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以二氧化硅快速提取 H B V
一

D N A

用于双阶变温 P C R 检测
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提 要 以异硫氛酸肌裂解血清释放核酸使被二氧化硅吸附
,

经乙醇洗涤后用水悬浮
,

上清

即含纯化 D N A
。

结合双阶变温 CP R 建立一种简单快速的血清 H B V
一

D N A 检测方法
。

该法只需检

测 10 ul 血清
,

完成提取和扩增只要 h3
,

操作很易掌握
。

用之检测 56 例 H B
s A g 十 /H玫A g ’

的血清
、

42

例 H B s

戈
小

/ H E泌 A g
一

的血清和 54 例 H B s A g
一

/ H eB A g
一

的血清
,

结果 H B v
一

D N A 检出率分别为 86 %
、

57 %和 13 %
.

应用表明这是一种简捷有效的核酸纯化和扩增方法
,

适于对大量临床样本作检测之

用
。
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1

多聚酶链反应 (P C R )检测病毒核酸在病

毒性肝炎诊断中的应用 已 日益普及
。

但 目前

国内所用 由临床样本中纯化核酸的方法一般

比较 费力耗时
。

本文介绍一种简单的不用苯

酚和 氯仿抽提 的核酸提取方法
,

可以快速纯

化血清中的 H B V
一

D N A
,

以便进行双阶变温

P C R 检测
。

1 材料与方法

L I 二氧化硅悬液

二氧化硅按下法处理
: 6 0 9 5 10

2

以 s o o m r

去离子水悬浮
,

置室温 自然沉降 4h8
。

恒流泵

吸 除 4 3 0 m l 上清
,

再加 水至 5 0 0 m l
。

剧摇悬浮

5 10
: ,

再 置室温 沉 淀 s h
。

去 4 4 o m l 上清 并加

H C I调 p H 为 2
。

1
.

2 含舰裂解液

称取异硫氰酸 呱 ( G u S C N
,

S e r v a ) 12 0 9
,

依次加进 l o o m l 0
.

l m o l / L T r i s
.

C I p H 6
.

4
.

2 2 m l 0
.

Z m o l / L E D T A P H S
.

0和 2
.

69 T r i t o :飞

X
一

1 0 0溶解
。

1
.

3 血清 D N A 萃取

血清取自本科住院或门诊的肝炎病人和

查血者
。

在 0
.

s m l 离 心管内按下 比例 加进
:

g o u l 裂解液
、

s u l 5 10
2

悬液和 l o u l 血清
。

颠倒

摇动混匀
,

室温下 自然沉淀 10 m in (可在 56 ℃

加速沉淀 )
,

以带细长吸尖的恒流泵小心吸除

上清
,

加 4 0 0 ul 8 0 % 乙醇悬浮洗涤
,

微量离心

机 (军事医学科学院 ) 1 o o o r / m i n
离心 Zm i n ,

吸除上清
,

开 盖置金属盒 内
,

5 6
`

C 干燥 10 m in

迄 止 51 0
2

沉淀 出现裂 痕
,

加 3 5ul 双蒸水 悬

浮
,

5 6
’

C 置 10 m i n ,

1 0 0 0 r / m i n
再离心 Z m i n 吸

1 u5 l 上清进行 P C R 扩增
。

1
.

4 P C R 扩增

依文献
! ` 原 则进行

。

在 0
.

s m l 离心管内

加进
:

l u F D 耐热性 D N A 多聚酶
、

P C R 反应

液
、

0
.

Zm m o l / L d N T P s 、

各 l o p m o l 的引物 C
,

和 C
Z

及 1 u5 l 经萃取的上清液
。

不混匀上覆 3 o t : l 矿物油 ( S i g m a )
,

置 T C

l 型 D N A 热 循 环 仪 ( P e r k in E lm e r C e t u s )
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附表 15 2例血清的 H B V D N A 检测结果

%一865713血清 HB V 标记 例 数 H B V D N A 阳性数

48247H BS 纯+/ H E比A g +

H sB 掩
+
八压E七A g

-

H BS 纯
一

/ H E七A g
-

5 6

4 2

5 4

前人已对 5 10
2

在 N a l 或 N a C IO
`

存在时

能够结合核酸的特性作过研究
,

但很少直接

用以检测临床样本【,一 7〕
。

异硫帆酸肌可以溶

解细胞壁并灭活核酸酶
,

因此也被用以萃取

核 酸
,

尤 其 是 被 用 于 酸一孤一酚一仿

( A G P C ) 法萃取 R N A 1B[
,

这是 目前逆转录

( R T卜 P C R 检测 临床样本所含丙 型肝炎病

毒 ( H C V )基因的模板提取方法
。

在此基础上

有人将 5 10
:

与异硫氛酸孤结合应用
,

建立 了

一种不需有机酚仿萃取的核酸纯化方法
,

可

以从血液和尿液中有效地提取核酸
,

包括共

价键连结的密闭环状 D N A
、

松驰环状 D N A
、

线状双股 D N A 和线状单股 D N A 以及核糖

体 R N A 等川
.

由之提取的核酸不仅量多而

且质素也高
,

既可作限制酶切也可进行连接
。

但该技术未能在 P C R 中进一步应用
,

而且缺

点是 每提 取 1份 样本
,

需 加 2次 含 肌 液共

1
.

s m l
,

成本相对提高
;
并且还要洗涤 3次

,

既

耗时又增加污染
,

不利于临床检测
。

为此作者

作了改动
,

将萃取血清量减为 10 ul 并使含肌

液减为 1次 9 0u l 以降低成本
,

只用 乙醇 4 o o ul

洗涤 1次以简化操作程序
。

然后用以双阶变温

P C R 快速检测 H B V D N A
。

整个萃取和 P C R

共耗时 3 h
,

可谓简便快速
。

应 用结 果 H B V

D N A 检出率在 H sB A g 和 H B e A g 双阳性血

清为 8 6 %
、

H B s A g 阳性 / H eB A g 阴性血清为

57 %
、

H sB A g 和 H B e A g 均阴性血清为 13 %
,

比较酚萃取方法而言其检出率虽无 明显提

高
,

但优点是
:

耗价低廉
,

操作简单
,

hl 可完

成萃取
,

无需具专门生化知识和技术
,

因此方

便基层检测大量临床样本应用
。

更重要是全

部纯化在 1支试管内完成
,

减少了样本间和管

内外的污染
,

因此有利于 防止 P C R 的假阳

性
。
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