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实时荧光定量
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检测临床标本的前处理方法研究进&

Q
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%
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#
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实时荧光定量
958

检测临床标本的前处理方法研究进展

王
"

玮!鲁清月!李振红!高利飞!杜
"

美!付光宇

"郑州安图生物工程股份有限公司!河南郑州
1/00+=

$

""

摘
"

要"

958

检测技术中!生物标本的前处理单靠一种方法也往往难以实现全覆盖&快速分析的要求!需要

多种前处理方法相结合来满足
958

检测的需求%目前!临床
958

检测标本前处理研究缺乏统一的标准操作规

程!大多数都是根据商品
958

检测试剂盒厂家提供的说明书要求进行操作%各个常见病原体的实时荧光定量

958

检测项目采用了不同类型临床标本!本文对这些不同标本的检测前处理方法进行了总结%

关键词"实时荧光定量
958

#

"

检测前处理#

"

综述

!"#

!

+0.-6=6

"

>

.?<<@.+=A-21+-0.,0+7.0-.0,,

中图法分类号"

811=.+

文章编号"

+=A-21+-0

"

,0+7

$

0-20---201

文献标识码"

4

""

实时荧光定量
958

技术于
+66=

年由美国
4

N

2

N

H?&L"?B<

K

<D&:<

公司推出%与常规
958

相比%它具有

特异性强-灵敏度高-重复性好-定量准确-自动化程

度高-全封闭反应等优点%现已成为分子生物学研究

中的重要工具&

+

'

(近年来%实时荧光定量
958

技术

在临床病原体检测领域的应用越来越广泛%但多种类

型临床标本中存在的
958

抑制物可能影响检测结果

的准确性%如粪便标本中的胆盐-多聚糖%血液标本中

的亚铁血红素-血红蛋白-

(

'

\

%尿液中的尿酸-尿素等

都具有抑制
958

的作用(目前%临床上一般对
958

检测标本进行预处理%以减少
958

抑制物对检测结

果的影响(多种类型临床标本的不同前处理方式对

后续
958

检测结果的影响较大%如何在降低对
958

的抑制的同时保持检测的特异性至关重要(实时荧

光定量
958

检测常常被用在临床常见传染性性疾病

的检测中%不同检测项目对应不同类型的标本%见表

+

(本文对这些不同标本的检测前处理方法进行了

总结(

E

"

血液前处理方法

""

血液是实时荧光定量
958

检测中重要的体液标

本%较其他标本类型成分更为复杂(血液标本类型包

括血清-血浆和全血%目前临床应用定量
958

法检测

病毒性肝炎%如乙型肝炎病毒#

!"#

$-丙型肝炎病毒

#

!5#

$等均采用血清或血浆标本(利用多种荧光定

量
958

法可同时检测血清-血浆中
!"#

-

!5#

病毒

水平&

,

'

(针对检测项目的不同血清-血浆标本类型对

应的采血管也不同%共分为普通血清管-促凝管-分离

胶管-

])$4

管-枸橼酸钠管
/

种采血管%不同采血管

对应的标准前处理方式见表
,

(

""

由于肝素是一种非特异的核糖核酸酶抑制剂%不

能通过核酸提取过程将其去除%所以对后续
958

扩

增检测有严重干扰(研究发现%

+000e

"

:R

肝素对

荧光定量
958

检测确实有明显的抑制作用&

-

'

%所以

肝素钠采血管对于定量
958

标本不适用(

现代医学技术快速发展%核酸
958

扩增技术在

我国血站中的应用也越来越广泛%该技术能让酶免疫

检测方式的窗口期有效缩短%有效检出各种因素引起

的漏检%让输血感染病毒的概率降低&

1

'

(一般情况

下%在血液筛查传染病检测中%针对传统的核酸提取

方法%例如氯仿抽提%醇试剂沉淀等方法%对全血标本

直接病毒核酸提取%不对标本进行前处理%但血液中

的胆红素-血红蛋白对后续扩增有一定的影响&

/

'

%特

别是脂血-溶血对定量
958

检测低浓度病原体标本

影响很大&

=

'

(所以文献中也报道了不同病毒核酸提

)

---

)

国际检验医学杂志
,0+7

年
,

月第
-6

卷第
-

期
"

(@DQREPS&L

!

T&P%JE%

K

,0+7

!

#BH.-6

!

3B.-



取%血液标本前处理过程(蔡桂君等&

A

'报道利用淋巴

细胞分离液分离全血中淋巴细胞提取人类疱疹病毒
1

型#

]"

病毒$核酸%处理过程为取
+:R

全血标本加入

等量无菌生理盐水稀释%加入
,:R

淋巴细胞分离液%

按试剂操作说明书%

,/00%

"

:?@

离心
+/:?@

%小心吸

取全部红细胞表面的白色细胞层%将白细胞层直接用

于核酸提取(张姝等&

7

'报道向全血标本加入
/

倍体

积红细胞裂解液%

+0:?@

后离心%弃上清%重复裂解
+

次%收集白细胞于
,00

!

R

生理盐水成白细胞悬液后%

提取白细胞中人巨细胞病毒#

!5S#

$病毒核酸(两

种全血标本前处理方法均与全血血浆定量
958

检测

结果对比%发现处理后明显高于未处理标本结果%且

两种前处理过程中均能有效消除胆红素与血红素对

定量
958

的影响(

F

"

痰液标本前处理方法

""

目前临床上痰液标本主要用于检测结核分枝杆

菌%痰液成分较复杂%主要包含黏液-异物-病原微生

物%各种炎症细胞及坏死脱落的黏膜上皮细胞等成

分%由于痰中黏单白-酸性糖蛋白-

5E

,d水平高%导致

痰液黏稠度很高%所以痰液在参与核酸提取前需要进

行特殊的前处理%才能够参与后续
958

扩增(

表
+

""

常见传染性疾病实时荧光定量

"""

958

检测的主要标本类型

主要标本类型 项目

血清"血浆
!"#

!5#

人免疫缺陷病毒#

!(#

$

全血 血液筛查

分泌物拭子 人乳头瘤病毒#

!9#

$

淋球菌#

5$

$

沙眼衣原体#

3\

$

解脲支原体#

ee

$

呼吸道病毒

"

族链球菌#

\"Z

$

尿液-全血-血清"血浆-乳汁
!5S#

全血-血清"血浆
]"

病毒

痰液 结核分枝杆菌#

S$"

$

粪便 肠道病毒#

]#A+

-

54+=

$

表
,

""

临床不同采血管的标准前处理方法

采血管类型 标本前处理方法

普通管
静置

=0:?@

或放置于
-A`

温箱或水浴锅
-0:?@

%离心#离心机有效半径
+/G:

%

-000%

"

:?@

%

+0:?@

$

促凝管 轻轻颠倒混匀
/

次%静置
-0:?@

%离心#离心机有效半径
+/G:

%

-000%

"

:?@

%

+0:?@

$

分离胶管 轻轻颠倒混匀
/

次%采样后静置
-0:?@

%离心#离心机有效半径
+/G:

%

-000%

"

:?@

%

+0:?@

$

])$4

管 轻轻颠倒混匀
=

"

+0

次%离心#离心机有效半径
+/G:

%

-/00%

"

:?@

%

+0:?@

$

枸橼酸钠管 轻轻颠倒混匀
-

"

1

次%离心#离心机有效半径
+/G:

%

-/00%

"

:?@

%

+0:?@

$

""

有研究报道%痰液前处理方法在
958

检测技术

上多种多样(邬小薇报道&

6

'向收集的痰液标本中加

入等体积的
1V3E*!

碱溶液%

-A`

液化
-0:?@

左

右%取一定体积液化后的痰液标本进行离心%弃上清

留沉淀%用
+:R

生理盐水清洗沉淀
,

次后%沉淀直接

用于病原体核酸提取%后续参与
958

扩增检测(有

学者报道了
1

种对痰液处理的方法%其中除了
3E*!

液化痰液方法外%还提到!#

+

$将
ZEGGB:E@@B

溶液#每

/0:R

固定液中含
/0V

乙醇
17:R

%

,V9]\+:R

-

0.-V

利福平
+:R

$和二硫苏糖醇#

)$$

$液#

0.+

'

)$$

-

0.A7

'

3E5H

-

0.0,

'

W5H

-

0.++,

'

3E!

,

9*

1

-

0.0,

'

W!

,

9*

1

%加 水 至
, R

%使
)$$

浓 度 为

0.00/V

$等体积混合%

+

"

,

倍体积加入到痰液中%振

摇液化
-0:?@

后备用*#

,

$痰液用
+

"

,

倍体积液化剂

#

0./V32

乙酸
2R

半胱氨酸-

+.1/V

枸橼酸钠-

,V

氢氧

化钠$振摇液化
-0:?@

%经过
9"Z

缓冲液清洗
,

遍后%

离心弃上清%沉淀直接参与
)34

核酸提取&

+0

'

(同时

文岚等&

++

'报道%利用
+0V)$$

法-

0.,/V $%

KN

<?@

法

和
100e

"

:R5F

K

:BD%

K

<?@

法对临床痰液进行前处

理%处理过程简单为痰液标本加入
+

"

,

倍体积处理

液%

-A`

孵育
-0:?@

%离心弃上清%沉淀直接用于

)34

核酸提取(

除了文献报道的关于痰液处理液及前处理过程

外%多项专利中也提到多种痰液处理液配方(迟大利

等&

+,

'申请专利中提到%痰液处理液成分为
+V

#

V

"

?

$

9]\

%

0.= ::BH

"

R )$$

-

+-.1 ::BH

"

R 3E5H

-

0.-::BH

"

R W5H

-

+ ::BH

"

R 3E!

,

9*

1

-

+ ::BH

"

R

W!

,

9*

1

-

/0 ::BH

"

R])$4

-

0.+V

#

?

"

?

$

$%?DB@̂2

+00

-

+0::BH

"

R$%?<2!5H

#

N

!

值为
7.0

$(何拥军

等&

+-

'申请的痰液处理液主要由醇类-双蒸水-氯化钠-

磷酸盐-灭菌剂苯酚和黏液分解剂组成%醇类占处理

液总体积的
+/V

"

-0V

%双蒸水补充不足的处理液体

积(按
+00:R

计算%痰液处理液中氯化钠
0./

"

,./

'

%磷酸盐
0.+

"

-.0

'

%苯酚
+.0

'

%黏液分解剂

+.0

"

-.0

'

(其中黏液分解剂描述为从动物气管-软

结缔组织中提取的一种中性黏多糖肽%此种黏多糖肽

)

1--
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7/V

为
"

型%其余
+0V

为
4

型和
5

型(黏液分解肽

为白色结晶性粉末-无臭%理化性质稳定%其药理功能

为加速呼吸道黏液的分解%缓解症状(郭严等&

+1

'专利

中描述痰液处理液由两种溶液
4

-

"

按照
Ai+,

混合

搅拌
+0:?@

后使用%其中
4

液取蒸馏水
=/:R

%放入

量杯中%量取硼酸
0.=

'

-

])$4

二钠
0.+

'

-

Z)Z0.+

'

%分别加入量杯中搅拌
+0:?@

充分溶解*

"

液取无水

乙醇
+0:R

-异丙醇
,0:R

-黏液溶解剂
/:R

加入量

杯中搅拌
+0:?@

混匀(

综合文献及专利报道%不同前处理试剂及方法处

理痰液对于
958

检测结核杆菌
)34

核酸效果各不

相同%提取的
)34

模板浓度和纯度只能作为参考的

指标而不应作为决定性的指标%最终的扩增结果在评

价中将起着更为重要的作用(

G

"

分泌物拭子标本前处理方法

""

分泌物拭子标本一般用于临床性传播疾病病原

体的检测%如单纯疱疹病毒
'

型-

!9#

-

3\

-

ee

-奈

瑟淋病双球菌等(临床对分泌物拭子标本处理过程

较为简单%基本过程为向采取后的拭子标本中加入

0./

"

+:R

无菌生理盐水%涡旋震荡混匀后%

+,000

%

"

:?@

离心
/:?@

%弃上清%取沉淀参与后续核酸提取

及
958

扩增过程&

+/

'

(

H

"

体液&尿液#乳汁#胸腔积液#腹水#脑脊液#肺泡灌

洗液'标本前处理方法

""

体液标本类型较多%临床常见标本类型有尿液-

乳汁-胸腔积液-腹水-脑脊液-肺泡灌洗液等%常见检

测项目为
S$"

-

!5S#

-

!"#

-呼吸道病原体#肺炎

支原体-军团菌等$及其他细菌类等(并且根据文献

中的报道%将收集到的体液标本经过离心%弃上清%留

取沉淀直接参与核酸提取&

+=2,0

'

(根据核酸提取试剂

厂家或原理的不同%体液也可直接抽取标本用于核酸

提取%然后经
958

扩增进行检测&

+7

'

(但是一些特殊

标本例如乳汁%由于乳汁中成分较为复杂%富含脂肪-

蛋白质及乳糖%需要经过离心后%选取中层乳清为检

测标本参与核酸提取及
958

扩增过程&

+6

'

(

I

"

粪便标本前处理方法

""

临床
958

技术利用粪便标本在细菌及肠道病毒

检测比较常见%但是粪便标本中的胆盐-多聚糖对

958
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