
要原因在于植片扩散法与稀释法相融合，尽管该试验方法成本

较高，但操作方法易于掌握，诊断准确率较高，结果更加

直观［４］。

２　结　　果

２．１　临床症状和体征　阴性杆菌所导致的２００例下呼吸道感

染患者中，８例血痰，３例不明发热，４例低热，９例稽留热，１１

例不规则热，３例午后低热，１２例中弛张热。阴性杆菌下呼吸

道感染患者临床症状分布分别是：咳痰１６２例（８１．０％），黄色

浓痰６６例（３３．０％），白色黏痰９６例（４８．０％）；咳嗽１８６例

（９３．０％）；发 热 １４４ 例 （７２．０％），３７．５～３８．０ ℃ ２４ 例

（１２．０％），＞３８．０～３９．０℃１００例（５０．０％），＞３９．０℃２０例

（１０．０％）；寒战３８例（１９．０％），畏寒１００例（５０．０％）。体征分

别是干音８８例（４４．０％），湿音１４４例（７２．０％），实变４例

（２．０％），发绀１８例（９．０％），神志模糊４例（２．０％），头痛４例

（２．０％），气急８０例（４０．０％），胸闷８例（４．０％），胸痛２８例

（１４．０％）。

２．２　细菌培养　２００例吸道感染患者均检出阴性杆菌，且超

过２次连续显示为优势菌，其中８２例患者为混合菌，约占

４１．０％，主要包括１３例结核杆菌，１３例不动杆菌，１３例产气肠

杆菌，２１例肠杆菌，２２例肺炎克雷伯菌。下呼吸道感染患者体

外药敏试验结果，见表１。

表１　下呼吸道感染中阴性杆菌体外药敏结果（狀）

抗菌药物 狀 敏感株数 耐药株数

头孢拉啶 １ １ ０

头孢噻吩 ５ ０ ５

头孢唑啉 ２０ ２ １８

链霉素 １ １ ０

妥布霉素 ３１ ２３ ８

卡那霉素 ４ ３ １

庆大霉素 ４９ ３７ １２

丁胺卡那 ５７ ５０ ７

３　讨　　论

氧哌嗪青霉素他唑巴坦为第３代半合成青霉素，具有广

谱抗菌作用。对革兰阳性菌的作用略低于氨苄西林，但对绿脓

杆菌、变形杆菌和肺炎杆菌等的作用明显较氨苄西林、羧苄西

林及磺苄西林强。对厌氧菌、肠球菌和部分沙雷菌也有效。对

金黄色葡萄球菌一般有效，但对产β内酰胺酶的金黄色葡萄球

菌则完全无效［５］。阴性杆菌属于一种肠杆菌属，也称为阴沟气

杆菌或阴沟肠杆菌，为有周边鞭毛有动力的革兰阴性杆菌。导

致患者发生阴性杆菌的主要原因是创伤性检查导致的感染，感

染场所常为重症监护病房（ＩＣＵ）、小儿ＩＣＵ及肿瘤病房等；气

管插管、气管切开或机械通气；抗菌药物、免疫抑制剂和激素的

应用，可改变机体免疫功能及引起体内正常菌群失调；多种严

重的迁延性疾病，包括糖尿病、烧伤、恶性肿瘤和慢性肺部疾病

等；机体生理性免疫功能低下，如老年人、早产儿和新生儿。

综上所述，随着我国临床医学技术的快速发展，临床上对

于下呼吸道感染主要致病菌的研究也有所深入。阴性杆菌不

仅是下呼吸道感染的主要致病菌类型，也是导致患者发生难治

性肺炎、重症肺炎、婴幼儿肺炎等主要原因［６］。因此，针对下呼

吸道感染患者阴性杆菌体外药敏试验结果选择相应的药物治

疗，具有十分重要的意义。
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·临床研究·

低离子强度溶液在抗人球蛋白试验中的应用

邓安彦，周守容，吴春磊，穆万洋，刘　敏，邓小倩（四川省南充市中心医院　６３７０００）

　　【摘要】　目的　探讨低离子强度溶液（ＬＩＳＳ）在抗人球蛋白试验中的应用效果。方法　选择好ＩｇＧ型抗Ｄ的

最佳稀释度，用试管法间接抗人球蛋白试验和微柱凝胶卡分别在盐水介质和ＬＩＳＳ介质中检测，观察其凝集强度。

结果　０．０３ｍｏｌ／ＬＬＩＳＳ液１０ｍｉｎ的致敏效果和盐水介质６０ｍｉｎ的致敏效果和凝集强度相当；与高稀释度抗Ｄ血

清在微柱凝胶卡上反应相比较，盐水介质的低于ＬＩＳＳ介质的凝集强度。结论　ＬＩＳＳ可加快红细胞抗原抗体结合

速度，缩短反应时间，提高试验的敏感度，对于输血安全和及时性提供了保障。

【关键词】　低离子强度溶液；　间接抗人球蛋白；　微柱凝胶

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１３．２３．０６３ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１３）２３３２０３０３

　　抗原和抗体反应的影响因素较多，低离子强度溶液

（ＬＩＳＳ）可减少红细胞周围的阳离子，增加抗原、抗体间的静电

引力，加快抗体与抗原的结合速度，因此可以缩短检出大多数

抗体的孵育时间。现以ＩｇＧ抗Ｄ为例，就ＬＩＳＳ在间接抗人球
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蛋白试验（ＩＡＴ）中的技术细节进行相应探讨，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　上海血液中心国家参比实验室的人源抗Ｄ

抗体（ＩｇＧ型批号２０１２０８２３），多特异抗人球蛋白试剂（批号

２０１２０２２８），Ｄ抗原阳性的筛选谱细胞（批号２０１３０３１５），微柱

凝胶卡购自瑞士达亚美公司（批号５０５３１．７２．５０１／２０１３．１２），

浓度为０．０３ｍｏｌ／Ｌ低离子强度溶液和新鲜 Ｏ型Ｄ抗原阳性

的红细胞由本科室自备［１］，凝胶卡温浴和专用离心机为瑞士达

亚美公司产品，离心机为日本久保田公司产品。

１．２　方法

１．２．１　人源抗Ｄ血清最佳稀释度选择　取试管８支，分别标

注２～２５６共８个稀释度，使用新鲜ＡＢ型血清做稀释基质，第

１支试管加入１００μＬ人源抗Ｄ，倍比稀释至第８管（注：３２倍

稀释管后更换枪头以避免携带影响），其终容积均为１００μＬ。

然后在上述每个试管中加入Ｄ抗原阳性的Ⅱ号筛选细胞５０

μＬ，混匀置于３７℃水浴箱温浴３０ｍｉｎ后取出，用生理盐水洗

涤红细胞３次，去上清液，加入１滴多特异抗人球蛋白试剂摇

匀，３４００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｓ，结果显示，本批次人源抗Ｄ血清在

１∶１６稀释度处最先出现“２＋”凝集，故选１∶１６稀释比例作

为后续试验的工作液。

１．２．２　ＬＩＳＳ液在间接抗人球蛋白试验中的应用　取试管１２

支分成２排分别标注２ｈ、１ｈ、３０ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、５ｍｉｎ、０ｍｉｎ，最

先在２ｈ管中加入１００μＬ上述标化抗Ｄ血清和５０μＬⅡ号筛

选Ｄ抗原阳性的谱细胞，一管加入２滴ＬＩＳＳ液，另一管不加

ＬＩＳＳ液摇匀后放入３７℃水浴箱温浴２ｈ，相隔１ｈ、３０ｍｉｎ、２０

ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、５ｍｉｎ后分别进行相同操作，６管在同一时刻到达

各自的温浴时间，均用生理盐水进行３次洗涤，去上清液后加

入多特异抗人球蛋白试剂１滴，摇匀后３４００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｓ，

观察并记录各个温浴时间点加ＬＩＳＳ液和不加ＬＩＳＳ液所对应

的凝集强度。

１．２．３　ＬＩＳＳ液在微柱凝胶卡检测中的应用　将１∶１６稀释

度的人源ＩｇＧ抗Ｄ血清重新稀释为１２８～４０９６共６种稀释度

备用，将新鲜Ｏ型Ｄ抗原阳性的红细胞献血员标本用生理盐

水进行３次洗涤后取压积红细胞分别用生理盐水和ＬＩＳＳ液配

制为３％的红悬液备用。取２张凝胶卡每孔柱下面分别标注

“１２８～４０９６”，三卡分别再编１、２号。在１号凝胶卡每孔加入

２０μＬ３％盐水稀释的红细胞悬液，再分别加入４０μＬ相应稀

释度的抗Ｄ血清；在２号凝胶卡的每孔分别加入２０μＬ３％

ＬＩＳＳ液稀释的红细胞悬液。所有孔均加入４０μＬ相应稀释度

的抗Ｄ血清。将２张凝胶卡一同孵育１５ｍｉｎ后离心观察

结果。

２　结　　果

２．１　ＩＡＴ试验在盐水介质和ＬＩＳＳ介质在不同孵育时间点的

凝集强度结果　见表１。

表１　两种介质不同孵育时间点的凝集强度

温浴时间（ｍｉｎ） ＬＩＳＳ介质凝集强度 盐水介质凝集强度

１２０ ２＋ｓ ２＋

６０ ４＋ ２＋ｓ

３０ ３＋ ２＋

１０ ２＋ｓ １＋ｓ

５ ２＋ １＋

０ １＋ ±

２．２　在盐水介质和ＬＩＳＳ介质下微柱凝胶卡凝集强度观察结

果　见表２。

表２　盐水介质和ＬＩＳＳ介质下微柱凝胶卡凝集强度

稀释度 １号卡凝集强度 ２号卡凝集强度

１２８ ３＋ ３＋

２５６ ２＋ｓ ２＋ｓ

５１２ ２＋ ２＋ｓ

１０２４ １＋ｓ ２＋

２０４８ １＋ １＋ｓ

４０９６ － ±

３　讨　　论

抗原（尤其是红细胞类颗粒抗原）抗体结合出现凝集反应

分２个步骤，第１步抗原抗体形成复合物，第２步形成晶格（可

见的凝集）。因为抗原抗体分子大多是胶体粒子，而在反应体

系ｐＨ大多高于其等电点，故抗原抗体的颗粒均带负电荷，与

溶液中氧离子等形成双电层。当在第１步抗原抗体复合物形

成时离子强度越低，可减少红细胞周围的阳离子云，同时增加

抗原、抗体间的静电引力，其反应的平衡常数 Ｋ值增大，从而

加快了反应速度。

自１９７６年 Ｍｏｏｒｅ将ＬＩＳＳ应用于红细胞抗体筛选试验以

来，目前ＬＩＳＳ在国内临床输血实验室广泛使用，不同的实验目

的所选用的抗体筛选方法有所不同［２］。本文以抗Ｄ抗体（ＩｇＧ

型）为例，使用浓度为０．０３ｍｏｌ／Ｌ低离子强度溶液，探讨了其

在ＩＡＴ、凝胶微柱法中的一些技术细节。

表１结果显示，ＬＩＳＳ可以明显加快抗体致敏到细胞表面

的速度，０．０３ｍｏｌ／ＬＬＩＳＳ液１０ｍｉｎ致敏效果和盐水介质的６０

ｍｉｎ致敏效果相当，而生理盐水的离子强度值在０．１５ｍｏｌ／Ｌ，

在１ｈ内抗体致敏量随时间的推移而增加，但超过６０ｍｉｎ后抗

体的致敏量并不增加，反而有减少的趋势。在经典抗人球试验

中，每个试管加入２滴ＬＩＳＳ液可以减少孵育时间，提高抗体检

测效率，这对于临床保证快速、安全的输血，尤其是急诊抢救用

血有重要意义。另外通过孵育时间梯度试验证实，在进行抗人

球蛋白实验室无论是盐水ＩＡＴ还是ＬＩＳＳ介质，ＩＡＴ孵育时间

都不要超过１ｈ，孵育时间过长反而会影响抗体致敏到红细胞

上，其凝集强度反而降低，具体的机制仍需进一步研究证实。

表２结果显示，用生理盐水配制的红细胞悬液和用ＬＩＳＳ

液配制的红细胞悬液在与各个高稀释度的抗Ｄ血清在微柱凝

胶卡上反应凝集强度相比较，盐水介质敏感度略低。这与微柱

凝胶法的方法学本身有较高的敏感性有关［３５］；但是对于弱抗

体或低浓度抗体的检出，在本研究中采用ＬＩＳＳ介质的结果来

看其敏感度很高，这也是国内学者用微柱凝胶卡在ＬＩＳＳ介质

下检测药物抗体的一些研究的原因［６７］。

综上所述，ＬＩＳＳ液可加快红细胞抗原抗体结合速度，缩短

反应时间，提高试验敏感度，对输血安全和及时性提供了保障。

同时也要求检验工作者在实际工作中一定要严格按说明书操

作。对于ＩＡＴ，ＬＩＳＳ液的加入量应选择自己试验的最佳加入

量，以保证快速、准确获得结果。
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（３）：１５５１５８．

［３］ 孟庆宝．微柱凝胶技术在输血相关实验中的评价及应用

研究［Ｊ］．国际检验医学杂志，２００９，３０（９）：８４８８５１．

［４］ 龙华泉，陈世豪，张伟坚．凝聚胺法与微柱凝胶法检测不

规则抗体的对比分析［Ｊ］．检验医学与临床，２０１３，１０（１）：

３９４０．

［５］ 秦立红，蔡利星．微柱凝胶法配血试验２３１６例结果分析

［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１２，３３（４）：５００５０１．

［６］ 谢作听，钱林利，陶志华，等．血清青霉素ＩｇＭ和ＩｇＧ抗体

检测方法的建立和评价［Ｊ］．中华检验医学杂志，２００６，２９

（６）：５２７５２８．

［７］ 林观祥，潘晓锋，郭红，等．微柱凝胶法检测人血中美洛西

林针剂的ＩｇＭ 和ＩｇＧ抗体［Ｊ］．中国药业，２０１０，１９（９）：

２１．

（收稿日期：２０１３０４２８　修回日期：２０１３０７１１）

·临床研究·

直肠癌患者血浆肿瘤型 Ｍ２丙酮酸激酶的变化

于建新，梁文英（山东省荷泽市单县中心医院检验科　２７４３００）

　　【摘要】　目的　分析不同临床分期直肠癌患者血浆肿瘤型 Ｍ２丙酮酸激酶（ＴｕＭ２ＰＫ）水平的变化，初步探讨

ＴｕＭ２ＰＫ在直肠癌诊断、病情监测中的临床价值。方法　采用酶联免疫吸附试验检测１２６例直肠癌患者、６３例直

肠良性肿瘤患者及３２例健康对照者血浆ＴｕＭ２ＰＫ水平，同时检测血清癌胚抗原（ＣＥＡ）浓度。以ＴｕＭ２ＰＫ ＞１５

Ｕ／ｍＬ为阳性，分析直肠癌患者血浆ＴｕＭ２ＰＫ水平与临床病理参数的相关性，犚犗犆曲线法分析ＴｕＭ２ＰＫ与ＣＥＡ

的诊断性能。结果　直肠癌组、直肠良性肿瘤组及健康对照组血浆 ＴｕＭ２ＰＫ水平中位数分别为２３．００、１４．５７、

１２．６８Ｕ／ｍＬ，直肠癌组显著高于直肠良性肿瘤患者及健康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），直肠良性肿瘤患

者与健康对照组血浆ＴｕＭ２ＰＫ水平差异无统计学意义。直肠癌血浆ＴｕＭ２ＰＫ水平与肿瘤细胞分化程度、淋巴结

转移与否、临床分期有关；ＴｕＭ２ＰＫ与ＣＥＡ诊断直肠癌的敏感度与特异性分别为７４．６０％、７９．１６％与７３．５１％、

６９．１８％。结论　血浆ＴｕＭ２ＰＫ水平可辅助诊断直肠癌，但不能用于直肠癌的早期诊断，对病情的评估、临床分

期、浸润转移的判断有一定意义。

【关键词】　肿瘤型 Ｍ２丙酮酸激酶；　直肠癌；　犚犗犆曲线

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１３．２３．０６４ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１３）２３３２０５０２

　　目前国内有关直肠癌患者血浆肿瘤型 Ｍ２丙酮酸激酶

（ＴｕＭ２ＰＫ）表达水平的研究多数通过检测粪便中 ＴｕＭ２ＰＫ

浓度在不同病变程度患者中的分布，来探讨它的诊断价值及是

否具有作为一项新直肠癌筛查指标的价值［１４］。对于以直肠良

性肿瘤为对照研究血浆中ＴｕＭ２ＰＫ水平表达的状况及与临

床病理参数相关性研究报道很少，本文对此进行研究，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择本院肿瘤外科２０１２年１～１２月住院的

直肠癌患者１２６例，其中ＴＮＭ 分期Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ各２３例、３１

例、３７例、３５例，年龄４６～８２岁，男８７例，女３９例；选择同期

直肠良性肿瘤患者６４例，其中直肠息肉１１例、低级别直肠上

皮内瘤变１７例、高级别直肠上皮内瘤变３６例，年龄４２～７３

岁，男４７例，女１７例；随机选取无肿瘤史、癌胚抗原（ＣＥＡ）、糖

类抗原（ＣＡ１９９）、ＣＡ７２４、ＣＡ２４２正常的健康体检者４３例，年

龄３９～７２岁，男３１例，女１２例。所有癌症患者均由病理诊断

证实，直肠癌患者术前未接受任何放疗和化疗。

１．２　标本收集　所有患者与健康对照者均于早晨空腹采集静

脉血８ｍＬ，平均分加于乙二胺四乙酸二钾抗凝管与带分离胶

的无抗凝试管中，１ｈ内以３０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，分离出血浆

与血清存于－８０℃冰箱备用。

１．３　仪器与方法　ＴｕＭ２ＰＫ测定采用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ），试剂购于美国ＡＢＩ公司的原装进口 Ｍ２ＰＫ检测试

剂盒，酶标仪为ＢａｉＲａｄ６８０型，检测波长４５０ｎｍ 参考波长

６２０ｎｍ。ＣＥＡ、ＣＡ１９９、ＣＡ２４２、ＣＡ７２４采用化学发光法测定，

仪器为美国贝克曼公司的ＤＸＩ８００，定标液、检测试剂及其他辅

助试剂均为配套试剂。所有操作严格按试剂和仪器说明书进

行，ＴｕＭ２ＰＫ＞１５Ｕ／ｍＬ判断为阳性结果
［４５］。

１．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１３．５软件进行统计操作分析，

不同分类水平非参数分布资料比较采用多个样本秩和检验，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

２．１　直肠癌患者、直肠良性肿瘤患者及健康对照者血浆

ＴｕＭ２ＰＫ测定结果　见表１。

表１　３组ＴｕＭ２ＰＫ测定结果（Ｕ／ｍＬ）

组别 狀 中位数 范围

健康对照组 ４３ １２．６８ ５．１１～１８．２３

直肠良性肿瘤组 ６４ １４．５７ ５．２２～２４．６７

　直肠息肉 １１ １２．８６ ５．００～２３．３４

　低级别上皮内瘤变 １７ １４．５６ ６．８９～２１．７５

　高级别上皮内瘤变 ３６ １５．０６ ８．３９～２４．７８

直肠癌组 １２６ ２３．００ ５．３６～１１２．７１

　Ⅰ期 ２３ １５．９９▲ ５．３６～１８．８５

　Ⅱ期 ３１ １９．６３▲★ ７．４２～２６．６７

　Ⅲ期 ３７ ２８．６１▲★ １１．６９～４１．１２

　Ⅳ期 ３５ ３３．００▲★ １０．８３～１１２．７１

　　注：与健康对照组比较，▲犘＜０．０５；与良性病变组比较，★犘＜

０．０５。

２．２　直肠癌不同临床病理参数间ＴｕＭ２ＰＫ表达阳性结果比

较　见表２。

·５０２３·检验医学与临床２０１３年１２月第１０卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．２３




