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血清人绒毛膜促性腺激素检测前稀释方法探讨

杨　斌，汪　洋

（湖北省谷城县人民医院检验科，湖北襄阳４４１７００）

　　摘　要：目的　探讨人绒毛膜促性腺激素（ＨＣＧ）临床血清检测前的稀释方法。方法　采用化学发光法检测５４例正常妊娠

和１５例异位妊娠及滋养层疾病妇女的 ＨＣＧ，将每份血清进行倍比稀释后同时检测。结果　检测倍比稀释后血清 ＨＣＧ水平，

ＨＣＧ浓度在６０００～５０００００ｍＩＵ／ｍＬ之间可选择６４～２０４８倍稀释，正常怀孕的孕妇可做１０～５００倍的稀释，不同水平分布的血

清可得到不同的适宜稀释比例区间。结论　可疑高值血清ＨＣＧ检测前将标本进行适当比例的稀释，即可得到ＨＣＧ的真正水平。
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　　人绒毛膜促性腺激素（ＨＣＧ）由胎盘合体滋养层细胞产

生，临床上常用于早期妊娠、异位妊娠的诊断和胎盘功能的判

断、治疗。目前临床上多采用双抗体夹心法定量检测 ＨＣＧ的

水平，但使用双抗体夹心法的试剂盒存在不同程度的高剂量倒

钩现象。临床实验室多将超出线性范围的血清进行稀释后再

重新检测，且化学发光试剂成本普遍较高，如出现倒钩现象，不

仅报告时间会受到影响，且造成了成本上的浪费，如果稀释比

例不合适，也不能得到准确的结果［１］。而 ＨＣＧ的准确定量检

测对临床诊断、治疗方案及治疗后的观察监测等具有重要的指

导意义，因此本研究结合本实验室的试验结果，总结得出 ＨＣＧ

临床血清检测前的稀释方法，供同行参考。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１２年３月至２０１４年３月本院妇科门诊正

常妊娠妇女５４例，停经３６ｄ以上，年龄２１～４６岁，平均２９．３

岁。同期本院住院异位妊娠及滋养层疾病患者１５例，Ｂ超排

除宫内孕，年龄１８～５１岁，平均３０．４岁。

１．２　仪器与试剂　意大利索灵ＤｉａＳｏｒｉｎＬｉａｉｓｏｎ化学发光免

疫分析仪及测试软件；ＨＣＧ化学发光定量检测试剂盒为意大

利索灵ＤｉａＳｏｒｉｎＬｉａｉｓｏｎ原装进口试剂。

１．３　标本采集　取静脉血３ｍＬ，分离血清，置－２０℃保存待

检，２ｈ内完成检测。

１．４　统计学处理　采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３软件对数据进

行处理及统计学分析。

２　结　　果

２．１　不同 ＨＣＧ水平分布适宜稀释倍数　将所有标本进行

１～２０４８倍的倍比稀释后，同时进行检测，选出其中有代表性

的６组不同水平分布的血清 ＨＣＧ检测结果。不同高值 ＨＣＧ

水平分布的血清，均要将高值标本进行稀释后再进行检测，才

能得到一个准确的测得值，而不同浓度区间高值标本的稀释倍

数并不是统一的，通过数据分析发现不同浓度区间的高值标本

分别对应不同区间的稀释倍数，过低或过高的稀释倍数，均得

不到准确的结果［２］。根据试验数据，不同 ＨＣＧ水平分布的标

本，其合适的稀释比例总结如表１。

２．２　不同孕周 ＨＣＧ水平分布及稀释比例　妊娠不同时期以

及各孕妇之间血清 ＨＣＧ绝对值变化大，根据表１不同 ＨＣＧ

水平分布的标本稀释结果，不同孕周所对应的稀释比例，见

表２。

表１　　不同 ＨＣＧ水平分布适宜稀释倍数

ＨＣＧ水平分布（ｍＩＵ／ｍＬ） 适宜稀释倍数

６０００ 　４～６４

１００００ １６～１２８

５００００ ３２～５１２

１２００００ ６４～１０２４

３０００００ １２８～２０４８

５０００００ ２５６～２０４８

表２　　不同孕周 ＨＣＧ水平分布及稀释比例

妊娠周数 ＨＣＧ（ｍＩＵ／ｍＬ） 适宜稀释比例范围

≥０～１ 　　 ５～５０ 不稀释

１～２ 　　５０～５００ 不稀释

２～３ 　 １００～５０００ 不稀释或稀释１０倍

３～４ 　 ５００～１００００ ２０倍

４～５ 　１０００～５００００ １０～５０倍

５～６ １００００～１０００００ ５０～１００倍

６～８ １５０００～２０００００ １００～５００倍

８～１２ １００００～１０００００ ５０～１００倍

３　讨　　论

女性怀孕后伴有复杂的体内激素变化的过程，其中最重要

的变化是由于胎盘作为一种内分泌腺体可以分泌许多种独特

的激素，如促绒毛膜性腺激素等。故 ＨＣＧ的定量检测在临床

诊断早期妊娠、先兆流产、异位妊娠及某些滋养层细胞肿瘤等

方面有重要的意义，目前临床上常采用化学发光免疫法做

ＨＣＧ定量检测，该方法具有快速、简单和结果可靠等优点，但

该方法的试剂成本高，检测的线性范围不宽，根据所用试剂及

仪器的差别，检测上线一般在１０００～５０００ｍＩＵ／ｍＬ
［３］。

表１显示 ＨＣＧ浓度范围为６０００～５０００００ｍＩＵ／ｍＬ可

选择６４～２０４８的稀释倍数，结合表２的分析结果，妊娠两周

以下的患者 ＨＣＧ水平在１０００ｍＩＵ／ｍＬ以下，妊娠周期在３ｄ

至２周 ＨＣＧ的水平在５～５００ｍＩＵ／ｍＬ范围内不用稀释，直

接测试就能得到准确的结果，妊娠３周以上 ＨＣＧ水平超过了
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１０００ｍＩＵ／ｍＬ时，就有可能超出了试剂检测的线性范围，这

时就要选择合适的稀释倍数，稀释不足，超过检测范围，无法显

示结果，稀释过度仪器也不显示结果，结合表１和表２，根据

ＨＣＧ浓度的高低和孕周的不同选择合适的稀释倍数，对临床

来说是一种比较实用快捷经济的方法。当发生异位妊娠时，血

清中 ＨＣＧ的水平约为正常怀孕妇女的１／３～１／２或者无差

别，则稀释方法与正常妊娠类似［４］。

另外滋养层细胞肿瘤如葡萄胎、恶性葡萄胎、绒毛膜上皮

癌等患者血清中 ＨＣＧ明显升高，多大于１００００ｍＩＵ／ｍＬ，甚

至可达每毫升十万至数百万国际单位。根据以上试验结果，对

于葡萄胎妊娠１２周以前可进行１∶５００稀释，妊娠１２周以后

１∶２５０稀释，而对于绒毛膜上皮癌进行１∶１００～１∶２０４８稀

释。但由于此类患者在测定之前无法估计 ＨＣＧ的可能水平，

也可将标本进行相应比例的稀释后，先用 ＨＣＧ试纸条进行初

测的方法，结果呈阳性，再进行定量检测，最多会用掉２～３个

试纸条，也很方便，结果也更有保证［５］。实验室使用此稀释方

法用于临床实践几月来，均得到了良好的结果。因此作者认为

该稀释方法准确可靠、简便易行，不仅节省时间且降低成本，是

值得临床推广使用的方法。
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沉淀煮沸裂解法煮沸时间对乙型肝炎病毒ＤＮＡ检测结果的影响

梅玉峰，魏宝珍，危艳顺

（湖北省鄂州市鄂钢医院检验科，湖北鄂州４３６０００）

　　摘　要：目的　探讨沉淀煮沸裂解法中的煮沸时间对实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术检测乙型肝炎病毒ＤＮＡ结果

的影响，规范试验操作。方法　采用沉淀煮沸裂解法提取乙型病毒性肝炎（以下简称乙型肝炎）ＤＮＡ，煮沸时间为５、７、９、１０、１１、

１３、１５ｍｉｎ，实时荧光定量ＰＣＲ技术检测乙型肝炎ＤＮＡ，比较不同煮沸时间检测乙肝ＤＮＡ的结果。结果　煮沸时间在（１０±５）

ｍｉｎ内检测乙肝ＤＮＡ的结果比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　沉淀煮沸裂解法中的煮沸时间煮沸时间在一定范围内

对乙型肝炎ＤＮＡ检测结果无影响。

关键词：沉淀煮沸裂解法；　煮沸时间；　实时荧光定量聚合酶链反应；　乙型肝炎ＤＮＡ
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　　乙型病毒性肝炎（以下简称乙型肝炎），每年约有１００万人

死于乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染所致的肝衰竭、肝硬化和原发

性肝细胞癌［１］。国内现有的慢性 ＨＢＶ感染者约９３００万人，

是国内当前流行最为广泛、危害性最严重的一种传染病［２］。实

时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术检测乙型肝炎ＤＮＡ具

有特异度强、快速、灵敏度高等优点，故目前作为 ＨＢＶ增殖复

制的主要检测方法［３］。影响检测 ＨＢＶＤＮＡ的因素有很多，

除了试验室因素、标本因素外［４］，标准操作程序（ＳＯＰ）文件也

非常重要，而ＳＯＰ文件核心内容来源于试剂或仪器说明书。

在检测 ＨＢＶＤＮＡ过程中，相关仪器和试剂说明书规定煮沸

时间为（１０±１）ｍｉｎ。若因某种原因造成煮沸时间延长或缩短，

检测结果是否会受影响，是否需要重复试验？本研究就煮沸时

间对 ＨＢＶＤＮＡ检测的影响进行探讨。现将研究结果报道

如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　鄂钢医院住院、门诊乙肝患者标本，ＨＢＶ

ＤＮＡ水平分别为３．５２×１０３、２．１６×１０５、５．７３×１０７ｃｏｐｙ／ｍＬ。

经对数转换后 ＨＢＶＤＮＡ水平分别为３．５５、５．３３、７．７６ＩＵ／

ｍＬ每标本分７次分装。

１．２　仪器与试剂　达安ＤＡ７６００实时荧光定量ＰＣＲ仪，新康

医疗ＸＫ９８Ａ电子石英计时计，杭州博日 ＨＢ１００恒温金属

浴；达安 ＨＢＶＤＮＡ试剂（批号：２０１３１２）。

１．３　检测方法　取１００μＬ血清标本，加入ＤＮＡ浓缩液１００

μＬ，振荡器振荡混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上层血清，

再加入ＤＮＡ提取液２０μＬ振荡器振荡混匀，１００℃煮沸（时间

分别为５、７、９、１０、１１、１３、１５ｍｉｎ），１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取

上清血清２μＬ做ＰＣＲ试验；质控如血清标本一样进行处理，

质控血清由北京金豪提供。ＰＣＲ扩增：９３℃预变性２ｍｉｎ，然

后按９３℃４５ｓ→５５℃６０ｓ，先做１０个循环，最后按９３℃３０

ｓ→４５℃６０ｓ，做３０个循环。ＨＢＶＤＮＡ≤１．０×１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ

为低于检出限，（１×１０２～１×１０８）ｃｏｐｙ／ｍＬ为线性范围。以上

各种不同浓度不同煮沸时间的标本各重复进行３次。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行数据处理及

统计学分析，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验。

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

同一标本煮沸时间为５、７、９、１１、１３、１５ｍｉｎ与煮沸时间为

１０ｍｉｎ检测 ＨＢＶＤＮＡ的结果比较差异均无统计（下转插Ⅰ）
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