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　　目前，慢性肝病是世界上一种最为常见、最为广泛、危害也

最为严重的病毒性肝炎［１２］，所以，准确而快速地进行诊断，对

慢性肝病的治疗以及预后非常重要，已经成为一项重大的研究

课题。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本文的研究对象是本院２０１１年１～１２月的

１２０例住院的慢性肝病患者，其中男７２例，女４８例，年龄２３～

７８岁，平均为４１．９岁，不包括免疫耐受状态的乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）携带患者和丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）、丁型肝炎病毒

（ＨＤＶ）、甲型肝炎病毒（ＨＡＶ）、戊型肝炎病毒（ＨＥＶ）等肝炎

病毒重叠感染的病例。另外，诊断符合相关规定。

１．２　方法　本文对１２０例患者进行慢性肝病检验时，共采用

了以下３种方法：第１种是乙型肝炎病毒ｅ抗原酶联免疫吸

附试验（ＨＢｅＡｇＥＬＩＳＡ）法，这种方法是采用ＰｅｒｓｏｎｎｅｌＬＡＢ

全自动酶标仪来测定的。第２种方法是血清透明质酸（ＨＡ）

测定，其中 ＨＡＲＩＡｋｉｔ是从其他机构购买的，并把血清 ＨＡ≥

１２０μｇ／Ｌ设定成异常值。第３种方法是胶体金层析法检测，

具体操作过程如下：胶体金的制备可以参照Ｆｒｅｎｓ的制备方

法，过程是首先超纯水溶解氯金酸，让它的浓度达到０．０１％，

之后取１００ｍＬ进行加热煮沸，再加入１％的柠檬酸三钠溶液

１．０ｍＬ，继续煮沸１５ｍｉｎ，当溶液的颜色由白色变成蓝色再变

成红色，就成为制备好的胶体金溶液，将其放在室温下冷却备

用。将测试条按照吸水滤纸、玻璃纤维滤纸、吸附着干燥的金

标鼠抗ＩｇＭ 抗体以及硝酸纤维素膜的顺序依次相互重叠，并

粘贴在白色的塑料片上。在完成这些准备工作之后，就可以就

行慢性肝病的检验了，把测试条的加样端浸入到用生理盐水

（１∶１０）稀释的待测血清中，深度应该把握在距吸附着金标抗

体的玻璃纤维滤纸以下８～１０ｍｍ处，经过５～１０ｍｉｎ后来判

定结果，如果红色“＋”出现，则判定是阳性，如果红色“１”出现

则判定是阴性，如果没有红色线条出现，就说明测试条失效了。

１．３　统计学方法　率的比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

３种检测方法具有不同的检出率，结果分别是８０．０％、

４９．６％和９１．６％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。由此可见，

胶体金层析法检测具有很高的灵敏度度，要远远优于ＥＬＩＳＡ

和血清 ＨＡ检测，具体情况见表１。

表１　３种检测方法对慢性肝病检测的阳性情况

检测方法 总例数 阳性数 阳性率（％）

ＨＢｅＡｇＥＬＬＳＡ １２０ ９６ ８０．０

血清 ＨＡ １２０ ５９ ４９．６

胶体金层析法 １２０ １１０ ９１．６

３　讨　　论

相关研究表明，ＨＢｅＡｇ和 ＨＡ之间存在着密切的关系，当

ＨＢｅＡｇ为阳性时，ＨＡ的异常率则会明显提高，并和 ＨＢｅＡｇ在

阴性状态下的测定值存在明显差异。然而，在慢性肝病的检测

中，这种方法的检出率并不高。采用 ＨＢｅＡｇＥＬＩＳＡ进行检测，

实践证明在慢性肝病患者中，低浓度 ＨＢｅＡｇ的比例很少，但是

近年来却经常发现低浓度的 ＨＢｅＡｇ患者。所以，ＨＢｅＡｇ

ＥＬＩＳＡ这种检测技术已经落后了，它无法检测出隐性的 ＨＢＶ

感染与低浓度 ＨＢｅＡｇ的 ＨＢＶ感染者。血清检测方法要优于

ＨＢｅＡｇＥＬＩＳＡ，但是同胶体金层析法仍存在一定的差距。胶

体金层析法在慢性肝病的检验中应用比较广泛，因为这种检测

方法具有方便、快捷和结果准确的多种特性，是目前临床上的

一种重要的检测方法。

近几年来，人们经常采用诊断技术，如分子生物学技术来

对肝脏疾病进行诊断。聚合酶链反应（ＰＣＲ）能够检测与鉴定

发酵中的一些特定菌，和传统的方法对比，其最大优点就是准

确和快速。ＰＣＲ技术原理是经过一定程度的加热，让双链

ＤＮＡ发生裂解，变成２条单链，成为引物以及ＤＮＡ聚合酶的

模板，在减低温度之后，让寡聚核苷酸引物和ＤＮＡ分子上的

互补序列退火。一般情况下，退火的温度越高，其扩增的特异

性就越好。之后，再升高温度，让 ＤＮＡ开始合成，通常 ＤＮＡ

合成的片段越大，其需要的时间就越长。经过以上加热变性双

链、引物退火以及链延伸的过程几次往复循环，每一次靶ＤＮＡ

都会扩增１倍。在３～４ｈ之后，靶ＤＮＡ就会扩增很多倍。如

今，ＰＣＲ技术能够大大增加 ＨＢＶＤＮＡ检测的敏感范围，达到

５０～１０ｃｏｐｙ／ｍＬ。

随着人类基因组计划的大力开展，基因芯片的研究迅速发

展，对慢性肝病的检验也具有重要的作用［３］。其中纳米探针有

利于慢性肝病病毒的早期诊断以及疗效的提高。纳米探针就

是探测单个活细胞的一种纳米传感器，其探头的尺寸是纳米量

级的，在它插进活细胞之后，就能够探测出会引发肿瘤的早期

ＤＮＡ损伤。同时，采用ＤＮＡ以及一些蛋白质特殊的性质，也

可能制造分子器件。当前，学界研究的热点是“分子马达”以及

硅神经细胞体系等。由此可见，利用纳米技术，能够操纵单个

生物大分子，这种技术在生物检验医学中具有重要的意义。但

是，由于纳米技术的发展尚未成熟，加之多种因素的影响，现阶

段在多数医院中并未应用这种技术来检测慢性肝病，行之有效

的方法仍然是ＰＣＲ技术。

综上所述，慢性肝病在我国人口中的比例逐渐上升，已经

达到了１０％左右
［４５］，因此，及早检测出这种疾病，防止其传

播，是非常重要的工作。现阶段，用于检验慢性肝病的方法有

很多，如本文中提到的３种检验方法，目前在临床上都有所应

用，而胶体金层析法的检验效果比较明显，值得推广。
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　　聚合酶链反应（ＰＣＲ）是美国化学家 ＫａｒｙＭｕｌｌｉｓ于１９８３

年发明的［１］。它用于对靶核苷酸进行体外扩增，产物以指数倍

的增加，有着非常高的灵敏度和较高的特异性，从２０世纪９０

年代中后期在国内医学实验室开始被应用开始，现在已经在临

床医学检验方面发挥着越来越大的作用。但是由于其敏感性

极高，微量的污染将造成实验失败，尤其是在实验过程中涉及

阳性质粒或行ＲＴＰＣＲ操作时更易污染
［２］。我国卫生部２００２

年和２０１０年分别颁发了《临床基因扩增实验室管理暂行办法》

和《医疗机构临床扩增实验室管理办法》，通过行政手段来规范

基因扩增实验室的配置及扩增检测项目的质量，也说明了扩增

检测如果控制不当非常容易污染。本实验室有段时间其中一

个检测项目发生过污染情况，最后找到原因并进行了处理，现

把事情经过和处理办法报道如下。

１　实验室情况

１．１　实验室设置　本中心实验室分为试剂准备区、标本制备

区、扩增及产物分析区３个区。试剂准备区储存ＰＣＲ反应试

剂；标本制备区进行标本提取、模板制备；扩增及产物分析区进

行ＰＣＲ扩增反应。３个区相互独立，各区物品单独使用，配置

的试剂及反应模板通过传递窗流通。人通过缓冲间气流变化

而进行房间内进出。

１．２　使用试剂　检测乙型肝炎、丙型肝炎和一些感染性疾病

如ＣＴＤＮＡ、ＮＧＤＮＡ等，均使用有国家食品药品监督局注册

证的试剂盒。

１．３　操作人员　均参加过省临床检验中心的ＰＣＲ专业培训，

理论和操作均合格后取得ＰＣＲ上岗证。

２　污染的发现

２０１１年１１月１次 ＨＣＶＲＮＡ实验发现，低值、高值质控

均在控，ＮＴＣ为阴性，标准品也无异常，但发现（０～１０Ｅ＋０３）

的标本比较多，根据本科室阳性率的统计以及经验，觉得阳性

率偏高，结果仍可能有疑问，复查该批实验室的所有阳性标本，

结果发现＞Ｅ＋０４的标本结果无差异，但（０～１０Ｅ＋０３）的标本

５个中４个变为了阴性结果。由此证明确实有污染存在，但具

体污染原因不清楚。

３　污染源的追踪

对于污染，本科室进行原因的追踪，因为质控和 ＮＴＣ均

正常，而且仍然有阴性的临床标本，所以排除了试剂的污染。

由于污染的结果很低，而且现在的商品化的试剂盒都含有

ＵＮＧ酶，而且因为质控和ＮＴＣ均正常，所以由扩增产物气溶

胶造成的环境污染对原始模板的污染的可能性较小。本科室

还是在实验室各角落、操作台面、安全柜中放置空管，开盖放置

３０ｍｉｎ，加入５００μＬＤＥＰＣｏＨ２Ｏ和标本一样处理后检测，结果

均为阴性，所以排除环境污染的可能。

主要还是怀疑标本提取过程中的高浓度标本在某个环节

造成的污染。加样枪使用的都是带滤芯的枪头，再次验证带滤

芯枪头的质量，在１００ｍＬ纯水中加入１ｍＬ蓝墨水，用２０～

２００μＬ的加样枪装上配套的有滤芯的枪头吸入超过２００μＬ

的配置好的蓝色液体，蓝色液体没有超过滤芯上面，所以排除

了因为加样枪加样而导致的污染。

用１００μＬ无菌水蒸馏水代替标本来验证是否污染发生在

加热模块，把５份含有１００μＬ无菌水蒸馏水的ＥＰ管开盖在加

热模块中７０℃加热１０ｍｉｎ，之后按标本处理，扩增后检测结果

全部为阴性，排除了污染发生在加热模块。

用１００μＬ无菌水蒸馏水代替标本来验证是否污染发生在

离心机，把５份含有１００μＬ无菌水蒸馏水的按正常流程处理

到需要离心机离心时，开盖在离心机中离心。之后仍按标本处

理，扩增后检测结果５份中有４份为阳性，结果均在０～１０Ｅ＋

０３之间，和最先发现污染的情况相同。所以我们怀疑当初的

污染是在离心机中发生的。调查当初实验人员回忆那批实验

的情况，当初确实发生了离心时有几个带柱子的离心管在离心

过程中开盖的情况发生。

４　污染的排除

确定污染原因后，开始对污染源进行消除，用消毒液擦拭

离心机内胆、离心管腔、离心机盖，开盖放置２４ｈ。第２天再次

验证开盖离心的纯水标本５份，５份结果均为阴性。由此说明

污染已经排除。

５　讨　　论

ＰＣＲ本身高灵敏度的特性加上ＰＣＲ标本提取过程中的

多环节性均造成了此方法特别容易造成污染。对于ＰＣＲ临床

检测项目有明确的质控要求，但这些质控要求是ＰＣＲ检测项

目最基本的质控要求，在一般时候是可以起到监测污染和假阴

性的发生，但对于某个环节污染造成的随机误差起到监测的效

果有限。在这种情况下，如果实验室标本来源固定，检测方法、

人员稳定，某一项目的阳性率也可以起到一定的质控作用，这

也是发现ＰＣＲ可能存在污染的重要途径之一。所以在一个成

立了很久的临床ＰＣＲ实验室，试剂稳定、人员稳定、标本来源稳

定的情况下，尽可能按项目统计每次检测结果的阳性率，如果某

次实验的阳性率明显异常，要认真关注一下是否有污染的发生。

ＰＣＲ污染产生的原因很多，有时很难找到具体的原因。
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