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不同乳汁成分乙型肝炎病毒ＤＮＡ定量检测的结果分析
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　　摘　要：目的　分析不同乳汁成分中乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）ＤＮＡ定量检测的结果，为乳汁标本 ＨＢＶＤＮＡ检测提供参考和

依据。方法　对１５２例乙肝产妇乳汁分别选用混匀乳汁、乳酪、乳清和沉淀进行 ＨＢＶＤＮＡ定量检测。结果　选用不同的检测

对象时，ＨＢＶＤＮＡ检测的阳性率差异无统计学意义（χ
２＝０．４３７，犘＝０．９３３）；ＨＢＶＤＮＡ载量间差异有统计学意义（犉＝２．８３５，

犘＝０．０４３），沉淀中 ＨＢＶＤＮＡ载量高于乳清中 ＨＢＶＤＮＡ载量；两两比较后，混匀乳汁、乳酪、乳清间检测结果差异无统计学意

义（犘＞０．０５），混匀乳汁、乳酪、沉淀间检测结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　对乳汁标本进行 ＨＢＶＤＮＡ定量检测时，

混匀乳汁可能是更为适合的检测对象。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）可以通过血液、唾液、乳汁等传播，

母婴传播是 ＨＢＶ传播的重要途径。利用血清 ＨＢＶＤＮＡ定

量检测体系对乳汁标本 ＨＢＶＤＮＡ进行检测已经广泛用于临

床和试验研究［１３］。乳汁是一种较为特殊的体液，经过自然沉

淀或离心后形成以乳酪、乳清和沉淀为主的３种成分，在乳汁

ＨＢＶＤＮＡ检测中，不同的学者所选取乳汁成分各不相同，多

以乳清或者沉淀为对象进行检测［４６］。目前尚少见使用不同乳

汁成分进行 ＨＢＶＤＮＡ检测结果一致性方面的报道，故对于

不同学者间的研究成果是否具有可比性存在疑虑。作者在将

高载量 ＨＢＶＤＮＡ阳性定值血清掺入阴性乳汁建立的自制

ＨＢＶＤＮＡ阳性乳汁模型中发现，同一样品不同乳汁成分中检

测出的 ＨＢＶＤＮＡ 载量并不一致
［７］。由于该模型中 ＨＢＶ

ＤＮＡ是外来掺入乳汁中，与真实乳汁中 ＨＢＶＤＮＡ的存在形

式和分布情况可能存在差异，为此本文对１５２例产妇乳汁标本

选用不同成分作为研究对象进行 ＨＢＶＤＮＡ定量检测，通过

比较和分析检测结果，试图发现不同乳汁成分 ＨＢＶＤＮＡ检

测规律，为临床和科研工作中选用适当的乳汁成分进行 ＨＢＶ

ＤＮＡ检测提供依据和参考。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１４年１０月至２０１５年１２月于本院妇产科

分娩，根据２０００年全国病毒性肝炎学术会议修订的《病毒肝炎

防治方案》诊断标准确诊的１５２例乙肝产妇，年龄１８～３９岁，

平均（２６．０７±４．８１）岁。

１．２　方法

１．２．１　标本采集及处理　产后待初乳分泌后，无菌操作采集

３～４ｍＬ乳汁于无菌干燥试管密封后－２０℃保存待检。

１．２．２　乳汁不同成分的 ＨＢＶＤＮＡ检测　将收集到的待检

乳汁标本按检测对象不同分为混匀乳汁组、乳酪组、乳清组、沉

淀组，各组 ＨＢＶＤＮＡ载量检测按以下方法进行：（１）以混匀

乳汁作为检测对象：将乳汁标本充分混匀后，取乳汁２００μＬ，

加入４５０μＬＤＮＡ提取液和４μＬ内标溶液，震荡混匀１５ｓ，瞬

时离心数秒后，于１００℃干式恒温器处理１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ备用；取上清液２０μＬ 加入 ＨＢＶＰＣＲ 反应管

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心数秒后上机扩增。（２）以乳酪、乳清、沉淀作

为检测对象：将乳汁标本３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分别取乳酪

层、中间乳清层、底部沉淀各２００μＬ，加入４５０μＬＤＮＡ提取液
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和４μＬ内标溶液，震荡混匀１５ｓ，瞬时离心数秒后，于１００℃

干式恒温器处理１０ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ备用；取上清

液２０μＬ加入 ＨＢＶＰＣＲ反应管１２０００ｒ／ｍｉｎ离心数秒后上

机扩增。（３）结果分析按试剂盒操作说明书进行。

１．３　仪器与试剂　ＨＢＶＤＮＡ核酸定量检测使用中山大学达

安基因股份有限公司生产的 ＤＡ７６００核酸扩增仪及其配套

ＨＢＶＤＮＡ核酸定量检测试剂盒。

１．４　统计学处理　各检测结果 ＱＤＮＡ均进行对数转化为

ＬＧＱＤＮＡ，采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行分析，计量资料以狓±狊表

示，组间差异比较采用方差检验，多组数据均值两两比较采用

ＳＮＫ检验，计数资料比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同乳汁成分 ＨＢＶＤＮＡ检测结果　１５２例乙肝产妇乳

汁 ＨＢＶＤＮＡ检测阳性率见表１，不同乳汁成分 ＨＢＶＤＮＡ

检测阳性率间差异无统计学意义（χ
２＝０．４３７，犘＝０．９３３）。所

有乳汁成分 ＨＢＶＤＮＡ检测均为阳性者共２２例，其不同成分

ＨＢＶＤＮＡ载量检测结果见表１。对４种乳汁成分ＨＢＶＤＮＡ

载量结果进行方差检验，结果显示４种乳汁成分中 ＨＢＶＤＮＡ

检测结果间差异有统计学意义（犉＝２．８３５，犘＝０．０４３）。

表１　　乳汁不同成分 ＨＢＶＤＮＡ检测结果

乳汁成分 狀 阳性（狀） 阳性率（％）
ＨＢＶＤＮＡ载量

（狓±狊，ＩＵ／ｍＬ）

混匀乳汁１５２ ２４ １５．８ ４．０８±０．８１

乳酪 １５２ ２２ １４．５ ３．９６±０．６８

乳清 １５２ ２３ １５．１ ３．８６±０．７０

沉淀 １５２ ２６ １７．１ ４．４７±０．７３

　　注：表示所有成分 ＨＢＶＤＮＡ检测均为阳性的２２例乳汁标本。

２．２　乳汁 ＨＢＶＤＮＡ载量分布情况　乳汁标本中，不同成分

ＨＢＶＤＮＡ载量分布情况见表２，比较不同乳汁成分中 ＨＢＶ

ＤＮＡ载量的分布情况发现，差异无统计学意义（χ
２＝８．４９９，

犘＝０．２０４）。

表２　　乳汁 ＨＢＶＤＮＡ载量分布情况［狀（％）］

载量区间

（ＩＵ／ｍＬ）
混匀乳汁 乳酪 乳清 沉淀

＜２ １２８（８４．２） １３０（８５．５） １２９（８４．９） １２６（８２．９）

２～＜４ １１（７．２） １２（７．９） １５（９．９） 　７（４．６）

４～６ １３（８．６） １０（６．６） 　８（５．２） １９（１２．５）

３　讨　　论

　　由于 ＨＢＶＤＮＡ定量检测试剂盒说明书中，并未对乳汁

标本的检测事项进行说明，虽然在《实时荧光ＰＣＲ技术》中对

于乳汁中布鲁菌和分枝杆菌ＤＮＡ的提取分别选用乳汁整体

和重悬后的沉淀作为对象［８］，但也未明确乳汁中 ＨＢＶＤＮＡ

的提取方法，这使得多数学者在对乳汁标本进行 ＨＢＶＤＮＡ

检测时，对选择检测对象缺乏有效的参考，也有不少学者尝试

对乳汁标本进行前处理使其更适用于血清 ＨＢＶＤＮＡ检测体

系［９１０］。乳汁分泌后作为一种浑浊非匀质液体，需要检测的是

能代表其整体的 ＨＢＶＤＮＡ载量，本文之所以对乳汁进行离

心选用乳清或者沉淀作为检测对象，多数是基于提高检测的准

确性和阳性率的考虑。

在本研究中，使用混匀乳汁、乳酪、乳清、沉淀作为检测对

象时，ＨＢＶＤＮＡ检测的阳性率间差异无统计学意义（χ
２＝

０．４３７，犘＝０．９３３），乳汁中不同成分 ＨＢＶＤＮＡ载量的分布情

况间的差异也无统计学意义（χ
２＝８．４９９，犘＝０．２０４）。阳性乳

汁中检测出的 ＨＢＶＤＮＡ载量分布在１０２～１０
６ＩＵ／ｍＬ；但在

乳清与沉淀中 ＨＢＶＤＮＡ 载量的分布差异有统计学意义

（χ
２＝７．２３４，犘＝０．００７）：乳清中 ＨＢＶＤＮＡ载量主要分布在

１０２～１０
４ＩＵ／ｍＬ，沉淀中 ＨＢＶＤＮＡ载量主要分布在１０４～

１０６ＩＵ／ｍＬ。

通过对４种乳汁成分 ＨＢＶＤＮＡ载量进行方差分析，发

现检测结果间差异有统计学意义（犉＝２．８３５，犘＝０．０４３）。为

确定哪些成分的检测结果不同，本文继而进行ＳＮＫ检验，结果

显示：（１）混匀乳汁、乳酪、乳清间的检测结果差异无统计学意

义（犘＞０．０５）；（２）混匀乳汁、乳酪、沉淀间的检测结果差异无

统计学意义（犘＞０．０５）；（３）乳清与沉淀间的检测结果差异有

统计学意义（犘＜０．０５），沉淀检测结果高于乳清检测结果。造

成这一现象的原因考虑是因为乳汁中 ＨＢＶＤＮＡ主要以游离

或物理吸附的形式存在于乳汁悬液和脂肪颗粒、沉淀物表面，

通过离心病毒颗粒更多地吸附于沉淀或者脂肪颗粒表面，从而

使得乳清中病毒颗粒的载量小于等体积沉淀中的载量；而这种

物理吸附导致的差异幅度较小，使得乳清与混匀乳汁、沉淀与

混匀乳汁中的 ＨＢＶＤＮＡ 载量间差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。从定量检测结果和阳性率来看，混匀乳汁与乳清、混匀

乳汁与沉淀间的差异均无统计学意义（犘＞０．０５），而其更能代

表乳汁整体的情况，并且以乳汁整体作为检测对象已被用作布

鲁菌中 ＨＢＶＤＮＡ检测的经典方法，因此考虑是否将混匀乳

汁作为乳汁标本 ＨＢＶＤＮＡ检测的对象更为合适。

实际上乳汁经离心或静置后形成乳酪、乳清、沉淀三层，这

三层并非由单一的组分组成，本文将上述三层分别转移至新的

离心管后再次离心发现依然会形成乳酪、乳清和沉淀三层，说

明简单的离心并不能将乳汁中的乳酪、乳清、沉淀严格地区分

出来。以乳清作为检测对象的优势在于缺少了大多数脂肪颗

粒和沉淀的影响，更接近于血清的物理形态，可能减少脂类、大

颗粒物质对 ＨＢＶＤＮＡ提取和扩增的抑制作用。但在研究中

发现，乳清中 ＨＢＶＤＮＡ的检测结果、阳性率与混匀乳汁间差

异无统计学意义（犘＞０．０５），说明乳清并不比混匀乳汁作为检

测对象有明显优势。以沉淀作为检测对象主要是参考分枝杆

菌中 ＨＢＶＤＮＡ提取方法，期望通过离心能使得乳汁中 ＨＢＶ

ＤＮＡ主要富集在沉淀中，从而提高检测的阳性率。然而本研

究发现经过离心后，沉淀中 ＨＢＶＤＮＡ检测的阳性率并不高

于混匀乳汁，定量检测结果与混匀乳汁间的差异也无统计学意

义（犘＞０．０５）。以乳酪作为检测对象进行 ＨＢＶＤＮＡ检测很

少见于报道，绝大多数学者都是采用弃上层脂质，取乳清／沉淀

进行 ＨＢＶＤＮＡ检测，这是基于大家普遍认为乳酪中的大量

的脂类将会对 ＨＢＶＤＮＡ检测造成较为明显的抑制作用。在

本研究中却发现，乳酪中不仅能够检测出 ＨＢＶＤＮＡ，而且与

其他乳汁成分相比 ＨＢＶＤＮＡ检测阳性率、检测结果间的差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。不过，依然不建议将乳酪作为
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ＨＢＶＤＮＡ的检测对象，因为：（１）乳酪容易吸附在微量吸嘴内

壁及外壁，使得其存在加样不准确的可能，从而影响检测结果

的准确性和重复性；（２）吸取乳酪时难免会混入部分乳清，使得

检测结果并不能完全代表乳酪中 ＨＢＶＤＮＡ的载量情况。本

文建议将混匀乳汁作为乳汁中 ＨＢＶＤＮＡ检测对象基于以下

考虑：（１）方法简单，无需离心或者自然沉淀的过程；（２）将乳汁

成分可能对 ＨＢＶＤＮＡ检测的影响均匀分摊，使其检测结果

与真值间的差异不会过大；（３）尽量使 ＨＢＶＤＮＡ在乳汁中分

布均匀，从而使得检测结果更能代表乳汁中 ＨＢＶＤＮＡ载量

的真实情况；（４）加样准确，不易因加样误差而影响检测结果。

乳汁标本中 ＨＢＶＤＮＡ定量检测方法的标准化还有许多

问题需要解决。本次研究的结果仅能反映出乳汁中不同成分

ＨＢＶＤＮＡ检测结果间的差异，由于缺乏专用的乳汁 ＨＢＶ

ＤＮＡ检测质控品，使得对于检测出的不同乳汁部分中 ＨＢＶ

ＤＮＡ结果的准确性缺乏判断依据。同时，由于本次研究中

ＨＢＶＤＮＡ阳性乳汁例数较少，乳汁中不同成分 ＨＢＶＤＮＡ

检测结果的差异仍需要通过更多标本的检测、更完善的试验设

计来探讨和研究。
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胺培南除外）的耐药率均明显高于单产 ＡｍｐＣ酶的３种表型

菌株的耐药率（犘＜０．０５），提示阴沟肠杆菌在产ＥＳＢＬｓ的同时

存在产 ＡｍｐＣ酶的话，会使细菌对抗菌药物的耐药性明显

提高。

综上所述，产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的阴沟肠杆菌存在的多

重耐药问题给临床抗感染治疗及控制耐药菌株的产生带来极

大困难，及时、准确地检测阴沟肠杆菌产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ情

况可以了解其耐药机制，对临床抗感染治疗有重要意义。当前

检测ＡｍｐＣ酶的方法多种多样，但还没有一种国际公认的标

准方法，有待广大的科研人员研究出一种简单、快速而准确的

检测方法。
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