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简便快速实用的杜氏利什曼原虫前鞭毛体培养方法
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　　【摘要】　目的　介绍一种简便快速实用的杜氏利什曼原虫前鞭毛体乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）离心管培

养方法。方法　对１例经形态学和血清学检查确诊的黑热病患者，采集其骨髓液用ＥＤＴＡＫ２ 离心管培养。结果

　经本法快速检出杜氏利什曼原虫的前鞭毛体，并经过再次重复试验也获得相同的结果。结论　ＥＤＴＡＫ２ 离心管

培养法是一种简便快速实用的杜氏利什曼原虫前鞭毛体培养方法。
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　　黑热病诊断的主要依据是检出杜氏利什曼原虫的利杜体

和／或前鞭毛体，用骨髓液涂片检查阳性率不高或因病原体的

形态不典型而不易辨认；体外培养法（三 Ｎ法或其改良法）虽

然可以提高检出率和诊断准确性，但方法繁琐、培养周期长，琼

脂碎片影响制片效果及对虫体形态的观察，实用性不满意。本

文对１例经形态学和血清学检查确诊的黑热病患者，采集其骨

髓液用ＥＤＴＡＫ２ 离心管培养法快速检出杜氏利什曼原虫的

前鞭毛体，并经过再次重复试验也获得相同的结果。现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　病例选择　选择本院２００８年７月经临床和骨髓细胞学

诊断为黑热病的１例病例，该病例经中国疾病预防控制中心寄

生虫病防治所丝虫病、黑热病、包虫病室最终确诊。

１．２　材料　１．０ｍＬＥＤＴＡＫ２ 离心管（俗称子弹头），由姜堰

市天力医疗器械有限公司提供。双相血培养瓶，由生物梅里埃

公司提供。

１．３　方法　抽取骨髓液０．５～１．０ｍＬ放入ＥＤＴＡＫ２ 离心管

内（１ｍＬ骨髓液含ＥＤＴＡＫ２ 的浓度为２～４ｍｇ）混匀，置２２

～２５℃温箱或室温培养２４ｈ后，取出按常规骨髓细胞学涂片、

染色，隔日观察１次。同时作骨髓细菌学培养；外周血涂片检

查；抽取静脉血５ｍＬ分离血清后送云南省寄生虫病防治所作

黑热病ｒｋ３９血清学试验。

２　结　　果

２．１　骨髓涂片巨噬细胞内可见数量较多的利杜体（图１）　经

ＥＤＴＡＫ２ 离心管培养２４ｈ后涂片镜检可见早期前鞭毛体，从

基体发出鞭毛粗短，长约２～５μｍ（图２）；经４８ｈ培养后涂片

镜检，可见粗短型或长梭型前鞭毛体，鞭毛长约５～１５μｍ（图

３）；经７２ｈ培养后涂片镜检可见大量成熟前鞭毛体，前鞭毛体

鞭毛清晰可见、形态典型，虫体多呈长梭型，大小约（１５～２０）

μｍ×（１．５～２）μｍ，动基体及从基体发出鞭毛清晰可见，鞭毛

长约１５～２０μｍ（图４），此特点与其在雌白蛉胃内发育过程基

本相一致，体外培养获得成功。该培养法虫体密度高，涂片背

景清晰，无其他病原体生长，形态典型、易于鉴别，有利于鉴别

诊断。

２．２　ＥＤＴＡＫ２ 离心管培养法涂片所见前鞭毛体易与荚膜组

织胞浆菌孢子和马尔尼菲青霉菌孢子相鉴别。

２．３　该病例采用ＥＤＴＡＫ２ 离心管培养法前后两次培养结果

一致，与三Ｎ培养法及改良培养法相比，ＥＤＴＡＫ２ 离心管培

养法简便、快速，培养时间明显缩短（７２ｈ）。

　　注：呈圆形或卵圆形，经瑞氏染色后细胞质呈淡蓝色或淡红色，细

胞核圆形呈红色或紫红色，核旁可见一细小杆状深染的动基体，与核呈

“Ｔ”字型。

图１　　巨噬细胞内可见多个利杜体

　　注：早期前鞭毛体多为粗短形，隐显可见粗短鞭毛，动基体深染，呈

紫红色。

图２　　骨髓培养２４ｈ后的早期前鞭毛体形态

　　注：前鞭毛体的鞭毛清晰可见，由短变长，发育为粗短型或梭型前

鞭毛体，动基体深染，呈紫红色。

图３　　骨髓培养４８ｈ后的前鞭毛体形态

　　注：前鞭毛体的鞭毛细长、清晰可见，发育为大量成熟前鞭毛体，呈

长梭型，并以纵二分裂法繁殖，动基体深染，呈紫红色。

图４　　骨髓培养７２ｈ后的前鞭毛体形态

２．４　黑热病ｒｋ３９免疫诊断试纸条血清学试验阳性；外周血涂

片染色镜检未见利杜体；骨髓细菌学培养１０ｄ无荚膜组织胞

浆菌和马尔尼菲青霉菌生长，无细菌生长，骨髓培养液涂片未

见杜氏利什曼原虫前鞭毛体。

３　讨　　论

黑热病是由杜氏利什曼原虫引起的，通过白蛉传播的慢性

地方性传染病。常引起全身症状，其临床主要特点是长期不规

则发热、贫血、消瘦、鼻出血、肝脾进行性肿大及全血细胞减少。

是危害严重的人畜共患寄生虫病。在我国主要分布于甘肃、青
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海、宁夏、四川、陕西、内蒙古、新疆和山西等地的丘陵山地。近

几年来黑热病非典型病例增多［１］，加之人口流动频繁，许多省

份首报病例多为输入性病例［２］，该病有向非流行区扩散趋势。

黑热病与荚膜组织胞浆菌病、马尔尼菲青霉菌病的临床表

现及病原体形态极易混淆。临床上３者均可表现为长期不规

则高热、消瘦、肝脾进行性肿大，全血细胞减少，临床不易鉴别。

对３种疾病的病原体加以鉴别是避免误诊的关键。未经体外

培养查找不到利什曼原虫前鞭毛体，又由于制片、染色及缺乏

形态学实践经验等诸多因素，３者不易鉴别，在非流行区常有

误诊报道［３］。诊断该病的关键是准确无误地查到病原体。本

文ＥＤＴＡＫ２ 离心管培养法培养的前鞭毛体，细长的鞭毛清晰

可见，动基体明显、着色较深，绝大多数检验人员特别是缺乏形

态学实践经验者易于辨认。

利杜体胞核占胞体１／３～１／２，核旁可见１个小而深染的

动基体；荚膜组织胞浆菌胞核占胞体１／３～１／２，部分孢子的胞

壁较厚，使其周围形成不着色的薄的空晕，形似荚膜；马尔尼菲

青霉菌大小不一，类圆形、长圆形或腊肠状，中间可见一浅染的

横隔［４］。利杜体形态典型、数量多，经形态学实践经验丰富的

检验人员细致辨认，３者亦可鉴别。但数量少、形态不典型者，

利杜体与后两者不易鉴别。三Ｎ培养基由于温度的作用和在

试管内较长时间的液体浸泡，使培养基变得脆而软，制片时出

现许多琼脂碎片，涂片前因反复洗涤、离心的作用均影响制片

效果［５］，加之培养时间较长（一般大于１０ｄ）、培养基制备繁锁，

应用效果欠佳，改良法虽然对三Ｎ培养基进行了改进，但与本

文介绍的ＥＤＴＡＫ２ 离心管培养法相比仍达不到简便、快速和

实用的效果。本研究建立的ＥＤＴＡＫ２ 离心管培养法前鞭毛

体形态典型，易于辨认，该培养法简便、快速（７２ｈ）、技术要领

易掌握，成本低廉，易于推广，实用性强，具有较高的应用价值。

简便快速培养出前鞭毛体对快速诊治黑热病及鉴别诊断具有

重要意义。

本文介绍的ＥＤＴＡＫ２ 离心管培养法，分别经２４、４８、７２ｈ

培养后，涂片染色镜检发现前鞭毛体的发育过程与其在雌白蛉

胃内发育过程相一致［６］，ＥＤＴＡＫ２ 离心管培养法杜氏利什曼

原虫前鞭毛体能快速生长发育可能与骨髓液在体外作为天然

培养基和／或ＥＤＴＡＫ２ 的作用有关，是ＥＤＴＡ的螯合作用或

是Ｋ离子的作用，还是抗凝剂促进了虫体的生化代谢反应，其

机制值得探讨。
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临床研究

ＬＴＳ３０００全自动液基薄层细胞制片染片系统在

宫颈病变筛查中应用

李荣敏，韦现阁，莫福志，韦平宣（广西河池市第一人民医院检验科，宜州　５４６３００）

　　【摘要】　目的　评价全自动液基薄层细胞（ＴＣＴ）制片染片系统在宫颈病变筛查中的临床应用价值。方法　采

用ＬＴＳ３０００液基薄层细胞制片染片系统对本院收集到２５２３例进行宫颈病变筛查，细胞学诊断未明确意义的不典

型鳞状上皮病变细胞（ＡＳＣＵＳ）和非典型腺细胞（ＡＧＣ）及以上者行阴道镜下宫颈活检，并进行病理组织学诊断。结

果　共检出阳性涂片１８１例，占７．１７％，其中ＡＳＣＵＳ有９３例，占３．６８％，低度磷状上皮内病变（ＬＳＩＬ）有７５例，占

２．９７％，高度磷状上皮内病变（ＨＳＩＬ）有８例，占０．３２％，鳞状细胞癌（ＳＣＣ）有４例，占０．１６％，ＡＧＣ有１例，占

０．０４％。结论　全自动液基薄层细胞制片染片技术应用于宫颈病变筛查有较高阳性检出率，诊断迅速，准确率高。

【关键词】　全自动液基细胞 ；　宫颈病变；　筛查
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　　宫颈癌是最常见的恶性肿瘤之一，发病率仅次于乳腺癌，

位于女性肿瘤的第２位，全世界每年大约有２０万妇女死于这

种疾病。在发展中国家宫颈癌则属常见多发的妇科肿瘤。我

国每年新发现的病例为１３．１５万，占女性生殖系统恶性肿瘤发

病率的７３％～９３％，而在发达国家，其发生率明显下降，很大

程度上归因于宫颈癌前病变的早期诊断和治疗。因此，要降低

宫颈癌的发病率，宫颈癌前病变检查是关键，选择细胞涂片阳

性检出率高、准确性好的技术至关重要，现有最新研发应用于

临床的全自动液基薄层细胞制片染片系统，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００９年８月至２０１０年２月，就诊于本院妇科

门诊及到本院体检科进行防癌普查的单位体检妇女２５２３例，

年龄２０～７２岁，平均４３．５岁。对其中１８１例宫颈上皮轻度非

典型增生（ＡＳＣ）以上者进行阴道镜下活检，并将全自动液基薄
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