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鼻咽癌病人外周血 ＥＢＶ ＤＮＡ 最低检出限与
不同核酸抽提试剂关系的分析
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摘要：　 目的　 探讨两种核酸提取方法与鼻咽癌患者外周血 ＥＢＶ ＤＮＡ 最低检出限的关系。 　 方法　 收集 ４０ 例 ＥＢ 病毒

感染鼻咽癌患者全血，分别采用核酸释放剂法与柱提法抽提 ＤＮＡ，检测 ＥＢＶ ＤＮＡ 载量，比较两种核酸提取方法检测的检

出率，并确认其对应最低检出限。 　 结果　 ４０ 例携带 ＥＢＶ 鼻咽癌患者全血，使用核酸释放剂法检测 ＥＢＶ ＤＮＡ 其检出率

为 ９０􀆰 ０％明显高于柱提法的检出率 ６２􀆰 ６％，差异有统计学意义（χ２ ＝ ８􀆰 ３５２，Ｐ＝ ０􀆰 ００８）。 按国家行业标准验证的核酸释放

剂法检测最低检出限为 ４００ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ；采用柱提法最低检出限为 ９００ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ。 　 结论　 选用核酸抽提试剂检测鼻咽癌

病人外周血 ＥＢＶ ＤＮＡ 时，所选择试剂应该满足或优于 ＥＢＶ ＤＮＡ 试剂盒最低检测限的性能要求。 选用合适的核酸抽提试

剂与 ＥＢＶ ＤＮＡ 检测试剂能够客观的反映鼻咽癌患者体内 ＥＢ 病毒的变化，为临床的诊断及治疗提供准确可靠的数据。
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　 　 鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＮＰＣ）是我国

南方地区常见的恶性肿瘤。 鼻咽癌与 ＥＢ 病毒（Ｅｐ⁃
ｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）关系密切，有文献报道在几乎所

有的未分化型鼻咽癌病人都能监测到 ＥＢ 病毒的存

在［１］。 鼻咽癌的早期诊断、早期治疗可以大幅度提高

其生存率。 目前，在早期诊断、监测疗效、预后判断等

方面常用 ＥＢＶ ＤＮＡ 等 ＥＢ 病毒相关的指标来评价［２］。
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放疗是鼻咽癌治疗的主要手段，临床也常用 ＥＢＶ ＤＮＡ
作为放疗以后疗效的监测指标，故 ＥＢＶ ＤＮＡ 的检出

率对鼻咽癌的临床诊断、治疗均具有重要的临床意

义［３］。 但目前检测 ＥＢＶ ＤＮＡ 的不同厂家所用的核酸

提取方法不同，所用标本量也不同，其检出率也不一

致。 本研究采用两种核酸提取方法抽提 ＤＮＡ，结合荧

光定量 ＰＣＲ 分析两者 ＥＢＶ ＤＮＡ 检出率，同时按国家

相关标准对两种核酸提取方法的 ＥＢＶ ＤＮＡ 最低检出

限进行确认，分析不同核酸提取方法对鼻咽癌病人外

周血 ＥＢＶ ＤＮＡ 最低检出限的影响。
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１　 对象与方法

１􀆰 １　 对象　 根据病史、临床表现、实验室 ＥＢＶ 检测结

果等收集 ２０１５ 年 １０ 月－２０１６ 年 ３ 月中南大学湘雅医

院肿瘤科收治的 ４０ 例 ＥＢＶ 感染鼻咽癌患者放疗前抽

取的血液样本，诊断参照美国 ＣＤＣ ＥＢＶ 感染诊断标准

及相关文献［４］。 其中男 ３４ 例，女 ６ 例，年龄 ３３ ～ ７０
岁。 此研究获医学伦理委员会批准。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 标本处理　 所有患者均抽取静脉血 ４ ｍｌ，ＥＤ⁃
ＴＡ 抗凝，用于全血 ＥＢＶ ＤＮＡ 载量检测。
１􀆰 ２􀆰 ２　 试剂与仪器　 高速冷冻离心机（德国 Ｓｉｇｍａ 公

司）；ＭＸ３００５Ｐ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ（美国安捷伦公司）；不
同量程的移液器（法国 Ｇｉｌｓｏｎ 公司）；ＥＢ 病毒核酸定

量检测试剂盒（湖南省圣湘生物科技有限公司，国食

药监械（准）字 ２０１３ 第 ３４００９７３ 号）；核酸释放剂法提

取 ＤＮＡ 试剂盒；柱提法提取 ＤＮＡ 试剂盒。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＤＮＡ 提取 　 全血标本充分混匀后，分别按相

应试剂盒说明书使用核酸释放剂法与柱提法提取

ＤＮＡ，分别获取 ４００ μｌ 和 ２００ μｌ 的模板。 －８０ ℃冰箱

保存备用，按下列扩增条件检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应体系　 反应液 ３８ μｌ，
混合酶（包括 Ｔａｑ 酶和 ＵＮＧ 酶）２ μｌ，内标 １ μｌ，模板

ＤＮＡ１０ μｌ。 实时荧光定量 ＰＣＲ 循环条件：５０ ℃，２
ｍｉｎ，１ 循环；９４ ℃，５ ｍｉｎ，１ 循环；９４ ℃，１５ ｓ；５７ ℃，３０
ｓ，４５ 循环，重复检测 ３ 次取均值。
１􀆰 ２􀆰 ５　 不同样本量最低检出限确认　 选取 ＥＢＶ ＤＮＡ
浓度为 ５􀆰 ０２×１０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ 的全血标本，进行系列稀

释，分 别 稀 释 终 浓 度 为 １􀆰 ０ × １０４ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ； １􀆰 ０ ×
１０３ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ；９􀆰 ０ × １０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ； ８􀆰 ０ × １０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ；
７􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ；６􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ；５􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／
ｍｌ；４􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ；３􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ，覆盖理论可

能的出现的最低检出限和厂家声明的最低检出限。 根

据中华人民共和国医药行业标准（ＹＹ ／ Ｔ １１８２－２０１０）
《核酸扩增检测用试剂（盒）》６􀆰 ８􀆰 ２ 的要求［５］，检测生

产企业声称浓度值或最低检出限待确认的样本 ２５ 次，
至少 ２２ ／ ２５ 以上的检出即表明在本实验室条件下可以

确认试剂的最低检出限。
１􀆰 ３　 统计学分析　 应用 ＳＰＳＳ１９．０ 软件对实验结果进

行统计分析。 计量资料呈正态分布，以（􀭰ｘ±ｓ）表示，两
组间比较采用配对 ｔ 检验。 组间计数资料比较采用 χ２

检验或精确概率检验。 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 两种核酸提取方法检测一致性分析　 分别采用

核酸释放剂法与柱提法提取 ＤＮＡ，检测 ＥＢＶ ＤＮＡ 含

量并进行相关分析，二者的相关系数为 ０􀆰 ９５１，Ｐ ＝
０􀆰 ０００。 见图 １。

图 １　 两种核酸提取方法检测结果相关性比较

２􀆰 ２　 临床应用评价 　 按 ＥＢＶ ＤＮＡ 检测试剂盒临界

值 ４００ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ 进行两种核酸提取方法检测的一致

性分析，≥４００ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ 的标本为阳性，＜４００ ｃｏｐｉｅｓ ／
ｍｌ 的标本为阴性。

在 ４０ 份全血样本中，以核酸释放剂法提取 ＤＮＡ，
检测 ＥＢＶ ＤＮＡ 阳性率为 ９０％，以柱提法提取 ＤＮＡ，阳
性率为 ６２􀆰 ５％，两组全血 ＥＢＶ ＤＮＡ 阳性率差异有统

计学意义（χ２ ＝ ８􀆰 ３５２，Ｐ＝ ０􀆰 ００８）。 见表 １。
使用两种核酸提取方法提取 ＤＮＡ，均检出 ＥＢＶ

ＤＮＡ 为阳性的 ２５ 例鼻咽癌患者全血中，使用核酸释

放剂法提取 ＤＮＡ 检测出其 ＥＢＶ ＤＮＡ 载量为（４􀆰 ７１±
０􀆰 ８４）ｌｇ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ 明显高于柱提法 （ ４􀆰 １９ ± ０􀆰 ９１） ｌｇ
ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ，ＥＢＶ ＤＮＡ 载量差异有统计学意义 （ ｔ ＝
８􀆰 １７０，Ｐ＝ ０􀆰 ０００）。

表 １　 两种核酸提取方法检测 ＥＢＶ ＤＮＡ 阳性率比较

核酸释放剂法
柱提法

阳性 阴性
合计

阳性 ２５ １１ ３６
阴性 ０ ４ ４
合计 ２５ １５ ４０

２􀆰 ３　 两种核酸提取方法检测最低检出限比较 　 以

ＥＢＶ ＤＮＡ 浓度为 ５􀆰 ０２×１０６ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ 全血稀释后进行

试验的结果见表 ２。 根据中华人民共和国医药行业标

准（ＹＹ ／ Ｔ １１８２－２０１０） 《核酸扩增检测用试剂（盒）》
６􀆰 ８􀆰 ２ 的要求，可以确认采用核酸释放剂法检测 ＥＢＶ
ＤＮＡ 最低检出限为 ４００ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ；采用柱提法最低检

出限为 ９００ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ。
表 ２　 两种核酸提取方法最低检出限的测定

梯度浓度
检出率

核酸释放剂法 柱提法

１􀆰 ０×１０４ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ ２５ ／ ２５ ２５ ／ ２５
１􀆰 ０×１０３ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ ２５ ／ ２５ ２５ ／ ２５
９􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ ２５ ／ ２５ ２３ ／ ２５
７􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ ２５ ／ ２５ １９ ／ ２５
６􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ ２５ ／ ２５ －
５􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ ２５ ／ ２５ －
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　 　 续表 ２

梯度浓度
检出率

核酸释放剂法 柱提法

４􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ ２４ ／ ２５ －
３􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ ２０ ／ ２５ －
２􀆰 ０×１０２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ － －

３　 讨　 论

鼻咽癌与 ＥＢ 病毒感染密切相关，ＥＢＶ ＤＮＡ 量的

变化对鼻咽癌的早期诊断和放疗后疗效的评估有重要

的临床意义。 目前，运用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测 ＥＢＶ
ＤＮＡ 采用的标本类型一般有血清、血浆、单个核细胞、
全血标本，不同的标本类型检出率不同。 据文献报道

血清和血浆的敏感性最差，全血标本敏感性最好，单个

核细胞不方便定量，一般认为全血样本更适合 ＥＢＶ
ＤＮＡ 的检测［６］。 外周血浆游离的 ＤＮＡ 的检测是当前

大家关注的热点，目前报道血清、血浆样本 ＥＢＶ ＤＮＡ
敏感性差应该与其采用的检测方法有关［７］，引用合适

的外周血浆游离的 ＤＮＡ 专用提取试剂以及数字 ＰＣＲ
技术应该能够客观的反映鼻咽癌患者血浆游离的

ＥＢＶ ＤＮＡ 的变化，是值得关注和有待进一步探讨的。
同样的标本采用不同的核酸提取试剂，因各厂家

采用的样本量及方法原理不同，其 ＥＢＶ ＤＮＡ 检出率

也不相同［８］。 在使用没有配套核酸抽提试剂或选用

全自动核酸提取仪的 ＥＢＶ ＤＮＡ 检测试剂时，应该考

虑其适用性。 本研究采用的试剂是没有配套核酸提取

的试剂。 病毒核酸检测是临床诊断和治疗的重要工

具，核酸的提取是核酸检测的关键步骤，直接影响到检

测结果的检出率和可靠性。 随着自动化核酸提取仪器

逐步进入临床实验室，很多的实验室放弃了试剂盒传

统的核酸提取方法。 但在选用核酸提取试剂或方法

时，应该考虑 ＥＢＶ ＤＮＡ 检测试剂盒本身的最低检出

限等性能指标，选用的核酸抽提试剂要满足或优于检

测试剂盒的性能要求［９］。 本研究分别采用两种不同

的核酸抽提试剂，用同样的 ＥＢＶ ＤＮＡ 检测试剂检测

４０ 例鼻咽癌 ＥＢ 病毒携带者。 核酸释放剂法提取

ＤＮＡ，检测 ＥＢＶ ＤＮＡ 阳性率为 ９０％，以柱提法提取

ＤＮＡ，阳性率为 ６２􀆰 ６％，两组全血 ＥＢＶ ＤＮＡ 阳性率差

异有统计学意义（ χ２ ＝ ８􀆰 ３５２，Ｐ ＝ ０􀆰 ００８），可见不同的

核酸提取试剂其阳性检出率有差异。 引起差异的因素

很多，样本量是影响因素之一。 ＰＣＲ 总反应体积一般

是限定的，通常不超过 ５０ μｌ，其中经过核酸提取后样

本的加入量一般不超过 １０ μｌ。 因此不同的样本量对

标本的最低检出限有差异。 但样本量过大会引起外源

非相关 ＤＮＡ 增多，可能影响测定的敏感性［１０］。 因此，
本研究按国家行业标准进一步对两种核酸提取试剂的

最低检出限进行检测。
最低检出限反映一个检测技术的敏感程度的一个

方面。 检测不到的时候并不意味着没有或是为零，而
是被测样品中，目标物的含量低于这个最低检出

限［１１］。 本研究按国家行业标准分别对核酸释放剂法

和柱提法的 ＥＢＶ ＤＮＡ 最低检出限进行了验证和检

测，核酸释放剂法的最低检出限为 ４００ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ，柱提

法的最低检出限为 ９００ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ。 其中核酸释放剂法

的最低检出限与 ＥＢＶ ＤＮＡ 试剂盒的最低检出限基本

一致，能够满足 ＥＢＶ ＤＮＡ 试剂盒的最低检测限性能

要求。 所以，本研究选用该法作为实验室鼻咽癌患者

ＥＢＶ ＤＮＡ 检测的核酸提取试剂。
综上所述，在选用核酸提取试剂的时候要考虑该

试剂是否能够满足或优于 ＥＢＶ ＤＮＡ 检测试剂的相关

性能参数，特别是试剂的最低检出限，其结果直接影响

鼻咽癌病人 ＥＢＶ ＤＮＡ 的检出率。 因此，在选用核酸

提取试剂或自动化核酸提取仪时应该做相应试剂的性

能验证。 选用合适的核酸提取试剂以及相应的 ＥＢＶ
ＤＮＡ 检测试剂可以客观的检测鼻咽癌患者外周血

ＥＢＶ ＤＮＡ 的变化，满足临床的诊断和治疗的要求。
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