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·临床研究·

肝素抗凝血浆对ＨＣＶＲＮＡ检测结果的影响分析

陈子祥，张小利△，朱红甜

（南京迪安医学检验所检验科　２１０００１）

　　摘　要：目的　探讨肝素抗凝血浆对 ＨＣＶＲＮＡ检测结果的影响及对策。方法　采用实时荧光定量法（ｑＰＣＲ）检测６８例丙

型肝炎患者的血清、肝素血浆及肝素血浆（稀释后）中 ＨＣＶＲＮＡ水平，并相互比较。结果　血清组 ＨＣＶＲＮＡ水平对数值为

（４．２４±０．３１），血浆（原）组 ＨＣＶＲＮＡ水平对数值为（１．３７±０．５８），血浆（稀释后）组 ＨＣＶＲＮＡ水平对数值为（３．６１±０．３３）。

结论　肝素对 ＨＣＶＲＮＡ检测有明显的抑制作用，通过用阴性血清稀释能一定程度减少肝素的抑制作用，提高 ＨＣＶ的检出

水平。

关键词：肝素；　ｑＰＣＲ；　ＨＣＶＲＮＡ；　核糖核酸

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１７．０１．０５２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１７）０１０１２３０２

　　丙型肝炎是由丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）感染引起的传染病。

虽然多数 ＨＣＶ感染者无临床症状，但感染后发展成肝炎的概

率很高，有些甚至会转化为肝硬化、肝癌，严重影响人体健康。

目前临床用于诊断丙型肝炎感染的主要实验室指标为抗

ＨＣＶ和丙型肝炎病毒核酸（ＨＣＶＲＮＡ）荧光定量，因 ＨＣＶ感

染到血清中出现抗ＨＣＶ的窗口期一般在数周左右
［１］，甚至有

些抗ＨＣＶ持续阴性，不能准确反映患者者血液中 ＨＣＶ的实

时水平，临床更侧重于 ＨＣＶＲＮＡ检测。实验室采用实时荧

光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）法检测 ＨＣＶＲＮＡ，是通过一对特异性引

物和一条荧光探针，在碱基和Ｔａｑ酶的参与下，变性、退火、延

伸，经４５个循环，采集荧光信号，达到检测的目的。Ｔａｑ酶虽

然具有高保真性、耐高温等特点，但其活性很容易受到肝素的

抑制［２３］，干扰 ＨＣＶＲＮＡ的检测，为了评价肝素对 ＨＣＶ荧光

定量检测的影响，本文对６８例丙型肝炎患者同时采集肝素抗

凝与无抗凝剂血各一管进行ｑＰＣＲ分析，并对肝素钠抗凝血用

阴性血清稀释后进行ｑＰＣＲ分析，来探讨消除肝素干扰的对

策，现将结果在报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机收取本所２０１６年６月临床诊断丙型肝

炎患者标本，每个患者均用无添加剂的干燥真空负压管和肝素

钠抗凝真空负压管采集静脉血３～４ｍＬ，抗凝血颠倒混匀５～

８次。标本室温静置１ｈ后，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，分离血

清／血浆，备用。剔除溶血标本，以排除溶血对测定结果的影

响，且标本无脂血、黄疸。阴性混合血清本，为本所近期体检，

且乙型肝炎两对半、转氨酶均阴性的无黄疸、溶血标本制成。

１．２　仪器与试剂　肝素钠抗凝真空管由武汉致远公司提供；

无添加剂的干燥真空管由北京健峰公司提供。仪器有罗氏

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
?４８０ｑＰＣＲ扩增仪，贝克曼公司 Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ２２Ｒ型

高速冷冻离心机，杭州博日ＣＨＢ１００恒温金属浴。试剂由上

海科华提供，试剂批号为１６０１２５１１，质控品由康彻斯坦提供，

质控品批号为２０１６０３００１。

１．３　方法

１．３．１　模板制备　整个标本提取过程严格按照规范进行。

２００μＬ待测样本，加入４０μＬ去抑制剂，混匀，５０００ｒ／ｍｉｎ离

心３０ｓ，置于７０℃金属浴中孵育１０ｍｉｎ；５０００ｒ／ｍｉｎ离心

３０ｓ，加入２２０μＬ无水乙醇，充分混匀，５０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ；

将上述液体转移至核酸提取柱，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃废

液，加洗涤液７００μＬ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，加５０μＬ洗脱

液，备用。对肝素抗凝血浆，除原血提取模板外，另外通过阴性

混合血清１∶１０进行稀释提取１份，其他提取过程不变。

１．３．２　测定方法　ｑＰＣＲ法，总反应体积为４０μＬ，反应程序：

５０℃、２５ｍｉｎ；９４℃、２ｍｉｎ；９４℃、１０ｓ，５５℃，１５ｓ，７２℃、１５ｓ，

共５个循环；９４℃、１０ｓ，６０℃、４５ｓ，共４５个循环。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行数据分析，

所有实验室数据均通过取其对数ｌｏｇ值，转换后，进行配对狋检

验，并计算阳性符合率，阳性符合率＝检测结阳性例数／临床确

诊病例数。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血清、肝素血浆（稀释后）、肝素血浆（原）ＨＣＶＲＮＡ水

平　采用罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
?４８０ｑＰＣＲ扩增分析系统检测血清

ＨＣＶＲＮＡ、肝素血浆 ＨＣＶＲＮＡ（稀释后）、肝素血浆 ＨＣＶ

ＲＮＡ水平对数值数据见表１。

表１　　血清、肝素血浆（稀释后）、肝素血浆（原）

　　　ＨＣＶＲＮＡ水平原始数据

编号 血清 ＨＣＶＲＮＡ
血浆 ＨＣＶＲＮＡ

（稀释后）

血浆（原）

ＨＣＶＲＮＡ

１ ３．４ ３．２ ０．０

２ ４．３ ３．９ ２．６

３ ５．０ ４．７ ３．１

４ ４．４ ４．０ ０．０

… … … …

６５ ３．９ ３．５ ０．０

６６ ４．３ ３．４ ２．７

６７ ４．１ ３．６ ３．０

６８ ３．９ ３．２ ２．１
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２．２　３组 ＨＣＶＲＮＡ测定结果比较　首先对６８例丙型肝炎

患者血清、血浆、稀释血浆的 ＨＣＶＲＮＡ测定结果进行对数处

理，然后血清组分别与血浆（原）组、血浆（稀释后）组进行比较。

血清组的 ＨＣＶＲＮＡ测定结果为４．２４±０．３１，高于血浆（原）

组的 ＨＣＶＲＮＡ，差异有统计学意义（犘＜０．０５），相关系数狉２＝

０．１３，阳性符合率仅１２％；血浆（稀释后）组的 ＨＣＶＲＮＡ比血

清组低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），相关系数狉２＝０．８７，阳

性符合率为９３．５％。通过稀释，检测结果较血浆（原）组的

ＨＣＶ高，阳性符合率提高８１．５％。见表２。

表２　　３组 ＨＣＶＲＮＡ测定结果比较（狓±狊，狀＝６８）

组别 ＨＣＶＲＮＡ水平 ９５％犆犐

血清组 ４．２４±０．３１ ３．５１～５．０２

血浆（原）组 １．３７±０．５８ ０．７２～３．０３

血浆（稀释后）组 ３．６１±０．３３ ３．１０～４．９０

３　讨　　论

　　肝素是一种阴离子物质，肝素抗凝是通过结合凝血因子和

抗凝因子Ⅲ，达到抗凝的效果，在ＰＣＲ或ｑＰＣＲ中，肝素同样

会与Ｔａｑ酶产生类似的结合，从而降低了ＰＣＲ反应体系中

Ｔａｑ酶的浓度，间接抑制了其活性。有文献报道肝素酶可以有

效解决此问题［４５］，但是因其较贵和不稳定，限制了其在临床检

测中使用。笔者根据这一思路，用阴性混合血清来稀释肝素标

本，达到降低肝素在反应体系中的水平，最终检测结果乘以稀

释倍数。实验数据表明稀释后 ＨＣＶ的结果与血清 ＨＣＶ结果

间阳性符合率达到了９３．５％，相关系数狉２ 也由未稀释前的０．

１３提高到了０．８７。ｑＰＣＲ对实验室环境、标本、设施及设备要

求比较高，要求用ＥＤＴＡ抗凝血或血清标本送检
［６］。若是肝

素抗凝血送检，建议采用阴性血清稀释的方法来降低肝素的干

扰，但检测的结果会较实际低（影响量可能与肝素残留量有

关），结果仅供临床参考，不能作为血液中 ＨＣＶ水平或治疗效

果评价的依据。
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·临床研究·

铜绿假单胞菌医院感染分布及耐药性分析

李　强
１，吴正华２

（江苏省盐城市阜宁县人民医院：１．检验科；２．医院感染管理科　２２４４００）

　　摘　要：目的　了解该院铜绿假单胞菌（ＰＡＥ）的分布及耐药情况，为合理应用抗菌药物和预防控制医院感染提供依据。方法

　对该院２０１０年１月至２０１５年１２月临床检出的２０３株ＰＡＥ的临床科室分布及对１０种抗菌药物的耐药性作回顾性分析，采用

ＤＬ９６ＭＩＣ法或ＫＢ纸片扩散法进行药敏试验，按美国临床实验室标准化委员会（ＣＬＳＩ）标准判断结果。结果　ＰＡＥ的检出以

痰标本多见，占７１．９２％（１４６株）；ＰＡＥ在呼吸科的检出明显高于其他病区；ＰＡＥ对头孢哌酮／舒巴坦的耐药率最低，为６．５％，检

出泛耐药ＰＡＥ（ＰＤＲＰＡ）３株，占１．４８％。结论　该院ＰＡＥ的耐药形势２０１３年以后好转，呼吸病房是该院预防控制的重点科室，

临床医生应根据标本来源，ＰＡＥ的分布和耐药情况，合理选用抗菌药物。

关键词：铜绿假单胞菌；　耐药性；　抗菌药物

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１７．０１．０５３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１７）０１０１２４０３

　　铜绿假单胞菌（ＰＡＥ）是革兰阴性杆菌，属于非发酵菌中的

假单胞菌属，是引起医院感染最常见的条件致病菌之一，它广

泛分布在自然界环境的水、空气与土壤之中，常定植于健康人

皮肤、黏膜、呼吸道、胃肠道等部位，当人体免疫力低下时，往往

成为机会致病菌导致医院感染，ＰＡＥ是呼吸科、重症监护病房

（ＩＣＵ）医院感染的重要病原菌之一，因其易定植、变异和耐药

机制的复杂性等特征，使其成为临床抗菌治疗中亟待解决的难

题，国外有报道ＰＡＥ感染病死率高达５．１％
［１］，随着抗菌药

物、免疫抑制剂、肿瘤化疗等药物的广泛应用，导致医院感染

源、易感人群和感染途径大大增加，使医院感染呈日益严重的

趋势。为探讨本院ＰＡＥ医院感染的现状，为临床提供诊断和

治疗依据，笔者对２０３株ＰＡＥ及其感染病例进行了临床与实

验室探讨，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　菌株来源　２０１０年１月至２０１５年１２月，本院各科室送

检的各类临床标本培养出的２０３株ＰＡＥ（同一患者相同部位

重复分离的菌株仅选１株进行统计），其中耐亚胺培南ＰＡＥ２５

株。标本来源为痰液１４６份，脓液２５份，尿液１６份，血液１５

份，其他标本１份。

１．２　质控菌株　ＰＡＥＡＴＣＣ２７８５３由卫生部临床检验中心

提供。

１．３　细菌培养与鉴定、药敏试验　按照《全国临床检验操作规

程》第３版进行细菌分离培养，细菌鉴定与药敏试验采用ＤＬ

９６微生物鉴定、药敏系统结合ＫＢ纸片扩散法，药敏结果按照

美国临床实验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）标准判读结果。

１．５　统计学处理　采用ＤＬ９６软件和 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７

进行数据录入和分析，分析方法为一般频数分布。

２　结　　果

２．１　菌株情况　２０１０年１月至２０１５年１２月本院住院医院感

染患者感染性标本中共分离ＰＡＥ２０３株，标本来源及构成见

·４２１· 国际检验医学杂志２０１７年１月第３８卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１
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