
$

"

&促进吞噬细胞的吞噬作用%$

%

&递呈抗原#增强
)

淋巴细胞

依赖性反应%$

:

&效应细胞样作用%$

P

&其他作用'

%.P

(

)本研究显

示#死亡组患者的
*(R

持续下降#痊愈组的患者
*(R

水平较

稳定)这可以说明
*(R

在抗感染的过程中起到了重要的免疫

作用#患者
*(R

的水平有着较明确的预后意义)两组患者自

发病至入院治疗的时间相近#合并基础病比例相近#患者病程

都大于
:/0

%不同的是死亡组平均年龄较大)一般随着年龄的

增长#机体红细胞免疫功能降低'

:

(

)

死亡组患者
*(R

水平持续下降的可能原因!当遇到大量

病毒感染时#

*(R

参与免疫反应形成免疫复合物后被清除)

病程初期由于患者的
*(R

天然免疫功能差#虽然消耗了大量

的
*(R

#但吞噬细胞并不能及时有效清除病毒%高龄患者自身

合成
*(R

的生理功能下降#使机体未能及时更新补充消耗的

*(R

%随着病程的延长#患者合并细菌感染的概率增加#病情更

加恶化%虽然此时
c(R

*中性粒细胞等也会升高增强机体抗感

染的能力'

&

(

#但由于缺少
*(R

#其综合的抗感染能力持续下

降#病情不能缓解#最终导致死亡)

研究发现高压氧治疗可使
*(R

天然免疫功能低下者
*(R

天然免疫黏附功能增强'

9

(

#胸腺素可提高
*(R

的免疫功能#并

能增强
*(R

与淋巴细胞之间的网络联系#还可增强
*(R

补体

受体的活性'

:

(

)中药和针灸对对
*(R

天然免疫有增强和调控

作用'

%

(

)

本研究显示#

*(R

在机体抵御甲型
3!2!

流感病毒的过

程中有重要的作用#

*(R

水平在甲型
3!2!

流感重症患者治

疗和预后中有重要的意义)

在预防和临床治疗甲型
3!2!

流感时#是否可应用胸腺

素促
*(R

生成素*补血活血的中药等#以及采取高压氧舱*输

入新鲜
*(R

*针灸等作为治疗方法#以增加红细胞的数量及增

强其免疫功能#在感染早期尽快地清除病毒#不至于发展为危

重病情#目前#在国内尚无相关文献报道#其实用价值有待于临

床进一步确认)
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在
3X'

基因分型中的常见问题

段萃娟!刘元明!荣
!

然!杨晓莉#

"武警总医院检验科!北京
!$$$%4

$

!!

摘
!

要"目的
!

通过对序列特异引物引导的聚合酶链反应"

R̂*.QQ̂

$在人类白细胞抗原"

3X'

$基因分型中常见问题的分析

和总结!提出解决措施!以提高
3X'

基因的分型质量和效率%方法
!

对武警总医院院内
"$$9

$

"$$4

年
!"4/

例标本的
6!8V8

&

6!8VG

&

6!8VFT

&

6!8VF0

基因分型中出现的问题进行总结分析%结果
!

!"4/

例标本中!

!"%&

例可以直接判读结果!一次检

出成功率为
4P#""Y

#

&"

例标本无法直接判读出结果!在这
&"

例出现问题的标本中无反应条带标本
/

例"

!"#4$Y

$&阳性条带弱

反应标本
"!

例"

%%#/9Y

$&漏检标本
4

例"

!:#P"Y

$&假阳性及非特异性条带标本
":

例"

%/#9!Y

$%结论
!

3X'

基因分型中的常

见问题的主要原因(抗凝剂使用不当&蛋白质污染&

S2'

的浓度过高&

A,

O

酶的含量&加样后扩增板的放置时间等%这些主要是人

为因素造成的!是可以找到原因并且避免的%

关键词"基因型#

!

聚合酶链反应#

!

3X'

抗原

!"#

!

!$#%4&4

"

5

#6778#!&9%.:!%$#"$!!#$4#$:$

文献标识码"

(

文章编号"

!&9%.:!%$

"

"$!!

$

$4.$444.$%

!!

序列特异引物引导的聚合酶链反应$

G

;@

C

A<I>7<H0>68I<.

>H=6;8

#

7<

O

K<8H<7

G

<H6B6H

G

I6A<I

#

R̂*.QQ̂

&随着国内器官移植

工作的成熟和发展#人类白细胞抗原$

3X'

&基因分型方法也

得到发展和完善)

R̂*.QQ̂

技术是目前应用最多的技术'

!

(

#

其分辨度高*特异性强*扩增后处理过程简单#且只需借助琼脂

糖凝胶电泳判断结果)现对武警总医院内
"$$9

$

"$$4

年

!"4/

例标本的
6!8V8

*

6!8VG

*

6!8VFT

*

6!8VF0

基因分

型中出现的问题进行了总结分析)

@

!

材料与方法

@#@

!

材料
!

武警总医院
"$$9

$

"$$4

年肾移植标本
!"4/

例#

其中乙二胺四乙酸$

TS)'

&抗凝全血标本
!!:9

例*脾脏标本

!:&

例*肝素抗凝血标本
P

例)

@#A

!

方法

@#A#@

!

仪器和试剂

@#A#@#@

!

试剂
!

美国
U<8=I>S2'

提取试剂盒%德国
Î;=>87

R̂*.QQ̂ 3X'

基因分型试剂盒$

6!8V8

*

6!8VG

*

6!8VFT

在同一
!"h/

的
4&

孔扩增板上#

6!8VF0

为一单独
"h/

的

!&

孔扩增板&%

A,

O

酶)

@#A#@#A

!

仪器
!

德国
T

GG

<81;IBP/!$*

水平离心机#

Q6

D

A>

%d!P

离心机%上海
[2,RV

公司
[M"/$$

型紫外可见分光光

度计%德国
T

GG

<81;IB->7=<IH

C

H@<I

扩增仪%北京六一仪器厂

Sff.&$

型电泳仪%柯达
UTX!$$

凝胶成像分析仪)

@#A#A

!

实验步骤

@#A#A#@

!

S2'

提 取
!

取 患 者
TS)'

抗 凝 全 血 标 本

:$$$I

"

A68

离心
P

$

!$A68

#吸取白膜层#按试剂说明提取

S2'

#测定其浓度和纯度)

+

444

+
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@#A#A#@

!

R̂*.QQ̂

!

按试剂说明将标本
S2'

缓冲液*

A,

O

酶

混匀#每孔
!$

!

X

加入扩增板#进行
R̂*

)

@#A#A#B

!

电泳
!

扩增产物用
"Y

的琼脂糖'含
$#P

!

D

"

AX

溴

化乙锭$

T(

&(凝胶*

!h)'T

液*

!$$M

电泳
!$A68

)照相并保

存胶图)

@#B

!

结果判读
!

读出
6!8V8

*

6!8VG

*

6!8VFT

*

6!8VF0

的阳性条带#按读扳纸所示判定结果)

A

!

结
!!

果

A#@

!

检测结果
!

!"4/

例标本中#

!"%&

例可以直接判读结果#

一次检出成功率为
4P#""Y

)

&"

例标本无法直接判读出结果#

在这
&"

例出现问题的标本中无反应条带标本
/

例$

!"#4$Y

&*

阳性 条 带 弱 反 应 标 本
"!

例 $

%%#/9Y

&*漏 检 标 本
4

例

$

!:#P"Y

&*假阳性及非特异性条带标本
":

例$

%/#9!Y

&)其

中假阳性及非特异性条带和阳性条带弱反应所占比例最高)

引起假阳性及非特异性条带的主要原因!

S2'

浓度过高*

A,

O

酶量过高#分别是
!9

例和
%

例#占假阳性及非特异性条带标本

的
9$#/%Y

和
!"#PY

)阳性条带弱反应主要是
6!8VF0

扩增

板加样后放置时间过短引起的#有
!P

例#占阳性条带弱反应标

本的
9!#:%Y

)

A#A

!

常见主要原因分析

A#A#@

!

抗凝剂使用不当
!

S2'

定性结果当肝素浓度大于

P$$[

"

AX

时为阴性#小于
!$$[

"

AX

时为阳性'

"

(

)本医院

!"4/

例标本中肝素抗凝的标本
P

例#

%

例标本都直接用
U<8.

=I>S2'

提取试剂盒提取的
S2'

#用紫外分光光度仪检测#浓

度*纯度都符合标准#但是扩增后扩增产物无阳性带和内参照

带出现#实验失败)对此#将
!

份肝素抗凝标本用淋巴细胞分

离液分离提取较纯的淋巴细胞#降低了标本内肝素含量#然后

按照常规方法提取
S2'

*扩增产物电泳后得到清晰*明亮的阳

性条带#实验均取得成功)

A#A#A

!

蛋白质的污染
!

实验中提取
TS)'

抗凝标本
!!:9

例#在有
P

例标本浓度*纯度都符合标准的情况下#扩增产物即

无阳性带又无内参照带出现)重新提取
S2'

后扩增得到满

意的结果#对比
"

次实验发现在白细胞裂解过程中存在差异)

第
!

次在加入白细胞裂解液后#标本还很黏稠#用
!$$

!

X

的枪

吹打#无法混匀#就加入蛋白沉淀剂进行下一环节%复查时由于

标本白细胞的量减少#加入白细胞裂解液后很快就能吹打混

匀#并无黏稠颗粒)可见第
!

次的过程中白细胞没有充分裂

解#直接进行下一步使得某些蛋白成分在
S2'

中残留*沉淀#

从而抑制了扩增)

A#A#B

!

S2'

的浓度过高
!

实验要求
S2'

的浓度在
P$

$

!$$

8

D

"

!

X

)本实验中比较了浓度分别为
"4#"

*

4&#!

*

!"$

*

!:"#%

8

D

"

!

X

的
S2'

实 验 结 果)当 提 取 的
S2'

浓 度 小 于

!$$8

D

"

!

X

时#得到的阳性条带清晰易辨#当
S2'

的浓度大于

!$$8

D

"

!

X

时#会有假阳性条带出现)当浓度大于
!$$8

D

"

!

X

S2'

结果有不同程度的假阳性或非特异性条带出现#随
S2'

浓度的升高假阳性或特异性条带数目增多#另外
3X'.'

*

3X'.(

比
3X'.S*

*

3X'.Sk

易出现非特异性假阳性条带)

A#A#G

!

A,

O

酶的量过多
!

在
R̂*

中#

S2'

聚合酶是最关键

的因素之一)酶量过多#导致非特异性扩增产物'

%

(

)

6!8VF0

反应体系
A,

O

酶的用量是
!#!

!

X

#某次配液
A,

O

酶的量按

6!8V8

*

6!8VG

*

6!8VFT

的使用量
&#P

!

X

加入#比
6!8V

F0

所需
A,

O

酶的量增大了大约
&

倍#电泳产物出现很多非特

异性条带干扰了结果的准确判读)加入的酶量太少#会影响

R̂*

产量'

:

(

#在其他参数最佳时#每
!$$

!

X

反应液中加入
!

$

"#P[A,

O

聚合酶为佳'

P

(

)

A#B

!

3X'

基因常见原因和解决措施
!

见表
!

)

表
!

!!

R̂*.QQ̂

在
3X'

基因分型中的常见问题'原因及解决措施

常见问题 原因
!!!!!

解决措施

无反应条带 凝胶中未加
T(

)

重新进行实验或把凝胶放在混有
T(

的缓冲液中
%

$

PA68

后再照相)

S2'

中存在肝素) 使用淋巴细胞分离液分离后提取
S2'

#或者脾细胞代替)

S2'

中蛋白质污染) 在蛋白裂解时加入足够的裂解液*吹打混匀无凝块)

未加
A,

O

聚合酶) 重新进行实验)

反应条带弱 扩增板引物未充分溶解*混匀) 扩增板加样后放置
PA68

后扩增)

S2'

或
T(

量不足) 严格按照实验说明加
S2'

或
T(

的量)

漏检
R̂*

反应液未混匀导致加样不均) 单孔复核)

工作人员判读失误) 双人核对后报告)

R̂*

仪的盖子没有压紧以致样品孔与扩增板没有

充分吻合发生蒸发)

调节
R̂*

盖子高度#压紧扩增板)

假阳性及非特异性条带
S2'

过量*不纯*污染) 测定标本
S2'

浓度*纯度#使其符合要求后再进行下一步)

S2'

浓度过高) 调节标本
S2'

浓度*纯度#使其符合要求后再进行下一步)

A,

O

酶的量过多) 严格按照实验说明加
A8

O

酶的量)

条带弯曲变形 电泳过程中产热导致边缘弯向阳极) 电泳过程中设置合适的电压电流或放置冰块降温)

凝胶密度不均或残破) 使用浓度
"#PY

的凝胶#加样注意避免穿透凝胶)

A#A#O

!

6!8VF0

扩增板加样后放置时间过短
!

在急诊配型

时
6!8VF0

的阳性条带经常亮度弱*模糊*不宜辨别#分析原

因觉得与时间有关#对此做一对比实验)将同一标本的两份加

样后的
F0

扩增板一份直接上机扩增#另一份放置
PA68

后再

上机扩增)前者得到的扩增产物阳性条带模糊*亮度弱#需仔

细辨认#后者中阳性条带清晰*明亮#对此我们得出结论!

6!8VF0

扩增板只有
!:

孔#加样后直接上机扩增不利于扩增

板内包被冷藏的干粉特异引物的充分溶解#导致扩增产物弱反

+
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应#特别在急诊配型时容易发生%放置
PA68

后引物充分溶解#

使得扩增反应完全充分#电泳后得到阳性条带清晰*明亮)

B

!

讨
!!

论

R̂*.QQ̂

是一种简便易行的
3X'

基因分型方法#但是在

实际实验过程中会遇到各种各样的问题#主要是抗凝剂使用不

当*蛋白质污染*

S2'

的浓度过高*

A,

O

酶的含量及加样后扩

增板的放置时间等)本研究显示#这些问题都是人为因素造成

的)加强操作人员对
R̂*.QQ̂

方法的认知#严格执行实验室

标准操作规程#

R̂*.QQ̂

在
3X'

基因分型中的常见问题都是

可以在人的主观作用下避免的)另外#由于
R̂*.QQ̂

的引物

是针对已知基因设计的#所以此方法仅能检测已知多肽性序

列#不能检测出新的等位基因)

总之#

R̂*.QQ̂

技术是近年来发展起来的基因检测技术#

因具有简便*快速*经济等优点受到人们的青睐'

&

(

)本实验室

通过长时间的摸索和总结#将常见问题和解决方法汇总#根据

这些原因#修改和完善实验室操作规程#避免各种错误的出现#

提高实验的准确性#充分发挥了
R̂*.QQ̂

技术的优越性)
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群轮状病毒的检测对于婴幼儿腹泻的重要性研究

张
!

静!

!刘庆玲"

!熊德栋!

!赵新惠!

"

!#

山东省滨州市中心医院检验科
!

"P!9$$

#

"#

山东省淄博市妇幼保健院检验科
!

"PP$"4

$

!!

摘
!

要"目的
!

对
94:

例婴幼儿患者粪便进行检测!分析由
'

群轮状病毒引起的婴幼儿腹泻的感染情况%方法
!

采集腹泻

婴幼儿新鲜粪便标本!采用
'

群轮状病毒诊断试剂盒!对儿科门诊及住院部腹泻婴幼儿的粪便标本进行
'

群轮状病毒的检测%

结果
!

94:

例腹泻婴幼儿中检出
%9!

例
'

群轮状病毒阳性标本!总阳性率为
:&#9Y

%各个年龄段的感染阳性率构成比分别为(

$

&

个月组为
!%#&Y

!

&

个月至
"

岁组为
/%#/Y

!

"

$

P

岁组为
"#&Y

!表明
&

个月至
"

岁为
'

群轮状病毒的高发年龄段%男性患儿

感染率为
:9#9Y

!女性患儿感染率为
:P#!Y

%男女患儿感染率比较无明显差异%结论
!

'

群轮状病毒感染是导致婴幼儿腹泻的

主要原因之一!

&

个月至
"

岁为
'

群轮状病毒的高发年龄段和每年的
!$

月至次年
!

月为感染高峰期!临床医生应重视腹泻病原

体的检测%

关键词"腹泻!婴儿#

!

轮状病毒属#

!

诊断

!"#

!

!$#%4&4

"

5

#6778#!&9%.:!%$#"$!!#$4#$:!

文献标识码"

(

文章编号"

!&9%.:!%$

"

"$!!

$

$4.!$$!.$"

!!

'

群轮状病毒是引起婴幼儿腹泻的主要病原体#季节性

强#多发生在秋冬季节#是危害婴幼儿健康的常见病'

!."

(

)为了

解急性腹泻婴幼儿中轮状病毒感染的情况#本研究采用
'

群

轮状病毒单克隆抗体检测方法#对
"$$4

年
P

月至
"$!$

年
P

月

滨州市中心医院检验科院儿科门诊及住院部腹泻婴幼儿的粪

便进行
'

群轮状病毒抗原的检测#现报道如下)

@

!

资料与方法

@#@

!

一般资料
!

"$$4

年
P

月至
"$!$

年
P

月滨州市中心医院

儿科门诊及住院部急性腹泻婴幼儿
94:

例#其中男性患儿
:4$

例#女性患儿
%$:

例#年龄在
"

个月至
P

岁之间#其中
&

个月以

下的有
!$/

例#

&

个月至
"

岁的有
&&&

例#

"

$

P

岁的有
"$

例)

@#A

!

方法

@#A#@

!

检测试剂与原理
!

试剂由北京万泰生物药业股份有限

公司提供#采用胶体金免疫层析法来检测样本中
'

群轮状病

毒抗原)测试卡是将羊抗
'

群轮状病毒多克隆抗体直接包被

于硝酸纤维膜上作为检测线#羊抗鼠
,

D

U

包被作为对照线)检

测时样本中的轮状病毒与标记胶体金的轮状病毒单克隆抗体

形成复合物)由于层析作用#复合物沿着膜移动#可与包被在

检测区的单克隆抗轮状病毒形成双抗体夹心免疫复合物)

@#A#A

!

试验方法
!

取适量粪便放入试管#加入
4

倍生理盐水

搅拌均匀#静置或低速离心后在加样处滴加
"

$

%

滴粪便上清

液#室温
!$A68

后判断结果)如为阳性标本#则可在检测区与

对照区各凝集成一条红色线#如为阴性#则只在对照区形成一

条红色线)

@#B

!

统计学处理
!

使用
.

" 检验和
>

检验做统计学处理)

A

!

结
!!

果

A#@

!

94:

例腹泻婴幼儿粪便中
'

群轮状病毒的检测结果
!

总

的阳性率为
:&#9Y

#男患儿阳性率为
:9#9Y

#女患儿阳性率为

:P#!Y

#男女患儿感染率比较差异无统计学意义$

/

%

$#$P

&)

结果见表
!

)

表
!

!!

94:

例腹泻患儿粪便中
'

群轮状病毒检测阳性率

性别 检测例数$

%

& 阳性例数$

%

& 阳性率$

Y

&

男
:4$ "%: :9#9

女
%$: !%9 :P#!

合计
94: %9! :&#9

表
"

!!

各年龄段婴幼儿轮状病毒抗原检测

!!

阳性率及构成比

年龄 检测例数$

%

&阳性例数$

%

& 阳性率$

Y

& 构成比$

Y

&

$

&

个月
!$/ :" %/#/ !%#&

&

个月至
"

岁
&&& %"" :/#/ /%#/

%

"

$

P

岁
"$ 9 %P#$ "#&

合计
94: %9! :&#9 !$$#$

+

!$$!

+
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年
&

月第
%"

卷第
4

期
!

,8=̀ X>?-<1

!

K̀8<"$!!

!

M;@#%"

!

2;#4




