

1/20
(5)

2/20
(10)

N
10/10
(100)

10/10
(100)

20/20
(100)

20/20
(100)

6/22
(27.3)

5/20
(25)

2/20
(10) 0/20 0/20

C ORF1ab
10/10
(100)

10/10
(100)

20/20
(100)

19/20
(95)

11/22
(50)

13/20
(65)

4/20
(20)

1/20
(5)

2/20
(10)

N
10/10
(100)

10/10
(100)

20/20
(100)

16/20
(80)

3/22
(13.6)

1/20
(5)

1/20
(5) 0/20 0/20

D ORF1ab
10/10
(100)

10/10
(100)

20/20
(100)

20/20
(100)

10/22
(45.5)

10/20
(50)

6/20
(30)

2/20
(10) 0/20

N
10/10
(100)

10/10
(100)

20/20
(100)

20/20
(100)

6/22
(27.3)

1/20
(5) 0/20 0/20 0/20

2.3　4种提取平台对不同浓度2019-nCoV假病毒

靶基因Ct的影响

研究4种全自动核酸提取系统A、B、C和D结

合同一种2019-nCoV核酸检测试剂对不同稀释度

2019-nCoV假病毒靶基因 ORF1ab和 N Ct的影

响,见表3。在2019-nCoV 假病毒原浓度、1：5、
1：10和1：100稀释时,A、B和 D提取的核酸中

检测到 ORF1ab和 N 的Ct均值的变异系数(CV)

均小于5%,进一步应用单因素方差分析不同提取

平台 的 ORF1ab 和 N 基 因 Ct 值 差 异,发 现

ORF1ab(F=0.061,P=0.941)和 N 基因(F=
0.038,P=0.963)Ct值差异均无统计学意义;而C
提取的核酸中检测到 ORF1ab和 N的Ct均值的变

异系数(CV)高于其他3种平台(包括 A、B和D),有
的大于5%,不符合本研究中所用的2019-nCoV核

酸检测试剂说明书中声称的“不大于5%”。

表3　4种全自动核酸提取系统在2019-nCoV假病毒不同稀释度检测的Ct值

提取

系统
靶基因

原浓度

■x±s CV/%
1：5

■x±s CV/%
1：10

■x±s CV/%
1：100

■x±s CV/%
A ORF1ab 29.27±0.50 1.71 31.68±0.15 0.47 32.63±0.23 0.70 35.59±0.54 1.52

N 27.47±0.44 1.60 30.69±0.14 0.46 31.61±0.27 0.85 35.16±0.42 1.19
B ORF1ab 30.00±0.61 2.03 32.18±0.34 1.06 33.43±0.31 0.93 36.02±0.77 2.14

N 28.03±0.62 2.21 31.14±0.36 1.16 32.40±0.33 1.02 35.88±0.61 1.70
C ORF1ab 30.99±0.52 1.68 32.54±1.61 4.95 35.12±2.11 6.01 37.97±1.76 4.64

N 28.62±0.64 2.24 31.65±1.92 6.07 33.75±2.26 6.70 37.36±1.29 3.45
D ORF1ab 29.77±0.23 0.77 31.44±0.29 0.92 33.39±0.32 0.96 36.71±0.95 2.59

N 27.71±0.27 0.97 30.33±0.29 0.96 32.08±0.30 0.94 35.72±0.72 2.02
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3　讨论

应用实时荧光 RT-PCR检测2019-nCoV 核酸

的灵敏度受多种因素如核酸模板的质量、引物与探

针的特异性等影响,尤其是当病毒载量非常低时能

否成功检测到病毒核酸,这些因素特别是核酸模板

的质量极其重要,直接影响检测结果的准确性。核

酸提取的质量不佳,可能导致后续 RT-PCR 产生

假阴性结果。自动化核酸提取平台的通量高、手工

操作少、稳定,非常适合用于临床实验室各种样本

的核酸提取。不同的自动化核酸提取平台所用的

技术可能存在差异,提取核酸的效率可能不同,因
此最终检测结果可能也有差异。研究发现,即使同

一厂家的基于磁珠法的不同核酸提取平台,其提取

效率也是不同的,而且这些不同提取平台的相对效

率因肝炎病毒类型而异,即对一种类型肝炎病毒有

效的提取平台不一定对另一种类型肝炎病毒也能

很好地发挥作用[4]。研究发现美国疾病控制与预

防中心推荐的2019-nCoV 核酸检测方法的分析灵

敏度为85~499copies/mL,取决于所用的核酸提

取方法和实时荧光 PCR 仪[5]。因此,应用 RT-
PCR方法检测2019-nCoV核酸,选择高效、稳定的

核酸提取平台极其重要。
由于全球COVID-19疫情的持续蔓延,导致核

酸提取平台和2019-nCoV 核酸检测试剂的短缺。
另外,还受原有仪器设备等的影响,目前大多数临

床实验室所用的核酸提取平台和2019-nCoV 核酸

检测试剂并非完全配套,即核酸提取平台并不是扩

增试剂说明书中所推荐的核酸提取系统。本研究

应用2019-nCoV假病毒评估了4种基于磁珠法的

不同厂家自动化核酸提取系统的提取效果,发现

A、B和 D3种核酸提取平台结合扩增试剂检测

2019-nCoV假病毒原浓度、1：5、1：10和1：100

稀释度时所得的阳性检出率均为100%,三者 Ct
值差异均无统计学意义;但平台 C在1：100稀释

时所提取的核酸中 ORF1ab和 N 基因的阳性检出

率分别为95%和80%。这些提示B和D的核酸提

取效果与该扩增试剂配套的 A 相当;而平台 C的

核酸提取效果欠佳,可能导致低病毒载量的样本漏

检。
总之,本研究发现平台 C与其他3种平台 A、

B、D的核酸提取效果间存在差异;核酸提取平台的

不同可能影响2019-nCoV 核酸检测的灵敏度,并
且可能对病毒载量低的样本产生假阴性结果。本

研究的局限性在于应用2019-nCoV 假病毒而非临

床2019-nCoV阳性样本比较不同平台的核酸提取

效果。
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