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甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒实时荧光 ＲＴ唱ＰＣＲ检测方法的
优化及应用
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　　【摘要】　目的　优化甲型流感病毒核酸提取步骤和 ＲＴ唱ＰＣＲ 反应液组成，提高 ＲＴ唱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唱ＰＣＲ反应液采用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ Ⅲ Ｐｌａｔｉｎｕｍ ｑＲＴ唱ＰＣＲ系统优化，ＲＴ唱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畅３，３２畅２，３９畅４），未优化方法 Ｃｔ值（２７畅６，３２畅７，４０畅６）］。 同一核酸在优化荧光 ＲＴ唱ＰＣＲ 扩增试剂
的 Ｃｔ值（２５畅０，３０畅５，３５畅６），扩增时间 １ ｈ １０ ｍｉｎ；明显优于配发试剂（２７畅３，３２畅５，４０畅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唱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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　　为有效预防和控制甲型 Ｈ１Ｎ１流感疫情在我国的流行，国家已将甲型 Ｈ１Ｎ１流感纳入枟中华人民共和国传染病防治法枠规
定的乙类传染病［１］ ，并将 Ｈ１Ｎ１核酸检测定为疫情控制、疾病确诊和痊愈出院的标准。 因此，如何进行既快又准的核酸检测便
成为临床检验工作的重点和难点。 ２００９ 年全年我实验室共检测 Ｈ１Ｎ１核酸标本 １５ ７５０ 份（大约北京市１／４检测量），总结工作
经验，作者根据病毒 ＲＮＡ提取的原理和不同逆转录酶的特点，优化了甲型流感病毒核酸提取步骤和 ＲＴ唱ＰＣＲ荧光检测试剂与
扩增程序。 在显著提高检测敏感性的同时，还将批量检测的时间缩短了接近一半，为临床快速应对甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感的诊疗提
供有力保障并争取时间。 本文将对优化的细节和工作中的操作要点进行描述，以对相关经验进行交流。

一、材料与方法
１畅咽拭子样本处理：将收到的咽拭子冷冻保存，对冻存的样本需彻底融化到室温方可进行操作。 检查样本管封闭完好

后，在漩涡振荡器震荡混匀，然后 ６０００ g离心 １ ｍｉｎ，不取出咽拭子直接取样检测。
２畅核酸提取试剂配制：按说明书配制裂解液和洗涤液（ＡＷ１和 ＡＷ２），配制好的裂解液和洗涤液直接放置在室温保存，配

制后的裂解液和洗涤液 Ａ（Ｂｕｆｆｅｒ ＡＷ１）如果因环境寒冷而凝集则需在 ７２ ℃彻底融化后使用。
３畅病毒核酸裂解：在 １畅５ ｍｌ的已编号离心管中加入３００ μｌ准备好的核酸裂解液（Ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ），分别加入 １００ μｌ已处理的

咽拭子样本，在裂解液中吹打 ３ ～５次混匀，室温放置 １０ ｍｉｎ，加入无水乙醇 ３００ μｌ，封盖颠倒混匀 ３ ～５次，轻轻甩下盖上的液
滴，直接开盖将样本全部倒入层析柱中，残留大约 ３０ ～５０ μｌ 左右的样品可忽略不计，将层析柱的系带朝向离心机的下方，
６０００ g离心 １ ｍｉｎ。 将收集管中滤过的裂解液倒回层析柱中再次过柱，６０００ g离心 １ ｍｉｎ。

４畅核酸洗涤：更换新的套管，按离心管相同的方向将层析柱放入离心机，打开层析柱盖，直接在离心机中小心加入洗涤液
Ａ（Ｂｕｆｆｅｒ ＡＷ１），６０００ g离心 １ ｍｉｎ。 加洗涤液使用的 １ ｍｌ吸头应将其尖部剪去，以保证在离心机上加样时无洗涤液的洒落。
更换套管后，采用同样的方法加入洗涤液 Ｂ（Ｂｕｆｆｅｒ ＡＷ１），６０００ g离心 １ ｍｉｎ。

５畅核酸洗脱：洗涤后，将层析柱的套管换成 １畅５ ｍｌ的离心管，加入 ５０ μｌ的 ＡＶＥ 洗脱液，盖上层析柱盖，放置 ７２ ℃温育
５ ｍｉｎ，６０００ g离心 １ ｍｉｎ。 上清液即为提取的流感病毒 ＲＮＡ。

６畅荧光 ＰＣＲ扩增：（１）ＣＤＣ推荐方法：将配发的引物、探针、扩增缓冲液和酶等组分按要求配制，ＰＣＲ扩增程序如下：６５ ℃，
５ ｍｉｎ；４２ ℃，３０ ｍｉｎ；９５ ℃，１５ ｍｉｎ变性后进行９５ ℃，３０ ｓ；６０ ℃，６０ ｓ扩增 ４５个循环。 （２）优化方法：将配发的引物、探针分别采
用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ Ⅲ Ｐｌａｔｉｎｕｍ ｑＲＴ唱ＰＣＲ缓冲液系统进行配制，扩增程序如下：５０ ℃，１０ ｍｉｎ；９５ ℃，５ ｍｉｎ，变性后进行 ９５ ℃，１５ ｓ；
６０ ℃，３０ ｓ扩增 ４５个循环。 （３）荧光阈值（Ｃｔ值）的判断：按照 ＰＣＲ扩增曲线最高荧光值的 ５％设定为基线，计算 Ｃｔ值。
　　７畅对比试验：取高、中、低拷贝的阳性患者咽拭子作为对比试验样本，采用 ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 标准方法和本文优
化的方法提取核酸，同时采用优化的试剂和北京市 ＣＤＣ配发的试剂进行扩增，然后进行灵敏性分析。
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　　８畅统计分析：计量资料采用均数±标准差（珋x ±s）表示，采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件进行 t 检验，P ＜０畅０５ 为差异有统计学
意义。

二、结果
１畅优化方法与标准方法提取核酸的效率对比：取高、中、低不同含量的 Ｈ１Ｎ１ 阳性患者样本，采用优化方法和标准

ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 要求的方法提取核酸。 以北京市 ＣＤＣ配发的试剂对其进行 ＲＴ唱ＰＣＲ扩增，结果显示，优化方法提
取的核酸扩增 Ｃｔ值（２７畅３，３２畅２，３９畅４）明显优于未优化方法（２７畅６，３２畅７，４０畅６），特别是低病毒含量的样本最为显著（图 １）。

２畅优化试剂对两种方法提取的核酸进行荧光 ＲＴ唱ＰＣＲ扩增的对比：采用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ Ｐｌａｔｉｎｕｍ ｑＲＴ唱ＰＣＲ缓冲液系统配制试
剂。 对两种方法提取的核酸进行荧光 ＰＣＲ扩增，结果表明：优化的试剂逆转录只需要 １０ ｍｉｎ，整个扩增时间只需要 １畅５ ｈ，而扩增
的敏感性明显优于配发试剂，并且两种方法提取的核酸，在不同病毒含量的咽拭子样本其扩增的 Ｃｔ值基本一致（图 ２）。

３畅优化试剂与配发试剂扩增灵敏度的比较：在同一浓度的核酸样本，优化试剂的荧光 ＰＣＲ扩增 Ｃｔ值比配发试剂大约早
２ ～４个 Ｃｔ值，二者比较差异有统计学意义（P＜０畅０１，表 １）。 特别是低拷贝样本，表明优化的试剂具有较高的敏感性。

表 1　优化试剂与配发试剂扩增灵敏性的比较（珋x±s）
不同 Ｈ１Ｎ１ 拷贝样本 优化试剂 Ｃｔ 值 配发试剂 Ｃｔ值

高 ２５ HH畅０ ±０  畅６ ２７ 揶揶畅３ ±０ è畅４ ａ

中 ３０ HH畅５ ±０  畅２ ３２ 揶揶畅５ ±０ è畅６ ａ

低 ３５ HH畅６ ±０  畅３ ４０ 揶揶畅１ ±０ è畅８ ａ

　　注：与优化试剂比较，ａP ＜０畅０１

　　４畅两种方法检测时间比较：同一个操作人员采用优化核酸提取方法与 ＰＣＲ扩增试剂和常规工作方法检测 １０个咽拭子样
本，前者报告时间为 １ ｈ １０ ｍｉｎ，后者为 ２ ｈ ２５ ｍｉｎ。

三、讨论
甲型 Ｈ１Ｎ１流感的病原体是变异后的新型甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒。 该毒株包含有猪流感、禽流感和人流感 ３种流感病毒的

基因片段，可以在人间传播［２唱３］ 。 早发现、早诊断、早隔离和早治疗是预防和控制甲型 Ｈ１Ｎ１流感的重要环节。 自 ２００９ 年 ６ 月
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到 １２月，北京市推荐采用 ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 核酸提取试剂提取咽拭子甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒核酸，使用统一配发的
ＰＣＲ缓冲系统和引物探针进行荧光 ＰＣＲ检测。 标准的甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＲＮＡ核酸扩增过程费时费力，对逐日增加的样本
量，难以实现当日报告的需求。 此外，在影响检测质量的环节中，如果所取咽拭子不能在采样液中充分混匀，将大大增加假阴
性结果发生的概率，如果采用将咽拭子取出在取样液中反复混匀的操作方法，将会增加样本间污染的机会并且费时费力。 因
此，对检测流程进行科学规范，并对操作试剂进行简化和改进，在提高敏感性的同时，尽可能缩短检测时间，从而满足社会需
求。 为此我们根据研究进展［４唱１１］在下列几点作了重要改进和优化：（１）样本预处理：先封闭振荡混匀，再离心。 确保咽拭子和
取样液完全混匀，避免假阴性和加样所致的样本间污染。 （２）核酸提取步骤增加了“核酸裂解液处理后的样本进行两次层析
柱滤过”和“核酸洗脱过程由试剂盒的室温环境改为 ７２ ℃温育 ５ ｍｉｎ后离心洗脱”两个步骤，是提高核酸得率的重要环节。
（３） 样本洗脱等操作过程全部在离心机中进行，减少操作中间环节和样本间交叉污染的机会。 （４）采用高效逆转录酶 Ｓｕｐｅｒ唱
ＳｃｒｉｐｔⅢ Ｐｌａｔｉｎｕｍ 和相应的 Ｏｎｅ唱Ｓｔｅｐ ｑＲＴ唱ＰＣＲ缓冲液系统配制 ＰＣＲ反应液，逆转录时间只需 １０ ｍｉｎ，整个扩增过程比传统 ＲＴ唱
ＰＣＲ扩增程序节省 ４０％左右的时间，大大缩短了临床报告的时间，并且其敏感性显著提升。 不足之处是试剂的成本稍高。

在结果分析方面，荧光阈值除了常规按照平均荧光值的 ５％制定外，对弱阳性的样本应结合阴性对照单独分析其荧光
ＰＣＲ曲线，具备以下条件者应视为阳性：（１）样本的荧光 ＰＣＲ曲线应呈典型 Ｓ型指数增长特点；（２）荧光 ＰＣＲ曲线与阈值线交
接的 Ｃｔ值小于总扩增循环数的 １０％（ ＜４０畅５）。 如果样本的 Ｃｔ值介于 ５％ ～１０％（４２畅５ ～４０畅５）之间，应视为阳性可疑样本。
建议同一份样本复查或重新采样再测。

改进和优化的甲型 Ｈ１Ｎ１操作方法和检测系统，不但缩短了报告时间，更重要的是显著提升了检测的敏感性，尤其是低病
毒含量的样本，这对临床诊疗和疫情的处理显得尤为重要。 对具体操作细节的规范，对全面提高检测质量至关重要，本文的
创新性一般，但实用性和可操作性较强、并具有重要的社会推广价值。
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