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呼吸道样本NaOH液化处理对核酸检测的影响及方法优化选择

赵伟凯 1,2，王子怡 1，刘文静 1，孙玉杰 1，刘仪威 1，徐英春 1，陈 雨 1，杨启文 1，伊 洁 1 （1. 中国医学科学院北京协和

医院检验科，北京 100730；2. 北京怀柔医院检验科，北京 101400）

摘  要：目的 探讨呼吸道样本NaOH处理对核酸检测效率的影响及优化方法选择，为呼吸道样本核酸提取前处理流程

提供科学依据。方法 从北京协和医院检验科收集16份鼻咽拭子（NPS）样本和24份痰液样本。将浓度为1×106copies/
ml的肺炎支原体（MP）DNA国家标准品分别用病毒保存液和痰液稀释，制备成模拟阳性鼻咽拭子样本和模拟阳性痰液样

本。临床鼻咽拭子样本和模拟鼻咽拭子样本分别按照1∶1比例使用生理盐水、1mol/L NaOH，胰酶进行液化处理。模拟

痰液样本按照1∶1比例分别用胰酶和1mol/L NaOH液化处理。模拟痰液样本用1mol/L NaOH液化后，加不同浓度三羟

甲基氨基甲烷盐酸盐 [Tris （hydroxymethyl） aminomethane hydrochloride，Tris-HCl]优化处理。所有样本均使用普通磁珠法

核酸提取和聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）扩增。运用 t检验比较不同液化试剂处理样本后核酸Ct值
的组间差异。结果 与生理盐水相比，1mol/L NaOH处理显著抑制鼻咽拭子中甲型流感病毒（IFVA）和呼吸道合胞病毒

（RSV）RNA的检测 , 结果由阳性转为阴性；而处理前后MP和腺病毒（ADV）DNA的Ct值差异无统计学意义（t=2.644、2.862，
均P>0.05）。在模拟鼻咽拭子样本中，1mol/L NaOH液化处理对2 000和1 000 copies/ml MP DNA无影响（t=0.946、1.925，
均P>0.05），但对低载量（200和500 copies/ml）的检测具有显著抑制作用（t=3.085、2.566，均P<0.05）。胰酶处理对DNA和

RNA病原体核酸检测均无显著影响（均P>0.05）。模拟痰液样本经1mol/L NaOH液化后，MP DNA Ct值相比胰酶组显著升

高（t=3.935，P<0.05），使用不同浓度（1、0.5和0.25 mol/L）Tris-HCl（pH=7）中和后Ct值差异无统计学意义（t=0.333、1.984、0.182，
均P>0.05）。结论 1mol/L NaOH液化痰液对PCR检测具有抑制作用，可能导致假阴性结果。通过添加Tris-HCl可以一定

程度缓冲NaOH的抑制，提高PCR检测的准确性。
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Impact of NaOH Liquefaction Treatment on Nucleic Acid Testing of 
Respiratory Samples and the Optimization of Method Selection
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Beijing 100730, China;  2.Department of Laboratory Medicine, Beijing Huairou Hospital, Beijing 101400, China）
Abstract: Objective  To investigate the impact of NaOH treatment on respiratory samples for nucleic acid testing efficiency and 
the selection of optimization methods, providing a scientific basis for the pre-treatment process of nucleic acid extraction from 
respiratory samples. Methods  16 nasopharyngeal swabs(NPS) and 24 sputum samples were collected from the Department of   
Clinical Laboratory of Peking Union Medical College Hospital. The national standard of Mycoplasma pneumoniae (MP) DNA 
with a concentration of 1×106 copies/ml was diluted with viral transport medium and sputum respectively to prepare simulated 
positive NPS samples and simulated positive sputum samples. Clinical NPS samples and simulated NPS samples were liquefied 
with normal saline(NS), 1mol/L NaOH, and trypsin at a 1∶1 ratio respectively. The simulated sputum samples were liquefied 
with trypsin and 1 mol/L NaOH at a 1∶1 ratio, respectively. After liquefaction with 1 mol/L NaOH, the simulated sputum 
samples were treated with varying concentrations of Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride (Tris-HCl) for 
optimization. All samples underwent nucleic acid extraction using the conventional magnetic bead method followed by 
polymerase chain reaction (PCR) amplification. A t-test was employed to compare the intergroup differences in nucleic acid Ct 
values among samples treated with different liquefaction reagents. Results  Compared with NS, treatment with 1 mol/L NaOH 
significantly inhibited the detection of influenza A virus（IFVA） and respiratory syncytial virus（RSV） RNA, converting the results 
from positive to negative, whereas the differences in Ct values of MP and adenovirus(ADV) DNA before and after treatment 
showed no statistical significance (t=2.644, 2.862, all P>0.05). In simulated NPS samples, 1 mol/L NaOH liquefaction treatment 
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showed no effect on MP DNA at 2 000 and 1 000 copies/ml (P>0.05), but exhibited significant inhibitory effects on detection at 
low viral loads (200 and 500 copies/ml) (t=3.085、2.566, all P<0.05). Trypsin treatment had no significant impact on nucleic acid 
detection of either DNA or RNA pathogens (P>0.05). After liquefaction of simulated sputum samples with 1mol/L NaOH, the 
MP DNA Ct value significantly increased compared to the trypsin group (t=3.935, P<0.05). No differences in Ct values were 
observed after neutralization with different concentrations (1, 0.5, and 0.25mol/L) of Tris-HCl (pH=7) (all P>0.05). Conclusions  
Liquefaction of sputum with 1mol/L NaOH has an inhibitory effect on PCR detection, which may lead to false-negative results. 
The inhibition can be eliminated to some extentby using Tris-HCl, to improve the accuracy and sensitivity of PCR. 

Keywords：NaOH; liquefaction; nucleic acid; polymerase chain reaction; Tris-HCl
聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）

技术因其高灵敏度和准确度，在病原体检测和分子

诊断中具有重要价值 [1-2]。样本的前处理是影响核酸

提取效率和检测准确度的关键因素 [3-5]，尤其对于黏

稠的痰液样本，液化方法的选择至关重要 [6]。目前，

1mol/L NaOH和胰酶是临床实验室中应用比较广泛

的两种液化试剂。本研究对比两种液化方法，对于不

同种类、浓度和类型呼吸道样本中病原体核酸检测影

响进行评估，并通过优化液化方法，旨在建立适用于

基层医院检验科的差异化样本处理方案，为临床分子

诊断提供优化策略。

1 材料与方法

1.1 样本

1.1.1 标准品：肺炎支原体（Mycoplasma pneumoniae，

MP）DNA 国家标准品由中国食品药品检定研究院提

供（编号：370090-202001），浓度为 1×106copies/ml。
1.1.2 临床样本：收集 2025 年 2 月北京协和医院检

验科经呼吸道病原核酸检测后剩余鼻咽拭子 16
份，痰 液 24 份。 其 中 鼻 咽 拭 子 中 MP DNA、腺 病

毒（adenovirus,ADV) DNA、甲型流感病毒（influenza 
A virus，IFVA) RNA 和呼吸道合胞病毒（respiratory 
syncytial virus，RSV) RNA 阳性样本各 4 份，痰液为

MP DNA 阴性样本。所有剩余样本均保存于-80℃

冰箱，待研究开始时复融检测。

1.1.3 模拟样本：在病毒保存液和临床痰液标本中加

入不同浓度 MP DNA 国家标准品，制备成鼻咽拭子

和痰液模拟样本。本研究获得北京协和医院伦理委

员会批准（伦理号：I-22PJ860）。

1.2 仪 器 与 试 剂 生 理 盐 水，1mol/L NaOH 和

三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 盐 酸 盐 [Tris(hydroxymethyl)
aminomethane hydrochloride，Tris-HCl]（pH=7.0) 溶液

自制，病毒保存液（友康生物科技股份有限公司），胰

酶消化液（广州微远基因科技有限公司），病毒 DNA/
RNA 核酸提取试剂盒（西安天隆科技有限公司），六

项呼吸道病原体核酸检测试剂盒（圣湘生物科技股

份有限公司），MP 引物和探针 [7] 由北京睿博兴科生

物技术有限公司合成，GoTaq® Probe qPCR Master 
Mix（美国 Promega 公司），GeneRotex96 全自动核酸

提取仪（西安天隆科技有限公司），ABI7500 荧光定量

PCR 仪（美国赛默飞世尔科技公司）。

1.3 方法

1.3.1 标本液化：临床样本或者模拟样本中加入等量

胰酶或1mol/L NaOH，胰酶液化37℃孵育10～15min，

1mol/L NaOH液化常温静置15～20min。

1.3.2 核酸提取：液化后样本震荡混匀30s，瞬时离心

后取 200µl 上清加入病毒 DNA/RNA 核酸提取试剂

盒进行核酸提取。

1.3.3 核酸检测：ADV、IFVA 和 RSV 核酸检测采用六

项呼吸道病原体核酸检测试剂盒，MP DNA 检测采

用合成引物探针及 GoTaq® Probe qPCR Master Mix
检测。具体操作严格按照操作说明进行，Ct 值 <40
判断为阳性，Ct 值≥40 判断为阴性。

1.3.4 优化方案：痰液模拟标本经 1mol/L NaOH 液

化 后 分 别 加 入 等 体 积 1、0.5 和 0.25mol/L Tris-HCl
（pH=7.0) 试剂作为优化方案。后续操作按 1.3.2 和

1.3.3 进行。

1.4 统计学分析 采用 GraphPad Prism 统计软件和

Excel 进行数据处理，数据以均值 ± 标准差（x ± s）表

示，组间比较采用 t 检验，P<0.05 为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 不 同 液 化 试 剂 对 病 原 体DNA和RNA的 影

响 四种病原体标本，每个标本检测一次，采用配

对 t检验。与生理盐水相比，对于病原体DNA组，无

论是MP还是ADV，1mol/L NaOH液化后，虽然病原

体DNA的Ct均值有所升高，但是差异无统计学意义

（t=2.644、2.862，均P>0.05），见图1A。对于病原体RNA
组，无论是RSV还是IFVA，1mol/L NaOH液化后阳性

均转为阴性，见图1B。而胰酶液化与生理盐水液化组

差异均无统计学意义（t=0.455、1.830，均P>0.05）。

2.2 1mol/L NaOH液化对不同浓度MP模拟样本DNA
的影响 在不同浓度的MP鼻咽拭子模拟样本中加入

1mol/L NaOH后，通过核酸提取和PCR检测，每组实验

均重复进行20次。实验结果表明，与对照组相比，浓

度为2 000 copies/ml和1 000 copies/ml的样本检测结果

并未受到1mol/L NaOH的影响（均P>0.05），然而浓度

为500 copies/ml和200 copies/ml的样本在经过1mol/L 
NaOH处理后，其Ct值显著上升，差异具有统计学意义
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（均P<0.05），见表1。以上结果显示，1mol/L NaOH液化

对弱阳性DNA样本PCR抑制明显。

2.3 不同液化方式对MP模拟痰液样本DNA的

影响 选取浓度为 500copies/ml 的模拟痰液样本，

分 别 采 用 胰 酶 和 1mol/L NaOH 进 行 液 化 处 理，经

过核酸提取和 PCR 检测，实验重复 20 次。结果表

明，使用 1mol/L NaOH 液化后，MP DNA 的 Ct 均值

（37.11±2.08）显著高于胰酶组 Ct 均值 (34.94±1.72)，
差异具有统计学意义（t=3.935，P<0.05），且有 5 次实

验 1mol/L NaOH 液化后结果为阴性。进一步采用

1，0.5 和 0.25mol/L Tris-HCl（pH=7.0) 进行提取优化，

结果显示，与胰酶对照组相比，三种优化试剂加入

后 MP DNA Ct 值变化差异无统计学意义（t=0.333、

1.984、0.182，均 P>0.05），见图 2。

图1 不同液化试剂对病原体DNA和RNA检测的影响
表1 1mol/L NaOH对不同浓度MP模拟鼻咽拭子样本影响

浓度（copies/ml） 对照组 Ct 值 实验组 Ct 值 t 值 P 值

2 000 33.57±1.29 33.89±0.79 0.946 0.35

1 000 34.25±1.71 35.07±0.8 1.925 0.062

500 36.04±1.11 37.01±0.86 3.085 0.026

200 38.61±1.80 39.66±0.36 2.966 0.018

图2 不同液化及优化方式对痰液中MP DNA检测的影响

3 讨论

PCR技术在病原体检测中具有重要作用，不仅可

以用于定性诊断 [7-8]，还可以通过定量检测来评估病原

体载量，从而为疾病的诊疗提供重要依据 [9-10]。自新型

冠状病毒（COVID-19）疫情暴发以来，针对呼吸道病原

体的PCR检测试剂盒已在临床检验科广泛使用，而痰

液是呼吸道样本中最常见的样本类型之一，其阳性检

出率显著高于其他上呼吸道样本，如鼻咽拭子和口咽

拭子 [11-12]。此外，痰液标本直接来源于下呼吸道，能够

更准确地反映病原体的存在情况 [13]。然而，痰液样本

中黏液的大量存在为核酸提取过程带来了不便。因此

液化处理是大多数痰液标本核酸提取前的必需步骤。

胰酶和1mol/L NaOH均是临床上应用较多的液化试剂。

胰酶的液化速度较慢，受温度影响大，在临床应用中

受到一定限制。1mol/L NaOH具有强碱性，可以破坏

黏蛋白结构，降低痰液黏弹性，因而液化痰液速度快，

效果好，一直是临床上应用比较广泛的液化试剂。

本研究首先对比了两种液化试剂对病原体DNA和

RNA的影响，结果显示鼻咽拭子样本中加入1mol/L NaOH
后对RNA的抑制作用尤为显著，可使RSV和IFVA阳性

核酸变为阴性，这与之前的研究结果一致 [14]。胰酶作

为一种蛋白质水解酶，能够选择性地水解蛋白质中由

赖氨酸或精氨酸的羧基所构成的肽链，消化溶解变性蛋

白质，使脓、痰液、血凝块等分解、变稀 [15]，并且不会对

核酸产生抑制 [16]。NaOH对RNA的抑制作用可能归因

于RNA中核糖C2位置的额外羟基,在碱性条件下可以

去质子化，抑制RNA的PCR扩增。本研究中，临床样

本中的ADV和MP DNA对1mol/LNaOH的耐受性相对

较强，影响较小，与胰酶消化结果无统计学差异。但是

有研究显示1mol/L NaOH溶液在处理痰液标本时尽管

展现出最佳的释放效果 [17]，但是会对PCR产生抑制 [18]。 
此外，pH值为7.4时，DNA提取率最高；pH值偏离7.4
越远，提取率越低，pH值的升高也会导致DNA的变性

和降解。因而在进一步研究中，不同浓度MP DNA模
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拟鼻咽拭子中加入1mol/L NaOH后，2 000copies/ml和 
1 000copies/ml MP DNA Ct值不受影响，而500copies/ml和
200copies/ml模拟样本Ct值均有显著升高（P<0.05)，提示

1mol/L NaOH对弱阳性样本DNA影响较大。这可能是

由于弱阳性样本中DNA含量相对较少，对碱液更为敏

感，从而导致DNA的降解更为显著。

Tris-HCl作为PCR缓冲体系的核心成分，通过调

节pH维持离子平衡及保护酶活性，对扩增效率和产

物质量具有多方面影响 [19]。为了消除这种抑制作用，

本研究使用不同浓度Tris-HCl（pH=7.0)中和1mol/L 
NaOH，以期减少其对后续PCR扩增的抑制作用。使

用三种浓度Tris-HCl中和后，均能够有效减轻1mol/L 
NaOH对DNA扩增的抑制作用，特别是在弱阳性样本

中，DNA扩增的成功率得到了显著提高，对DNA的

损伤较小，且不会引入新的抑制因素。因此，Tris-HCl
是一种有效的中和试剂，可用于减轻1mol/L NaOH在

呼吸道样本液化过程中对核酸检测的抑制作用。此

外，从临床推广可行性角度分析，配置后在-20℃可

保存6个月。该技术具有理想的“低成本 -易操作 -强

适配”特征，适合在基层检验科中推广。但是该方法

也存在一定的局限性，过量引入Tris-HCl缓冲液可能

引发样本稀释效应，其最小添加量及最低有效浓度仍

需通过后续系统的实验研究加以验证。

综上所述，使用1mol/L NaOH可以实现快速液化，

但其会对病原体RNA产生降解，对弱阳性DNA产生

抑制作用。通过引入Tris-HCl对核酸提取步骤进行优

化，可以有效抵消1mol/L NaOH的抑制效应，从而显著

提高病原体DNA的提取效率和检测的准确性。这种

经过优化的痰液液化及核酸提取方法成本低廉，性能

优良，非常适合在基层医院检验科中推广使用。
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