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　　［摘要］　目的　建立一种简便快速的人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）ＤＮＡ纸基提取方
法并对其进行初步评价。方法　以含ＨＰＶ１６型基因片段的质粒为对象，结合紫外分光光度法和实时
荧光定量ＰＣＲ检测，对６种不同的纸材料进行选择，最终设计成方便拿取的浸蜡试纸条，对１８例临床
宫颈脱落细胞样本（阳性样本１３例，阴性样本５例）进行ＨＰＶＤＮＡ提取检测，与常规煮沸法进行比较。
结果　１张核酸结合区面积为２ｍｍ×１０ｍｍ的浸蜡定性滤纸条所提取的临床宫颈脱落细胞样本中的
ＨＰＶＤＮＡ，经实时荧光定量ＰＣＲ扩增，１８例临床宫颈脱落细胞样本中的１３例高危型ＨＰＶ阳性样本均
能成功检出，与常规煮沸法结果一致。每个样本提取时间＜１ｍｉｎ，检出限为８×１０２ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，相对标准
偏差为１．１５％。结论　建立的ＨＰＶＤＮＡ纸基快速提取方法无需移液、加热和离心等操作，洗脱液可直
接作为ＰＣＲ扩增反应的模板，极大简化了临床宫颈脱落细胞样本中ＨＰＶＤＮＡ的提取步骤。
　　［关键词］　 核酸提取；纸基；人乳头瘤病毒
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　　宫颈癌严重危害女性健康，是女性发病率第２位
的恶性肿瘤。研究表明持续的高危型人乳头瘤病毒

（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染与宫颈上皮内瘤变
和宫颈癌密切相关［１］。目前，ＨＰＶ检测方法应用最广
泛的是分子检测技术，如实时荧光定量 ＰＣＲ技
术［２－３］、环介导等温扩增技术［４－５］、第 ２代杂交捕获技
术［６］等。这类方法均以核酸提取为前提，核酸提取效

率影响检测结果。宫颈脱落细胞样本 ＨＰＶＤＮＡ提取
方法主要有苯酚／氯仿法、煮沸法［７－８］、磁珠法［９－１０］、固

相核酸抽提法［１１－１２］和自动化核酸快速提取装置等。

苯酚／氯仿法耗时且有毒，长时间操作危害健康；煮沸
法只通过对样本进行裂解、煮沸、高速离心富集 ＤＮＡ
等步骤，过程中易丢失 ＤＮＡ，容易裂解不充分或产生
交叉污染，影响检测结果的准确性；磁珠法适用于大批

量样本检测，但需要大型仪器设备，只能在实验室环境

中进行；固相核酸抽提法操作复杂，需要温育和反复离

心等过程；自动化核酸快速提取装置优点是自动化、一

体化，但仪器大型，需要与仪器配套试剂同时使用，成本

高。这些方法耗时且复杂，涉及许多液体处理步骤，对

操作人员和设备有较高要求，依赖于大型仪器，不适用

于条件有限地区的现场应用。因此，开展ＨＰＶ核酸快
速简便提取技术的研究具有明确的实用性。

　　纸基法提取纯化 ＤＮＡ的原理是 ＤＮＡ带负电荷，
在碱性盐溶液中可快速吸附到纸纤维表面，在简单的

洗涤过程中保留在纸纤维表面，并最终释放到扩增反

应液中［１３－１４］。ＭＡＲＴＩＮＥＺ等［１５］最早开创纸基微流控

技术，并设计了一种纸微流控分析装置［１６］，成功检测

出尿液样本中的葡萄糖和牛血清白蛋白。ＺＯＵ等［１３］

研究了一种试纸条提取核酸的方法，用ＷｈａｔｍａｎＮｏ．１
滤纸在３０ｓ内成功从拟南芥叶片、全血和猪肺中提取
并纯化ＤＮＡ。杨璐等［１７］用试纸条法在３０ｓ内提取了
不同药用部位的中药材ＤＮＡ，提取的核酸经ＰＣＲ扩增
和琼脂糖凝胶电泳检测，结果与传统核酸提取方法一

致。试纸条核酸提取方法在植物核酸提取方面应用广

泛，但未曾用于宫颈脱落细胞 ＨＰＶＤＮＡ的提取。本
研究通过建立 ＨＰＶＤＮＡ纸基快速提取方法，结合实
时荧光定量 ＰＣＲ，初步评价其对临床宫颈脱落细胞样
本中 ＨＰＶＤＮＡ提取检测效果，为在现场进行 ＨＰＶ
ＤＮＡ的快速检测提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　仪器、材料和试剂
　　材料包括：Ａ４打印纸（山东晨鸣纸业集团股份有
限公司）；ＷｈａｔｍａｎＮｏ．１滤纸（Ｗｈａｔｍａｎ公司）；定性
滤纸（双圈牌，中速，通用电气生物科技有限公司）；擦

手纸 （维达纸业有限公司）；硝酸纤维膜 （Ｐａｌｌ

Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公司）；尼龙膜（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司）；石蜡
颗粒（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）。仪器包括：Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００紫外分光光度计（芬兰 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司）；直径 ６ｍｍ打孔器（得力集团有限公司）；
ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭｘ３０００ｐ实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国
ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）。
　　试剂及样本包括：含 ＨＰＶ１６基因片段的质粒（港
龙生物技术有限公司）；临床宫颈脱落细胞样本来自

南部战区总医院检验科；核酸提取液（港龙生物技术

有限公司）；ＨＰＶ核酸检测试剂盒（单个测试需Ｔａｑ酶
０．４μＬ，ＵＮＧ０．１μＬ，ＨＰＶＰＣＲ反应液３７．５μＬ，每管
共３８μＬ，港龙生物技术有限公司，４℃保存备用）；纸
基法裂解液（８００ｍｍｏｌ／Ｌ盐酸胍，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，
ｐＨ＝８．０，０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１％ Ｔｗｅｅｎ２０，实验室自
制，５０μＬ／管分装，室温存放备用）；纸基法洗涤液
（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ＝８．０，实验室自制，２００μＬ／管分
装，室温存放备用）。

１．２　方法
１．２．１　６ｍｍ纸圆片的制备　　用直径为６ｍｍ的打
孔器对６种不同的纸材料打孔，得到若干小圆片（面
积为２８．２６ｍｍ２），分类保存在一次性塑料培养皿中，
放在干燥环境中备用。

１．２．２　浸蜡试纸条的制备　　为了减少镊子夹取纸圆
片的不便，方便操作，制作可直接拿取的浸蜡试纸条。

用切纸机将直径为１８ｃｍ的定性滤纸切割成 １０ｃｍ×
７ｃｍ的长方形纸片。将纸片一端浸入完全熔化的石蜡
中，为方便观察，石蜡中加入了红色油溶性颜料，石蜡从

纸片底部向上浸润延伸并形成一条于顶部平行的线。

浸润至大约２／３的位置时将纸片取出，留下２ｃｍ左右
未浸蜡的区域。纸片在室温下晾干。用铅笔和直尺在

距蜡边缘２、５、１０、２０ｍｍ处划线，最后分别切割成具有
２ｍｍ×５０ｍｍ浸蜡区域和２ｍｍ×２ｍｍ、２ｍｍ×５ｍｍ、
２ｍｍ×１０ｍｍ和２ｍｍ×２０ｍｍ未浸蜡区域的试纸条。
１．２．３　ＨＰＶＤＮＡ纸基快速提取方法
１．２．３．１　纸基法提取ＨＰＶ１６型质粒ＤＮＡ　　取２０μＬ
５×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬＨＰＶ１６型质粒与５０μＬ自制裂解液
混合并振荡１５ｓ。用镊子夹取１片纸圆片，插入到上
述的样本裂解液中，停留１０ｓ，接着插入到２００μＬ自
制洗涤液中，停留１０ｓ，最后插入到３８μＬ实时荧光定
量ＰＣＲ反应液中，停留１０ｓ，丢掉纸圆片，洗脱液直接
作为ＰＣＲ扩增的模板。
１．２．３．２　纸基法提取临床宫颈脱落细胞样本 ＨＰＶ
ＤＮＡ　　为了方便拿取，用浸蜡试纸条替代纸圆片提
取临床宫颈脱落细胞中的 ＨＰＶＤＮＡ。取２０μＬ待测
宫颈脱落细胞样本与 ５０μＬ自制裂解液混合振荡
１５ｓ。拿取１条浸蜡试纸条，依次插入到 ７０μＬ样本
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裂解液、２００μＬ洗涤液和 ３８μＬＰＣＲ反应液中，在
３种溶液中各停留１０ｓ，丢掉试纸条，洗脱液直接作为
ＰＣＲ扩增的模板。
１．２．４　煮沸法ＨＰＶＤＮＡ提取
１．２．４．１　煮沸法提取ＨＰＶ１６型质粒ＤＮＡ　　取２０ｍＬ
５×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬＨＰＶ１６型质粒，振荡混匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，弃上清，保留沉淀物。向样本管加入５０μＬ
核酸提取液，混合并振荡１５ｓ。放入１００℃恒温金属
浴中煮沸１０ｍｉｎ。１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，保留上清
液，备用。

１．２．４．２　煮沸法提取临床宫颈脱落细胞样本 ＨＰＶ
ＤＮＡ　　按照深圳港龙公司说明书进行操作。取２００μＬ
待测宫颈脱落细胞样本，振荡混匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，倒掉上清液，保留沉淀物。向样本管分别加入
５０μＬ核酸提取液，混合并振荡 １５ｓ。设置恒温金属
浴１００℃煮沸１０ｍｉｎ。１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，保留
上清液，备用。

１．２．５　紫外分光光度计检测　　由于纸基法所提取
的ＤＮＡ均洗脱在扩增液中，无法直接用紫外分光光度
计检测提取的 ＤＮＡ的浓度和纯度。因此设置１组平
行试验，用３８μＬ灭菌水代替 ＰＣＲ反应液，将洗涤后
的纸圆片浸入灭菌水中，用紫外分光光度计对洗脱在

灭菌水中的核酸进行检测。灭菌水作为空白对照，取

２μＬ样本上机检测其浓度和Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值。
１．２．６　实时荧光定量 ＰＣＲ检测　　参照港龙 ＨＰＶ
核酸检测试剂盒进行。取煮沸法提取的ＨＰＶＤＮＡ、处
理后的ＨＰＶ阴性对照品、ＨＰＶ强阳性对照品和 ＨＰＶ
临界阳性对照品各２μＬ，分别加入至配置好的ＰＣＲ反
应混合液中，混匀并短暂离心，立即上机检测。纸基法

提取的ＨＰＶＤＮＡ洗脱在 ＰＣＲ反应混合液中，短暂离
心后直接上机检测。设置ＰＣＲ反应体系（４０个循环：变
性９５℃ １５ｓ，退火５２℃ ３０ｓ，延伸６２℃ １ｍｉｎ），通过
扩增曲线和Ｃｔ值判断扩增结果（Ｃｔ≤３７为阳性，若３７＜
Ｃｔ≤４０则需重新检测，重新检测后Ｃｔ＜４０为阳性）。
１．２．７　ＨＰＶＤＮＡ纸基快速提取方法灵敏度分析　　
将已知浓度为 ２．５×１０６ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的 ＨＰＶ１６型阳性
质粒５倍稀释，得到１．６×１０２、８×１０２、４×１０３、２×１０４、１×
１０５、５×１０５、２．５×１０６ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的梯度溶液，用纸基法
和煮沸法分别进行 ＨＰＶＤＮＡ提取并扩增，根据实时
荧光定量ＰＣＲ的Ｃｔ值分析其提取灵敏度。
１．２．８　ＨＰＶＤＮＡ纸基快速提取方法重复性分析　　
通过相对标准偏差（ＲＳＤ）考察方法的重复性，选择２×
１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的 ＨＰＶ１６型质粒样本，分别用纸基法
和煮沸法进行５次重复性提取和扩增。
１．３　统计学分析
　　正态分布计量资料用 珋ｘ±ｓ表示。用ＳＰＳＳ２０．０对
数据进行分析处理，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　纸基快速ＨＰＶＤＮＡ提取方法纸材料的选择
　　用镊子分别夹取６种材料直径为６ｍｍ的纸圆片
各１片，用纸基法和和煮沸法对５×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬＨＰＶ
１６型质粒进行核酸提取，重复３次。紫外分光光度法
检测结果显示（图１）：纸基法６种纸材料提取的 ＤＮＡ
总量均比煮沸法低，纸材料中ＤＮＡ提取总量定性滤纸
＞Ａ４纸＞擦手纸＞ＷｈａｔｍａｎＮｏ．１滤纸＞硝酸纤维膜＞尼
龙膜。如图 １Ｂ所示：纸基法提取的核酸纯度均高于
煮沸法，纸材料中定性滤纸、ＷｈａｔｍａｎＮｏ．１滤纸、硝酸
纤维膜和尼龙膜提取的核酸纯度没有明显差异，综合

分析认为纸基法中定性滤纸核酸提取效率最好。煮沸

法提取的ＤＮＡ纯度较低，原因可能是因为仅将样本进
行煮沸提取，没有经过纯化步骤或煮沸法提取的核酸

溶液与核酸裂解液混合在一起，核酸裂解液的某些成

分可能干扰吸光度检测。
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图１　６种纸材料和煮沸法ＨＰＶＤＮＡ的提取效率（ｎ＝３）

　　实时荧光定量ＰＣＲ结果显示（图２）：除Ａ４纸外，
其他纸材料提取的ＤＮＡ均可成功扩增且根据Ｃｔ值判
断为阳性，结果与煮沸法一致。从图 ２可以看出：
ＷｈａｔｍａｎＮｏ．１滤纸扩增的 Ｃｔ值与定性滤纸差异不
大，从经济角度考虑，定性滤纸的价格远低于Ｗｈａｔｍａｎ
Ｎｏ．１滤纸的价格，且定性滤纸提取的 ＤＮＡ扩增重复
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性（ＲＳＤ为０．９３％）较好，所以最终选择定性滤纸作为
纸基ＨＰＶＤＮＡ提取的材料。结合紫外分光光度法和
实时荧光定量ＰＣＲ分析，纸基法核酸提取效率高的纸
材料，扩增效果不一定好，例如Ａ４打印纸提取的ＤＮＡ
总量仅低于定性滤纸，但无法进行荧光定量 ＰＣＲ扩
增，原因可能是 Ａ４纸中的荧光增白剂抑制了荧光定
量ＰＣＲ扩增反应。
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图２　６种纸材料和煮沸法提取ＤＮＡ的扩增Ｃｔ值（ｎ＝３）

２．２　浸蜡试纸条核酸结合区面积对扩增效果的影响
　　分别拿取核酸结合区为 ２ｍｍ×２ｍｍ、２ｍｍ×
５ｍｍ、２ｍｍ×１０ｍｍ和２ｍｍ×２０ｍｍ的试纸条，对５×
１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的ＨＰＶ１６型质粒样本进行提取，重复
３次，通过荧光定量ＰＣＲ的Ｃｔ值判断结果（图３）。结
果表明（图４）：４种面积提取的 ＤＮＡ均可成功扩增，
但扩增效率有所差异。２ｍｍ×２ｍｍ～２ｍｍ×１０ｍｍ随
着核酸结合区面积的增大，Ｃｔ值减小，扩增效果越好。
但当核酸结合区面积增加为２ｍｍ×２０ｍｍ时，Ｃｔ值不
再减小，提示核酸结合区面积为２ｍｍ×１０ｍｍ的浸蜡
试纸条提取的ＤＮＡ扩增效果最好，因此选择该面积的
浸蜡试纸条来进行核酸提取。实验中核酸结合区面积

增加为２ｍｍ×２０ｍｍ时Ｃｔ值不再减小，原因可能是面
积增加到２ｍｍ×１０ｍｍ时，ＨＰＶＤＮＡ与试纸条结合量
达到饱和，结合区面积再增大时，核酸结合量没有增

加，所以扩增效率不再提高。
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图４　４种核酸结合区面积试纸条提取的ＤＮＡ的
扩增Ｃｔ值（ｎ＝３）

２．３　吸附时间、漂洗时间、释放时间对核酸扩增效果
的影响

　　设计不同吸附时间、漂洗时间及释放时间的三因
素三水平正交实验（时间水平分别为５、１０ｓ和１５ｓ），
对５×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬＨＰＶ１６型质粒进行提取，通过实
时荧光定量ＰＣＲ检测，考察吸附时间、洗涤时间及释
放时间对纸基法核酸提取效果的影响。结果表明

（表１）：Ｃｔ值最小、扩增效率最高的组合为Ａ２Ｂ２Ｃ３，即
吸附时间为１０ｓ，漂洗时间为１０ｓ，释放时间为１０ｓ。
通过极差（Ｒ）分析得出对扩增Ｃｔ值的影响程度为：吸
附时间＞释放时间＞漂洗时间。

表１　ＨＰＶＤＮＡ纸基快速提取法时间因素正交设计实验结果

试验号 吸附时间／ｓ 漂洗时间／ｓ 释放时间／ｓ Ｃｔ值

１ ５ ５ ５ ３０．１７

２ ５ １０ １５ ３０．９８

３ ５ １５ １０ ３０．３４

４ １０ ５ １５ ２９．８１

５ １０ １０ １０ ２９．３１

６ １０ １５ ５ ３０．５６

７ １５ ５ １０ ２９．４２

８ １５ １０ ５ ３０．３９

９ １５ １５ １５ ２９．３７

Ｋ１ ９１．４９ ８９．４０ ９１．１２

Ｋ２ ８９．６８ ９０．６８ ８９．０７

Ｋ３ ８９．１８ ９０．２７ ９０．１６

ｋ１ ３０．５０ ２９．８０ ３０．３７

ｋ２ ２９．８９ ３０．２３ ２９．６９

ｋ３ ２９．７３ ３０．０９ ３０．０５

Ｒ ０．７７ ０．４３ ０．６８

２．４　纸基快速ＨＰＶＤＮＡ提取方法的性能评价
２．４．１　灵敏度分析　　结果显示（图５）：两种方法提
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取１．６×１０２ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ质粒时均无扩增，在 ８×１０２～
２．５×１０６ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，随着 ＨＰＶ质粒样品浓度的增加，
Ｃｔ值随之减小且均可判断为阳性，两种方法Ｃｔ值变化
趋势一致，纸基法和煮沸法均能检测低至 ８×

１０２ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的ＨＰＶ１６阳性质粒。
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图５　纸基法（Ａ）和煮沸法（Ｂ）提取不同浓度ＨＰＶ
质粒的扩增Ｃｔ值

２．４．２　重复性分析　　纸基法和煮沸法提取的 ＤＮＡ
５次均能成功扩增，纸基法 Ｃｔ值为３１．２０±０．３６，煮沸
法Ｃｔ值为２９．３８±０．３０，计算得出 ＲＳＤ分别为１．１５％
和１．０２％，证明纸基快速 ＨＰＶＤＮＡ提取方法和煮沸
法均有良好的重复性。

２．５　ＨＰＶＤＮＡ纸基快速提取方法的应用
２．５．１　不同样本添加量对扩增结果的影响　　以３种
不同的高危型ＨＰＶ阳性宫颈脱落细胞样本为例（１６、
５８、４５型阳性样本各 １例），分别将 １、１０、２０、５０、
１００μＬ样本与５０μＬ自制裂解液混合振荡１５ｓ，用试
纸条进行ＨＰＶＤＮＡ提取并扩增，重复３次，考察样本
添加量对扩增结果的影响。结果表明（图６）：１μＬ的
样本添加量无法进行扩增，而添加量在１０～１００μＬ均
可成功扩增，且 Ｃｔ值无明显差别。因此，纸基法只需
１０μＬ的样本添加量即可实现 ＨＰＶＤＮＡ的提取和扩
增，与 ＨＰＶ核酸检测试剂盒推荐的煮沸法加样量
２００μＬ相比，避免了样本的浪费，对珍贵样本的检测
具有重要意义。
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图６　不同样品添加量的扩增Ｃｔ值（ｎ＝３）

２．５．２　纸基法提取临床样本ＨＰＶＤＮＡ　　为考察纸
基法能否应用于临床宫颈脱落细胞样本 ＨＰＶＤＮＡ提
取，通过实时荧光定量 ＰＣＲ与煮沸法进行结果比较。
检测临床宫颈脱落细胞样本 １８例，其中高危型 ＨＰＶ
阳性样本 １３例（３９、６８、１８、５６、５９、５１、５８、１６、４５、３１、
３３、５２、３５型阳性各１例），阴性样本５例，每个样本重
复３次。结果显示（图７）：１８例临床宫颈脱落细胞样
本经过纸基法和煮沸法提取和扩增，１３例高危型ＨＰＶ
阳性样本检测结果均为阳性，５例阴性样本均为阴性，
纸基法和煮沸法 Ｃｔ值无明显差别。表明 ＨＰＶＤＮＡ
纸基快速提取方法与煮沸法结果一致，ＨＰＶＤＮＡ纸基
快速提取法适用于临床宫颈脱落细胞样本 ＨＰＶＤＮＡ
提取和检测。
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图７　纸基法和煮沸法提取临床标本ＨＰＶＤＮＡ
的扩增Ｃｔ值（ｎ＝３）

３　讨论

　　宫颈癌是全球女性发病率第２位的恶性肿瘤，严
重影响女性健康［１８］。宫颈癌很大程度上是由高危型

ＨＰＶ持续感染造成的［１９］。早期筛查和及时诊断是有

效控制其传播的关键。核酸提取是分子生物学检测的

关键环节，快速、有效的核酸提取是后续核酸扩增和检

测的基础和前提。常见的 ＨＰＶＤＮＡ提取方法有煮沸
法［１０］、苯酚氯仿法、吸附柱法、磁微粒法［１１－１２］和核酸快

９２９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１９）



速提取装置。这些方法耗时且复杂，涉及许多液体处理

步骤，对操作人员和设备有较高要求，只能在实验室环

境中进行，不适用于现场应用。纸基核酸提取法具有成

本低、操作简单、快速、不依赖仪器、适用于现场检测的

优点，在ＤＮＡ提取方面应用广泛。ＣＯＮＮＥＬＬＹ等［２０］设

计了一种折纸装置，通过纸的折叠起到阀门作用，１．５ｈ
内从猪的黏液性痰中提取细菌 ＤＮＡ。ＧＡＮ等［２１］开发

了一种全自动纸基微流控装置，采用碱裂解法裂解样

本，用Ｆｕｓｉｏｎ５纸片成功提取到血液 ＤＮＡ。ＳＨＩ等［２２］

制备了一种９６孔Ｗｈａｔｍａｎ滤纸自旋板，成功实现番茄
叶片等植物组织ＤＮＡ的高通量提取。此外，纸基核酸
提取技术同样适用于 ＲＮＡ的提取。ＺＯＵ等［１３］用

ＷｈａｔｍａｎＮｏ．１滤纸圆片提取侵染番茄的黄瓜花叶病
毒，经环介导等温扩增后得到明显条带。ＫＯＬＬＵＲＩ
等［２３］设计了一种纸和塑料组合装置（ＳＮＡＰｆｌｅｘ），成功
提取和纯化全血中的ＨＩＶＲＮＡ。ＢＡＴＵＬＥ等［２４］以纸张

为基底制备了用于病毒ＲＮＡ提取和检测的设备，使用
手持ＲＮＡ提取纸带装置成功捕获人血清样本中的登
革病毒及寨卡病毒 ＲＮＡ，并在 １ｈ内得到检测结果。
纸基核酸提取技术使病原体检测更加快速便捷，促进

了现场检测技术的发展。

　　本研究建立的纸基核酸提取方法利用了纤维素纸
的４个特性：①纤维素纸通过毛细作用快速吸收相对
大量的ＤＮＡ；②在碱性盐溶液中通过物理或化学方法
快速吸附ＤＮＡ；③经过洗涤，纤维素纸上仍保留足够
量的核酸，而抑制物被快速洗脱［１３］；④能够使结合的
核酸快速释放到扩增反应液中。ＤＮＡ在 ＰＣＲ反应体
系中释放的原因可能是溶液 ｐＨ值或组成成分的改
变，导致 ＤＮＡ与纸纤维的结合力减弱，有研究表明扩
增反应液中的三磷酸脱氧核糖核苷酸（ｄＮＴＰｓ）对
ＤＮＡ具有解吸附作用［１３，２５］。纤维素纸的多孔结构增

加了反应表面积，但也可能会消耗试剂中的关键成分，

进而抑制化学反应。另外，纸材料孔隙大小、光学特

性、表面化学性质、裂解液、洗涤液的组成成分等因素

也会影响核酸提取能力。纸基核酸提取法与实验室内

其他提取方法不同，其目的是在实验室之外的环境中

完成核酸提取，以便实现ＰＯＣＴ检测，相比于传统核酸
提取效率的评价因素（ＤＮＡ提取量、纯度等），速度、便
携性、成本问题是该方法更为重要的考虑因素。

　　本研究通过对ＨＰＶＤＮＡ纸基快速提取方法的纸
材料、核酸结合区面积、吸附时间、漂洗时间、释放时间

等影响核酸提取效率的因素进行探究，用１条核酸结
合区面积为２ｍｍ×１０ｍｍ的浸蜡定性滤纸条对１８例
临床宫颈脱落细胞样本进行 ＨＰＶＤＮＡ提取，经实时
荧光定量ＰＣＲ扩增，结果与常规煮沸法一致，证明该

方法适用于临床宫颈脱落细胞 ＨＰＶＤＮＡ的提取，检
出限为８×１０２ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，每个样本提取时间＜１ｍｉｎ。
　　综上所述，本研究建立的 ＨＰＶＤＮＡ纸基快速提
取方法，省略了传统核酸提取过程中加热、离心和移液

等步骤，简化了操作过程，减少了交叉污染，具有简单快

速、成本低、无需仪器的优点，为纸基病原体核酸现场检

测技术的开发奠定了基础。后续实验可结合重组聚合

酶扩增技术或可视化检测技术，真正实现室温条件下核

酸提取、扩增及检测，不再局限于实验室环境，在条件有

限地区的现场快速检测方面有良好的应用前景。
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