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尿液自动化分析显微镜复检规则的建立及应用
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　　摘　要：目的　通过对尿液干化学、有形成分分析和显微镜镜检结果的综合判断，建立显微镜复检规则并对其进行应用评价。

方法　收集１４８０份患者中段尿标本，其中１１５０份用于建立显微镜复检规则，３３０份用于规则验证；收集健康体检者尿液标本

３０１份，用于尿沉渣镜检和ＵＦ１０００ｉ尿液有形成分分析仪参考范围的建立。以镜检结果为标准，建立显微镜复检规则，并计算复

检规则的真阳性率、假阳性率、真阴性率、假阴性率和复检率对规则进行验证。结果　尿沉渣镜检的参考范围：ＲＢＣ为０～４／ＨＰ，

ＷＢＣ为０～６／ＨＰ，管型０～偶见／低倍视野；ＵＦ１０００ｉ的参考范围：ＲＢＣ为０～１３．０／μＬ（男）、０～３３．０／μＬ（女）；ＷＢＣ为０～１０．０／

μＬ（男）、０～１９．０／μＬ（女）；上皮细胞（ＥＣ）为０～６．０／μＬ（男）、０～２５．０／μＬ（女），管型（ＣＡＳＴ）为０～１．３／μＬ（男）、０～０．８４／μＬ

（女）。按照制定的复检规则，１１５０份建立复检规则标本中需复检５４７份，复检率４７．６％，主要以干化学隐血（ＢＬＤ）与有形成分分

析仪红细胞（ＵＲＢＣ）不符、尿干化学ＰＲＯ与有形成分分析仪ＣＡＳＴ不符为主。用于规则验证的３３０份标本中真阳性率２９．７％、

假阳性率３０．６％、真阴性率３８．２％、假阴性率１．５％、复检率５８．８％，且假阴性病例中无严重或活动性肾病患者。结论　实验建

立的显微镜复检规则假阴性低，复检率适中，是一套较完善的复检方案。
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　　对尿液中的某些化学和有形成分进行定性和（或）定量检

测，有助于泌尿系统疾病的诊断和病情监测［１２］。随着尿液干

化学分析的普及，尤其是尿液有形成分分析仪的临床应用，使

尿液分析自动化程度不断提高，但由于自动化分析方法学的局

限性、尿液标本分析前影响因素较多等原因，自动化检测仍是

一种过筛试验，对于异常的自动化分析结果需进行镜检确

认［３４］。建立合理的显微镜复检规则有助于提高尿液分析的质

量、规范尿液检验操作流程、改善工作效率。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年１１月至２０１２年２月门诊和住

院患者１４８０份中段尿标本，男性７６１例，女性７１９例，年龄

２～８９岁，中位年龄４８岁。其中１１５０份建立规则的标本来源

本院肾脏病中心、泌尿外科、内分泌科、血液科、传染病科、消化

内科、放化疗科、重症监护室等３０多个临床科室。３３０份用于

规则验证的标本主要来源于肾脏病中心、泌尿外科、内分泌科

等潜在阳性或假阳性的临床科室。所有标本采集按照《临床检

验操作规程》第３版，２ｈ内完成所有检测。健康体检者标本：

收集２０１１年１１～１２月本院国际体检中心体检人员尿液标本

３０１份，用于建立显微镜镜检和 ＵＦ１０００ｉ尿有形成分分析仪

参考范围。其中，男性１６３例，女性１３８例，年龄２２～８３岁，中

位年龄４１岁。所有被选者均未发现有泌尿系统相关疾病，无

心、脑、肝和肺等重要组织器官异常，肝、肾功能、血糖检测均正

常。

１．２　仪器与试剂　日本ＳｙｓｍｅｘＵＦ１０００ｉ尿有形成分分析仪

及其配套试剂、质控品和校准品；日本 ＡＫＲＡＹ公司 ＡＸ４２８０

尿液干化学分析仪及其配套试纸条、质控品和校准品。ＣＸ３１

光学显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ光学工业株式会社。定量离心

管由温州倍可特公司提供；ＦａｓｔＲｅａｄ１０尿沉渣计数板由Ｓｙｓ

ｍｅｘ提供。

１．３　方法

１．３．１　尿液自动化分析　留取１２ｍＬ尿液标本于定量离心

管中，在２ｈ内分别用干化学分析仪ＡＸ４２８０（简称干化学）和

尿有形成分分析仪 ＵＦ１０００ｉ（简称尿流式）进行尿常规检测，

所得资料输入电脑存档。

１．３．２　尿沉渣显微镜检查　将仪器检测后的尿标本尿量调整

到１０ｍＬ刻度线（尿量不够的剔除实验 ）后，４００×ｇ离心

５ｍｉｎ，用一次性塑料吸管吸去上清液９．８ｍＬ，留下的０．２ｍＬ

沉淀物混匀后吸取２０μＬ充入ＦａｓｔＲｅａｄ１０尿沉渣计数板进

行计数。先用低倍镜（１０×１０）观察全片，计数管型（ＣＡＳＴ）。

再用高倍镜（１０×４０）观察１０个视野，计数每个视野的 ＲＢＣ、

ＷＢＣ、结晶、类酵母菌数量。每份标本由两位主管技师进行双

盲检测［５］，取均值作为尿沉渣显微镜镜检结果。

１．３．３　尿液干化学、尿沉渣镜检、尿流式分析的阳性判断标准

　尿液干化学中的ＲＢＣ、ＷＢＣ和ＰＲＯ以达到阳性阈值以上为

阳性，≥１＋为阳性，＜１＋为阴性；尿沉渣镜检和尿流式检测结

果以大于等于各自参考范围判断为阳性，小于各自参考范围判

断为阴性。

１．３．４　显微镜复检规则的建立　结合１１５０份尿液干化学、

尿流式和显微镜镜检结果，以尿ＰＲＯ≥１＋、隐血（ＢＬＤ）与ＵＦ

１０００ｉＲＢＣ计数（ＵＲＢＣ）不符、中性粒细胞脂酶（ＬＥＵ）与 ＵＦ

１０００ｉＷＢＣ计数（ＵＷＢＣ）不符、ＢＬＤ 与 ＵＲＢＣ相符但 ＵＦ

１０００ｉ结 晶 计 数 （Ｘ′ＴＡＬ）＞０、ＵＦ１０００ｉ类 酵 母 菌 计 数

（ＵＹＬＣ）＞０、尿ＰＲＯ±或阴性但 ＵＦ１０００ｉ管型（ＵＣＡＳＴ）＞

１．３０为复检规则的基本模式，相互组合建立复检方案。

１．３．５　复检规则的评估　选取阳性或潜在阳性标本３３０份进

行尿液自动化分析和显微镜镜检，以显微镜镜检结果为标准，

评估复检规则筛选的真阳性率、假阳性率、真阴性率、假阴性率

和复检率。

１．４　统计学处理　建立参考范围的数据采用 ＭｅｄＣａｌｃｖｅｒ

ｓｉｏｎ９．４．２．０软件统计，复检规则评估采用Ｅｘｃｅｌ２００３统计。

２　结　　果

２．１　尿沉渣镜检的参考范围　ＲＢＣ为０～４／ＨＰ，ＷＢＣ为０～

６／ＨＰ，ＣＡＳＴ０～偶见／低倍视野。

表１　　尿流式细胞和管型参考范围（／μＬ）

性别 ＲＢＣ ＷＢＣ ＥＣ ＣＡＳＴ

男 ０～１３．０ ０～１０．０ ０～６．０ ０～１．３

女 ０～３３．０ ０～１９．０ ０～２５．０ ０～０．８４

·９８５１·国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２



２．２　ＵＦ１０００ｉ尿有形成分分析仪细胞与ＣＡＳＴ参考范围　

见表１。

２．３　尿液自动化分析显微镜复检规则　按照尿干化学、尿沉

渣镜检和尿流式检测结果阳性判断标准，分析１１５０份用于建

立复检规则的尿液检测结果，建立复检规则，见表２。按照此

规则１１５０份标本中需复检５４７份，复检率为４７．６％。

表２　　尿液自动化分析显微镜复检规则

序号 规则描述 序号 规则描述

１ ＰＲＯ≥１＋ ２２ ＬＥＵＵＷＢＣ＋，ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ＋，但Ｘ′ＴＡＬ＞０

２ ＢＬＤ－ＵＲＢＣ＋ ２３ ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－，且ＹＬＣ＞０

３ ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ－ ２４ ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋，且ＹＬＣ＞０

４ ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－ ２５ ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－，且ＰＲＯ＜１＋，但ＵＣＡＳＴ＞１．３０

５ ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋ ２６ ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋，且ＰＲＯ＜１＋，但ＵＣＡＳＴ＞１．３０

６ ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ＋，但Ｘ′ＴＡＬ＞０ ２７ ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ＋，但Ｘ′ＴＡＬ＞０，且ＰＲＯ＜１＋但ＵＣＡＳＴ＞１．３０

７ ＹＬＣ＞０ ２８ ＰＲＯ＜１＋，但ＵＣＡＳＴ＞１．３０，且ＹＬＣ＞０

８ ＰＲＯ＜１＋，但ＵＣＡＳＴ＞１．３０ ２９ ＰＲＯ≥１＋，ＢＬＤ－ＵＲＢＣ＋，且ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋

９ ＰＲＯ≥１＋，且ＢＬＤ－ＵＲＢＣ＋ ３０ ＰＲＯ≥１＋，ＢＬＤ－ＵＲＢＣ＋，且ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－

１０ ＰＲＯ≥１＋，且ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ－ ３１ ＰＲＯ≥１＋，ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ－，且ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋

１１ ＰＲＯ≥１＋，且ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋ ３２ ＰＲＯ≥１＋，ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ－，且ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－

１２ ＰＲＯ≥１＋，且ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－ ３３ ＰＲＯ＜１＋，但ＵＣＡＳＴ＞１．３０，ＢＬＤ－ＵＲＢＣ＋，且ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋

１３ ＰＲＯ≥１＋，且ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ＋，但Ｘ′ＴＡＬ＞０ ３４ ＰＲＯ＜１＋，但ＵＣＡＳＴ＞１．３０，ＢＬＤ－ＵＲＢＣ＋，且ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－

１４ ＰＲＯ≥１＋，且ＹＬＣ＞０ ３５ ＰＲＯ＜１＋但ＵＣＡＳＴ＞１．３０，ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ－且ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－

１５ ＢＬＤ－ＵＲＢＣ＋，且ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋ ３６ ＰＲＯ＜１＋，但ＵＣＡＳＴ＞１．３０，ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ－，且ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋

１６ ＢＬＤ－ＵＲＢＣ＋，且ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－ ３７ ＰＲＯ≥１＋，ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋，ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ＋，但Ｘ′ＴＡＬ＞０

１７ ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ－，且ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋ ３８ ＰＲＯ≥１＋，ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－，ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ＋，但Ｘ′ＴＡＬ＞０

１８ ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ－，且ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－ ３９ ＰＲＯ≥１＋，且ＢＬＤ－ＵＲＢＣ＋，ＹＬＣ＞０

１９ ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ－，且ＰＲＯ＜１＋，但ＵＣＡＳＴ＞１．３０ ４０ ＰＲＯ≥１＋，且ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ－，ＹＬＣ＞０

２０ ＢＬＤ－ＵＲＢＣ＋，且ＰＲＯ＜１＋，但ＵＣＡＳＴ＞１．３０ ４１ ＰＲＯ≥１＋，且ＬＥＵ－ＵＷＢＣ＋，ＹＬＣ＞０

２１ ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－，ＢＬＤ＋ＵＲＢＣ＋，但Ｘ′ＴＡＬ＞０ ４２ ＰＲＯ≥１＋，且ＬＥＵ＋ＵＷＢＣ－，ＹＬＣ＞０

２．４　３３０份阳性或潜在阳性的临床标本通过复检规则评判　

结果显示假阳性率为３０．６％（１０１／３３０），真阳性率为２９．７％

（９８／３３０），真阴性率为３８．２％（１２６／３３０），假阴性率为１．５％

（５／３３０），复检率为５８．８％（１９４／３３０）。

２．５　复检规则假阴性病例分析　该复检规则假阴性率为

１．５％，满足复检规则评判标准假阴性率应小于５％的要求。

对假阴性５例逐个分析，主要漏检为透明管型、真菌孢子和颗

粒管型，见表３。在４例管型假阴性病例中，尿干化学ＰＲＯ试

验均为阴性，血肌酐浓度均正常（本院血清肌酐参考范围为男

５９～１０４μｍｏｌ／Ｌ；女４５～８４μｍｏｌ／Ｌ）。２例漏检颗粒管型的病

例中管型数量分别为１／μＬ和２／μＬ。

表３　　５例假阴性病例资料分析

样本号 性别
年龄

（岁）
临床诊断 ＰＲＯ结果 假阴性项目

Ｃｒ

（μｍｏｌ／Ｌ）

１７７ 男 ８９ 胃癌 阴性 透明管型２／μＬ ８４

１８７ 女 ３８ 腮腺癌 阴性 真菌孢子０～２／ＨＰ ４９

２３４ 男 ７７ 肝硬化 阴性 透明管型３４／μＬ １００

２４３ 女 ５４ 胆总管结石 阴性 颗粒管型１／μＬ ３０

２５０ 女 ６４ 右上肺炎 阴性 颗粒管型２／μＬ ５２

３　讨　　论

传统的尿常规检验方法为尿干化学分析后将标本离心镜

检，观察每高倍或每微升中的有形成分含量，此方法仍然是尿

液有形成分检查的“金标准”，但操作比较繁琐，容易受到主观

因素的影响，不适合大批量标本的检测。随着尿液有形成分分

析仪在临床的应用，解决了手工操作主观因素大、工作量限制

的问题，提高了尿液检测的准确性，但同时也带来了一些问题。

由于尿液标本有形成分的复杂性、不稳定性；尿液有形成分分

析仪检测原理的局限性，使得检测结果容易受到一些因素（如

结晶、细菌、上皮细胞、黏液丝、真菌孢子等）的干扰，造成结果

不准确甚至错误，影响临床对疾病的诊断、治疗和疗效观察。

因此，一般认为全自动尿液分析只是一种过筛试验，需制定完

善的显微镜复检规则，对触发规则的尿液标本按照手工显微镜

操作规程对其进行复检，以保证尿液常规检验质量。

为了制定本实验室尿液复检规则的阳性判断值，笔者进行

了显微镜镜检和 ＵＦ１０００ｉ尿有形成分分析仪参考范围的调

查，结果显示显微镜镜检参考范围与《临床检验基础》第４版尿

沉渣涂片参考范围相符［６］。ＵＦ１０００ｉ尿有形成分分析仪参考

范围与陈雨等［７］报道的不一致，主要为 ＲＢＣ、ＷＢＣ的参考范

围较宽，但与Ｓｙｓｍｅｘ公司提供的参考范围比较接近，原因可

能与本研究的群体、留样方式的不同所致。

本次研究留取了１１５０份尿液标本用于复检规则的建立，

根据阳性判断标准，以６个基本模式互相组合形成４２条复检

规则，通过３３０份临床阳性或潜在阳性标本验证，复检率为
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５８．８％，与陈雨等
［７］报道的较一致，但比马骏龙等［８］报道的高

得多，原因可能为后者试验时对检测结果进行了等级差设置增

加了结果的匹配度，但其未考虑尿液结晶、类酵母菌对检测结

果的影响。本实验将尿液结晶、类酵母菌检测结果一起编进了

复检规则中，提高了复检率。规则验证假阴性率为１．５％，参

照血液复检规则评价假阴性率应小于５％的标准
［９］，且在发生

假阴性的５例病例中未出现严重的、活动性的肾脏疾病，该规

则验证通过。

在充分发挥尿液自动化分析优势的同时，通过合理的设置

规则及软件支持。智能化地筛选需显微镜复检标本，加快尿常

规检测的速度，提高检验质量，使尿液常规检验逐步规范化、标

准化。
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·经验交流·

ＲＴＰＣＲ对原发性肝癌中ＡＳＰＰ２基因检测的意义

李　靖

（深圳市龙岗区坪地人民医院检验科，广东深圳５１８１１７）

　　摘　要：目的　探讨逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）对原发性肝癌中ＡＳＰＰ２基因检测的意义。方法　选择原发性肝癌手术

患者３６例，所有患者手术切除３０ｍｉｎ内收集癌组织和癌旁组织，另选２０例正常肝组织作为对照。各组患者行ＲＴＰＣＲ半定量

检测ＡＳＰＰ２水平，患者术后进行为期１年的随访，观察ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ表达与患者年龄、性别、肿瘤直径、临床分期、癌栓形成、淋

巴结转移以及术后复发等病理指标的相关性。结果　肝癌组织中的 ＡＳＰＰ２水平为（０．５３±０．１９），显著高于癌旁组织（０．７１±

０．１５）和正常肝组织（０．８５±０．１９）中的ＡＳＰＰ２含量，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＡＳＰＰ２ｍＲＮＡ表达水平与肿瘤的临床分期、

肿瘤直径以及术后复发情况密切相关（犘＜０．０５）。结论　ＡＳＰＰ２在肝癌组织中呈现低表达，ＡＳＰＰ２表达的降低预示着肿瘤患者

的不良预后，对ＡＳＰＰ２的检查能够对肝癌的早期诊断及确定治疗方案提供可靠依据。

关键词：原发性肝癌；　逆转录聚合酶链反应；　ＡＳＰＰ２；　基因检测

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１２．０４９ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１２１５９１０２

　　肝癌恶性程度高、病情进展快、患者早期往往没有明显症

状，而一旦出现症状，往往已属于中晚期［１］。目前甲胎蛋白

（ＡＦＰ）作为肝癌标志物的检出率约占６０％～７０％，仍不能满

足临床上对肝癌的诊断。Ｐ５３凋亡刺激蛋白（ＡＳＰＰ）家族包括

ＡＳＰＰ１、ＡＳＰＰ２以及ｉＡＳＰＰ三个成员，ＡＳＰＰ家族成员主要功

能为调控Ｐ５３的凋亡功能
［２］，而Ｐ５３细胞凋亡通路是人类肿

瘤发生过程中最常见的通路，本研究采用逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ

ＰＣＲ）方法检测了原发性肝癌患者癌组织及癌旁组织 ＡＳＰＰ２

ｍＲＮＡ表达情况，并探讨其与肝癌患者预后的相关性，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选自本院２００８年６月至２０１０年６月收入的

原发性肝癌手术患者３６例，男２５例，女１１例。患者年龄４５～

６８岁，平均年龄（５４．３±９．４）岁，所有患者手术切除３０ｍｉｎ内，

收集癌组织和癌旁组织（距离癌组织２ｃｍ内）标本并置于－

１３５℃冰箱内备用，所有肿瘤组织均行病理检测确诊为原发性

肝癌。另选２０例正常肝组织标本作为对照。

１．２　引物设计及合成　ＡＳＰＰ２基因引物由ＧｅｎｅＢａｎｋ报道的

人类ＡＳＰＰ２及βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的基因系列设计的ＰＣＲ引物，

ＡＳＰＰ２引物系列，上游：５′ＣＧＡＧＡＧＴＧＡＴＴＧＣＣＡＴＴＴ

ＧＧ３′；下游：５′ＡＡＴＣＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＧＣＧＡＧ３′，扩增

片段长３１０ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游：５′ＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣ

ＣＣＡＧＣ３′；下游：５′ＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣ３′。

１．３　ＲＴＰＣＲ　总 ＲＮＡ的提取：Ｔｒｉｚｏｌ裂解细胞后，进行总

ＲＮＡ提取，并测量ＲＮＡ含量以及纯度。ｃＤＮＡ的合成：ＰＣＲ

反应总体系３０μＬ，反应条件４２℃６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ，终产

物ｃＤＮＡ置于４℃时保存。ＰＣＲ反应：采用合成的ｃＤＮＡ作

为模版并进行ＰＣＲ扩增反应，反应条件９３℃４０ｓ，６４℃４０

ｓ，７２℃５０ｓ，循环３０次，最后７２℃８ｍｉｎ。取６μＬＰＣＲ扩增

产物行琼脂糖凝胶电泳，采用Ｉｍａｇｅｓｔｏｎｅ５０００系统对获得的

条带行半定量分析。以 ＡＳＰＰ２与βａｃｔｉｎ比值为 ＡＳＰＰ２相对

含量。

１．４　随访指标　患者术后进行为期１年的随访，观察 ＡＳＰＰ２

ｍＲＮＡ表达与患者年龄、性别、肿瘤直径、临床分期、癌栓形

成、淋巴结转移以及术后复发等相关情况。

１．５　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行处
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