
坏、放置时间的长短等都对结果有影响，人为干扰因素较多。

样本含量的高低都对结果有影响（即浆细胞分泌免疫球蛋白抗

体的多少都有影响）。毛细管免疫固定电泳技术相比较而言，

则操作简便、全自动化操作，结果快速准确、准确率高，检出单

克隆抗体含量仅为５０ｍｇ／ｄＬ。缺点是结果判断上需要有丰富

的临床知识经验，对电泳技术图谱较为了解。曲线图没有电泳

带直观，虽然同样为抗原抗体反映，曲线图出现窄而高的峰即

可判断，峰值出现同样有主客观因素的影响。客观的原因是偶

尔少数的交叉反映，这主要是由于免疫学的同一性：单克隆免

疫球蛋白具有同样的抗原决定簇，主要有３种即为同种型、同

种异型和单独型。偶尔可见它们具有同样的抗体反映，在γ球

蛋白区会出现多克隆增殖免疫球蛋白区形成较宽区带（例如某

些肾病综合征、自身免疫性疾病、红斑狼疮）或寡克隆蛋白带，

对结果的判断带来影响；人为主观判断为阳性或阴性。另外由

于免疫固定电泳只是定性的分析，所以结果上没有一个客观的

定量指标，比如什么区带即为单克隆抗体阳性，区带多宽、多高

即可判断为某一类型的单克隆抗体增多，游离的κ、λ抗体轻链

是否确定，因为本方法无法检测ＩｇＤ、ＩｇＥ（琼脂糖凝胶固定电

泳技术亦存在上述问题），虽然它们含量极低且少见，但并不排

除。本文中有一例λ型轻链骨髓瘤患者后用其他方法证实为

ＩｇＥλ型免疫球蛋白增多，这些都是今后工作、研究中值得探

讨、商榷之处。另外，毛细管电泳技术的试剂成本较高也是这

一技术在临床不易推广普及原因之一。
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·检验技术与方法·

溶血和黄疸标本对不同核酸提取方法影响的比较

林志芳，李成德，梁结玲

（肇庆市第一人民医院，广东肇庆５２６０２１）

　　摘　要：目的　比较溶血和黄疸标本对磁珠法、一步法和沉淀煮沸法三种不同核酸提取方法 ＨＢＶＤＮＡ检测结果的影响。

方法　制备含有不同浓度梯度血红蛋白或总胆红素的血清，使其 ＨＢＶＤＮＡ浓度相同；检测过程中除核酸提取方法不同外，其余

操作完全相同，进行实时荧光定量ＰＣＲ检测，比较三种核酸提取方法对不同程度的溶血和黄疸标本的抗干扰能力。结果　当

Ｈｂ≤０．５ｇ／Ｌ时，３种方法均不受影响，Ｈｂ＝５．０ｇ／Ｌ时，一步法与沉淀煮法呈假性升高，磁珠法受影响不明显；Ｈｂ＝５０．０ｇ／Ｌ

时，３种方法均受影响明显，一步法与沉淀煮沸法可被抑制呈阴性。不同浓度的总胆红素对磁珠法与沉淀煮沸法无明显影响，对一

步法产生的影响显著，其检测结果可通过调整结果判断部分参数得到修正。结论　在相同检测条件下，磁珠法对溶血和黄疸的抗

干扰能力最好，沉淀煮沸法次之。

关键词：核酸提取；　磁珠法；　一步法；　沉淀煮沸法；　溶血；　黄疸

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１０．０３３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１０１２７２０３

　　临床血液标本中，溶血和黄疸标本十分常见，研究表明血

红蛋白及其代谢产物可能与 Ｔａｑ酶相互作用，进而抑制 Ｔａｑ

酶的活性，使ＰＣＲ扩增效率明显降低，导致定量测定结果偏

低［１］。在核酸提取过程中，抑制物清除能力的大小将直接影响

检测结果的质量。溶血和黄疸是临床实验室常见的干扰因素，

为此，笔者采用磁珠法、一步法和沉淀煮沸法３种方法提取不

同程度的溶血和黄疸标本核酸，在相同条件下扩增检测，比较

３种核酸提取方法的抗干扰能力，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本制备

１．１．１　溶血血清　取体检正常者（ＨｂｓＡｇ阴性）ＥＤＴＡＫ２ 抗

凝血１支，离心去上清，用生理盐水洗涤３次后与 ＨＢＶＤＮＡ

阴性血清混合，经血细胞分析仪ＣＤ１７００测定 Ｈｂ浓度３次取

均值，再取适量稀释用血清（取自本院体检正常者，ＨＢＶＤＮＡ

阴性且总胆红素小于１７．０μｍｏｌ／Ｌ）将 Ｈｂ浓度分别稀释至

１００．０ｇ／Ｌ、１０．０ｇ／Ｌ、１．０ｇ／Ｌ、和０．１ｇ／Ｌ，置－２０℃冻融成

溶血标本。

１．１．２　黄疸血清　选取非乙肝患者的高浓度黄疸标本数份混

匀，取稀释用血清将总胆红素浓度稀释至３５２．０μｍｏｌ／Ｌ、

１７６．０μｍｏｌ／Ｌ、８８．０μｍｏｌ／Ｌ和４４．０μｍｏｌ／Ｌ。

１．１．３　实验血清　（１）取适量阳性血清（购自中国药品生物制

品检定所的 ＨＢＶＤＮＡ标准血清稀释至１．５×１０７ＩＵ／ｍＬ）与

稀释用血清等体积混匀作为实验对照。（２）取适量阳性血清分

别与含干扰成分的血清等体积混匀成分别含０．０５ｇ／Ｌ、

０．５ｇ／Ｌ、５．０ｇ／Ｌ和５０．０ｇ／ＬＨｂ和含２２．０μｍｏｌ／Ｌ、４４．０

μｍｏｌ／Ｌ、８８．０μｍｏｌ／Ｌ和１７６．０μｍｏｌ／Ｌ总胆红素的阳性血清。

１．２　仪器与试剂　试剂包括一步法和磁珠法核酸提取试剂及

ＨＢＶＤＮＡ定量扩增试剂；磁珠分离器由湖南圣湘生物科技有

限公司提供；沉淀煮沸法提取试剂盒购自上海科华生物工程股

份有限公司）；实时荧光ＰＣＲ扩增仪 ＭＪＯＰＴＩＣＯＮ Ⅱ购自美

国 ＭＪ公司。

１．３　方法

１．３．１　一步法　吸取５．０μＬ血清与５．０μＬ提取试剂混合，

加入ＰＣＲ扩增试剂即可进行扩增，总反应体系５０μＬ。

１．３．２　沉淀煮沸法　５０μＬ实验血清与 ＨＢＶＤＮＡ阴性血清

５０μＬ混匀与等体积浓缩液混合离心，弃上清液，加入１００μＬ

裂解液震匀，１００℃煮沸１０ｍｉｎ后离心，取１０μＬ上清液与４０

μＬ扩增试剂混匀。

１．３．３　磁珠法　取５０μＬ实验血清与 ＨＢＶＤＮＡ阴性血清

１５０μＬ按试剂说明提取后，加１００μＬ洗脱液洗脱，取１０μＬ

·２７２１· 国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１０



上清液与４０μＬＰＣＲ反应试剂混匀。

１．３．４　扩增　实验对照血清用上述３种方法各提取１０次；含

干扰成分血清处理同实验对照各提取２次，然后均取等量模板

与湖南圣湘生物科技有限公司提供的 ＨＢＶＤＮＡ定量反应液

试剂混匀，在同一扩增仪上同时扩增。扩增程序：５０℃温育２

ｍｉｎ；９５℃，５ｍｉｎ；９５℃，１５ｓ；５７℃，３０ｓ；５７℃采集荧光，共４５

个循环。

１．４　结果判断参数设置　选择“扣除空白”，“扣除背景”，“设

定循环范围内的平均值”，为比较调整部分参数对实验结果的

影响，“设定循环范围”采用两种方式：方式１，选择２至１０，

“阈值”选择“设定循环范围内的背景×１．２０”；方式２，选择８

至１５，“阈值”选择“设定循环范围内的背景×１．８０”。

１．５　统计学处理　所有实验结果转换成对数值后取平均值，

含干扰成分标本与对照以及结果判断时设定不同参数的实验

结果比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３种核酸提取方法对溶血标本的抗干扰能力　见表１，当

Ｈｂ＜０．５ｇ／Ｌ时，３种方法均无明显影响；Ｈｂ＝５．０ｇ／Ｌ时，一

步法与沉淀煮沸法呈假性升高，磁珠法无明显影响；Ｈｂ＝５０．０

ｇ／Ｌ时，３种方法均有明显影响，一步法与沉淀煮沸法可被抑

制呈阴性。３种方法采用上述两种方式判断结果差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

２．２　溶血对３种方法提取的核酸扩增荧光曲线的影响　见图

１～３（图为结果判断参数方式１设定），Ｈｂ＜０．５ｇ／Ｌ时，３种

方法的扩增荧光曲线均无明显影响，Ｈｂ＝５．０ｇ／Ｌ时，一步法

与沉淀煮沸法扩增荧光曲线明显向左飘移，磁珠法无明显影

响；Ｈｂ＝５０．０ｇ／Ｌ时，磁珠法扩增荧光曲线右移，一步法与沉

淀煮沸法可被抑制成为阴性曲线。

表１　　３种核酸提取方法提取不同浓度血红蛋白

　　　溶血标本的检测结果

血红蛋白

浓度（ｇ／Ｌ）

一步法

方式１ 方式２

沉淀煮沸法

方式１ 方式２

磁珠法

方式１ 方式２

对照 ６．８５ ６．８９ ６．１８ ６．３６ ６．４５ ６．７２

０．０５ ６．８８ ６．８８ ６．２０ ６．３６ ６．４８ ６．８０

０．５ ６．９１ ６．９０ ６．３２ ６．５４ ６．６５ ６．８８

５．０ ８．２８ ７．２９ ６．９２ ６．９０ ６．６５ ６．８３

５０．０ ０ ０ ０ ０ ６．１５ ６．１７

　　：标本未得到阳性扩增曲线。

表２　　３种核酸提取方法提取不同浓度总胆红素

　　　　　标本检测的结果

不同浓度总胆

红素（μｍｏｌ／Ｌ）

一步法

方式１ 方式２

沉淀煮沸法

方式１ 方式２

磁珠法

方式１ 方式２

对照 ６．８５ ６．８９ ６．１８ ６．３６ ６．４５ ６．７２

２２．０ ８．３６ ７．１８ ６．３６ ６．６５ ６．５８ ６．８２

４４．０ ８．６３ ７．２４ ６．３２ ６．４７ ６．６７ ６．７６

８８．０ ８．６２ ７．２１ ６．１８ ６．４８ ６．８５ ６．８９

１７６．０ ８．７７ ７．２５ ６．１３ ６．１７ ６．９１ ６．８８

２．３　３种核酸提取方法对黄疸标本的抗干扰能力　见表２，黄

疸对一步法影响明显，通过调整“设定循环范围”，结果可更接

近对照值，但仍有随着总胆红素浓度增加而呈升高趋势，对磁

珠法与沉淀煮沸法无明显影响。经统计分析，通过两种判断方

式设定的结果间比较：一步法在黄疸干扰下差异有统计学意

义（狋＝１１．３２，犘＜０．０１）；采用方式１和方式２所得结果比较，

一步法与磁珠法、一步法与沉淀煮沸法结果间差异均有统计学

意义（犘＜０．０１），沉淀煮沸法与磁珠法间结果差异亦有统计学

意义（犘＜０．０５）。

２．４　黄疸对３种方法提取的核酸扩增所得荧光曲线的影响　

见图４～６（图为结果判断参数方式１设定），４个异常浓度总

胆红素对磁珠法与沉淀煮沸法的扩增荧光曲线均无明显影响，

而对一步法均有明显影响，向左飘移。

图１　　溶血对一步法检测 ＨＢＶＤＮＡ的影响

图２　　溶血对沉淀煮沸法检测 ＨＢＶＤＮＡ的影响

图３　　溶血对磁珠法检测 ＨＢＶＤＮＡ的影响

图４　　黄疸对一步法检测 ＨＢＶＤＮＡ的影响

图５　　黄疸对沉淀煮沸法检测 ＨＢＶＤＮＡ的影响

·３７２１·国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１０



图６　　黄疸对磁珠法检测 ＨＢＶＤＮＡ的影响

３　讨　　论

抽血及标本离心均可致标本溶血，这在临床上经常遇到，

黄疸在肝病患者中更是十分常见，ＨＢＶＤＮＡ检测主要用于

ＨＢＶ感染的诊断及治疗效果和抗病毒药物的疗效评价，其对

象主要是肝炎患者，临床肝病血清标本不但含有各种离子、而

且还有总胆红素、血红蛋白和药物等干扰ＰＣＲ扩增的有机物，

不同核酸提取方法去除 ＰＣＲ 干扰物质能力如何，将对荧光

ＰＣＲ定量结果产生重要影响
［２］。目前，血清中 ＨＢＶＤＮＡ的

提取方法有多种，在提取核酸过程中，不同的提取、检测方法及

不同来源的试剂，对临床标本 ＨＢＶＤＮＡ 定量检测结果影响

的程度可能不一样［３］。陈晓东等［４］比较肝素对４种核酸提取

方法的影响，发现对磁珠法的影响最小，本实验结果表明磁珠

法对溶血和黄疸的抗干扰能力最好，提示磁珠法提取核酸纯度

高，去除干扰成分的能力非常强。

为保证实验结果的可比性，本研究在实验设计上采用除核

酸提取过程不同外，其余操作包括模板上样量及扩增试剂均相

同，并在同一扩增仪上同时检测。结果显示：当 Ｈｂ≤０．５ｇ／Ｌ

时，３种方法均无明显影响，表明３种方法对微量溶血的抗干

扰能力无差异；Ｈｂ＝５．０ｇ／Ｌ时，仅磁珠法不受影响；Ｈｂ＝

５０．０ｇ／Ｌ时，３种方法均有较明显影响，一步法与沉淀煮沸法

可被抑制呈阴性，这些与扩增模板溶液中存在或未除尽的高浓

度的 Ｈｂ及其变性后的衍生物对 Ｔａｑ酶的抑制作用有关
［５］；

实验中不同程度黄疸均对一步法有明显影响，扩增荧光曲线及

检测结果显示：不同浓度的总胆红素对一步法的影响大致接

近，与Ｎｅｕｍａｉｅｒ等
［５］的结果不一致，有待进一步研究；而对磁

珠法与沉淀煮沸法均无明显影响，说明磁珠法与沉淀煮沸法清

除胆红素十分有效。

由于标本成分直接或衍生的干扰，这些干扰可实时反映在

扩增荧光曲线上，从而对实验结果造成影响。为比较在结果判

断过程中调整部分参数对实验结果的影响，在允许的范围内，

本文对“设定循环范围”及“设定循环范围内的背景倍数”作了

适当调试，通过两种方式判断的结果表明：除一步法在总胆红

素干扰下差异有统计学意义外其余两种取提法均无统计学意

义，调整后结果显示更接近对照值；提示在允许的范围内总胆

红素所致的干扰通过调整部分结果判断参数可得到一定程度

的修正。

值得一提的是一步法只需将血清和提取试剂混匀后即可

与反应液混合直接进行扩增，其操作程序快捷，但标本中的干

扰成分几乎全部参与扩增反应，抗干扰能力相对较差。该产家

提供的ＰＣＲ反应试剂中含有ＲＯＸ荧光染料，ＲＯＸ荧光染料

可提高定量数据的精度和重现性，使实验结果数据之间的更具

可比性，可降低干扰因素的影响，但要求检测仪器具备多色检

测能力。由于本科室使用的扩增仪为双色检测，不能应用并发

挥ＲＯＸ荧光的归一作用，这是本研究中一步法对黄疸抗干扰

力较差的重要因素。一步法操作简便快捷，从试剂研发推广角

度而言，解决了干扰的问题，具有很好的推广应用价值。

参考文献

［１］ 黄翔，王晖，周志明，等．溶血和脂血标本中乙肝病毒ＤＮＡ提取方

法的选择与评价［Ｊ］．中华医学杂志，２００４，２８（２）：１２３１２４．

［２］ＬｅｇｅｎｄｒｅＬＡ，ＢｉｅｎｖｅｎｕｅＪＭ，ＲｏｐｅｒＭＧ，ｅｔａｌ．Ａｓｉｍｐｌｅ，ｖａｌｖｅｌｅｓｓ

ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｄｅｖｉｃｅｆｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄａｍｐｌｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｆｒｏｍｎａｎｏｌｉｔｅｒｖｏｌｕｍｅｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＡｎａｌＣｈｅｍ，

２００６，７８（５）：１４４４１４５１．

［３］ 刘佳，徐军，王雪飞，等．三种 ＨＢＶＤＮＡ提取方法对荧光定量

ＰＣＲ检测结果影响的比较［Ｊ］．中华检验医学杂志，２００８，３１（７）：

７８０７８３．

［４］ 陈晓东，陶志华，周武．核酸提取方法在聚合酶链反应测定乙肝病

毒核酸中的评价［Ｊ］．中华检验医学杂志，２００２，２５（４）：２１２２１４．

［５］ ＮｅｕｍａｉｅｒＭ，ＢｒａｕｎＡ，ＷａｇｅｎｅｒＣ．Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓｏｆｑｕａｌｉｔｙａｓ

ｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ［Ｊ］．

ＣｌｉｎＣｈｅｍ，１９９８，４４（１）：１２６．

（收稿日期：２０１３０１１６）

·检验技术与方法·

胶体金法快速检测结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌的研究

白广红１，李耀军２，焦向阳１

（１．陕西省结核病防治院，陕西西安７１０１００；２．西安医学院第二附属医院，陕西西安７１００３８）

　　摘　要：目的　应用结核分枝杆菌（ＴＢ）抗原胶体金法快速检测ＴＢ和非结核分枝杆菌（ＮＴＭ）。方法　用ＴＢ抗原胶体金法

鉴定培养、抗酸染色双阳性标本，对鉴定为 ＮＴＭ 的标本与罗氏培养鉴别法比较。结果　３４２例标本抗原胶体金法检出２８４例

ＴＢ（８３．０％）；检出５８例ＮＴＭ（１７．０％）。对４２例标本重复检测结果符合率为１００％。对５８例ＮＴＭ标本用传统的罗氏培养鉴

别法（ＰＮＢ、ＴＣＨ）比较符合率为９１．４％，两者之间差异无统计学意义（χ
２＝３．３４，犘＞０．０５）。结论　 ＴＢ抗原胶体金法可快速鉴

别ＴＢ和ＮＴＭ，有利于指导临床制定针对性的治疗方案，开展有效的化疗。

关键词：抗原胶体金法；　结核分枝杆菌；　非结核分枝杆菌

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１０．０３４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１０１２７４０３

　　结核病是结核分枝杆菌（ＴＢ）感染引起的严重危害人类健

康的传染病。自２０世纪９０年代以来，结核病疫情出现“复燃”

趋势［１］。结核病防治面临两大难题，一是结核耐多药（ＭＯＲ）

的产生与传播，二是非结核分枝杆菌（ＮＴＭ）发病率的增加。
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