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　　细菌性阴道病（ＢＶ），也称特异性阴道炎，临床表现为妇女

阴道分泌物增多、伴有典型的腥臭味、呈灰白色、均匀稀薄、黏

度较低。阴道加德纳菌（ＧＶ）是细菌性阴道病的重要致病菌之

一［１２］。ＧＶ感染可引起输卵管异位妊娠、胎膜早破、产褥期感

染、新生儿早产等不良妊娠结局［３４］。最新报道 ＧＶ能明显刺

激人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）在单核巨噬系统Ｔ淋巴细胞中的

表达，与 ＨＩＶ的传播率增高有关
［５］。菌种保存是分析该菌株

流行病学、耐药性变迁、医院感染病原学调查的基础，一般常用

的菌种保存方法有多种［６８］，如：冷冻干燥保存法、磁珠法、滤纸

法、肉汤保存法等。本文采用３种不同方法保存阴道加德纳

菌，旨在为临床筛选出操作简便、实用、成本低廉的保存方法，

现报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株和培养基　共５１株，其中５０株为本院２０１４～２０１５

年妇产科门诊患者泌尿生殖道分泌物中的分离菌，１株为标准

菌株（ＡＴＣＣ１４０１８）（上海宝录生物公司代购，批号４１０８９２），

人血哥比琼脂培养基（自制）。

１．２　保存介质　滤纸（杭州富阳），甘油（四川西陇化工），脱脂

奶粉（内蒙古伊利）。

１．３　仪器设备　－１８℃冰箱（德国西门子），－８０℃冰箱（日

本三洋），ＣＯ２ 水套式恒温箱（上海博讯），生物安全柜（济南鑫

贝西）。

１．４　方法

１．４．１　标准菌株复苏　标准菌种平衡至室温后打开外包装，

捏碎菌种顶部内安瓶部分，使水化液流入含有菌种的底部，然

后反复挤压软管底部促使细菌悬液分布均一。取出已经浸透

细菌悬液的拭子接种于人血哥伦比亚琼脂培养基［９］，３５℃，

５％ＣＯ２ 孵育４８ｈ。

１．４．２　滤纸保存法　将普通定性滤纸剪成２．５×０．８ｃｍ条状

物高压灭菌备用（１２１℃，１５ｍｉｎ），无菌操作滤纸刮取经过５％

ＣＯ２ 孵育４８ｈ的菌株放入无菌ＥＰ管，用胶袋封口。

１．４．３　甘油保存法　ＥＰ管加入１ｍＬ甘油高压灭菌（１２１℃，

１５ｍｉｎ），无菌操作滤纸刮取经过５％ ＣＯ２ 孵育４８ｈ的菌株，

放入已灭菌的无菌甘油ＥＰ管中，用胶袋封口。

１．４．４　牛奶保存法　１０ｇ脱脂奶粉，０．５ｇＮａＣｌ加入１００ｍＬ

蒸馏水，搅拌溶解后每支ＥＰ管分装１ｍＬ高压灭菌（１２１℃，

１５ｍｉｎ），无菌操作滤纸刮取经过５％ ＣＯ２ 孵育４８ｈ的菌株，

放入已灭菌的无菌牛奶ＥＰ管中，用胶袋封口。

１．４．５　菌种保存　将上述３种方法制备好的菌株分别置

于－１８℃和－８０℃冰箱保存。

１．４．６　阴道加德纳菌复苏　分别于１、２年将阴道加德纳菌纳

菌接种于人血哥比琼脂培养基，５％ ＣＯ２ 孵育４８ｈ后观察。

每株每种方法复苏３支菌，计算平均存活率。

１．４．７　复苏后菌种鉴定　法国梅里埃 ＡＰＩＣｏｒｙｎｅ棒状杆菌

鉴定试剂盒。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，计数

资料以率表示，比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

　　阴道加德纳菌按照不同方法分别置于－１８℃和－８０℃

冰箱，回复至室温后再取出接种。５％ ＣＯ２ 孵育４８ｈ，细菌生

长情况见表１、２。

表１　　阴道加德纳菌３种保存方法（－１８℃）

保存方法 菌株（狀） １２个月存活率（％） ２４个月存活率（％）

滤纸法 ５１ ０（０／５１） ０

甘油法 ５１ ３．９（２／５１） ０（０／５１）

牛奶法 ５１ １００．０（５１／５１） ７８．４（４０／５１）

表２　　阴道加德纳菌３种保存方法（－８０℃）

方法 菌种（狀） １２个月存活率（％） ２４个月存活率（％）

滤纸法 ５１ ３．９（２／５１） ０（０／５１）

甘油法 ５１ ８４．０（４２／５１） ９．８（５／５１）

牛奶法 ５１ １００．０（５１／５１） ９２．２（４７／５１）

　　如表１所示：－１８℃保存，牛奶保存法１２、２４个月存活率

分别为１００．０％和７８．４％，甘油保存法分别为３．９％、０％，滤纸

法均为０％。３种方法之间差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

表２显示－８０℃条件下，每种保存方法相对于－１８℃存活率

都有所提高，３种方法组间差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

由表１、２可知：在加入保护剂（甘油、牛奶）的保存环境比单独

只采用滤纸保存效果更好，－８０℃比－１８℃保存效果更好。

经统计学比较，－８０ ℃牛奶保存法１２、２４个月存活率为

１００．０％、９２．２％与其他两种方法比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。

复苏后菌种采用法国梅里埃ＡＰＩＣｏｒｙｎｅ棒状杆菌试剂盒

鉴定，成功复苏的菌种生化反应均没有变化，与目标菌鉴定结

果相符。

３　讨　　论

　　菌种保存的基本原理是挑选适宜的介质环境使其处于休

眠状态，降低新陈代谢速度，长期保存后仍能保持菌种原有的
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优良特性。基本措施：低温、真空、干燥、加入保护剂。目前，国

内大多数文献所报道采用冷冻真空干燥法保存效果最

好［１０１１］。此法是将微生物在低温中迅速冷冻，真空状态下脱

水干燥密封而成。但真空干燥设备价格昂贵，操作繁琐，不适

于医院菌种保存工作中普遍开展。国内学者徐雅娟等［１２］将牛

奶保存法应用于金黄色葡萄球菌、溶血性链球菌等２９种临床

常见细菌保存，结果发现菌株保存３６个月后显示存活率

１００．０％。罗桂梅等
［１３］采用牛奶保存法保存８５株淋球菌，２年

内复活率９７．７％。表明牛奶保存法不仅可以用于普通细菌的

保存，同样也可应用于苛养菌的保存。

阴道加德纳菌属苛养菌，营养要求高，在已有的文献中没

有专门针对此菌的保存方法研究［１４１５］。本文比较３种方法对

阴道加德纳菌的保存效果，结果发现：－８０℃牛奶保存法１２、

２４个月存活率分别为１００．０％、９２．２％，相比于其他方法，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。研究同时表明，低温对于阴道加德

纳菌保存有明显延长作用，其中甘油法－８０℃，１２个月存活率

（８４．０％）明显高于同期－１８℃存活率（３．９％）。

本研究表明，将牛奶保存法应用于阴道加德纳菌的保存是

可行的。－８０ ℃牛奶保存１２个月、２４个月存活率分别为

１００．０％、９２．２％。阴道加德纳菌牛奶保存法具有操作简便、成

本低廉等特点，值得推广应用。
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　　甲状腺是人体的一个重要的内分泌腺，甲状腺激素调控着

人类的生长发育和代谢活动。甲状腺疾病是最常见的内分泌

疾病，其诊断需要结合病史、临床表现和实验室检查，其中实验

室血清甲状腺激素等检测结果尤为重要［１］。在日常检验工作

中，标本溶血作为分析前标本不合格中最常见的情况，通常会

影响检验结果的准确性，进而影响临床医生的诊断［２］，故被作

为不合格而拒收是分析前质量控制（ＱＣ）的重要措施。标本溶

血对化学发光免疫法测定血清游离甲状腺素（ＦＴ４）、血清游离

三碘甲腺原氨酸（ＦＴ３）、促甲状腺激素（ＴＳＨ）、抗甲状腺过氧

化物酶抗体（ＴＰＯＡｂ）有无干扰，本文对此进行了分析探讨，

现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机抽取２０１４年１０月至２０１５年６月在襄

阳市中医医院健康体检合格者（血脂等正常）６０例空腹静脉

血，分别均分于３支促凝管中（注意避免溶血），其中１支离心

分离血清作为非溶血标本；１支使用玻璃棒将其中的血块轻轻

搅拌捣碎，离心后使其呈明显红色以模拟轻度溶血现象；１支

采用以前法用力搅拌捣碎模拟重度溶血现象。将分离溶血血

清于４℃存放待测。

１．２　仪器与试剂　贝克曼ＤＸＩ８００化学发光免疫分析仪及配

套试剂盒，质控品批号ＬＯＴ４０３０２。

１．３　方法　按标准操作程序（ＳＯＰ文件），用贝克曼ＤＸＩ８００

化学发光免疫分析仪测定非溶血和溶血标本的 ＦＴ４、ＦＴ３、

ＴＳＨ和ＴＰＯＡｂ的浓度。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析。其

中计量资料以狓±狊表示，比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异
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