
表皮的最外层为角质层#由多层已经死亡的扁平(无核细

胞构成#并以
'

%

)

周为周期不断脱落和更新#光镜观察为呈嗜

酸性的均质状物*

,

+

'这些死亡的角质细胞在刮取皮肤时容易

脱落#采用刮血法采集末梢血#会产生多少(大小不等的角质细

胞碎片#对血细胞分析仪部分项目的检测结果造成干扰'

本研究结果显示#两种采血方法
1

(

X

(

8

(

3

(

-C@

检测结果

比较#差异有统计学意义'

7_E'**

采用半导体激光散射技术

和细胞化学染色技术#配合改良的流式分析装置对
>7_

进行

精确分类*

%*

+

'可能是由于四分类溶血剂
83[

'

的溶血强度较

小#并不能完全溶解刮血法标本中的表皮角质碎片#经
83[

)

染色后根据其大小不同而落在
3

(

8

散点区域#使
3

(

8

假性升

高#

1

(

X

则相对假性减低'采用阻抗法进行
-C@

#易将与其大

小相近的表皮角质碎片误认为血小板#使刮血法
-C@

检查结果

假性升高'同时刮血法标本因存在表皮角质碎片污染物#其

-

>7_

散点图分布异常.和-血小板聚集.的假报警率明显高于

吸血法'镜检证实
&)

例刮血法标本存在大小(多少不等的表

皮角质碎片'吸血法因采用微量吸管直接吸血#避免刮取表皮

角质层#

H*

例标本镜检未见明显表皮角质碎片#仪器假性报警

也显著减少'

本研究结果显示#两种采血方法
>7_

(

7

(

.7_

(

]B

N

(

X_T

检测结果比较#差异无统计学意义'可能是在
>7_

"

72/[

通道中使用强溶血型试剂$

8]

溶血剂&#

.7_

被溶解#

除
7

外的其他
>7_

被裸核化#同时污染的表皮角质碎片也被

溶解#因此#对
>7_

(

7

影响小'由于与
.7_

数量相比#污染

的表皮角质碎片数量少得多#所以对
.7_

检测结果影响甚小'

另外#本研究发现
%

例吸血法仪器检测
-C@

结果偏低$

EE

F%*

,

"

8

&#

>7_

散点图出现明显杂点#

3

为
+G

#血细胞形态

学镜检发现大部分血小板呈聚集状分布#

>7_

手工分类
3

仅

为
%G

#明显低于仪器分类'可能是仪器进行
>7_

分类时部

分聚集的血小板的大小和光散射特性与
3

相似而落在该区

域#使
3

假性增高'吸血法重新采血后仪器检测
-C@

结果为

)&EF%*

,

"

8

#

>7_

四分类散点图恢复正常#

>7_

分类检测结

果仪器法与手工法接近'

综上所述#刮血法采集末梢血容易混入表皮角质碎片#对

7_E'**>7_

四分类和
-C@

产生干扰#导致仪器假报警升高'

由于各种五分类血细胞分析仪检测原理的差异#表皮角质碎片

对仪器的干扰可能也有差异'所以#吸血法采集末梢血明显优

于刮血法#但采血过程中应避免血液凝固'
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!检验技术与方法!

两种前处理流程检测
]7T012

的重复性比较

许琳婧!花艳艳!宋
"

林

"辽宁省大连市第六人民医院中心实验室
"

%%H*'%

$

""

摘
"

要#目的
"

为乙型肝炎病毒核酸"

]7T012

$定量检测提供一种快速&简便&准确的新手段%方法
"

采用直接煮沸法和

浓缩碱裂解法"试剂盒法$提取血清样本核酸模板%收集乙型肝炎病毒表面抗原"

]7"2

N

$阳性患者血清
$*

份!求出标本的均值&

标准差!两种标本处理方法所得测定结果的比较采用配对
=

检验%结果
"

直接煮沸法与试剂盒法检测
]7T012

结果比较!差异

无统计学意义"

D

%

*(*E

$%结论
"

采用直接煮沸法从血清中提取
]7T012

无需反复开盖操作!避免了交叉污染%该提取方法

所获得的核酸能很好地满足荧光定量检测技术对模板的要求!既提高了工作效率!又减少了资源的浪费!省时&省电&省耗材%

关键词#聚合酶链反应#

"

肝炎病毒!乙型#

"

前处理流程

!"#

!

%*(',H,

"

I

(;""!(%H$'5)%'*(&*%&(*,(*''

文献标识码#

2

文章编号#

%H$'5)%'*

"

&*%&

$

*,5%%**5*'

""

在核酸定量技术的发展中荧光定量聚合酶链反应$

RCJD5

A?"K?!K?

f

J6!@;@6@;S?

#

DC

O

Q?A6"?KM6;!A?6K@;D!

#

Y=5-_.

&是发

展最快和最有应用价值的新技术'在遗传性(感染性疾病*

%5&

+

或肿瘤的基因诊断*

'5)

+

#以及监控药物和疗效*

E5H

+等方面作用越

来越大'特别是在乙型肝炎病毒核酸$

]7T012

&检测方面#

因其灵敏度高(检测范围宽(定量值准确(成本低而为临床检测

所常用*

$

+

'为保证分离核酸的完整性和纯度#本研究采用直接

煮沸法提取
]7T012

#获得较为满意效果#希望能为
]7T

012

检测提供一种快速(简便(准确的新手段'

A

"

资料与方法

A(A

"

一般资料

A(A(A

"

标本来源
"

$*

份已知乙型肝炎病毒表面抗原$

]75

"2

N

&阳性血清和
&*

份已知
]7"2

N

阴性血清采自
&*%*

年
H

月

至
&*%%

年
H

月本院门诊及住院的各型乙型肝炎患者'标本采

,

**%%

,

国际检验医学杂志
&*%&

年
E

月第
''

卷第
,

期
"

9!@\86BX?P

!

X6

O

&*%&

!

TDC(''

!

1D(,



集与保存按本实验室相应标准操作程序$

/[-

&进行'系空腹

静脉血#分离血清后用
389/2

法检测
]7"2

N

为阳性和阴性

者#然后于
&̀*a

冰箱保存备用'每份血清同时用两种提取

法提取
]7T 012

模板后采用
Y=5-_.

进行
]7T 012

检测'

A(A(B

"

仪器与试剂
"

仪器为美国
279

公司
$E**A?6C5@;Q?

-_./

O

"@?Q

检测仪'运行计算机软件为
XU

#

AD2

##

C;K6@;D!

/@A6@6

N

?!?

$

T?A";D!)(%(*(*

&'血清
]7T012

检测试剂盒来

自上海克隆生物高技术有限公司*国食药监械$准&字
&**,

第

')**)'$

号+#生产批号!

&*%%*)*+

#试剂盒检出限度为
EF%*

&

9g

"

Q8

'

012

标准品为试剂盒中所带定量标准品'室内质控

血清由卫生部临床检验中心提供#批号!

&*%%*&/)

#靶值!

+(H&

F%*

)

9g

"

Q8

$对数值!

)(,)i*(E*

&'本实验室为卫生部临床

检验中心技术认可的临床基因扩增检验实验室'

A(B

"

原理与方法

A(B(A

"

试剂盒检验原理
"

采用聚乙二醇$

-3:

&沉淀法浓缩血

清样本中
]7T

#碱变性法提取
012

'采用特异引物对
]7T

012

进行
-_.

扩增#双荧光标记探针与扩增产物进行杂交'

与产物杂交的探针被
46

f

酶分解而产生荧光#荧光量与扩增

产物量呈正比#并与样本中起始模板数相关#通过荧光信号的

变化#定量检测血清或血浆标本中
]7T012

'使用
Pg4-

和

g1:

酶防止扩增产物污染'

A(B(B

"

试剂盒法样本处理方法
"

]7T012

定量检测严格按

试剂盒说明书和本室
]7T012

定量检测
/[-

进行'取
E*

(

8

待检血清置
*(EQ8

离心管中#分别加入
E*

(

8

核酸提取液

2

#振荡混匀
%*"

#

%&***A

"

Q;!

$离心半径
)(,KQ

&离心
%*

Q;!

#弃上清液%沉淀中加入
E*

(

8

核酸提取液
7

#振荡混匀

%*"

#

,+

%

%**a

水浴箱中保温
%*Q;!

#

%&***A

"

Q;!

$离心半径

)(,KQ

&离心
&Q;!

'取
$

(

8

上清液加入
*(&Q8

反应管中#

使用美国
279

公司
$E**A?6C5@;Q?-_./

O

"@?Q

检测仪检测'

A(B(C

"

直接煮沸法样本处理方法
"

取
E*

(

8

待检血清样本置

*(EQ8

离心管中#直接放入
,+

%

%**a

水浴箱中保温
%*Q;!

#

%&***A

"

Q;!

$离心半径
)(,KQ

&离心
'

%

EQ;!

'取
$

(

8

上清

液分别加入
*(&Q8

反应管中#使用美国
279

公司
$E**A?6C5

@;Q?-_./

O

"@?Q

检测仪检测'

A(B(D

"

扩增
"

扩增反应条件为
E*a

反应
&Q;!

#然后
,)a

保

温
EQ;!

#再按
,'a'*"

(

H*a,*"

$

)*

个循环&'

H*a

采集

H5

羧基荧光素$

Y2X

&荧光通道信号'

A(B(E

"

检测结果解释
"

扩增运行程序完成后按仪器及软件要

求进行结果保存和分析'除检测标本外#本实验设阳性血清对

照(弱阳性血清对照(阴性对照(室内质控品以及
)

个定量校准

品'定量检测线性范围为
%*

'

%

$

9g

"

Q8

#如增长曲线不呈
/

型

或每个
-_.

反应管内荧光信号到达设定的域值时所经历的循

环数
_

O

KC?@MA?"MDCP

$

_@

&

h)*

#则判定样品
]7T012

含量小

于检测极限'

A(C

"

统计学处理
"

]7T012

阳性定量结果$

9g

"

Q8

&取对数

值#两种标本处理方法所得测定结果比较采用配对
=

检验'采

用
/-//%$(*

统计软件进行数据处理#以
D

$

*(*E

为差异有统

计学意义'检验水准!

#

h*(*E

'

B

"

结
""

果

B(A

"

两种不同提取方法检测
]7T012

结果比较
"

见表
%

'

B(B

"

阴性率比较
"

用两种不同提取方法对
&*

例
]7"2

N

阴性

血清同时进行
]7T012

定量检测#结果均为阴性$

$

E**9g

"

Q8

&'

B(C

"

重复性比较
"

见表
&

'

表
%

""

两种标本处理方法检测
]7T012

结果比较

方法
)

阳性*

)

$

G

&+

试剂盒法
$* E&

$

$)(&,

&

直接煮沸法
$* E&

$

$)(&,

&

!

""

!

!

=h*('%E

#

D

%

*(*E

#与试剂盒法比较'

表
&

""

两种提取方法重复性比较

方法 重复次数$次&

Fi<

变异系数*

,V

$

G

&+

试剂盒法
%* )(,'i*('$ $(E*

直接煮沸法
%* )(,'i*('& H(),

B(D

"

直接煮沸法特异性$阴性参考品符合率&

"

直接煮沸法对

阴性参考品检测结果全部为阴性#未出现假阳性'

B(E

"

直接煮沸法敏感性$阳性参考品符合率&

"

直接煮沸法对

阳性参考品检测结果全部为阳性#未出现假阴性'

B(F

"

直接煮沸法线性和灵敏度$最低检出限&

"

直接煮沸法对

线性和灵敏度参考品检测定量结果与标示值最大偏差未超过

iE*G

#相关系数不小于
*(,,

#最低检出量为
%(%F%*

'

9g

"

Q8

'

B(R

"

直接煮沸法精密性
"

直接煮沸法对精密度参考品重复检

测
%*

次#

,V

$

'EG

'

C

"

讨
""

论

自
%,,H

年实时
Y=5-_.

由美国
2

##

C;?P7;D"

O

"@?Q"

公司

推出以来#该技术以其比常规
-_.

有更强的特异性(实现闭管

实时定量检测和高自动化程度等特点而得到广泛应用#尤其是

.DKM?

公司
8;

N

M@K

O

KC?A-_.

检测体系的出现#不仅实现了闭

管实时荧光检测#而且具备稳定(温度绝对均一的特点#从而被

广泛地应用于临床*

+

+

'实时
Y=5-_.

检测
]7T012

给乙型

肝炎的诊断(治疗和预后判断带来重大改变#尤其是在抗病毒

治疗中的疗效判断方面发挥重要作用#成为临床医师用药(诊

治的关键依据*

,5%*

+

'

Y=5-_.

能使原始
012

模板复制上百万

倍#由于扩增检测过程都是仪器自动化完成#因而对于
Y=5

-_.

检测的质控重点应是扩增检测前的试样处理流程'但扩

增反应前处理仍是手工操作#已成为影响
Y=5-_.

检测结果

重复性的关键因素'另外随着临床检验项目的不断增加#疾病

的传染性对工作人员构成的危险因素也加大#同时对工作效

率(准确的实验数据要求也越来越高'因此#面对大批量的样

本如何提高检测质量(速度及水平以满足临床诊疗的要求#为

抗病毒治疗的效果评价标准制定提供客观依据#建立一种简

便(快速(准确的检测方法势在必行'

由于检测试剂厂家提供的检测下限为
EF%*

&

9g

"

Q8

#线

性范围为
%*

'

%

$

9g

"

Q8

#即说明
%*

'

9g

"

Q8

以下检测不能准确

定量'本研究从临床血清标本中选择
E

个浓度梯度的样本制

备实验检测标本#检测结果更能准确地反映
]7T012

临床

实验室常规检测的实际情况'本研究采用煮沸法直接从血清

中提取
]7T012

#无需反复开盖操作#避免了交叉污染#这种

核酸的提取方法所获得的
012

能很好地满足
-_.

对模板的

要求#提取的
]7T012

阳(阴性临床样本用克隆商业性试剂

盒的核酸提取方法进行质量检验及实际应用#证实了直接煮沸

法的可操作性和结果的客观性'直接煮沸法即满足了快速检

测质量的要求#又减少了操作程序#即提高了工作效率#又减少

了资源的浪费#省时(省电(省耗材'

,
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然而血清中的一些成分如酸性多糖(糖蛋白(血红蛋白(脂

类及其代谢产物的存在将会直接影响
Y=5-_.

的测定结果#

有研究表明血红蛋白可通过其卟啉环与
46

f

酶的不可逆结合

而抑制
46

f

酶活性#从而影响
-_.

测定*

%%5%&

+

#这将使得在监

测患者治疗中
]7T012

的定量检测失去临床价值#而且在

定性测定时也会由于这些抑制物的存在#而使弱阳性标本的

-_.

测定出现假阴性结果'直接煮沸法由于其只是简单地将

核酸释放出来#所得
012

产物不纯#为消除检测错误而导致

误诊#在核酸提取过程中应备加注意'对溶血(脂血标本#以及

复杂的生物液态物或是难以分解的细胞如乳汁(精液等仍需按

商用试剂盒提取核酸的方法提取'
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!检验技术与方法!

化学发光法测定梅毒抗体的性能验证

马开富

"湖北省襄阳市中心医院
"

))%*&%

$

""

摘
"

要#目的
"

对美国雅培公司化学发光法测定梅毒螺旋体抗体的临界"

_J@5DRR

$值&精密度&灵敏度和特异性等进行验证和

评价%方法
"

分别使用美国临床和实验室标准化协会"

_8/9

$发布的
3-E52&

&

3-5%$2

对其精密度和灵敏度进行评价!使用梅毒

螺旋体明胶凝集试验"

4--2

$确认试验对其特异性进行评价%结果
"

化学发光法的
_J@5DRR

值以
*('H

最佳!精密度&灵敏度和特

异性与厂家数据一致%结论
"

美国雅培公司化学发光法测定梅毒螺旋体抗体的性能符合要求%

关键词#梅毒#

"

螺旋体属#

"

化学发光测定法#

"

性能验证

!"#

!

%*(',H,

"

I

(;""!(%H$'5)%'*(&*%&(*,(*')

文献标识码#

2

文章编号#

%H$'5)%'*

"

&*%&

$

*,5%%*&5*'

""

因原发性病例快速增加和复发率非常高#梅毒已成为世界

各国严重的公共卫生问题*

%

+

'血清学诊断是梅毒诊断的重要

手段*

&5'

+

#正确评估梅毒血清学诊断试验方法#对于指导实际应

用具有非常重要的意义'化学发光法$

_X92

&是近年来美国

雅培等公司推出的全自动梅毒特异性抗体测定方法#特点是简

便(准确(经济#以往的性能评价主要集中在敏感性(特异性#以

及与其他常用方法结果符合性等方面*

)5H

+

'本文主要根据

9/[%E%+,

医学实验室质量和能力认可准则临床免疫学检验领

域指南的要求#对美国雅培公司
_X92

测定梅毒螺旋体抗体

的临界$

_J@5DRR

&值(精密度(灵敏度和特异性进行验证和评价'

A

"

资料与方法

A(A

"

仪器与试剂
"

使用美国雅培
2._]943_45;&***/

O

"5

@?Q

#试剂为雅培配套试剂
2._]943_4/

O#

M;C;"4-

'梅毒螺

旋体明胶凝集试验$

4--2

&试剂采用日本富士瑞必欧株式会

社试剂盒$包含溶解液(血清稀释液(致敏粒子和阳性对照血

清等&'

A(B

"

检测对象与方法
"

验证美国雅培
2._]943_45;&***

/

O

"@?Q

检测系统
_J@5DRR

值#分别使用美国临床实验室标准化

委员会$

1__8/

&有关指南文件
3-E52&

$临床化学设备精密度

性能的评价&和
3-5%$2

$极限参数指南&对其方法的精密度和

灵敏度进行评价'

A(B(A

"

_J@5DRR

值验证
"

血清来源于本院
&**,

年
%

%

%&

月住

院患者和体检者#包含
H%H+

例住院患者(

H&'$

例体检者梅毒

螺旋体抗体为阴性的
[0

值结果'

A(B(B

"

精密度评价
"

确认仪器运转良好#试剂在效期内且定

标通过#室内质控在控'每天测定一个批次实验样本#样本为

卫生部临床检验中心室间质评血清$

`&*a

冷冻保存&#每批

次重复测定
)

次#连续测定
EP

#按以下公式计算重复性评价

$批内&的标准差$

<

&!

<

A

h

-

H

"`%-

8

G

`%

$

F

"

G

F̀

"

&

&

H

$

) H̀槡 &

'其中
9

为总运

行天数#

)

为每批重复检测次数#

F

;

I

为第
;

日第
I

次重复检测结
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