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　　 【摘要】　目的　比较磁珠提取法和离心柱提取法在实时荧光定量聚合酶链反应 （ＰＣＲ）中幽门螺杆菌 （ＨＰ）核
酸提取效果、重复性及临床标本检测能力。方法　将１００～１０－６系列梯度稀释的ＨＰ标准菌株作为模板，分别采用磁珠
提取法和离心柱提取法平行提取ＨＰ核酸，比较两种提取方法的核酸提取效果、变异系数 （ＣＶ）；将３５份胃液标本作
为模板，分别采用磁珠提取法和离心柱提取法平行提取 ＨＰ核酸，比较两种提取方法对临床标本的检测能力。结果　
两种核酸提取方法提取１００、１０－５浓度ＨＰ标准菌株核酸的ＣＴ值比较，差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）；离心柱提取法
提取１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－６浓度ＨＰ标准菌株核酸的 ＣＴ值低于磁珠提取法 （Ｐ＜００５）。两种提取方法提取
ＨＰ标准菌株核酸的ＣＶ比较，差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。两种提取方法提取胃液 ＨＰ核酸的 ＣＴ值比较，差异无
统计学意义 （Ｐ＞００５）。结论　磁珠提取法在实时荧光定量ＰＣＲ中的ＨＰ核酸提取效果优于离心柱提取法，而其重复
性及临床样本检测能力与离心柱提取法相当。
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　　幽门螺杆菌 （ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，ＨＰ）是导致慢性
胃炎、胃溃疡、胃癌等胃肠道疾病的重要病原体。近年

研究发现，ＨＰ感染可能还与胃肠道之外疾病密切相关，
特别是心血管疾病［１－３］和脑血管疾病［４－６］；此外，ｃａｇＡ
基因型ＨＰ感染与冠心病发病有关［７］。因此，早期准确

检测特定基因型ＨＰ并给予及时有效的治疗对预防心脑
血管疾病具有重要的临床意义。以往临床筛查胃肠道疾

病患者ＨＰ主要采用快速尿素酶检测、呼气试验、抗原
抗体检测等方法，但上述方法准确率不高。因此，建立

一种准确、简便的 ＨＰ检测方法对开展 ＨＰ与心脑血管
疾病相关性研究至关重要。

实时荧光定量聚合酶链反应 （ＰＣＲ）是一种灵敏、
特异、快速、准确的核酸定量检测技术，目前已广泛用

于医学［８］、食品［９］、微生物学［１０］等领域。核酸提取是

分子生物学的基础和关键，ＤＮＡ模板的浓度和纯度直
接影响荧光定量 ＰＣＲ结果的准确性，因此选择合适的
核酸提取方法非常重要。提取核酸的传统方法主要包括

胍盐裂解法［１１］、碱裂解法［１２］、ＣＴＡＢ裂解法［１３］及酚抽

提法［１４］等，但上述核酸提取方法需大量生物样本，且

操作步骤繁杂、耗时长、提取效率低、自动化程度低。

随着分子生物学及高分子材料学的快速发展，传统核酸

提取方法已逐渐被固相吸附载体为主的新方法取代，尤

其是离心柱提取法、二氧化硅基质法、阴离子交换法及

磁珠提取法等。目前，应用较广泛的核酸提取方法是离

心柱提取法，但该方法对实验仪器依赖性高、成本昂

贵，不适合大样本筛查研究。磁珠提取法有效解决了以

上问题，且磁珠提取法还具有操作步骤简单、耗时少、

自动化程度高等特点。本研究旨在比较磁珠提取法和离

心柱提取法在实时荧光定量 ＰＣＲ中 ＨＰ核酸提取效果、
重复性及临床标本检测能力，现报道如下。

１　材料与方法
１１　实验材料
１１１　实验标本　ＨＰ标准菌株 （ＡＴＣＣ２６６９５）由传染
病所诊断室保存，培养４８ｈ后采用０８５％氯化钠溶液
稀释至浓度为 ＯＤ６００ （ＯＤ６００＝１０），将 ＨＰ标准菌株分
别稀释为 １００、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６；
随机选取３５份快速尿素酶试验阳性的胃液标本，由北

京大学第三人民医院提供。

１１２　实验试剂　ＥｍｅｒＴｈｅｒ磁珠法基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒 （上海医脉赛科技有限公司）和ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｎｉ
Ｋｉｔ（德国ＱＩＡＧＥＮ公司）。
１１３　引物与探针　用于实时荧光定量 ＰＣＲ的 ＨＰ引
物和探针由传染病控制国家重点实验室设计，检测灵敏

度为１０１ｃｏｐｉｅｓ／μｌ（构建质粒）。
１１４　仪器　实时荧光定量 ＰＣＲ采用 Ｂｉｏ－ＲａｄＣＦＸ９６
ＴｏｕｃｈＴＭＲｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ荧光检测系统。
１２　方法
１２１　胃液预处理　取１ｍｌ胃液加入１５ｍｌ离心管
中，加入等量Ｔｒｉｓ缓冲液 （０６７Ｍ，ｐＨ值７４），振荡
均匀，室温下放置２ｈ。１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上
清液留沉淀。

１２２　离心柱提取法　按照ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ说明
书进行操作，具体步骤如下： （１）在经预处理的胃液
沉淀中加入１８０μｌ组织裂解液 （ＡＴＬ）和２０μｌ蛋白酶
Ｋ，振荡混匀，置于金属浴或空气摇床中，５６℃振荡２
ｈ；（２）从金属浴或空气摇床中取出离心管，进行短暂
离心，在离心管中加入２００μｌ细胞裂解液 （ＡＬ），振荡
混匀； （３）离心管置于金属浴中，７０℃振荡１０ｍｉｎ，
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｓ；（４）在离心管中加入２００μｌ新
鲜无水乙醇，振荡混匀，短暂离心； （５）将离心管中
的液体全部转入到离心柱中，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，
弃去废液，保留柱子； （６）将柱子转入到一个新的废
液收集管中，加缓冲液 ＡＷ１５００μｌ，之后８０００ｒ／ｍｉｎ
离心１ｍｉｎ，弃去废液，保留柱子；（７）将柱子转入到
一个新的废液收集管中，加缓冲液 ＡＷ２５００μｌ，之后
１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃去废液，保留柱子；（８）将
柱子转入到一个新的废液收集管中，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１ｍｉｎ，将柱子转入到一个新的１５ｍｌ离心管中，在生
物安全柜中打开盖晾２ｍｉｎ；（９）在柱子中加入１００μｌ
ＤＮＡ溶解液———ｂｕｆｆｅｒＡＥ，盖上盖放置５ｍｉｎ，８０００ｒ／
ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，收集洗脱出含 ＤＮＡ的液体； （１０）将
收集的含 ＤＮＡ的液体重新加入柱子中，盖上盖放置５
ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，收集ＤＮＡ，弃去柱子，置
于－８０℃环境中保存。

·２５· ＰＪＣＣＰＶＤ　Ａｐｒｉｌ２０１７，Ｖｏｌ，２５　Ｎｏ４　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｙｘｎｆｎｅｔ



１２３　磁珠提取法　按照ＥｍｅｒＴｈｅｒ磁珠法基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒说明书进行操作，具体步骤如下： （１）在
经预处理的胃液沉淀中加入７００μｌ裂解吸附液，混合均
匀，裂解细胞６ｍｉｎ；（２）加入５０μｌ磁珠悬浮液，振
荡混合１０ｍｉｎ；（３）用磁分离架吸附磁珠，弃上清液；
（４）加入１０ｍｌ洗涤液 Ｉ洗涤磁珠，吸附磁珠，弃上
清液；（５）再次加入１０ｍｌ洗涤液Ⅰ洗涤磁珠，吸附
磁珠，弃上清液；（６）加入８５０μｌ洗涤液Ⅱ洗涤磁珠，
吸附磁珠，弃上清液；（７）再次加入８５０μｌ洗涤液Ⅱ
洗涤磁珠，吸附磁珠，弃上清液后静置３～６ｍｉｎ，去除
乙醇残留； （８）加入 １００μｌ无核酶水 （ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ
ｗａｔｅｒ），混合均匀后洗脱５ｍｉｎ； （９）吸附磁珠，回收
含基因组ＤＮＡ的洗脱液至另一离心管中。以上操作均
在同批实验中完成，提取３次取平均值。
１３　实时荧光定量ＰＣＲ体系及热循环参数　实时荧光
定量 ＰＣＲ 体 系 采 用 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎＰｌａｔｉｎｕｍ ＴａｑＤＮＡ
ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＫｉｔ。ＰＣＲ体系为 ２０μｌ，其中 １０×ｂｕｆｆｅｒ２
μｌ，０４ｍＭｄＮＴＰ，２ｍＭＭｇ２＋，０５ｍＭ上、下游引
物，０２ｍＭＴａｑｍａｎ探针。扩增条件：９５℃ ５ｍｉｎ，９４
℃ １０ｓ，５８℃ ４５ｓ（采集荧光），４０个循环。采用 ＣＴ
值反映ＨＰＤＮＡ含量。
１４　观察指标　以１００～１０－６系列梯度稀释的 ＨＰ标准
菌株作为模板，分别采用两种提取方法平行提取 ＨＰ核
酸，比较两种提取方法核酸提取效果、变异系数

（ＣＶ）；将３５份胃液标本作为模板，分别采用两种提取
方法平行提取 ＨＰ核酸，比较两种提取方法核酸提取
效果。

１５　统计学方法　应用 ＳＡＳ９０统计软件进行数据处
理，计量资料以 （ｘ±ｓ）表示，采用两独立样本 ｔ检
验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　两种核酸提取方法对不同浓度 ＨＰ标准菌株核酸
提取效果比较　两种核酸提取方法提取１００、１０－５浓度
ＨＰ标准菌株核酸的ＣＴ值比较，差异无统计学意义 （Ｐ
＞００５）；磁珠提取法提取 １０－１、１０－２、１０－３、１０－４、
１０－６浓度ＨＰ标准菌株核酸的 ＣＴ值高于离心柱提取法，
差异有统计学意义 （Ｐ＜００５，见表１）。两种核酸提取
方法提取的不同浓度ＨＰ标准菌株核酸的拷贝数指数见
表２，将离心柱提取法提取的不同浓度 ＨＰ标准菌株核
酸的拷贝数指数作为参照 （均定义为１００％），两种核
酸提取方法提取不同浓度 ＨＰ标准菌株核酸的相对拷贝
数指数见图１。
２２　两种核酸提取方法提取 ＨＰ标准菌株核酸的重复
性比较　磁珠提取法提取 ＨＰ标准菌株核酸的 ＣＶ为

（１３２±０７９），离心柱提取法提取 ＨＰ标准菌株核酸的
ＣＶ为 （０９８±０６４），两种提取方法提取 ＨＰ标准菌株
核酸的 ＣＶ比较，差异无统计学意义 （ｔ＝１６７５，Ｐ＝
０３６１，见表３）。

表２　两种核酸提取方法提取不同浓度 ＨＰ标准菌株核酸的拷贝数指

数 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｉｎｄｅｘｉｎｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎｓｏｆＨｐｙｌｏｒｉ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓ

方法 １００ １０－１ １０－２ １０－３ １０－４ １０－５ １０－６

磁珠提取法 ７９５ ６６６ ５２０ ３５８ ２０５ １０４ ０３６

离心柱提取法 ７９０ ７１０ ５８３ ４３８ ３３５ １９９ １４５

图１　两种核酸提取方法提取不同浓度 ＨＰ标准菌株核酸相对拷贝数

指数的柱形图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｏｌｕｍｎｃｈａｒｔｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｉｎｄｅｘｉｎｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎｓｏｆ

Ｈｐｙｌｏｒｉｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ

ｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓ

表３　两种核酸提取方法提取不同浓度ＨＰ标准菌株核酸的ＣＶ

Ｔａｂｌｅ３　 ＣＶ ｉｎｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎｓｏｆＨｐｙｌｏｒｉｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｅｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓ

方法 １００ １０－１ １０－２ １０－３ １０－４ １０－５ １０－６

磁珠提取法 １０８ ０５８ ２１７ ２０３ ２２２ ０４９ ０７０

离心柱提取法 ２０４ １０３ １１８ ０７０ ０２１ １４１ ０３１

２３　两种核酸提取方法临床标本检测能力比较　磁珠
提取法提取胃液 ＨＰ核酸的 ＣＴ值为 （２４３２±４７６），
离心柱提取法提取胃液 ＨＰ核酸的 ＣＴ值为 （２３４１
±３５６），两种提取方法提取胃液 ＨＰ核酸的 ＣＴ值比
较，差异无统计学意义 （ｔ＝０３６９，Ｐ＝０９２４）。对于
ＨＰ含量较高的样本１和样本２，两种核酸提取方法所得
ＣＴ值无差异，但磁珠提取法荧光强度较高；对于ＨＰ含
量较低的样本３，离心柱提取法所得 ＣＴ值稍高，但磁
珠提取法荧光强度较高，见图２。

·３５·实用心脑肺血管病杂志２０１７年４月第２５卷第４期　　投稿网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｙｘｎｆｎｅｔ



表１　两种核酸提取方法提取不同浓度ＨＰ标准菌株核酸的ＣＴ值比较 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄＣＴｖａｌｕｅｉｎｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎｓｏｆＨｐｙｌｏｒｉｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓ

方法 １００ １０－１ １０－２ １０－３ １０－４ １０－５ １０－６

磁珠提取法 １４０１±０１５ １７８２±０１０ ２２１２±０４８ ２６９１±０５５ ３１４３±０７０ ３４４０±０１７ ３６４１±０２５

离心柱提取法 １４００±０２８ １６５２±０１７ ２０２８±０２４ ２４５５±０１７ ２７５８±００６ ３１５９±０４５ ３３１９±０１０

ｔ值 ２５６０ ６６３７ １６２９ ０９８９ ０９４７ １４４２２ ９５５４

Ｐ值 ０８８９ ０００１ ０００３ ０００１ ＜０００１ ００５３ ００２０

　　注：１、２分别为磁珠提取法、离心柱提取法提取样本１；３、４分

别为磁珠提取法、离心柱提取法提取样本２；５、６分别为磁珠提取

法、离心柱提取法提取样本３

图２　两种核酸提取方法提取胃液 ＨＰ核酸的实时荧光定量 ＰＣＲ扩增

曲线

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

ｆｏｒｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆＨ．ｐｙｌｏｒｉｉｎ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆ

ｇａｓｔｒｉｃｆｌｕｉｄ

３　讨论
近年来，ＨＰ感染与心脑血管疾病的相关性已引起

国内外广泛关注［１５－１６］，但检测 ＨＰ尚缺乏合适的方法，
特别是ＨＰ分型及其样品处理。实时荧光定量ＰＣＲ技术
因敏感、快速、特异、准确等优点而广泛用于病原微生

物核酸检测［１７－１９］，其中 ＤＮＡ模板的质量和纯度对扩增
结果具有重要影响，而选择合适的核酸提取方法对实验

结果亦很重要［２０－２１］。本研究从实际情况出发，旨在评

价磁珠提取法和离心柱提取法在实时荧光定量 ＰＣＲ中
ＨＰ核酸提取效果。

本研究结果显示，离心柱提取法提取１０－１、１０－２、
１０－３、１０－４、１０－６浓度ＨＰ标准菌株核酸的ＣＴ值低于磁
珠提取法，提示磁珠提取法在提取低浓度样本时核酸提

取效果优于离心柱提取法。本研究结果还显示，两种核

酸提取方法重复性及临床标本检测能力相当。目前，离

心柱提取法应用较广泛，该方法是利用高分子硅材料吸

附ＤＮＡ的特征，通过高盐酸性缓冲液去除样品中 ＲＮＡ
和蛋白质等杂质，通过低盐碱性缓冲液洗脱结合在吸附

柱上的ＤＮＡ。离心柱提取法虽具有较高的核酸提取效
果，但因需反复离心而对仪器设备依赖性较高，不利于

大规模样品筛查及突发疫情的现场监测和控制。磁珠提

取法能有效解决离心柱提取法的缺点，其通过纳米磁珠

特异性吸附ＤＮＡ的原理而实现对核酸的简单高效提取，
具有其他方法无可比拟的优势： （１）自动化程度高：
不需要有机溶剂，也不需要反复离心，仅以核酸结合磁

珠为基础，极大地减少了对操作人员的危害，并降低了

对仪器设备的要求； （２）高通量：能同时对多样本进
行核酸提取，现有许多自动化工作站能同时对９６个样
品进行处理，如 ＭａｇＮＡＰｕｒｅＬＣ２０Ｓｙｓｔｅｍ （Ｒｏｃｈｅ）、
ＢｉｏＲｏｂｏｔ ＭＤｘ Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ （ＱＩＡＧＥＮ）、 ＬａｂＴｕｒｂｏ
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）等；（３）操作步骤简单、人工耗时短：
整个操作流程大概需要３０ｍｉｎ；（４）成本低廉，适用于
大规模样品筛查及检测。

综上所述，磁珠提取法在实时荧光定量 ＰＣＲ中的
ＨＰ核酸提取效果优于离心柱提取法，而其重复性及临
床样本检测能力与离心柱提取法相当，但磁珠提取法具

有操作简单、耗时少、成本低廉及自动化程度高等特

点，适合大规模样品筛查及检测。

作者贡献：彭贤慧进行试验设计、撰写论文、成文并对文

章负责；彭贤慧、何利华进行试验实施、评估、结果整理；周

丽雅、何利华、宋志强进行资料收集整理；张建中进行质量控

制及审校。
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