
时，血小板一经与破损的血管内皮细胞及组织成分接触，立即

以极快的速度黏附于破损的血管壁，而且采集的血标本还要与

不光滑的抗凝管表面接触，此时ＰＬＴ黏附在其内壁并发生聚

集［２］。因此，无论用何种方法采血，所数得的血小板数，均较血

中实际血小板数为低，末梢采血比静脉采血更低，本文实验结

果表明（见表２），静脉采血与末梢采血比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５），但末梢采血影响因素很多，如扎针的深浅，取血的

快慢，及挤压手指混进组织液，这些都会影响ＰＬＴ的结果，有

条件的都应取静脉血作血细胞分析，对有些基层单位和小孩患

者难以做到静脉抽血，必须要末梢采血时，应深扎３ｍｍ左右，

让血自然流出，确保结果的准确性。

３．３　采用ＥＤＴＡＫ２ 抗凝的标本，血小板的体积不稳定，血小

板的体积随标本的保存时间和保存温度而变化。根据 Ａｃ．Ｔ

５ｄｉｆｆ仪器分析原理，通常血小板计数阈在２～２５ｆＬ，３～１８ｆＬ

是血小板的准确计数阈，１８～２５ｆＬ是血小板的漂移阈（可能有

干扰），只要血小板直方图分布在１８ｆＬ以内，血细胞分析仪所

测的血小板结果与临床基本吻合。当血小板体积超过２５ｆＬ

时，依照仪器计数的原理，使许多大血小板被当作小细胞而未

计人血小板的计数范围，让血小板计数结果偏低。因此在出现

血小板计数和直方图异常，以及小红细胞病症的标本时，应及

时人工计数，并推片观察，是否有血小板聚集团块和“血小板卫

星现象”。

３．４　血细胞分析仪，无论是阻抗法还是光散法，对于血小板数

及形态正常的标本，结果一般比较可靠，但对于血小板明显减

少或／和形态异常者，所得结果误差甚大，因在病理情况下，血

中会出现一些大小近似血小板的所谓“非血小板颗粒”，如小红

细胞、红细胞碎片、白细胞片、细菌和真菌以及免疫复合物等，

会被当作血小板加以计数，从而使血小板数假性增多。目前已

报道准确计数血小板的方法大体上有两类［３］：一类是免疫学方

法，即用荧光标记的抗血小板抗体，特异地着染血小板，在流式

细胞仪（ＦＣＭ）或特定的血小板分析仪上计数血小板。二是用

二维激光散射测定法，将血小板与“非血小板颗粒”分开，达到

准确计数。但这二种方法都需特殊试剂和昂贵仪器，难以在常

规工作中普遍推广。对于普通仪器计数血小板出现偏低

（＜５０×１０９／Ｌ），血小板直方图出现异常，以及对于确诊血小板

数量或／和形态异常的患者标本，目前大多数采用手工计数来

复查。由于手工计数其本身不但精密度较差，而且在镜下也往

往难以准确辨别血小板与某些“非血小板颗粒”，准确性也不够

高，Ｋｕｎｉｃｋａ等
［４］提出增加一项在血涂片上间接计数血小板的

方法作为补充。该法是用抗凝血液推一血片，经瑞氏染色后，

在厚薄适中处计数１０００个红细胞并同时计数所见到的血小

板，求得血小板／红细胞之比值，再将此比值×红细胞数，求得

血小板数，此法虽不十分精确，但对于电阻法的仪器或人工法

计数血小板，特别对不正常血小板数或／和形态异常的标本，还

是相对准确的，同时还能观察血小板的大小、形态、有无聚集及

聚集体大小等等，是一种简单易行的方法。除加强质量控制，

还需积极加强与临床医生的联系，消除血小板计数结果不真实

引起的误诊或漏诊，这对提高检验结果的准确性，更好地服务

临床有很重要的作用。

血细胞自动计数仪的引进和使用，促进了血液学检验技术

的发展，平时只要注意影响血小板计数减少的相关因素，做到

正确使用和分析，必要时进行涂片和直接计数，以确保计数结

果的准确性，从而更好地服务于临床。
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·检验仪器与试剂评价·

两种试剂在Ｄ二聚体检测中的评价

赵熹君１，２，闫　
２，郭维龙２，裴媛媛２

（１．内蒙古自治区人民医院检验科，内蒙古呼和浩特０１００７０；

２．内蒙古大学生命科学学院，内蒙古呼和浩特０１００７０）

　　摘　要：目的　通过上海太阳和德国ＩｎｎｏｖａｎｃｅＤＤｉｍｅｒ试剂（ＳｉｅｍｅｎｓＭａｒｂｕｒｇ产）两种Ｄ二聚体（ＤＤ）试剂的应用，对凝血

标本的检测结果进行比较，分析两种试剂对检测结果的影响。方法　采用随机患者抗凝全血标本，按说明操作ＣＡ７０００血凝仪，

进行标本检测，测定ＤＤ。结果　两种试剂对检测结果分析表明，Ｇ１组不存在差异（狋＝１．２１８，犘＞０．０５）；而Ｇ２～Ｇ３组试剂检测

结果在统计学上比较存在差异（狋＝４．４８０６，犘＜０．０５）。结论　应建立ＤＤ检测标准，更好地服务临床工作。

关键词：血凝仪；　纤维蛋白纤维蛋白原降解物；　实验室技术和方法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１４．０４９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１４１８７８０３

　　Ｄ二聚体（ＤＤ）检测是临床工作中常用的一种手段，为临

床诊断和治疗提供有价值的参考数据，越来越受到医疗工作的

重视。１９７２年，Ｇａｆｆｎｅｙ
［１］首先提出 ＤＤ检测，可作为监测凝

血性疾病的“有用的工具”。１９８３年，Ｒｙｌａｔｔ等
［２］首先报道了

用单克隆抗体（ＤＤ３Ｂ６／２２）检测ＤＤｉｍｅｒ（乳胶凝集法）。当

时被誉为“金标准”。上世纪９０年代，ＥＬＩＳＡ分析法、乳胶增

强型免疫分析法等。上世纪９０年代末到本世纪初，免疫比浊

法在凝血仪上实现了自动化检测。使用全自动凝血仪进行Ｄ

Ｄ分析是目前临床最常用的手段，具有操作简便、检测速度快、

精确度高的优势；其检测值直接指导临床工作，是患者进行治

疗的重要参考指标；对疾病的诊断与治疗有着重要的意义。目

前国内报道了大量ＤＤ检测相关文献
［３４］，如乳胶凝集法（ｌａ

·８７８１· 国际检验医学杂志２０１３年７月第３４卷第１４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１４



ｔｅｘａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ）、免疫比浊法（ｌｉａｔｅｓｔＤＤ）、胶体金免疫渗透

试验（ＧＩＡ）定量检测和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法等；结果

均是两种检测方法在结果判定上未见差异［３５］，与国际上报

道［６９］的不同，为此本研究运用ＳＹＳＭＥＸＣＡ７０００全自动血凝

仪，采用不同检测试剂对同一标本进行检测，对测定结果进行

分析，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　采用１０６例本院随机住院患者抗凝全血的标

本，运用两种试剂分别对研究标本进行检测，然后对测定结果

进行统计学分析研究。

１．２　仪器类型　ＳＹＳＭＥＸＣＡ７０００血凝仪（日本ＳＹＳＭＥＸ

公司产）。

１．３　试剂　试剂一：德国德林产ＳＹＳＭＥＸＣＡ７０００血凝仪

ＤＤ配套试剂；试剂二：上海太阳产ＣＡ７０００血凝仪ＤＤ配套

试剂。

１．４　操作　严格按照按说明书操作程序进行，测定前均采用

质控物校正仪器。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件，配对资料狋检验法，

对检测结果进行统计学分析，犘＜０．０５为统计学上比较有差异

性。

２　结　　果

德国产ＩｎｎｏｖａｎｃｅＤＤｉｍｅｒ试剂：采用乳胶增强免疫比浊

度法和新一代单克隆抗体８Ｄ３抗体。试剂：（１）乳胶颗粒包被

低压冻干，需蒸馏水复溶；（２）稀释液用于样本稀释、定标稀释；

（３）有缓冲液作用添加剂：用于封闭非特异性抗体；（４）缓冲液

使信号增强含有聚合碳水化合物的缓冲液。

上海太阳产ＤＤ测定采用胶乳免疫比浊法原理：样本中

的ＤＤ与抗人ＤＤ单克隆抗体胶乳颗粒发生抗原抗体反应，

产生凝集导致浊度增大。通过检测浊度的变化量，求得样本中

ＤＤ含量。主要组成成份：（１）ＤＤＲ１（含三羟甲基氨基甲烷

缓冲液、防腐剂等）；（２）ＤＤＲ２（含抗人ＤＤ单克隆抗体胶乳

等）；（３）ＤＤ稀释液（含氯化钠、防腐剂等）。

１０６例本院随机门诊、住院患者随机凝血标本，分别采用

两种试剂检测，运用ＳＰＳＳ１９．０版配对资料狋检验法，对检测数

据进行统计学分析，由于Ｉｎｎｏｖａｎｃｅ试剂组ＤＤ检测结果正常

参考范围为０～０．５５，而上海太阳试剂组正常参考范围为０～

１，本实验把检测数据分为３组，Ｇ１组（０～０．５５），Ｇ２组

（０．５６～１），Ｇ３组（＞１）。在进行统计学处理时，分析表明 Ｇ１

组不存在差异（狋＝１．２１８，犘＞０．０５）；而 Ｇ２（狋＝４．３３０，犘＜

０．０５）、Ｇ３（狋＝４．６７５，犘＜０．０５）组均存在差异，故合并为Ｇ２～

Ｇ３组进行分析，两种方法在统计学上比较存在差异（狋＝４．４８０

６，犘＜０．０５）。所有实验数据用狓±狊表示，结果见表１～２。

表１　　Ｇ１组两种方法统计学比较

组别 狀 狓±狊

Ｉｎｎｏｖａｎｃｅ试剂组 ５２ ０．２８７０±０．１５１１０

太阳试剂组 ５２ ０．３１２５±０．０７４１９

表２　　Ｇ２～Ｇ３组两种方法统计学比较

组别 狀 狓±狊

Ｉｎｎｏｖａｎｃｅ试剂组 ５４ １．１２５１±１．５９４８１

太阳试剂组 ５４ １．７２８６±２．６２６１８

　　：犘＜０．０５，与太阳试剂组比较。

３　讨　　论

ＤＤ是交联纤维蛋白的特异性降解产物，其生成或增高反

映了凝血和纤溶系统的双重激活，可作为体内血栓形成的重要

指标之一，也是目前鉴别原发性和继发性纤溶以及监测溶栓治

疗等方面颇有价值的重要指标。在临床上，对血栓形成性疾病

如：弥散性血管内凝血（ＤＩＣ）、深静脉血栓形成（ＤＶＴ）、肺栓塞

（ＰＥ）、脑血管疾病、心肌梗死、重症肝炎等均有重要的诊断价

值。ＤＤ在ＤＩＣ的诊断和病程监测上具有良好的应用价值。

在ＤＩＣ形成早期即有ＤＤ升高，而且随病程的发展，ＤＤ可持

续升高达１０倍以上。因此，ＤＤ可作为ＤＩＣ早期诊断和病程

监测的主要指标。高灵敏度检测ＤＤ是发展趋势。

目前有超过３０多种检测方法和２０多种单抗被被应用于

临床，大体上可分为两种情况：一种是以欧美产品为代表，其特

点是灵敏度高，检测范围相对较窄。另一种是以日本产品为代

表，主要是用于ＤＩＣ诊断，其特点是灵敏度相对较低，检测范

围较宽无统一的国际标准。

不同抗体对ＤＤ不同片段有不同的亲和力，不同的试剂

有不同的干扰情况。不同试剂间差异非常显著。无统一的国

际标准。低敏方法导致许多病理状态无法及时反映。《急性肺

血栓栓塞症诊断治疗专家共识》中推荐了高敏感度的方法，国

际上目前已经开始逐渐推动高敏方法。原方法敏感度低，阳性

率低，临床与既往的使用经验不符；新方法敏感度高，阳性率

高。但ＤＤ片段异源性的问题常常被忽略，制备单克隆抗体，

针对的只是某类型ＤＤ。病理过程中可产生多种类型ＤＤ，由

于不同检测试剂只测定其中某种类型，而非降解片段的全部，

因此各类试剂在对同一标本进行测定时，其敏感性显著不

同［７８］。ＤＤ在深静脉血栓、肺栓塞（早期排除诊断）ＤＩＣ的早

期诊断和动态监测外科手术后的血栓监测妊高征、先兆子痫的

监测恶性肿瘤、白血病早期识别、血栓监测肝脏疾病（重症肝

炎、肝硬化）肾脏疾病（肾病综合征、肾移植术后）溶栓治疗评估

及血栓复发的监测心血管疾病病情评估（心力衰竭、房颤、旁路

手术）脑梗死鉴别和治疗监测作为继发性纤溶亢进的标志性

物质。

采用两种试剂检测对１０６例本院随机门诊、住院患者随机

抗凝血标本的检测，统计学分析表明，在统计学上 Ｇ１组无统

计学差异（狋＝１．２１８，犘＞０．０５）；而Ｇ２（狋＝４．３３０，犘＜０．０５）、Ｇ３

（狋＝４．６７５，犘＜０．０５）组均存在统计学差异，故合并为Ｇ２～Ｇ３

组进行分析，两种方法在统计学上比较存在差异（狋＝４．４８０６，

犘＜０．０５）。笔者推测是由于上海太阳产ＤＤ测定采用胶乳免

疫比浊法，试剂含单克隆抗体胶乳颗粒，可能只对ＤＤ中某一

抗体产生反应，而德国产ＩｎｎｏｖａｎｃｅＤＤ试剂采用乳胶增强免

疫比浊度法和新一代单克隆抗体８Ｄ３抗体，并且含有缓冲液

作用添加剂，可用于封闭非特异性抗体。所以在Ｇ２～Ｇ３组中

检测结果存在差异。为此笔者希冀尽快建立全国统一的ＤＤ

检测标准，同样对检测试剂要求相同的准入制度，只有这样，才

能更好地服务检测、临床及全社会。同时本研究结果为今后的

ＤＤ检测提供一定的参考。
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·检验仪器与试剂评价·

两种国产乙型肝炎病毒核酸定量试剂盒检测结果分析

吴　斌，李彩东，李惠军，田鹏飞，段正军，杨小锲，胡　鹏

（甘肃兰州市第二人民医院肝病研究所，甘肃兰州７３００４６）

　　摘　要：目的　探讨两种国产乙型肝炎病毒核酸（ＨＢＶＤＮＡ）荧光定量试剂（ＰＣＲ荧光探针法）的临床应用价值。方法　收

集４１１例慢性乙型肝炎病毒感染者（ＣＨＢ）血清标本，分别用两种国产乙型肝炎病毒ＰＣＲ试剂检测其ＨＢＶＤＮＡ载量。比较分析

Ａ试剂（煮沸法）和Ｂ试剂（免核酸提取的“一步法”）的线性范围、准确性和灵敏度。结果　４１１例ＣＨＢ血清标本用两种试剂检

测，结果均大于５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ的标本１５５例，阳性率一致性为１００％，阴性率一致性为７３．８％，总一致性为８３．７％。对两种试

剂检测均阳性（＞５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ）的标本取对数值后，均值差异有统计学意义（犘＜０．０５）。但在低病毒载量组中结果相差较

大，６７例经Ａ试剂检测结果为阴性（＜５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ）的标本经Ｂ试剂检测结果为阳性（＞５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ），Ｂ试剂检测的

阳性率高于Ａ试剂。Ａ试剂的最低检测限为５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ，而Ｂ试剂的最低检测限为１．００×１０２ＩＵ／ｍＬ，Ｂ试剂的灵敏度高

于Ａ试剂。结论　两种国产的核酸定量ＰＣＲ试剂盒对于检测 ＨＢＶＤＮＡ载量在低复制水平的血清标本具有很好的可比性。免

核酸提取的“一步法”Ｂ试剂扩增效率高、操作简便、定量结果准确、线性范围广等优点，具有较好的临床应用价值及发展前景。

关键词：肝炎病毒，乙型；　病毒载量；　聚合酶链反应；　试剂盒，诊断

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１４．０５０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１４１８８００２

　　乙型肝炎病毒核酸（ＨＢＶＤＮＡ）是反映 ＨＢＶ复制活跃程

度及传染性的最直接指标，也是观察抗病毒药物疗效、预后和

指导抗病毒药物应用的重要指标之一，ＨＢＶＤＮＡ定量检测从

根本上突破了免疫学方法等间接方法的局限性，通过直接检测

病毒核酸水平，可真实地反映患者体内病毒的水平。ＨＢＶ

ＤＮＡ定量检测的方法主要有两类，一类是以聚合酶链反应

（ＰＣＲ）为基础如实时荧光定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）等；另一类是以

核酸杂交为基础如斑点杂交和液相杂交等，荧光定量ＰＣＲ检

测 ＨＢＶＤＮＡ现已成为监测乙肝病毒复制最常用的检测手

段。目前，国内生产的乙型肝炎病毒ＤＮＡ定量ＰＣＲ试剂有多

种，但这些试剂在检测的灵敏度、特异性、定量准确性和低病毒

载量检测的精密度等方面存在差异［１］。近年来，随着基因检测

技术的不断完善和规范化，基因诊断在疾病的诊断和监测中发

挥着日益重要的作用。核酸的质量是分析成功的先决条件，因

而核酸提取是基因诊断实验成败至为关键的步骤［２］。提高

ＨＢＶＤＮＡ定量试剂盒检测的灵敏度对乙型肝炎的早期诊断

具有重要意义［３５］。ＨＢＶＤＮＡ实验室定量检测有助于确定感

染者的状态，对确定是否开展抗病毒治疗及适宜抗病毒治疗的

方案至关重要［６］。为此，本研究选用国内两家生物技术公司生

产的乙型肝炎病毒核酸定量检测试剂盒对４１１例慢性乙型肝

炎患者血清 ＨＢＶＤＮＡ进行定量检测，比较两种试剂检测的

阳性率、线性范围、灵敏度以及试剂提取方法的特点和临床应

用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选取２０１２年８～１２月期间来本院就诊

的慢性乙型肝炎患者４１１例，门诊３１４例，住院９７例。男２９２

例，女１１９例，年龄（３９．５±１３．４）岁，平均年龄３９．５岁。无合

并其他肝炎病毒感染，同时排除药物性、酒精性、其他病毒性肝

炎。诊断符合２０１０年１２月１０日中华医学会肝病学分会与中

华医学会感染病学分会修订的《慢性乙型肝炎防治指南》中的

诊断标准［７］。所有标本清晨空腹抽取静脉血５ｍＬ，室温静置，

离心后立即分离血清－８０℃低温保存待检。

１．２　试剂与试剂　乙型肝炎病毒核酸定量ＰＣＲ试剂 Ａ由国

内某主流的ＰＣＲ试剂厂家提供，最低检测限为５．００×１０２ＩＵ／

ｍＬ，线性范围为５．００×１０２～１．００×１０８ＩＵ／ｍＬ，试剂批号

２０１２０６１１，采用传统的“煮沸法”提取核酸；试剂Ｂ由湖南圣湘

生物科技有限公司提供，批号２０１２００８，内标批号为２０１２０７０５，

最低检测限为１．００Ｅ＋０２ＩＵ／ｍＬ，线性范围为１．００×１０２～

１．００×１０９ＩＵ／ｍＬ，Ｂ试剂采用一种新的免核酸提取方法（简称

“一步法”）。荧光定量ＰＣＲ仪由美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ 公司

生产的７３００荧光定量分析仪。乙型肝炎病毒免疫学标志物

（ＨＢＶＭ）检测试剂由厦门英科新创有限公司提供，采用

ＥＬＩＳＡ法，ＳＴ３６０酶标仪，Ｋ３０Ｃ型干式恒温器，ＴＧＬ１６Ａ低

温高速冷冻离心机由湖南凯达有限公司提供，中科美菱ＤＷ

ＨＬ６６８超低温冷冻储存箱。

１．３　方法　试剂 Ａ采用传统的“煮沸法”，操作如下：加入样

品处理液Ａ和待测样本、工作标准品、阴性对照、质控品各１００

μＬ于０．５ｍＬ离心管中，振荡摇匀，置于低温高速冷冻离心机

中１７８００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸弃上清液；再加入２５μＬ的样本

处理液Ｂ，振荡摇匀，１６８０×ｇ离心数秒，１００℃干浴１０ｍｉｎ；

之后于冷冻离心机中１７８００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清液２μＬ

点样至ＰＣＲｍｉｘ２８μＬＰＣＲ反应管中，上ＰＣＲ仪进行扩增。
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