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  摘 要:目的 探索组织均质前处理赘生物标本适宜条件,验证组织均质处理临床标本的使用效果,提高

赘生物病原体检出率。方法 首先通过定量培养,选择条件验证菌株的菌液稀释度。在不同温度、转速和时长

条件下验证金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、近平滑念珠菌、戈登链球菌及艾肯菌均质处理后的存活数。选择菌

株存活数无差异的均质程序进行菌株和赘生物组织的同时处理,确定组织破碎程度较高和菌株存活数较多的

最佳条件。最后进行临床赘生物标本均质处理,将均质后的标本进行增菌分离培养和染色镜检后统计阳性率,
与传统剪碎、研磨方法进行比对。结果 1麦氏浊度的菌悬液取10

 

μL进行定量培养时1∶1
 

000稀释是适宜

的稀释倍数;在温度为4
 

℃、-20
 

℃及-80
 

℃,转速和时长分别为6
 

m/s
 

1
 

min、4
 

m/s
 

1
 

min
 

30
 

s、4
 

m/s
 

1
 

min
条件下,验证菌株的存活数与对照菌液差异无统计学意义(P>0.05);在-20

 

℃放置30
 

min,6
 

m/s
 

1
 

min条件

下,组织破碎效果和菌株存活状况最佳;30份感染性心内膜炎患者心脏瓣膜赘生物直接培养阳性率为20.0%,
剪碎培养阳性率为16.7%,研磨培养阳性率为20.0%,均质直接培养阳性率为23.3%,均质增菌培养阳性率为

36.7%,均质增菌培养联合镜检阳性率为76.7%。结论 均质处理临床心脏瓣膜赘生物标本的最佳条件是

6
 

m/s
 

1
 

min、-20
 

℃;均质处理后培养阳性率明显提高;组织均质前处理后,培养联合镜检的方法能够进一步提

高病原体检出率;在组织病原体分离培养中,均质处理的方法是目前最佳的前处理方法,推荐临床验证和使用。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

suitable
 

conditions
 

for
 

pretreatment
 

of
 

cardiac
 

vegetations
 

by
 

homo-
geneous,verify

 

the
 

effectiveness
 

of
 

the
 

use
 

of
 

tissue
 

homogeneous
 

in
 

treating
 

clinical
 

samples,and
 

improve
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

pathogens
 

on
 

cardiac
 

vegetations
 

samples.Methods Select
 

appropriate
 

dilution
 

ratio
 

of
 

the
 

experimental
 

bacteria
 

strains
 

by
 

quantitative
 

culture.Verify
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus,E.coli,
Candida

 

parapsilosis,Streptococcus
 

gordon
 

and
 

Eikenella
 

corrodens
 

after
 

homogenization
 

under
 

different
 

tem-
perature,speed

 

and
 

duration
 

conditions.Pretreat
 

the
 

bacterial
 

strains
 

and
 

the
 

biological
 

tissue
 

under
 

the
 

pro-
gram

 

with
 

on
 

different
 

survival
 

number
 

of
 

the
 

bacterial
 

strains,find
 

the
 

best
 

conditions
 

for
 

tissue
 

fragmenta-
tion

 

and
 

higher
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

strains.The
 

clinical
 

samples
 

were
 

homogenized
 

by
 

homogeneous.Bacterial
 

culture
 

and
 

microscopic
 

examination
 

were
 

carried
 

out
 

after
 

homogenization.
 

Positive
 

rate
 

were
 

compared
 

with
 

the
 

traditional
 

methods,take
 

cutting
 

and
 

grinding
 

for
 

example.Results The
 

dilution
 

rate
 

of
 

1∶1
 

000
 

was
 

ap-
propriate

 

for
 

the
 

preparation
 

the
 

bacteria
 

working
 

solution
 

for
 

quantitative
 

culture
 

from
 

10
 

μL
 

bacteria
 

solu-
tion

 

of
 

1
 

Mc.Under
 

the
 

speed
 

of
 

6
 

m/s
 

1
 

min,4
 

m/s
 

1
 

min
 

30
 

s,4
 

m/s
 

1
 

min
 

at
 

temperatures
 

of
 

4
 

℃,-20
 

℃
 

and
 

-80
 

℃
 

conditions,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

of
 

the
 

survival
 

rate
 

between
 

the
 

verified
 

strains
 

and
 

the
 

control.
 

We
 

got
 

the
 

best
 

tissue
 

crushing
 

effect
 

and
 

survival
 

number
 

under
 

-20
 

℃
 

froze
 

for
 

30
 

min
 

6
 

m/s
 

1
 

min
 

conditions.A
 

total
 

of
 

30
 

clinical
 

cardiac
 

vegetation
 

samples
 

were
 

involved
 

in
 

this
 

study.the
 

positive
 

rate
 

of
 

normal
 

culture
 

was
 

20.0%,culture
 

after
 

cut
 

with
 

scissors
 

was
 

16.7%,culture
 

after
 

grinding
 

was
 

20.0%,
direct

 

culture
 

after
 

homogenization
 

was
 

23.3%,culture
 

after
 

enriching
 

of
 

the
 

homogenized
 

samples
 

was
 

36.7%,homogeneous
 

allied
 

with
 

microscopic
 

examination
 

was
 

76.7%.Conclusion The
 

best
 

conditions
 

for
 

·3592·国际检验医学杂志2021年12月第42卷第24期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,December
 

2021,Vol.42,No.24



homogeneous
 

instrument
 

treatment
 

of
 

clinical
 

heart
 

valve
 

biopsy
 

is
 

6
 

m/s
 

1
 

min,-20
 

℃.The
 

positive
 

rate
 

of
 

culture
 

after
 

homogeneous
 

treatment
 

is
 

significantly
 

improved.Allied
 

with
 

microscopic
 

examination
 

can
 

further
 

im-
prove

 

the
 

rate
 

of
 

pathogen
 

detection
 

after
 

tissue
 

homogeneous
 

pretreatment.Homogeneous
 

treatment
 

is
 

the
 

better
 

pre-
treatment

 

method
 

in
 

tissue
 

pathogen
 

separation
 

culture.Clinical
 

verification
 

and
 

use
 

are
 

recommended.
Key

 

words:infective
 

endocarditis; cardiac
 

vegetations; homogeneous; pretreatment; bacterial
 

culture

  感染性心内膜炎(IE)是一种罕见病,主要由病原

体感染心内膜所致,容易累及心脏瓣膜,特征性损伤

为心脏瓣膜的赘生物生成,其临床表现的多样性给临

床医生的诊断及治疗带来了很大的困难,年发生率为

1.5/100
 

000~9.6/100
 

000,致死率约为25%,具有非

常高的院内病死率和长期病死率[1-2]。目前,临床诊

断IE的证据主要包括患者临床症状,体征,感染性标

志物,胸或食管超声心动图、CT、核磁共振等影像学

结果,二代测序、血及赘生物培养等病原学检查结果

等[3-6]。目前,导致IE的病原体包括革兰阳性(G+)
球菌(以链球菌、金黄色葡萄球菌为主)、革兰阴性
(G-)菌(HACEK等)、真菌(念珠菌为主)及巴尔通

体等[7-10]。IE主要的治疗手段分为以使用抗菌药物

为主的内科治疗和以瓣膜修复或置换为主的外科治

疗[4,11-12],其中术后赘生物培养结果与抗菌药物使用

方案及术后复发率有关,不充分的抗菌药物治疗会导

致瓣膜置换术后感染复发,具有极高的病死率[10,13-15]。
但目前赘生物培养病原体检出率很低,如何充分释放赘

生物内病原体,提高病原体检出率是临床急需解决的问

题[3,16]。因此,本研究探讨了组织均质前处理赘生物标

本适宜条件,验证组织均质处理临床标本的使用效果,
以期提高赘生物标本的病原体检出率。
1 材料与方法

1.1 标本来源 收集2020年1-12月首都医科大学

附属北京安贞医院感染性心内膜炎患者外科手术中切

除的心脏瓣膜赘生物30份。
1.2 仪器与试剂 麦氏比浊仪(法国生物梅里埃)、
组织均质仪(杭州奥盛)、生物安全柜(ESCO)、二氧化

碳细菌培养箱(Thermo
 

Fisher
 

Scientific)、微生物鉴

定质谱仪(Bruker)、显微镜(NIKON)。细菌鉴定培

养液(BD);无菌拭子;金黄色葡萄球菌菌株;大肠埃希

菌菌株;近平滑念珠菌菌株;艾肯菌菌株;戈登链球菌菌

株;组织均质管;304不锈钢大钢珠(R=5
 

mm)、小钢珠
(R=3

 

mm);无菌手术剪;无菌手术钳;组织研磨器;血
琼脂增菌平板(OXOID);巧克力平板(郑州安图生物);
脑心浸液增菌肉汤、脑心浸液琼脂平板、脑心浸液琼脂

培养液(广州迪景)。
1.2 方法

1.2.1 质量控制 整个研究过程遵循以下措施保证

实验的质量。实验前进行手部卫生消毒和安全柜使

用前的乙醇喷拭;实验器材和耗材进行134
 

℃
 

8
 

min
压力蒸汽灭菌,通过灭菌指示卡和芽孢杆菌灭菌效果

监测,保证高压灭菌器的灭菌效果;实验耗材(钢珠、
组织均质管、手工组织研磨器)每批次进行无菌试验;
每批次脑心浸液增菌肉汤和分离培养用平板进行验

证菌株的生长实验和无菌实验;制订实验中组织均质

管破碎后的生物安全应急处理流程和预案(立即停止

组织均质,静置20
 

min后,打开组织均质的盖子用乙

醇喷洒、擦拭)。
1.2.2 实验方法 (1)组织均质前处理赘生物标本

适宜条件的探索和验证。①定量培养稀释度的确认:
用金黄色葡萄球菌做定量培养稀释度确认。取菌株

到5
 

mL鉴定培养液中调整菌量麦氏浊度为1,然后

取10
 

μL菌液加入10
 

mL的鉴定培养液中,调整为

1∶1
 

000稀释的工作菌液。取10
 

μL工作菌液按连

续划线法接种到血平板上进行定量培养,37
 

℃培养

24
 

h后观察,验证分离菌落与理论菌落(3
 

000
 

cfu)的
一致性。取100

 

μL的1麦氏浊度菌液加入9
 

900
 

μL
的麦氏浊度管中,调整为1∶100稀释工作菌液。然

后取10
 

μL工作菌液按连续划线法接种到血平板上

进行定量培养,37
 

℃培养24
 

h后观察,验证分离菌落

与理论菌落(33
 

000
  

cfu)的一致性。选择适宜的稀释

倍数(后文称之为“原稀释菌液”)进行菌株存活情况

验证。②不同条件菌株存活率验证:配制金黄色葡萄

球菌、戈登链球菌、大肠埃希菌、近平滑念珠菌、艾肯

菌5种细菌的鉴定培养液。每次准备16支组织均质

管,分为4组,管内依次加入2个大钢珠、3个小钢珠、
2个大钢珠,然后加入0.5

 

mL提前配制好的鉴定培

养液,将每组的4支均质管分别标记-80
 

℃、-20
 

℃、4
 

℃及常温(RT),放入对应的冰箱中静置30
 

min。
取出不同温度的均质管进行均质模拟处理。均质处

理程序为3个循环,每个循环停顿10
 

s(inter),采用

不同的4个速度和时间,分别为6
 

m/s
 

1
 

min
 

30
 

s、6
 

m/s
 

1
 

min、4
 

m/s
 

1
 

min
 

30
 

s、4
 

m/s
 

1
 

min。取模拟

均质处理后的菌液10
 

μL,定量接种在分离培养血平

板上,同时取10
 

μL原稀释菌液进行定量培养。35
 

℃
 

24
 

h后观察菌落形成数量(cfu),验证不同模拟条件

处理时细菌存活情况。③不同条件组织破碎效果验

证:选择菌株存活数无明显差异的模拟均质处理条件

进行组织破碎效果的验证。在组织均质管内加入顺

序为2个大钢珠、3个小钢珠、赘生物组织、2个大钢

珠,加入500
 

μL鉴定培养菌液。不同的均质程序进

行均质处理后,肉眼观察和涂片显微镜观察赘生物组

织的破碎程度。按组织破碎效果最佳、菌株存活数无

明显降低的均质程序进行临床心脏瓣膜赘生物组织

的均质处理。(2)临床赘生物标本的均质处理。临床

送检的新鲜心脏瓣膜赘生物组织标本同时进行3种

不同的前处理,分别为均质仪均质处理、剪刀剪碎处

理和研磨管手工研磨处理。收到的瓣膜赘生物标本

用无菌手术剪将病变部位平均剪成3块,每块直径大
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约为5
 

mm,要尽可能地使每一块都含有明显病变的

组织或钙化组织。①均质前处理:在均质管中依次放

入2个大钢珠、3个小钢珠,然后放入其中一小块剪下

的赘生物组织,再放入2个大钢珠,然后加入0.5
 

mL
的脑心浸液琼脂培养液,盖紧管盖后放入-20

 

℃冰箱

中,30
 

min后取出进行均质处理,均质处理程序为6
 

m/s
 

1
 

min。经前期标本验证发现,仅需2个循环就

可以将组织充分破碎,在后续实验中均调整为2个循

环。均质处理后,取组织匀浆10
 

μL定量接种在血琼

脂平板、巧克力平板和脑心浸液琼脂平板上进行直接

分离培养,CO2 孵育箱35
 

℃
 

培养24
 

h后进行菌落观

察和鉴定。同时,再取匀浆涂8张玻片,分别进行革

兰染色1张、抗酸染色1张、真菌荧光染色1张、瑞氏

染色1张,剩余4张作为备片使用。涂片染色后,先
用×10显微镜观察染色是否均匀,有无真菌孢子及菌

丝等较大病原体,然后再转换到×100油镜下观察是

否有链球菌、G+ 球菌、G- 球菌、G- 杆菌及 G+ 球杆

菌。剩余组织匀浆全部转移入脑心浸液琼脂培养液

中进行增菌培养,然后次日进行分离培养,分离培养

的培养基和条件同均质后直接分离培养。②手工研

磨前处理:取第2块剪出的赘生物组织,用无菌手术

剪尽可能剪碎后放入手工研磨器中,同时加入0.5
 

mL脑心浸液琼脂培养液一起进行手工研磨。充分研

磨后,将全部研磨后组织液用无菌吸管转换到脑心浸

液琼脂培养液中进行增菌培养,次日进行分离培养,
培养基及条件同上。③手工剪碎处理:取第3块剪出

的赘生物组织,用无菌手术剪尽可能剪碎后,转移入

脑心浸液琼脂培养液中进行增菌培养,次日进行分离

培养,培养基及条件同上。(3)分离培养和镜检。临

床标本采用不同方法进行病原体检测,比较不同方法

或组合的病原体检出率。①直接培养:标本不进行任

何前处理,脑心浸液增菌培养后进行分离培养;②剪

碎培养:将标本尽可能剪碎成为细小颗粒(直径1~2
 

mm)后,脑心浸液进行增菌培养后,再进行分离培养;
③研磨培养:手工组织研磨器(管)研磨的标本进行增

菌培养后,再进行分离培养;④均质直接培养:组织均

质前处理后,直接取匀浆进行分离培养;⑤均质增菌培

养:组织均质前处理后,匀浆转移入脑心肉汤增菌培养,
然后进行分离培养;⑥均质后镜检:均质处理后的组织

标本(匀浆)进行涂片、革兰染色和显微镜镜检观察病原

体。(4)病原体种属鉴定。分离培养有病原体生长时,
利用全自动微生物鉴定质谱仪进行病原体(细菌、真菌)
的种属鉴定。质谱鉴定方法按照实验室标准操作程序

进行。有真菌生长时,通过棉兰染色进行形态学鉴定。
2 结  果

2.1 稀释倍数的选择 1∶100的稀释倍数在培养基

上形成的菌落过于密集,而1∶1
 

000的稀释倍数能够

形成密度适中的菌落,采取此倍数验证均质处理后菌

落的存活情况。
2.2 不同均质条件下病原体的存活率 初次实验验

证,金黄色葡萄球菌在6
 

m/s
 

1
 

min
 

30
 

s各温度下均

未长菌,所以后续实验的其他5种菌株筛除了此转速

条件。其中金黄色葡萄球菌在各转速及温度条件下

生长情况与原稀释菌液无明显差异。戈登链球菌筛

除了6
 

m/s
 

1
 

min中的-80
 

℃和RT条件。大肠埃希

菌筛除了6
 

m/s
 

1
 

min中的-80
 

℃条件。近平滑念

珠菌筛除了6
 

m/s
 

1
 

min中的4
 

℃和RT条件。艾肯

菌只有在6
 

m/s
 

1
 

min中-80
 

℃和-20
 

℃、4
 

m/s
  

1
 

min
 

30
 

s中-20
 

℃和4
 

m/s
 

1
 

min中-80
 

℃和

-20
 

℃条件下生长无明显差异。不同均质程序下验

证菌株存活结果见表1。
2.3 不同均质条件组织破碎效果及细菌存活情况 
4

 

m/s
 

1
 

min
 

30
 

s和4
 

m/s
 

1
 

min条件下组织未被均

匀打碎,管内仍有1~2
 

mm 的组织块。而6
 

m/s
 

1
 

min条件下组织被均匀打成泥浆泡沫状,模拟赘生物

标本处理时实验菌株的存活情况见表2。

表1  5种均质程序验证菌株在不同均质程序下的存活情况(cfu)

均质条件
金黄色葡萄球菌

-80
 

℃-20
 

℃4
 

℃ RT

戈登链球菌

-80
 

℃-20
 

℃4
 

℃ RT

大肠埃希菌

-80
 

℃-20
 

℃4
 

℃ RT

近平滑念珠菌

-80
 

℃-20
 

℃4
 

℃ RT

艾肯菌

-80
 

℃-20
 

℃4
 

℃ RT
6

 

m/s
 

1
 

min
 

30
 

s 0 0 0 0 - - - - - - - - - - - - - - - -
6

 

m/s
 

1
 

min 102 103 103 103 <10 103 102 <10 10 103 103 103 102 102 10 <10 10 10 0 0
4

 

m/s
 

1
 

min
 

30
 

s 103 103 103 103 103 103 103 103 102 103 103 103 103 103 103 103 <10 10 <10<10
4

 

m/s
 

1
 

min 102 102 102 102 103 103 103 103 103 103 103 103 103 103 103 103 10 10 <10<10
原稀释菌液 103 103 103 103 10

  注:-为无数据。
 

表2  加入赘生物标本后不同条件下模拟菌株

   存活情况(cfu)
均质条件 金黄色葡萄球菌 大肠埃希菌 近平滑念珠菌 艾肯菌

6
 

m/s
 

1
 

min
 -80

 

℃ 102 102 10 <10
 -20

 

℃ 102 102 102 10
 4

 

℃ 10 102 10 <10
稀释菌液

 RT 102 102 102 10

2.4 临 床 赘 生 物 标 本 均 质 处 理 后 培 养、镜 检 结

果 30份临床赘生物标本经过不同前处理程序进行

处理后,分离培养出的病原体包括凝固酶阴性葡萄球

菌、肠球菌、棒杆菌、链球菌、念珠菌、莫拉菌、青霉菌、
曲霉菌、芽孢杆菌(可疑污染菌)。部分标本疑似存在

处理前标本采集送检过程中的污染,部分标本在手工

研磨处理过程中存在污染的现象。研磨后镜检可直

接观察检出的病原体包括G+球菌、G+链球菌、真菌、

·5592·国际检验医学杂志2021年12月第42卷第24期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,December
 

2021,Vol.42,No.24



G+杆菌等。革兰染色镜检可见较多染成阳性的沉

渣,疑似钢珠在研磨过程中剧烈碰撞导致材质脱落造

成。30份临床心脏瓣膜赘生物标本均质后培养、镜检

结果见表3。

表3  30份临床赘生物标本均质处理后培养、镜检结果

序号 检验号 血培养 直接培养 剪碎培养 研磨培养 均质直接培养 均质增菌培养 镜检 备注

1 3004079181 - 无 无 无 无 无 G+球菌 -

2 3009706366 - 无 - - 无 无 无 -

3 3009865429 - 无 非发酵棒杆菌 非发酵棒杆菌 无 无 G-杆菌 疑似污染

4 3010071431 无 无 无 无 无 无 G+球杆菌 -

5 3010124145 无 无 无 蜡样芽孢杆菌 无 无 疑G+球菌 研磨污染

6 3010204436 - 无 非发酵棒杆菌 非发酵棒杆菌 非发酵棒杆菌 非发酵棒杆菌 G+球杆菌 既往污染

7 3010284309 无 奥斯陆摩拉菌 无 无 奥斯陆摩拉菌 奥斯陆摩拉菌 G-杆菌 -

8 3010308925 无 粪肠球菌 粪肠球菌 粪肠球菌 粪肠球菌 粪肠球菌 G+球杆菌 -

9 3010301973 无 无 无 无 无 无 G+球菌 -

10 3010145342 无 无 无 无 无 无 无 -

11 3004970089 - 无 无 无 无 无 无 -

12 3005049527 - 无 无 - 无 无 G+球杆菌 -

13 3005049527 - 无 无 无 无 无 无 -

14 3006622523 - 无 无 无 无 2
 

cfu粪肠球菌 大量真菌 -

15 3006595021 无 无 无 粪肠球菌 无 无 G+球杆菌 不确定

16 3006868255 无 无 无 无 无 无 无 -

17 3005031217 - 无 无 无 无 无 G+球菌 -

18 3006519461 无 无 无 蜡样芽孢杆菌 无 无 无 研磨污染

19 3004128959 佩腾科夫葡萄球菌 无 无 蜡样芽孢杆菌 无 无 无 研磨污染

20 3004718482 -
人葡萄球菌和

表皮葡萄球菌
表皮葡萄球菌 蜡样芽孢杆菌 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌 G+球菌 研磨污染

21 3005762980 - 蜡样芽孢杆菌 蜡样芽孢杆菌 蜡样芽孢杆菌 蜡样芽孢杆菌 蜡样芽孢杆菌 G+杆菌 -

22 3003459086 - 戈登链球菌 戈登链球菌 戈登链球菌 戈登链球菌 戈登链球菌 链球菌 -

23 3003556412 无 无 胶红酵母菌 人葡萄球菌 胶红酵母菌 胶红酵母菌 酵母菌孢子 研磨污染

24 3006234754 - 无 无 无 无 无 疑似G+杆菌 -

25 3004776194 - 无 无 蜡样芽孢杆菌 无 根特节杆菌 无 -

26 3004776194 - 无 无 人葡萄球菌 无 人葡萄球菌 疑似G+球菌 -

27 3010410534 无 无 无 无 无 无 疑似G+杆菌 -

28 3004334982 - 无 无 无 无 无 G+球菌 -

29 3006825403 - 无 无 人葡萄球菌 无 无 疑似G+球菌 研磨污染

30 3003612039 表皮葡萄球菌 污沟罗氏球菌 污沟罗氏球菌 污沟罗氏球菌 污沟罗氏球菌 污沟罗氏球菌 G+球菌 -

  注:-表示未进行实验或无相关内容;无表示无细菌生长或未见细菌。

  均质直接培养的阳性率较研磨培养升高,可达

23.3%。均质增菌培养阳性率可达36.7%。均质后

增菌培养联合镜检阳性率高达76.7%。不同前处理

方法病原体检出情况见表4。
表4  赘生物标本不同前处理条件病原体检出结果

处理方法
阳性

(n)
阴性

(n)
检查阳性率

(%)
污染率

(%)
培养时间

(d)
直接培养 6 24 20.0 - 2~3
剪碎培养 5 25 16.7 6.7 3~4
研磨培养 6 24 20.0 36.7 3~4
均质直接培养 7 23 23.3 3.3 2~3
均质增菌培养 11 19 36.7 13.3 3~4
均质后镜检 23 7 76.7 - 2~3
均质增菌培养+镜检 23 7 76.7 - -

  注:-为无数据。
 

  处理的30份标本中,研磨培养阳性6例,阴性24
例,均质增菌培养阳性11例,阴性19例,均质增菌培

养联合镜检阳性23例,阴性7例。研磨培养与均质

增菌培养病原体阳性率分别为20.0%、36.7%,差异

有统计学意义(χ2=2.052,P=0.126)。研磨培养与

均质 增 菌 培 养 联 合 镜 检 的 病 原 体 阳 性 率 分 别 为

20.0%、76.7%,差异有统计学意义(χ2=17.954,P<
0.001)。
3 讨  论

  目前,在心脏瓣膜赘生物标本或其他人体组织标

本微生物培养前处理方面,尚无足够的研究明确最佳

的组织前处理方案。仅在人工假体等骨科组织标本

前处理中,超声波前处理、表面研磨处理、酶消化处

理、化学物质处理等方案有极少的研究证明不同的前
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处理方法细菌培养阳性率差异较大[17-19]。本研究中,
针对心脏瓣膜标本,探索了不同的前处理程序,以提

高瓣膜赘生物标本微生物培养阳性率及病原体检

出率。
均质条件探索实验证明,6

 

m/s
 

1
 

min;-20
 

℃条

件是处理临床瓣膜标本的适宜条件。此条件下病原

体存活数最多,可以将组织完全被打碎,使得组织内

的病原体得到充分释放,而且组织均质管也无破碎情

况,并且只有在-20
 

℃下细菌存活数与原稀释菌液无

明显差异,其他温度下,细菌可能受温度或高或低的

影响而死亡。但在6
 

m/s
 

1
 

min
 

30
 

s时,4种温度(-
80

 

℃、-20
 

℃、4
 

℃、RT)条件下组织均质管均有出现

管壁或管底破碎的情况,可能由于在6
 

m/s
 

1
 

min
 

30
 

s条件下转速过高导致。在-80
 

℃其他转速条件

下也会出现均质管破碎情况,原因可能是均质管温度

过低,脆性提高,在均质处理过程中,均质管温度又急

剧升高,温差突然的改变导致管壁破碎。所以后期尚

需改进以下几点:(1)工业化均质在临床应用时应加

入温控系统进行简化操作,适应不同生物学特性的病

原体,提高菌株存活率;(2)选择优质耗材(均质管),
提高均质管条件耐受范围。

均质增菌培养联合镜检的方法能够明显提高病

原体检出率。均质处理心脏瓣膜赘生物可降低手工

操作污染率,同时组织充分破碎,病原体充分释放。
均质化处理后显微镜镜检可发现一些不可培养的病

原体,并可根据镜检结果选择和调整培养条件,从而

提高病原检出率。均质增菌培养病原检出率最高,但
是报告时间相对延长(1

 

d)。仍需改进的是镜检中镜

下会有沉渣影响,沉渣由钢珠在均质过程中互相剧烈

碰撞,材质破碎所致,后续实验可以更换更加优质的

钢珠,或用瓷珠代替。另外,均质前处理方法相对手

工研磨来说,污染率已经大大减少,但实验过程中污

染问题仍是存在的,例如将组织放入组织均质管的过

程中,取均质后增菌培养液进行分离培养接种时,依
旧有可能会被污染,所以这些步骤中应尽可能地去规

范实验操作,避免污染。
研磨培养与均质增菌培养标本结果相比,差异无

统计学意义(P>0.05),可能是因为本次试验入组的

标本量过少导致,组织标本较多的实验室可进一步增

加样本量,进行统计分析。由于部分病原体镜检观察

可见而培养阴性,导致均质增菌培养联合镜检与研磨

培养相比,病原体检出率明显升高。例如部分病原菌

营养要求较高,实验室内无法培养或部分病原体在使

用抗菌药物后已死亡导致培养阴性。
综上所述,推荐临床组织标本进行均质前处理。

感染性心内膜炎心脏瓣膜赘生物的特性是纤维结缔

组织致密,部分瓣膜存在“钙化”情况,不易通过手工

研磨或酶消化处理释放内部的病原体,并且手工研磨

或剪碎处理不能够将病原体充分释放。而均质处理

的优点在于耗材成本低,手工操作流程少,标本被污

染的概率降低,临床瓣膜组织标本得到充分破碎,使

得组织内的病原体充分释放,提高了病原体的检出率

和镜检阳性率,适用于外科手术量大的临床医院,节
省时间,且方便快捷。
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(95%CI:0.678~0.918),说明神经酰胺C16对脑出

血后抑郁具有较好的诊断能力。
本研究结果显示,随着病程的进展血清神经酰胺

C16、C24及C16/C24总体上有逐渐向健康人群水平

接近的趋势。其他学者研究PSD多发生于脑卒中发

病后1年内,3个月内发病率尤其较高[16];
 

另有研究

认为,PSD发病高峰在脑卒中后1个月[17],也有报道

称发病高峰在脑卒中后
 

3~6
 

个月[18-19]
 

。本研究虽然

发现脑出血后随病程进展以上3项指标的水平呈现

一定规律性变化,但未发现在脑出血后每个病程组3
项指标比较有明显差异,可能与研究对象、标本类型、
方法学、评估时间点和用于测量抑郁的工具不同

有关。
综上所述,脑出血后神经酰胺C16水平升高可能

会增加抑郁发生的风险,C16也有望成为诊断脑出血

后抑郁的生物标志物之一。
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