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　　据世界卫生组织统计，全球丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）的感染

率约为３％，约１．７亿人感染了 ＨＣＶ，每年新发丙型肝炎病例

约３１５万例
［１］，而丙型肝炎病毒核酸（ＨＣＶＲＮＡ）的检测是判

断丙肝病毒感染的直接证据。ＨＣＶＲＮＡ的实验室检测操作

过程繁琐，影响因素较多。ＨＣＶＲＮＡ检测质量的好坏，将直

接影响到疾病的诊断和疗效观察，因此，从事该项检测的实验

室要建立一个良好的实验室实践准则（ｇｏｏｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｐｒａｃ

ｔｉｃｅ，ＧＬＰ），把实验室误差降到最低以便更好地服务于临床。

ＧＬＰ强调从样品收集到报告发出后解释的全过程质量管理，

包括实验条件、检测方法以及人员的管理和控制。从事该项检

测的机构必须建立一个合理规范的实验室，该实验室必须通过

国家卫生部或省级卫生厅验收合格，实验室管理应严格按照

ＰＣＲ基因扩增实验室的管理规范，严格分为４个区：（１）试剂

准备区，（２）标本处理区，（３）模板加入区（扩增区），（４）扩增产

物分析区。笔者就所从事的 ＨＣＶＲＮＡ检测细节入手，分析

了该检测方法再质量控制时的一些注意事项。

１　实验前质量控制

１．１　标本的采集、储存与运送　抽取患者空腹血液２～３ｍＬ

于含有ＥＤＴＡ或枸橼酸盐的抗凝管内，充分混匀。ＨＣＶＲＮＡ

检测受饮食影响，ＨＣＶ易与血中脂质及脂蛋白结合，使检出率

下降。ＨＣＶＲＮＡ的ＰＣＲ包括ＲＮＡ到ＤＮＡ的转录，第一次

ＰＣＲ及第二次ＰＣＲ，其中任何步骤的问题均影响其检出
［２］。

标本采集后应放在无菌带有盖子的容器中立即送检，因此标本

的规范化采集是结果准确性的保证。

１．２　抗凝剂的使用　最好用含有ＥＤＴＡ或枸橼酸盐的抗凝

管，不能使用肝素抗凝管，因为肝素是 Ｔａｑ酶的强抑制剂，且

在核酸提取过程中难以去除，容易导致结果出现假阴性。如果

用真空分离胶管，标本要放置足够时间，待纤维蛋白全部析出

才能离心，因为纤维蛋白影响核酸的提取。

１．３　标本放置时间的影响　采血后尽快分离血，因为 ＨＣＶ

ＲＮＡ放置时间过长，会出现病毒的降解，导致结果假阴性
［３］。

标本要长时间保存，应保存于－７０℃，并且要避免反复冻融。

１．４　试剂的选择　试剂质量问题是关系到ＰＣＲ实验的成功

与否，试剂的质量至关重要，试剂的质量问题涉及多个方面，如

细胞的裂解、模板的抽提、引物位点的选择、Ｔａｑ酶的活性等

等。试剂使用前要完全解冻，少量分装，用多少拿多少，避免反

复冻融。

２　实验中质量控制

２．１　ＨＣＶＲＮＡ提取　ＨＣＶＲＮＡ的提取是实验室检测最关

键的步骤，主要是临床标本及实验环境中大量存在对ＲＮＡ具

有强烈降解作用的ＲＮａｓｅ酶，该酶比较耐高温，不易失活，因

而在提取 ＲＮＡ 时，应避免 ＲＮａｓｅ对标本的污染以及防止

ＲＮａｓｅ对提取的 ＲＮＡ 的降解
［４］。具体的解决方法有，离心

管，吸头，还有配试剂的容器要高压灭菌。ＲＮａｓｅ最主要的污

染源是操作人员的手，要求用一次性无尘手套，因此整个实验

过程中要勤换手套，疑为污染，立刻更换手套。ＨＣＶＲＮＡ的

提取最好在冰上操作，操作过程中注意吸头不要碰到管底沉淀

物，吸取血清或血浆时注意不要吸到红细胞。逆转录成ｃＤＮＡ

后，最好进行下一步实验，否则要转移上清液至灭菌离心管中，

保存于－２０℃待用。

２．２　防止气溶胶的污染　实验过程中为了防止气溶胶的污

染，必须使用经高压灭菌且带滤芯的吸头，操作时做阴性对照，

阳性对照，空白对照，与临床标本同步处理既可验证ＰＣＲ反应

的可靠性，又可以协助判断扩增系统的可信性。

２．３　实验室温度的影响　实验室温度应保持在２０～２５℃，测

定中温度波动范围不大于０．５℃，否则就会影响实验结果的可

靠性。

２．４　严格遵守操作规程　操作人员必须是经过专业培训人

员，持有基因诊断上岗证的专业主管，并且具有一定的工作

经验。

３　实验后质量控制

３．１　实验结果的判定　本组所用仪器为厦门安普利生物有限

公司ＧｅｎｅＬｉｇｈｔ９８００荧光定量扩增仪，试剂为广州达安试剂。

如果增长曲线不呈Ｓ型曲线或Ｃｔ值为空白，则判断样品的

ＨＣＶＲＮＡ浓度小于检测极限。若增长曲线呈Ｓ型曲线且Ｃｔ

值小于３０，则按以下方法判断：若样品的检测值小于１．０×１０３

ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，则判样品 ＨＣＶＲＮＡ总浓度即为检测值，若样品

的检测值大于１．０×１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，则样品ＨＣＶＲＮＡ总浓度

大于１．０×１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。如果需要精确定量结果，可将提取

后的样品稀释至线性范围内再检测。

３．２　实验结果核对　实验结束后，工作人员要认真核查实验

结果，结合患者的临床资料对结果进行分析并发出实验报告。

３．３　废弃物的处理　使用过的离心管、吸头须置于１０％的次

氯酸钠溶液中浸泡，消毒后方可丢弃。实验完毕后，用１０％的

次氯酸钠或７５％酒精擦拭工作台和移液器，打开紫外灯照

射２ｈ。

４　小　　结

ＨＣＶ是导致慢性肝炎、肝硬化和肝细胞癌的主要原因之

一。大约有超过７５％的 ＨＣＶ感染者发展为慢性感染，ＨＣＶ

慢性感染和终末期肝病、肝细胞癌变密切相关［５６］。尽早诊断

和治疗可望终止或延缓病变发展，从而改善患者预后，所以其

实验室的检测必不可少。然而影响ＰＣＲ扩增效率的因素很

多，例如标本的提取效率、反转录效率的差异、扩增仪孔间温度

的差异及各仪器间扩增效率的差异、实验人员操作中的随机误

差、试剂之间的差异等等。这些都会影响到测定结果的可靠

性［７］。由于该检测方法烦琐，而且采用的质粒定量标准品不能

很好地对样本处理及逆转录过程进行有效控制［８］，还有 ＨＣＶ

ＲＮＡ的检测多为手工操作，操作者的熟练程度与 ＨＣＶＲＮＡ

的检测结果密切相关，所以操作者除了严格按照质量控制的要

求，更重要的是要有充分的责任心，注意每个实验细节，完善每
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个操作步骤，确保检测结果准确无误。
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　　随着现代医学的飞速发展，实验室诊断技术和水平也越来

越高，准确的实验结果为临床医生诊治患者提供了科学的诊断

依据。准确、及时、有效、安全的实验验结果对临床诊治患者将

产生至关重要的影响，实验室质量控制也日益受到重视和关

注。分析前、分析中、分析后因素的是实验室控制的三个重要

内容。分析前因素是指送检医生选择检测项目并开具检验申

请单，患者准备、标本采集、标本运送、等各个环节，分析前因素

决定了标本质量。标本质量是保证检验质量的前提。

１　加强与临床科室的交流与沟通

分析前因素的各个环节往往是由临床医生和护士完成，而

临床医生和护理部门普遍认为检验质量仅仅是检验科的事情，

因此，加强与临床科室的交流与沟通保证标本质量是保证检验

质量的先决条件。需要向临床科室宣传检验科所测项目对标

本的要求，减少各种影响检测结果的因素，如药物、饮食、运动、

禁食时间、各种生理变异等对检验结果的影响，规范采血操作

规程，掌握采血要领，让临床采血人员了解标本质量对检验结

果的影响，让患者了解到配合标本采集的重要性。除此之外，

临床医生需要合理地选择检验项目，开具合格的送验申请单。

根据临床实验室管理办法相关规定，临床医生开具的送检申请

单，要能提供足够的被检测者信息，至少包括：患者姓名、性别、

年龄、服药史、特殊的病理变化、临床诊断、与检验有关的既往

病史、检验项目、标本采集时间、采集时患者状态、是否空腹及

空腹时间等相关信息。有文献报道，医师开出的检验申请单不

合格占１５％，主要是信息提供不全，从而反映出临床医生对检

验申请单的信息完整性不够重视，应加强与临床医师的交流，

让临床医生配合检验医生，为检验科提供更多准确的患者情

况，以保证检验质量的准确和可靠［１］。

２　采集标本前的准备

２．１　采血者的准备　医务人员要熟悉各种干扰因素对实验结

果的影响，在采血前为取得合格标本，要事先将所测项目的准

备要点，注意事项告知患者，争取患者的配合并在饮食、起居、

活动等方面加以控制。

２．２　患者准备

２．２．１　患者状态　运动和情绪对很多检测项目会产生影响，

有报道血糖升高可由情绪过度紧张引起，饭后、剧烈运动、寒

冷、极度恐惧也会造成白细胞总数和中性粒细胞一过性升高。

运动后由于能量消耗，剧烈呼吸、出汗导致体液量及分布都发

生改变，可造成丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转

移酶（ＡＳＴ）、乳酸脱氢酶、肌酸激酶等一过性升高
［２］，因此医务

人员在采集标本应嘱咐患者在采血前避免剧烈运动、保持

安静。

２．２．２　患者饮食　很多检验项目对饮食有很严格的要求，由

于进食成分，饮食习惯对标本的化学成分和含量都有影响，同

时血液许多项目的参考值是以空腹血为统计样本［３］，因此在标

本采集前，医务人员一定要与患者进行沟通，向患者解释所查

项目对饮食的要求，如进食后可引起血脂和血糖增高，甚至出

现肉眼脂血，高脂饮食后三酰甘油水平是空腹的１０倍，因此做

血脂检测最好素食３ｄ。高核酸饮食可使血尿素氮、尿酸增高，

过度饥饿可引起蛋白质、血糖水平降低，某些特殊项目的检查

如内生肌酐清出率检测前３ｄ禁食肉类，以免出现外源性肌酐

的干扰，一般主张采血前应禁食１２ｈ，采血前１ｄ的晚餐应以

清淡为主、禁止暴饮暴食。

２．２．３　服药状况　抽血前应尽量避免服药、输液等情况，消除

某些药物对检验结果的干扰，例如：维生素Ｃ可引起肌酐、尿

酸、胆红素、ＡＳＴ／ＡＬＴ、葡萄糖升高，脂肪乳可使部分生化项

目结果增高［３］，口服黄体酮成分的避孕药引起血清胆固醇升

高，利尿药增加血钠和血钾浓度，非那西相、别嘌呤醇、氨基水

杨酸、雄黄素、环磷酰胺、异烟肼、磺胺药等等可使血清碱性磷

酸酶、胆红素、ＡＬＴ、ＡＳＴ浓度或活性升高，吗啡可使血清淀粉

酶、脂肪酶、氨基转移酶、碱性磷酸酶、胆红素等升高，大麻可使

血钾、钠、氯、尿素和胰岛素升高，而使肌酐、尿酸、血糖降低，药

物对检验结果的影响与药物浓度呈正相关，因此在病情可控的

情况下，应尽量故检验采样时尽量停服对检验结果有影响的药

物，避开血药浓度的高峰期，临床医生在判读检验结果时亦应

充分考虑药物的影响。

２．２．４　烟、酒、茶、咖啡对检测结果的影响　血红蛋白升高是
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