
改良法基本原理与传统方法是一样的#在操作无失误的情

况下两种方法检测数据高度一致*但传统方法是先配制一种

储存液$高渗溶液&#试验时再将其稀释成
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!

"3

种低渗溶液#

稀释步骤繁琐#且稍不注意就有可能会稀释错误#导致结果判

断错误*而改良法一次性准确配制好各种浓度低渗溶液#试验

时无需再稀释#既杜绝了失误#又简化了操作流程#从而确保检

验结果准确#完全可以替代传统方法*试剂厂家亦可根据本改

良法制成商品试剂盒#在各级检验机构中进行销售#从而更加

有利于红细胞渗透脆性试验的规范性操作*
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%聚合酶链反应"

U)T

%检测方法&

方法
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以淋球菌
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假基因为靶序列设计引物和探针!在实时荧光
U)T9I@HCG9?D

基础上优化
U)T

反应体系和方法!并评价

方法的灵敏度(特异性和稳定性等&结果
"

经评估表明该法特异性和敏感性均为
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!灵敏度较高!达到检测淋球菌小于
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)\S

'
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的检测限$批间和批内检测变异系数均小于
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&结论
"

以淋球菌
E

*G!

假基因为靶序列建立
\hBU)T

检测方法!灵敏

度高!特异性强!且稳定性好!适合于作为淋病临床实验室辅助诊断和淋球菌阳性结果的确证方法&

关键词"奈瑟球菌!淋病$
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聚合酶链反应$
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假基因
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文献标识码"
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淋病是一种极容易传染和重复感染的性病#易出现合并症

及后遗症*据
e8;

估计全球每年新发病例超过
0'''

万(

"

)

*

淋病临床实验室诊断方法的,金标准-是分离培养法#但培养法

假阳性率高#且灵敏度低#不利于早期诊断和快速筛查(

#

)

*荧

光定量$

\h

&聚合酶链反应$

U)T

&实现了
U)T

从定性到定量

的飞跃#以其特异性强'灵敏度高'重复性好'定量准确'速度

快'全封闭反应降低污染等优点成为分子生物学研究的重要工

具*该技术已被应用于病原体检测'肿瘤基因检测'基因表达

分析等多个医学研究领域(

=B3

)

*本研究旨在应用
\hBU)T

技

术#以淋球菌
E

*G!

假基因为靶序列#建立灵敏度高#且特异性

强的新型检测方法*
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资料与方法
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"

一般资料
"

常见奈瑟菌属
!7))

标准株购自
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#包

括淋球菌$

!7))="3#0

'

!7))3(##0

'

!7))"(3#3

&'乳酰胺奈

瑟 菌 $

!7))#=(A'

&'脑 膜 炎 奈 瑟 菌 $
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'
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&'黏 液 奈 瑟 菌 $
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!7))"3A((

&'浅黄奈瑟菌

$

!7))"=""%

&和灰色奈瑟菌$

!7))"30&%

&等*临床分离株

由兰州电机厂职工医院'甘肃省肿瘤医院检验科收集'分离和

鉴定#细菌采用分离培养及生化方法鉴定#病毒采用有
:\1!

医疗器械批号的核酸或免疫学检测试剂盒鉴定#其中淋球菌

3'

株#脑膜炎奈瑟菌
%

株#灰色奈瑟菌
"

株#多糖奈瑟菌
"

株#

乳糖奈瑟球
#

株#沙眼衣原体
=

株#解脲脲原体
%

株#人乳头瘤

病毒$

8U[

&

"&

型阳性样本
=

份#

8U["0

型阳性样本
3

份#

8U[""

型阳性样本
#

份#

8U[0

型阳性样本
#

份#单纯疱疹

病毒$

8:[

&

"

型阳性样本
#

份#

8:[#

型阳性样本
3

份#大肠

埃希菌
#

株#金黄色葡萄球菌
=

株和沙门菌属
#

株*

"#'

例疑

似淋病患者用棉拭子采集分泌物后冻存于
aA'`

*

>$?

"

仪器与试剂
"

e?QIGJ

基因组
1<!

纯化试剂盒购自
UG*B

4C

5

I

公司#实时荧光
U)T9I@HCG9?D

$

\*G7I

R

4I+

&试剂盒购

自
7;d;,;

公司#

!,XA%''\hBU)T

仪购自美国
!,X

公司*

>$@

"

1<!

的提取

>$@$>

"

标准菌株及临床分离株
1<!

分离'纯化
"

使用
UG*B

4C

5

I

公司
e?QIGJ

基因组
1<!

纯化试剂盒#按照产品说明书

操作#分离'纯化
1<!

*

>$@$?

"

临床样本
1<!

的提取
"

将含有分泌物的棉拭子在
#

+
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期
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磷酸盐缓冲液$

U,:

&中挤压洗
"

!

#4?+

#再用
[*HCD

漩涡

振荡器振荡
"4?+

#以便分泌物尽量溶于生理盐水中#将棉拭

子弃去#悬浮液于
='''G

"

4?+

$离心半径
"0/4

&离心
%4?+

#弃

上清液#再用
"4-

无菌生理盐水悬浮细胞#

='''G

"

4?+

$离心

半径
"0/4

&离心
%4?+

#吸尽上清液#细胞重新溶于
"''

"

-"

b72

缓冲液中#然后
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加热煮沸
"'4?+

#

"#'''G

"

4?+

$离心半径
"0/4

&离心
"'4?+

#上清液含
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模板*

>$A

"

淋球菌引物和探针设计
"

引物和探针设计以淋球菌
E

G*B

!

假基因$

YC+,I+6

!

!W##=33&$"

&为靶序列#使用
!,X

$

!

EE

F?CJ
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@HC4@

&公司软件
UG?4CG2D

E

GC@@=$'

设计*上游引物

$

<YB\

&序列为!

%̂B7!)Y!77)))))YY!7777)B=̂

%下

游引物$

<YBT

&序列为!
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7I
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4I+

探针$

<YBU

&序列为!
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*引物和探针序列

与文献(

%B0

)以及
YC+,I+6

中所有淋球菌
E

G*!

假基因进行比

对#而且在
<),X

数据库中进行核酸序列比对$

,FI@H

&#发现引

物及探针序列保守性好#且特异性高*特异性
U)T

产物大小

为
"#%.

E

*引物和探针由上海英骏生物技术有限公司合成*
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"

U)T

反应体系和反应方法
"

U)T

反应体系的优化在

7;d;,;

公司实时荧光
U)T 9I@HCG9?D

$

\*G7I

R

4I+

&试剂

盒基础上进行#该试剂已包括除引物'探针和模板
1<!

外所

有
U)T

所需组分#引物浓度在终浓度为
'$#

!

"$'

"

4*F

"
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范

围内进行优化#探针浓度在终浓度为
'$'%

!

'$='

"

4*F

"

-

范围

内进行优化*反应方法参照产品说明书#仪器使用
!,X

公司

A%''\hBU)T

仪#采用两步法优化复性"延伸步骤'温度和

时间*

>$E

"

试剂性能评价
"

使用优化好的
U)T

反应体系和反应方

法检测奈瑟菌属
!7))

标准株和已知临床分离株或样本

1<!

#分 析 该 试 剂 特 异 性* 将
"

株 标 准 株 淋 球 菌

$

!7))3(##0

&和
"

株淋球菌临床分离株培养至吸光度为
'$0

左右的培养物按
"'

倍梯度稀释#从
"'

a=至
"'

a(

#取
%

"

-

每个

浓度梯度的菌液涂布于巧克力平版上#在
%_);

#

培养箱中
=A

`

条件下培养
3&N

#用菌落计数法确定每个梯度细菌数#浓度

以
)\S

"

4-

为单位计算*同时每个梯度取
#''

"

-

菌液提取

1<!

后用于
U)T

扩增#确定本方法的分析灵敏度*使用不同

时间配制
=

批试剂同时检测标准株淋球菌$

!7))3(##0

&

3

种

不同浓度的
1<!

模板#测试试剂的批间重复性%取其中
"

批

试剂分
=

次检测标准株淋球菌$

!7))3(##0

&

3

种不同浓度的

1<!

模板#测试试剂的批内重复性%分析本方法的稳定性*试

剂稳定性性能用变异系数$

>V

&评价*

>V

#

%_

为试剂稳定

性好*

>$U

"

临床样本检测的特异性和敏感性
"

同时使用本试剂和有

:\1!

医疗器械批号的淋球菌
\hBU)T

检测试剂盒对
"#'

例

临床样本的
1<!

进行检测#对于二者不相符的样本采用核酸

测序法进行确认#靶序列选择
"0:GT<!

#上游引物序列为!

%̂B

7!7)YY!!)Y7!))YYY7!Y)B=̂

#下游引物序列为
%̂B

Y7!77!))Y)YY)7Y)7YY)!B=̂

#

U)T

扩增反应体系

和方法参照文献(

A

)#

U)T

产物送上海英骏生物技术有限公司

测序#测序结果与标准株淋球菌$

!7))3(##0

&的核酸序列进

行比对#同时在
<),X

数据库的
YC+,I+6

中进行核酸序列比对

$

,FI@H
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"

YC+.I+6

"

YC+.I+6B

:CIG/N$NH4F

&#确认不相符的样本是否为淋球菌*最后计算出

本方法的临床特异性和敏感性*

?

"

结
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果

?$>

"

确定的
U)T

反应体系和方法
"

在
7;d;,;

公司实时荧

光
U)T

试剂盒基础上通过调整引物和探针浓度和比例#根据

扩增曲线的效率和荧光信号强度#确定总体积为
#'

"

-

的
U)T

反应体系中各成分加入量为!
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"

-

实时荧光
U)T9I@HCG9?D
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"

-<YB\

$

"'

"

4*F
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"
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"
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"
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$
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模板
1<!

和
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-

无菌

双蒸水*在
7;d;,;

公司实时荧光
U)T

试剂产品说明书基

础上优化
U)T

反应条件为!

(%`

预变性
#4?+

%扩增
3%

个循

环#包括
(%`

变性
"%@

'

0'`

扩增
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*
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方法的特异性
"

通过检测奈瑟菌属
!7))

标准株和已

知临床分离株或样本
1<!

#所有淋球菌
1<!

均为阳性#其他

样本
1<!

均为阴性*

?$@

"

方法的灵敏度
"

通过测试和单位换算#检测淋球菌

$

!7))3(##0

&的灵敏度达到
#')\S

"

4-

#检测淋球菌临床分

离株的灵敏度达到
3')\S

"

4-

#达到检测淋球菌小于
%'

)\S

"

4-

的检测限*

?$A

"

方法的稳定性
"

本方法的批间和批内检测
>V

均小于

%_

*

?$D

"

方法的临床特异性及敏感性
"

"#'

例临床样本中使用本

试剂检测结果为阳性
&#

例#阴性
=&

例%使用对比试剂对
&#

例

阳性样本进行检测#结果均为阳性#而使用对比试剂对
=&

例阴

性样本进行检测#结果为阴性
=A

例#阳性
"

例*

"

例不符合样

本经测序结果比对发现为浅黄奈瑟菌*本方法的临床特异性

及敏感性均为
"''$'_

#对比试剂的临床特异性及敏感性分别

为
(A$3_

和
"''$'_

*

@

"

讨
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论

目前淋病的临床实验室诊断方法的,金标准-为分离培养

法*但淋球菌离体后很快死亡#导致在转运培养基中成活率

低%且淋球菌对培养营养要求高#培养时间长和对理化因素的

抵抗力差等因素影响了其检出率*所以培养法假阳性率高和

灵敏度低#不利于早期诊断和快速筛查(

#

)

*因此#非培养法越

来越多地用于诊断淋球菌感染#其中包括核酸扩增技术$

+MB

/FC?/I/?JI4

E

F?K?/IH?*+HC@H@

#

<!!7@

&*

<!!7@

灵敏度远高于

培养法#目前商业化的淋球菌核酸扩增试剂盒已成为诊断淋球

菌感染的重要补充*由于奈瑟菌属种间基因组同源性很高#许
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反应#降低了
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核酸检测的特异性#如随
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确证(
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假基因测序发现#该基因很

适合作为淋球菌检测的靶基因#
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基因或假基因仅存在于

奈瑟菌属的脑膜炎球菌和淋球菌中#不存在于与淋球菌共生的
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假基

因和脑膜炎球菌
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基因是有差异的*另外由于假基因不

表达蛋白#受环境选择压力影响小#很稳定#更适合作为核酸检

测的靶基因(
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为靶序列建立的淋球菌
U)T

检测方法#特异性好#且灵敏度

高%检测的
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份临床样本中呈现
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敏感性和特异性#

与所测试的
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株共生奈瑟球菌株无交叉反应*本研究结果

也证明
E

*G!

假基因为靶序列建立的淋球菌
U)T

检测方法敏

感度和特异性均为
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#适于作为淋病临床实验室辅助诊

断和淋球菌阳性结果的确证方法*
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!检验技术与方法!

光镜下尿红细胞形态检查在血尿诊断中的应用价值

许艳茹

"广东省东莞市大朗医院检验科
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摘
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要"目的
"

探讨光镜下尿红细胞形态检查对血尿定位诊断的作用及临床意义&方法
"

用光学显微镜对血尿中红细胞进

行计数及形态分型$应用
9?JHG*+WM?*+

(

尿干化学分析仪对尿酸碱度(蛋白(隐血试验进行分析&对照肾小球性血尿判断标准区

分肾性和非肾性血尿&结果
"

肾小球肾炎组光镜下尿中红细胞数及畸形率比非肾小球疾病组显著升高&尿畸形红细胞对诊断肾

小球性血尿的敏感性为
&A$"_

!特异性为
("$(_

!与文献报道大致相符&结论
"

光镜下尿红细胞形态检查对血尿来源的定位诊

断具有指导作用!敏感性和特异性高!且无需特殊仪器设备!适于基层医院普及!是一种值得推广的方法&

关键词"尿$
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红细胞$
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血尿$
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显微镜检查$
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畸形红细胞
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目前应用相差显微镜观察血尿中红细胞形态$红细胞位相

检查&来鉴别肾小球性和非肾小球性血尿已有较多研究*因相

差显微镜价格不菲#基层单位难以购置#并且使用相差显微镜

需要一定技术#使其应用受限*为普及应用#作者对其进行了

改进#在光镜下观察尿红细胞形态#计数尿红细胞及畸形红细

胞数#肾小球性血尿由于抗体'酸碱度'渗透压和挤压的影响易

发生形态改变#同时用尿干化学法进行尿常规检测#用
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'蛋

白'隐血试验作为参考#对照肾小球性血尿判断标准#判断血尿

来源#现报道如下*
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例#男
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例#女
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例#年龄
"3

!

A%

岁%非肾小球性疾病组
A'

例#男
##

例#女
3&

例#年龄
"#

!

&'

岁*

>$?

"

器材
"

;F

P

4

E

M@

显微镜'改良牛鲍计数板'离心机'离心

管'
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方法
"

患者早晨留取尿液
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并及时送检*在

离心管中倒入充分混匀的清洁晨尿
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"
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离心
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#弃上清液#保留
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尿沉渣(
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#轻轻混匀后取
"

滴直

接滴入牛鲍计数池中调节光学显微镜聚光镜强度#在暗视野中

观察尿红细胞形态#计算尿红细胞数'异形红细胞数以及异形

红细胞所占比例*对照肾小球性血尿判断标准!尿红细胞大于

&'''

个"毫升%畸形红细胞大于
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以上(
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*同时用尿干化

学分析仪进行尿常规检测作为参考*
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