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促凝剂对乙型肝炎病毒实时荧光定量检测影响的评估

姜立茹，马　莹（陕西省西安市中心医院检验科　７１０００３）

　　【摘要】　目的　评估促凝剂对乙型肝炎病毒实时荧光定量检测的影响。方法　随机采集２０１１年１０月至２０１２

年３月到西安市中心医院门诊的４１例患者每人２管血样，分别为无添加剂普通管和促凝剂管，检测分离血清时间

及效果。采用实时荧光定量聚合酶链反应检测乙型肝炎病毒ＤＮＡ，结果对数值采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行处理，

并对促凝剂管标本进行精密度和抗干扰性能评价。结果　促凝剂管分离血清平均时间为（４．７３±０．８６）ｍｉｎ，普通管

为（１４．４６±２．２７）ｍｉｎ，两组数据经配对狋检验，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；促凝剂管乙型肝炎病毒ＤＮＡ结果对

数平均值为 （３．８６±２．９９），普通管组对数平均值为 （３．８５±２．９６），两组经配对狋检验，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），促凝剂管具有高精密度和抗干扰性能。结论　促凝剂对乙型肝炎病毒实时荧光定量检测结果准确性没有影

响，可减少报告周转时间，值得临床推广和应用。
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　　实时荧光定量聚合酶链反应检测乙型肝炎病毒ＤＮＡ是

临床上常用的检测方法之一，该方法具有高特异性、高敏感性

等优点，同时也与溶血、抗凝剂选择不当等标本前处理密切相

关。促凝剂因能缩短血液凝固时间，减少报告周转时间，在临

床为多数生化、免疫检测项目普遍使用［１２］。但目前就促凝剂

是否能影响实时荧光定量检测乙型肝炎病毒ＤＮＡ的文献报

道较少，本文就此进行相关评估，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　标本随机采集２０１１年１０月至２０１２年３月

本院门诊的４１例患者每人２管血样，分别为无添加剂普通管

和促凝剂管，其中男１９例，女２２例，年龄１９～４９岁。无任何

添加剂普通管由湖南省安信医用高分子材料有限公司提供，批

号为１１０９１５～１１１１０５，促凝剂管由河北鑫乐科技有限公司提

供，所有试管均在有效期内使用。

１．２　仪器与试剂　美国应用生物公司 ＡＢＩ７３００基因扩增检

测仪，乙型肝炎病毒ＤＮＡ荧光定量试剂盒购自中山大学达安

基因股份有限公司，以上所用试剂均在有效期内，操作及判定

结果严格按标准操作程序执行。

１．３　乙型肝炎病毒ＤＮＡ模板制备　取无任何添加剂普通管

和促凝剂管待测样本各１００μＬ，分别加入到０．５ｍＬ的Ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ管中，再分别加入１００μＬＤＮＡ浓缩液，振动器振动混匀

５ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；吸弃上清液，沉淀中加入２０μＬ

ＤＮＡ提取液，振动器剧烈振荡混匀至沉淀完全散开，１００℃金

属浴１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，保留上清液备用。

１．４　聚合酶链反应扩增　取聚合酶链反应管若干，分别加入

处理后的样品（包括标本、阴性质控品、临界阳性质控品和强阳

性质控品）上清液２μＬ，或直接加入阳性定量参考品２μＬ，

８０００ｒ／ｍｉｎ离心数秒，放入仪器样品槽，４管乙型肝炎病毒阳

性标准品分别为１．０×１０４、１．０×１０５、１．０×１０６、１．０×

１０７Ｕ／ｍＬ。

１．５　聚合酶链反应条件　９３℃２ｍｉｎ；９３℃变性４５ｓ，５５℃

退火６０ｓ，１０个循环；９３℃变性３０ｓ，５５℃退火４５ｓ，再进入
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３０个循环。

１．６　质量控制　阴性质控品：增长的曲线不呈Ｓ型曲线或犆狋

值为３０；阳性质控品：增长曲线呈Ｓ型曲线，且强阳性质控品

定量参考值（１．０×１０６～２．０×１０７）Ｕ／ｍＬ，临界阳性质控品定

量参考值（２．０×１０２～２．０×１０４）Ｕ／ｍＬ；阳性定量参考品：全部

阳性，且线性相关系数０．９７≤｜狉｜≤１；以上要求需在同一次实

验中同时满足，否则，本次实验无效，需重新进行。该试剂对乙

型肝炎病毒的检出限度为１．０×１０２Ｕ／ｍＬ，线性范围为（１．０×

１０２～１．０×１０
８）Ｕ／ｍＬ。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件对试验数据进行

均数配对狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血清分离效果分析　促凝剂管室温放置５ｍｉｎ后，３０００

ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，血清分离效果良好，血清层清亮、无溶血、无

蛋白凝块。而无添加剂普通管经３７℃水浴１０ｍｉｎ后离心，大

部分标本血清与血细胞不能分离或分离不良，均有血细胞、纤

维蛋白挂壁现象，需二次离心才能彻底分离血清。普通管分离

血清时间为（１４．４６±２．２７）ｍｉｎ，而促凝剂管分离血清时间为

（４．７３±０．８６）ｍｉｎ，两组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），且

促凝剂管分离的血清明显好于普通管。

２．２　乙型肝炎病毒ＤＮＡ结果对数值比较　促凝剂管乙型肝

炎病毒ＤＮＡ结果对数平均值为（３．８６±２．９９），普通管的对数

平均值为（３．８５±２．９６），经配对狋检验，两组差异无统计学意

义（犘＞０．０５）

２．３　促凝剂管标本精密度性能评价　对促凝剂管同一标本、

同一批次试剂、同一条件下重复２０次，犆狋值重复性良好，差异

较小，表明促凝剂管标本精密度较高。

２．４　促凝剂管抗干扰性能评价　选择高、中、低３种浓度的促

凝剂管标本分别添加乙型肝炎病毒标志物阴性红细胞、胆红素

进行抗溶血、抗黄疸性能评价，其结果与普通管对比干扰物质

对荧光值有一定影响，但不影响犆狋值，对定量结果没有影响。

３　讨　　论

随着医疗机构临床实验室管理办法等一系列法律、法规的

出台和实施，医疗机构各项检查项目采血技术也逐步走向规范

化，尤其是各种真空采血管技术的推广应用为检验质量控制和

快速分离血清提供了重要手段，对规范各级医院采血技术，减

少交叉感染提供了有效保障。乙型肝炎病毒实时荧光定量检

测项目为一般临床分子生物学实验室常规检测项目之一。《临

床基因扩增检验实验室管理暂行办法》（卫医发［２００２］１０）中只

规定了检测标本可为血清或血浆，其中血浆已明确规定了需乙

二胺四乙酸或枸橼酸盐抗凝并明确禁止使用肝素抗凝。而对

于血清除使用普通管（不含任何添加剂）外却没有明确规定能

否使用促凝管来获得血清。目前大多数医院生化和免疫标本

均使用促凝剂管来促进血液凝集，缩短血清析出时间，大大缩

短了报告周转时间。但因促凝剂管含有添加剂，应考虑其添加

成分对乙型肝炎病毒实时荧光定量是否产生影响。因此在投

入使用前应进行性能验证分析，以确保检验结果的准确性。目

前多数文献主要研究各种抗凝剂对乙型肝炎病毒ＤＮＡ实时

荧光定量检测的影响［３５］，而对于促凝剂的研究报道较少。

通过对４１例患者同一时间段分别采集不含任何添加剂普

通管和促凝剂管标本进行血清分离效果比较表明，促凝剂管血

清分离时间明显较普通管血清分离时间短，差异有统计学意

义，且血清分离质量也较好，这为标本的进一步检测减少了大

量的时间和提供了质量保障，最终减少了报告周转时间［３５］，缩

短了患者等待时间。同时，４１例普通管和促凝剂管乙型肝炎

病毒ＤＮＡ结果对数值比较差异无统计学意义。另对促凝剂

管进行的精密度和抗干扰等性能验证表明，促凝剂管检测结果

稳定，可替换原普通管进行乙型肝炎病毒实时荧光定量检测。

但考虑到不同厂家促凝剂管所含的促凝剂可能存在成分差异，

所以在使用其他厂家促凝剂管进行乙型肝炎病毒ＤＮＡ检测

时应另进行性能评估。
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的含量不同作出合理的解释。

综上所述，在ＳＣＬＣ患者血清中ＮＳＥ和ＣＥＡ两种物质含

量都表现出了不同程度的增加；采用ＮＳＥ及ＣＥＡ检测可用于

ＳＣＬＣ患者的早期诊断、疗效监测及预后判断。同时，ＣＥＡ与

ＮＳＥ联合检测对ＳＣＬＣ的诊断效果最佳。
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