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甲型H1N1流感病毒实时荧光RT-PCR检测方法的优化及应用 

李永利，刘立明，廖华芳，王雪飞，王海滨 

100039 北京，解放军第302医院临床检验中心 

王海滨，Email：haibin_wang@sohu.com 

摘 要:  目的 优化甲型流感病毒核酸提取步骤和RTPCR反应液组成，提高RTPCR荧光检测敏感性、缩短报告时间。方法 优化QIAamp 

Viral RNA mini Kit核酸提取操作步骤，对核酸裂解液处理后的样本进行两次层析柱过滤，核酸洗脱由试剂盒的室温环境改为72 ℃温育5 

min后离心洗脱，荧光RTPCR反应液采用SuperScript Ⅲ Platinum qRTPCR系统优化，RTPCR扩增程序修改如下：RT反应为50 ℃，10 

min，然后95 ℃，5 min破坏逆转录酶，继后为45个循环的95 ℃，15 s变性和60 ℃，30 s复性和延伸。结果 优化的甲型流感病毒核酸提

取方法与QIAamp Viral RNA 试剂盒方法获得的核酸Ct值基本一致，但低病毒含量样本的核酸提取效率明显高于未优化方法[优化方法Ct值

(273，322，394)，未优化方法Ct值(276，327，406)]。同一核酸在优化荧光RTPCR扩增试剂的Ct值(250，305，35
6)，扩增时间1 h 10 min;明显优于配发试剂(273，325，401)，扩增时间2 h 25 min。结论 优化后的甲型H1N1流感病毒实时荧光RT

PCR检测方法，无论是核酸提取还是荧光PCR扩增，其敏感性均明显得到提升，报告时间明显缩短。 
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