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"摘要#

!

目的
!

探讨一步核酸提取法和两步核酸提取法对不同程度溶血标本乙型肝炎病毒"

4U+

$

PT9

检测

结果影响的差异%方法
!

收集
%%

例临床随机患者全血标本!离心并于当天用一步和二步核酸提取法试剂检测

4U+#PT9

含量后!将全血标本放
1b

冰箱保存!每隔
%

"

&H

取出分别用两种试剂检测
4U+#PT9

的含量%结果

!

%%

例标本随着存放时间和溶血程度的增加!其
4U+#PT9

含量有下降趋势#一步法在标本存放
&H

后结果显著

低于首次检测结果"

D

&O

e&'-0$

!

A

#

"'"$

$#二步法在标本存放
$-H

后结果显著低于首次检测结果"

D

&O

e&'!1%

!

A

#

"'"$

$#标本于
1b

存放
&

天后一步法
4U+#PT9

的检测结果显著低于二步法"

D

&O

e1'-$

!

A

#

"'""$

$%结论
!

溶血

标本对二步核酸提取法试剂检测
4U+#PT9

含量的影响作用远低于一步法!对于临床由于特殊原因无法及时获得

合格血标本时!可考虑使用二步核酸提取法试剂检测
4U+#PT9

的含量%

"关键词#

!

乙型肝炎病毒#

!

荧光定量
R*[

#

!

溶血#

!

标本
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!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$$&$/&%')

文献标志码$

9

文章编号$

$!,%#-1((

"

%"$$

$

$%#$10&#"%

G5,5:6?4<-945A595?9+<-<>NTV0!SC+-A+>>565-945B<8

;

,+,,:B

=

85D

;

9@<M+-A,<>-7?85+?:?+A5Y96:?9+<-B594<A,

!

1J$%3(.-2,)

#

17:+,.-F,/

#

N:$%;/,-'./

#

6!7$3,)

*

-L,

$

G4

H

/BD24)D(

E

6@,),>/@1/P(B/D(B

9

#

%./)

*

L'(.

8,BIDN.),>,

H

/@A4(

H

@4KI!(I

H

,D/@#

EE

,@,/D4OD(%./)

*

L'(.N4O,>/@6(@@4

*

4

#

%./)

*

L'(.($"$0"

#

6',)/

&

'

CD,96:?9

(

!

"D

*

5?9+E5

!

:;HDAEBAA?@=HD..=<=GE=5=?F==G;G=#A?=

>

GBEC=DE8EDH=̀?<8E?D;G8GH?F;#A?=

>

GBEC=DE

8EDH=̀?<8E?D;G.;<4U+#PT9DGHD..=<=G?H=

J

<==A;.@=I;C

K

ADAA8I

>

C='F594<A,

!

%%6@;C=5C;;HA8I

>

C=AF=<=E;C#

C=E?=H.<;IECDGDE8C

>

8?D=G?A<8GH;IDN=H

#

E=G?<D.B

J

=H8GHF=H=?=E?=H?@=E;G?=G?;.4U+#PT95

K

;G=#A?=

>

8GH?F;#

A?=

>

R*[I=?@;HA=

>

=<8?=C

K

;G?@8?H8

K

'6D?@1b

>

<=A=<L8?D;G

#

?@=E;G?=G?;.4U+#PT9F8A?=A?H=L=<

K

%#&H8

K

A

BADG

J

?F;<=8

J

=G?A'G5,789,

!

9A?@=A?;<8

J

=?DI=8GH@=I;C

K

ADADGE<=8A=H

#

?@=E;G?=G?A;.4U+#PT9H=E<=8A=H':@=

4U+#PT9E;G?=G?;.A8I

>

C=A

>

<=A=<L=H&H8

K

AH=?=E?=H5

K

;G=#A?=

>

AD

J

GD.DE8G?C

K

F8AC;F=<?@8G?@8?;.?@=.D<A?H=#

?=E?D;G

$

D

O

e&'-0$

#

A

#

"'"$

&#

DG?@=A8I=F8

K

#

?@=4U+#PT9E;G?=G?;.A8I

>

C=A

>

<=A=<L=HDG$-H8

K

AH=?=E?=H5

K

?F;#A?=

>

AD

J

GD.DE8G?C

K

F8AC;F=<?@8G?@8?;.?@=.D<A?H=?=E?D;G

$

D

O

e&'!1%

#

A

#

"'"$

&

');<=L=<

#

?@=4U+#PT9E;G#

?=G?;.A8I

>

C=A

>

<=A=<L=H&H8

K

ADG1bH=?=E?=H5

K

;G=#A?=

>

F8AAD

J

GD.DE8G?C

K

C;F=<?@8G?@8?;.?F;#A?=

>

$

De1'-$

#

A

#

"'""$

&

'H<-?87,+<-

!

:@==..=E?;.@=I;C

K

ADAA8I

>

C=;G?@=H=?=E?D;G;.4U+#PT95

K

?F;#A?=

>

I=?@;HDAI;<=

C;F=<?@8G?@8?;.;G=#A?=

>

I=?@;H

#

V?DA5=??=<?;BA=?F;#A?=

>

I=?@;H?;H=?=E?4U+#PT9DGA8I

>

C=AF@DE@DAG;?

8E

g

BD<=HG;<I8CC

K

DGA;I=E8A=A'

'

I5

;

@<6A,

(

!

@=

>

8?D?DAULD<BA

%

!

\7#R*[

%

!

@=I;C

K

ADA

%

!

A8I

>

C=

!!

乙型肝炎病毒$

4U+

&

PT9

定量能客观反映
4U+

感染复

制情况#在临床用药+疗效监测及预后判断方面具有较高的指

导价值,

$

-

)诸多因素如标本采集+处理+保存等因素对保证

4U+#PT9

检测结果的有效性尤为重要,

%

-

)在日常
4U+#

PT9

检测标本的接收和处理时会碰到标本出现不同程度溶血

的情况#而造成溶血的原因有很多!标本送检不及时$包括客观

原因和主观原因&+采血技术不熟练+患者血液循环不好+婴幼

儿抽血不顺利+标本离心操作不当等#而破碎红细胞释放出来

的血红蛋白对聚合酶链反应$

R*[

&扩增有明显的抑制作用)

为了探讨溶血标本对一步和二步核酸提取法试剂荧光定量

R*[

检测
4U+#PT9

结果影响的大小#尽可能减少患者重抽

血而带来的痛苦#本文将
%%

例临床随机患者全血标本放
1b

冰箱保存不同时间从而造成不同程度的溶血标本进行
4U+#

PT9

定量分析#探讨溶血标本对
4U+#PT9

定量结果的影

响#现将结果报道如下)

$

!

材料与方法

$'$

!

研究对象
!

%%

例临床随机患者标本均来自本院肝炎病

科门诊患者#男
$"

例#女
$%

例#年龄$

&('%d$1'&

&岁#均为临

床确诊为乙型肝炎患者并进行抗病毒治疗者)

$'/

!

实验方法
!

受试者早晨空腹抽取静脉血
1I/

#置于真空

促凝管中待血液凝固后#

&"""<

"

IDG

离心
$"IDG

离心取上清

液作
4U+#PT9

检测%剩余原血液标本直接放
1b

冰箱保存#

每隔
%

"

&H

检测
4U+#PT9

含量#并与首次检测结果进行比

较分析)

$''

!

试剂及仪器
!

一步核酸提取法
4U+#PT9

实时荧光定

量
R*[

$

\7#R*[

&试剂由广州某知名试剂公司提供%二步核酸

提取法
4U+#PT9\7#R*[

试剂由上海某知名试剂公司提

供%

4U+#PT9\7#R*[

检测使用德国罗氏公司提供的
/D

J

@?#

*

K

EC=<10"\7#R*[

仪进行检测)

$'1

!

方法

0

&01$

0
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年
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月第
0

卷第
$%

期
!
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!

一步核酸提取法
!

加入
PT9

提取液和待测样品各
("

&

/

于
"'(I/

灭菌离心管中#充分混匀#于
$""b

干浴
$"IDG

后于冷冻离心机中
$%"""<

"

IDG

离心
(IDG

#取上清液
%

&

/

点

样上
R*[

仪扩增#循环参数为!

-&bf%IDG

共
$

个循环%预

变性!

-1bf1(A

共
$"

个循环%变性!

-1bf&"A

#退火和延

伸!

((bf1(A

共
&"

个循环)

$'1'/

!

二步核酸提取法
!

加入样品处理液
9

和待测样品各

$""

&

/

于
"'(I/

灭菌离心管中#振荡摇匀#于冷冻离心机中

$&"""<

"

IDG

离心
$"IDG

#吸弃上清#再加入
%(

&

/

样品处理

液
U

#振荡摇匀#

%"""<

"

IDG

离心数秒#

$""b

干浴
$"IDG

后

于冷冻离心机中
$&"""<

"

IDG

离心
$"IDG

#取上清液
%

&

/

点

样上
R*[

仪扩增#循环参数为!

("bf%IDG

一个循环%预变

性!

-1bf%IDG

一个循环%变性!

-1bf$"A

#退火和延伸!

!"

bf&"A

共
1"

个循环)

$'2

!

统计学方法
!

4U+#PT9

定量结果均换算成对数后使用

3R33$,'"

统计软件进行配对资料
D

检验#

A

#

"'"(

为差异具

有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/'$

!

两种核酸提取法试剂首次
4U+#PT9

检测结果经比较#

差异无统计学意义$

D

&O

e$'-%&

#

A

)

"'"(

&)结果表明!正常血

清标本两种核酸提取试剂
4U+#PT9

的检测结果有较好的一

致性)

/'/

!

标本于
1b

存放
&H

一步核酸提取法试剂
4U+#PT9

结

果与首次检测结果比较#差异有统计学意义$

D

&O

e&'-0$

#

A

#

"'"$

%

D

&O

e('0,$

#

A

#

"'"$

&)结果表明!该一步核酸提取法试

剂全血标本于
1b

存放
&H

导致的溶血程度已不适合
4U+#

PT9

的检测)

/''

!

标本于
1 b

存放
&H

后一步与二步核酸提取法试剂

4U+#PT9

结果比较#差异有统计学意义$

D

&O

e1'-$

#

A

#

"'""$

%

D

&O

e,'$!(

#

A

#

"'""$

&)结果表明!该一步核酸提取法

试剂全血标本于
1b

存放
&H

后血红蛋白含量对
R*[

扩增已

有明显的抑制作用#导致
4U+#PT9

的检测结果明显降低)

/'1

!

标本于
1b

存放
$,H

二步核酸提取法试剂
4U+#PT9

结果与首次检测结果比较#差异无统计学意义$

D

&O

e"'-%0

#

A

)

"'"(

&)结果表明!该二步核酸提取法试剂全血标本于
1b

存放
$,H

导致的溶血程度仍适合
4U+#PT9

的检测)

/'2

!

标本于
1 b

存放
$-H

后二步核酸提取法试剂
4U+#

PT9

结果与首次检测结果比较#差异有统计学意义$

D

&O

e

&'!1%

#

A

#

"'"$

%

D

&O

e&'$($

#

A

#

"'"(

&)结果表明!该二步核

酸提取法试剂全血标本于
1b

存放
$-H

后
45

含量对
R*[

扩

增已有明显的抑制作用#导致
4U+#PT9

的检测结果明显降

低)

'

!

讨
!!

论

目前国内检测
4U+#PT9

较多采用构建在
:8

g

)8G

技术

上的
\7#R*[

#该检测方法灵敏+快速+特异性强)但
\7#R*[

对实验的要求较高#操作繁琐#在样本处理各步骤中以提取核

酸作为扩增反应模板是诸多重要前期步骤中最关键的一步#不

同的处理方法可直接影响
R*[

的扩增效果与实验检测结果的

准确性,

&

-

)影响
R*[

准确性的因素除反应体系中引物+耐热

酶+

)

J

%X等浓度比例外#标本因素的影响不容忽视#按卫生部

相关
R*[

标准操作规程要求,

%

-

#为了避免标本因素对
R*[

结

果造成影响#抗凝血标本必须在抗凝
!@

内分离血浆+血清标

本则需于
%@

内分离血清#而日常工作中会出现由于配送环节

等出问题无法严格执行或由于特殊原因无法获得合格血标本

$例如溶血&等实际情况#那么由于上述各种原因导致延迟送检

的样品或不合格的样品是否都要全部拒收呢6

本实验采用二步核酸提取法#在提取
PT9

之前#先用沉

淀剂经高速离心沉淀获得
4U+

病毒颗粒并弃去上清#去除血

红蛋白等大量干扰物质,

1

-

#从而去除了大部分干扰物质对

R*[

扩增的抑制作用#而一步核酸提取法在提取
PT9

之前完

全没有去除血红蛋白等干扰物质#若为溶血标本则
R*[

扩增

体系中血红蛋白等含量很高#会严重影响
R*[

扩增效率#直接

影响了
4U+#PT9

检测结果的准确性,

(#!

-

)

本实验结果显示#采用二步核酸提取法
4U+#PT9

荧光

定量
R*[

试剂检测全血标本在
1b

条件下存放
$,H

血清仍

适合作
4U+#PT9

的检测%而采用一步核酸提取法
4U+#

PT9

荧光定量
R*[

试剂检测全血标本在
1b

条件下存放
&H

血清已不适合作
4U+#PT9

的检测%

1b

条件下存放
&H

后同

一时间段两种试剂
4U+#PT9

检测结果差异有统计学意义$

A

#

"'"$

&#一步核酸提取法
4U+#PT9

含量显著低于二步核酸

提取法#故建议对于临床由于特殊原因无法及时送检的血液样

品以及难以获得合格血液样品的待检测标本#可考虑使用二步

核酸提取法检测
4U+#PT9

的含量#在保证结果准确的同时

也减少了由于重抽血而给患者带来的痛苦)
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