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聚合酶链反应在乙型肝炎母婴传播基因诊断中的应用研究
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摘
!

要"目的
!

探究聚合酶链反应在乙型肝炎"简称乙肝#母婴传播基因诊断中的临床价值$方法
!

使用聚合酶链反应对

"$ED

年
;

月至
"$E!

年
;

月收治的已感染
/&X

孕产妇
E$<

例与其新生儿股静脉血液
/&X.:K7

水平进行检测$结果
!

单纯性

乙肝患者血清内
/&57

L

阳性组的
/&X.:K7

水平明显比抗
./&+

和抗
./R5

阳性组高!差异有统计学意义"

!

$

$F$!
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/&57R

阳性组和
/&+7R

阳性对照组中有部分患者的
/&X.:K7

水平较高!证实胎儿出现宫内感染的概率和母体血清
/&X.:K7

水平

存在关联性!其母体中
/&X.:K7

水平升高!胎儿出现宫内感染的概率也就越大$结论
!

使用定量检测的方式对孕产妇血液内

/&X.:K7

水平加以检测!可以全面反映出孕妇疾病的传染性!进而实现预计
/&N7

L

阳性孕产妇胎儿出现宫内感染的风险强

弱!之后有针对性地对高危人群实施治疗!全面减少其宫内感染的发生率$

关键词"宫内感染&
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当前#乙型肝炎$乙肝%病毒$

/&X

%的母婴传播力已经成

为学术界所关心的问题'

E

(

)聚合酶链反应$

%(Y

%首次由外国

学者
B2*U*

提出#该检测方式当前已经被应用在多种疾病的诊

断#在诊断
/&X

感染方面也突显出重要地位)当前
/&X

子

宫内感染已经被国内外学者所证实'

"

(

)结合实际情况#本文选

择
"$ED

年
;

月至
"$E!

年
;

月本院收治的已感染
/&X

的孕妇

$

E$<

例%血清和新生儿静脉血
/&X.:K7

为研究标本#使用酶

联免疫吸附试验$

?@AB7

%对其血清乙肝标记物进行研究#全面

观察孕产妇血清内
/&X

水平和胎儿宫内感染的关系#现报道

如下)

@
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资料与方法
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!

一般资料
!

选择
"$ED

年
;

月至
"$E!

年
;

月本院收治的

已感染
/&X

孕产妇
E$<

例与其新生儿股静脉血液
/&X.:K7

为研究标本)年龄
";F#

!

;;F=

岁#平均$

"=FDJ;F#

%岁)经临

床诊断#孕产妇符合最新全国病毒性肝炎会议中制定的关于乙

肝的诊断标准)所有孕妇均为单胎生产#新生儿平安降生)在

其怀孕
;"

周时#每月为其注射高价免疫球蛋白#并对其分娩前

后的外周血加以采集#同时使用乙肝疫苗实施全程免疫)在新

生儿出生之后
EO

#将
/&X.:K7

或者
/&N7

L

阳性视为宫内

感染)现依照孕妇血清
?@AB7

检测结果#将其分成
/&57

L

阳

性对照组$

#D

例%#

/&57R

阳性组$

"!

例%和
/&+7R

阳性对照

组$

EI

例%)各组受试者年龄等基线资料差异无统计学意义
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方法
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!

/&X.:K7

的定量检测
!

本实验所使用的试剂盒均由

北京诺康生物制剂有限公司生产#其引物序列为
%E

!

!f.76(

(6Z(6Z(676Z((6(76(66.;f
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%#荧探针的序

列为
!f.6ZZ(67 Z66 67(67Z 6Z((76 66Z.;f

$
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/&X.:K7

的相关标准由本院诊断中心提供)本实验使

用碱裂解法#在血清内提取出
/&X.:K7

'

;

(

)将各个反应管

放在全自动荧光检测设备中#扩增条件如下!在
I;\

环境中预

变性
"G*8

#后按照
I;\D!N

+

!!\E"$N

做
D$

个循环)使用

德国西门子公司生产的全自动荧光
%(Y

设备进行相关工作)

在实施
%(Y

过程中#持续性检测反应体系内的荧光信号改变

情况#如果信号加强到某一个特定阈值$结合荧光信号基线平

均值与标准值差#算出将
IIF=]

置信度大于平均值#即为阈

值%的时候#循环次数就会被记录#这个循环参数和
%(Y

体系

内初始
:K7

对数之间存在线性关系#后使用标准化
/&X.

:K7

创建回归方程#结合标本的循环次数值#能够精准地算出

:K7

数量#经由计算机可分析出定量结果#最终值为对数值)
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!

质量控制
!

各项试验中设置的双份阴性对照与
!

个含

量不一的
/&X.:K7

阳性对照#在各个标准中选择两个孔当

作计算结果#本实验使用
CT,U

提出的预防污染方式进行相关

操作)

@FAFB

!

/&X

血清标志物检测
!

对于该项标志物#本实验使用

?@AB7

进行检测#试剂提供厂家为北京诺康生物制剂有限

公司)

@FB

!

统计学处理
!

使用
B%BB"$F$

专业统计学软件#计量资

料以
DJE

表示#组间比较采用
B

检验&计数资料以率表示#组

间比较采用
!

" 检验&以
!

$

$F$!

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

AF@

!

标准化
/&X.:K7

定量分析结果
!

/&X

定量阳性质量

控制标准样品经过荧光定量聚合酶链反应$

)a.%(Y

%#将初始

复制数对数视为横坐标#将循环阈值当作纵坐标#可以得出直

线型标准曲线#经计算#其斜率为
V"F;;#

)阳性关系系数为

$FI!#"

)上述结果证实#使用循环次数实施定量的精准性)

AFA

!

E$<

例
/&X

感染者血清内
/&X.:K7

水平和标志物之

间的关系
!

血清
/&57

L

阳性对照组的
/&X.:K7

水平明显

高于
/&57R

阳性组与
/&+7R

阳性对照组#差异有统计学意

义$

!

$

$F$!

%)在阳性
/&57R

阳性组和
/&+7R

阳性组内#一

部分孕产妇
/&X.:K7

呈现出了较高水平)

/&57

L

阳性对

照组#

/&57R

阳性组和
/&+7R

阳性对照组的孕产妇血清

/&X.:K7

对数均值分别是
DFI<JEF$"

+

;F#"J$F<<

+

"FI#J

EF$#

#两两相比#组间数据差异有统计学意义$

!

$

$F$!

%)详

情见表
E

)
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!

E$<

例新生儿相关情况
!

本次实验相关研究结果证实#

E$!

例新生儿的
/&X.:K7

水平在常规范围内#

;

例
/&X.

:K7

水平为
"F;[E$

;

+,

10

"

"

@

#与之相对应的标志物为

/&57

L

和
/&+7R

阳性#其母体的乙肝标志物为
/&+7R

+

/&.

+7

L

和
/&57

L

#新生儿
:K7

定量情况为
"F![E$

!

+,

10

"

"

@

)

在本次试验中#新生儿静脉
/&+7R

阳性共计
D;

例)

/&N7

L

和
/&+7R

阳性共计
=

例)

/&+7R

#

/&N7R

和
/&57R

阳性共

计
;

例)
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表
E

!!

单纯性
/&X

感染孕产妇血清
/&X.:K7

含量和标志物之间的关联性

小组类别
?@AB7

阳性
+ :K7

定量阳性'

+

$

]

%(

/&X.:K7

定量范围$

+,

10

"

"

@

%

/&57

L

阳性对照组
/&N7

L

#

/&57

L

#

/&+7

L

#D #D

$

E$$F$$

%

EF;[E$

"

!

#F![E$

#

/&57R

阳性组
/&57R

#

/&57

L

#

/&N7

L

"! E=

$

#<F$$

%

EF"[E$

;

!

;F<[E$

!

/&+7R

阳性对照组
/&+7R

#

/&N7

L

#

/&57

L

EI <

$

D"FEE

%

DF;#[E$

D

!

!FEI[E$
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注!

/&X.:K7

定量如果小于
E$

"

#可以被视为阴性#无需计算在内)

B

!

讨
!!

论

随着我国医疗技术的不断进展#

)a.%(Y

已经成为了实施

基因诊断的主要方式)从最早的斑点杂交法开始#到后来的

%(Y.?@AB7

等#

%(Y

的定量精准性和假阳性污染为临床工作

人员面临的两个难题'

D

(

)这主要体现在以下两个方面!第一#

使用上述方式实施检测#和各式各样的
%(Y

后续处理分不开#

这些处理过程会令数量庞大的
%(Y

生成物弥散到空气中#进

而出现假阳性现象'

!

(

)第二#上述方式的定量法主要是针对

%(Y

产物进行的#但
%(Y

存在的平台效应在很大程度上影响

了
%(Y

初始数量与最终产物相关性#令精准性不佳#

)a.%(Y

以常规方式为基础#增加双标记探测针#一个标记于探针
!f

#

被称之为荧光报告基团#另外一个标记于探测针
;f

#被称为荧

光抑制剂基团#上述两个物质可以被构成能量传递结构'

#

(

#探

针在没有特异
%(Y

出现时#荧光信号并不会发生改变#如果存

在
%(Y

扩增#探针会在
%(Y

过程中被
62

3

酶
!fV;f

活性切

断#抑制作用下降#报告基团荧光信号提升#伴随着
%(Y

的进

展#其产物越多#信号越强'

=

(

)动态实时定量
%(Y

就是基于上

述原理进行的)和以往方式存在差异#这种方法使用全封闭测

量#并不需要对
%(Y

进行再次处理#以防止污染#在此同时也

使用了动态检测技术#令
(9

值和初始模板数量呈现出线性关

系#有着较强定量精准性#另外使用电子监测的方式#替代既往

观察#灵敏度得以提升'

<

(

)

早在
"$

世纪
I$

年代#我国就实现了对新生儿的乙肝疫苗

接种#使得新生儿罹患乙肝的概率明显下降#但值得说明的是#

对于在宫内发生感染的新生儿#在出生后使用乙肝疫苗并没有

特别显著的效果'

I

(

#因此这部分新生儿极易演变成
/&X

携带

者)造成宫内感染发生的原因相对复杂#当前还没有公认性较

强的
/&X

宫内检测标准#目前学术界对新生儿肝脏组织内

/&X.:K7

检测较为理想#但这种方式实际操作起来相对困

难'

E$

(

)

在本次试验中显示#孕妇的
/&X.:K7

感染阳性检出率

较高#且呈现为三种表象#血清
/&57

L

阳性对照组的
/&X.

:K7

水平明显比
/&57R

阳性组与
/&+7R

阳性对照组高#差

异有统计学意义$

!

$

$F$!

%)在阳性
/&57R

阳性组和
/&.

+7R

阳性组内#一部分孕产妇
/&X.:K7

呈现出了较高水平)

证实单纯性乙肝患者血清内的
/&57

L

可以代表
/&X

活

跃性#

)a.%(Y

可在基因定量其水平进一步证明了
/&57

L

能

够全面反映出乙肝复制水平#在本次试验中可证实#在出现宫

内感染的患儿中#大部分患者的
/&57

L

呈现出阳性#且
/&X.

:K7

水平较高#证实
/&57

L

阳性患者#其新生儿出现宫内感

染的概率要比
/&57

L

阴性者大#证明两者之间存在较强关

联性)

对于本试验中涉及的
/&X.:K7

阳性者#在
/&57R

与

/&+7R

阳性组内#部分患者
/&X.:K7

水平超出常规#证实

/&57

L

水平减少和
/&57R

与
/&+7R

水平上升并不能表示

其病毒复制能力下降或者病情好转)

在本试验中#有个别案例呈现为
/&57

L

阴性但
/&X.

:K7

水平提升#证实
/&57

L

阴性但
/&X.:K7

阳性者其新

生儿依旧可能发生宫内感染)由此能够看出#使用母体
/&X.

:K7

来判断其传染性和宫内发生感染风险更具有说服力)

综上所述#使用定量检测的方式对孕产妇血液内
/&X.

:K7

水平加以检测#可以全面反映出孕妇疾病传染性#进而实

现预测
/&N7

L

阳性孕产妇胎儿出现宫内感染风险的强弱#之

后有针对性地对高危人群实施治疗#全面减少其宫内感染发

生率)
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