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方法
!

收集载量
?*

)

"

?*

C

8J

N7

'

I2

的
)*

份乙型肝炎患者血浆!并分为低载量组%中载量组%高载量组$标本采集

后立即分离血浆并进行基线"

*0

#载量检测!其余血浆于
E,*h

存储!分别在第
?

%

)

%

C

%

?(

%

,?

和
)*

天进行实时荧光

定量测定$结果
!

"

?

#将
)*

份样本进行不同时间点的配对
:

检验!载量差异均无统计学意义(第
?

天与第
*

天比较

"

:jE*D),C

!

!j*DC(+

#&第
)

天与第
*

天比较"

:jE*DC?F

!

!j*D(CB

#&第
C

天与第
*

天比较"

:jE*D+F,

!

!j

*D/**

#&第
?(

天与第
*

天比较"

:jE?D*C,

!

!j*D,B,

#&第
,?

天与第
*

天比较"

:jE*DF?F

!

!j*D(,*

#&第
)*

天与

第
*

天比较"

:j*D+)/

!

!j*D/)*

#$"

,

#分组比较中!第
)*

天与第
*

天比较!

!-#W&'
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$结论
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储存
)*0

!血浆标本
!-#W&'

载量未

出现连续下降或上升趋势!且不同时间点与第
*

天的基线载量比较差异无统计学意义$
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乙型肝炎病毒$

!-#

%感染是一个全球性的健康问题#是

引起慢性肝炎-肝硬化-肝癌的主要原因之一,我国是
!-#

感染的高发地区#慢性乙型肝炎患者的高病毒载量与肝细胞性

肝癌的发展密切相关*

?

+

,目前#

!-#

感染的实验室诊断主要

依赖血清特异性抗原抗体和
W&'

的检测#包括时间分辨荧光

分析法-酶免疫测定技术-放射免疫分析法和实时荧光定量检

测$

%=$<"%

%,前三种方法用于检测
!-#

血清标志物#是根

据人体对
!-#

的免疫反应产生的表达产物及其抗体应答系

统进行检测#间接反映复制情况,而
%=$<"%

是检测
!-#

的

核酸#能更精确反映人体内
!-#

的数量状态#直接反映
!-#

复制传染性的指标,

%=$<"%

方法可用于诊断感染的慢性携

带者-抗病毒治疗后的疗效评估-治疗药物的选择及协助诊断

因遗传变异导致的血清学无法检测者*

,$)

+

,本研究将
)*

份血

浆标本在
E,*h

条件下储存
)*0

#在第
?

-

)

-

C

-

?(

-

,?

和
)*

天

的
+

个时间点进行动态检测#分析稳定性#希望为相关实验室

提供依据,

$
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资料与方法

$D$

!

一般资料
!

样本取自
,*?)

年
?

"

F

月广西医科大学第一

附属医院感染性疾病科收治的乙型肝炎患者血浆
)*

份#其中

男
,,

份#女
F

份(年龄
?+

"

(/

岁#平均
,F

岁,其中#乙型肝炎

病毒表面抗原$

!-M'

4

%-乙型肝炎病毒
:

抗体$抗
$!-:

%-乙型

肝炎病毒核心抗体$抗
$!-8

%

)

项阳性即3小三阳4者
?F

例#

!-M'

4

-乙型肝炎病毒
:

抗原$

!-:'

4

%-抗
$!-8)

项阳性即

3大三阳4者
?,

例,

$D/

!

血浆样本
!

根据载量将
)*

份无溶血的血浆样本分成
)

组!$

?

%

?*

份样本为低载量$

?*

)

"

?*

(

8J

N7

"

I2

%#平均
(B*+

8J

N7

"

I2

#范围在
?C/(

"

F?/)8J

N7

"

I2

($

,

%

?*

份样本为中载

量$

?*

(

"

?*

/

8J

N7

"

I2

%#平均
/,+(C8J

N7

"

I2

#范围
?(CF*

"

)

+F*?

)

检验医学与临床
,*?/

年
(

月第
?,

卷第
F

期
!

2@AU:0"93K

!

'

N

;39,*?/

!

#J9D?,

!

&JDF



FFB?,8J

N7

"

I2

($

)

%

?*

份样本为高载量$

?*

/

"

?*

C

8J

N7

"

I2

%#

平均
?**,/,F8J

N7

"

I2

#范围
F/+C*

"

,/??++*8J

N7

"

I2

,

$D'

!

%=$<"%

检测

$D'D$

!

样本处理
!

每例患者收集
?*I2

的全血至含乙二胺

四乙酸$

VW='

%的抗凝管$上海科华诊断医疗产品有限公司%#

然后立即运送至实验室进行离心分离$

C**;

"

I3K

离心
?*

I3K

%,取离心后无溶血的血浆标本
?I2

立即进行基线
%=$

<"%

分析$

*0

%#其余血浆分成
+

管#每管
?D/I2

在
E,*h

存

储#分别在第
?

-

)

-

C

-

?(

-

,?

和
)*

天取其中一份标本进行
%=$

<"%

,每次检测前均进行再次离心$

C**;

"

I3K

离心
?*I3K

%,

$D'D/
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%=$<"%

!

核酸提取和
%=$<"%

均使用乙型肝炎病毒

$

!-#

%核酸定量测定试剂盒$湖南圣湘生物科技有限公司%,

在
<"%

反应管中加入
/

-

2

核酸释放剂$试剂盒提供%#再加入

/

-

2

待测血浆样本#混匀后室温静置
?*I3K

#加入
(*

-

2<"%

反应试剂#混匀后上机进行
<"%

扩增,扩增和循环条件为!

//h

反应
,I3K

#

B(h

反应
/I3K

#再按
B(h?/M

-

/Ch)*M

进行
(/

个循环,每次运行包含阴性对照-阳性对照和空白对

照#阳性定量参考品$试剂盒提供%#同血清样本一起上机扩增#

判断是否存在
<"%

抑制和防止假阳性结果,反应结束后#仪

器根据标准曲线自动给出结果,实验室室温保持在
,,

"

,(h

#相对湿度$

+/^/

%

i

,所有标本都是由相同的技术人

员在同等条件下完成,

$D1

!

统计学处理
!

数据首先进行
9J

4

?*转换#应用配对
:

检验

进行统计学分析#

!

$

*D*/

表示差异有统计学意义#所有数据

均经
Y<YY?CD*

统计软件包处理,

/

!

结
!!

果

/D$

!

不同时间点
%=$<"%

检测的载量
!

在
)*

份血浆标本检

测过程中#所有对照都成功地被检测#表明
%=$<"%

过程中无

抑制和假阳性现象,各组标本在第
*

-

?

-

)

-

C

-

?(

-

,?

和
)*

天

%=$<"%

检测的平均载量值如表
?

所示,

表
?

!

不同时间点
%=$<"%

检测的
!-#

载量%

9J

4

?*

8J

N7

)

I2

&

!-#

分组
-

第
*

天 第
?

天 第
)

天 第
C

天 第
?(

天 第
,?

天 第
)*

天

低载量组
?* )D+)F̂ *D,(( )D+)B̂ *D,)/ )D+,,̂ *D,+) )D+(?̂ *D,B* )D/(*̂ *D,B/ )D+)(̂ *D,(, )D+)F̂ *D,/?

中载量组
?* (D+/F̂ *D,+) (D+)?̂ *D,++ (D++*̂ *D,// (D+,/̂ *D,+/ (D+(/̂ *D,(F (D+)?̂ *D,C) (D+(B̂ *D,)C

高载量组
?* /DC(Ĉ *D/(+ /DC/F̂ *D/*/ /DC(/̂ *D/)) /DC((̂ *D(FB /DC(B̂ *D/*) /DC/F̂ *D/*B /D/F*̂ *D/?+

!!

!-#

低载量组
?*

份标本中#每毫升标本拷贝数的常用对

数值
)D?B,

"

)DB??

#在
C

个不同时间点检测的平均病毒载量

相近#第
*

天与第
)*

天平均病毒载量的常用对数值为
)D+)F

和
)D+)B

#且差异无统计学意义$

:j*D*,?

#

!j*DB(F

%,中载

量组
?*

份标本中#每毫升标本拷贝数的常用对数值
(D?C*

"

(DB(B

#在不同时间点检测的平均病毒载量相近#第
*

天与第

)*

天平均病毒载量的常用对数值由
(D+/F

下降至
(D+(F

#且差

异无统计学意义$

:jE*D)FC

#

!j*DC*F

%,高载量组
?*

份标

本中#每毫升标本拷贝数的常用对数值
(DB))

"

+D(**

#第
*

天

与第
)*

天平均病毒载量的常用对数值由
/DC(C

升高至
/DCF*

#

且差异无统计学意义$

:j?DC?C

#

!j*D?,*

%,将
)*

份样本进

行不同时间点的配对
:

检验#载量差异无统计学意义#第
?

天

与第
*

天比较$

:jE*D),C

#

!j*DC(+

%(第
)

天与第
*

天比较

$

:jE*DC?F

#

!j*D(CB

%(第
C

天与第
*

天比较$

:jE*D+F,

#

!j*D/**

%(第
?(

天与第
*

天比较$

:jE?D*C,

#

!j*D,B,

%(第

,?

天与第
*

天比较$

:jE*DF?F

#

!j*D(,*

%(第
)*

天与第
*

天

比较$

:j*D+)/

#

!j*D/)*

%,

图
?

!

第
)*

天和第
*

天血浆样本稳定性比较

/D/

!

%=$<"%

检测的第
)*

天与第
*

天
!-#

载量值比较
!

所

有
)*

份标本
%=$<"%

检测的第
)*

天与第
*

天
!-#

载量值

见图
?

,其中#有
(

份标本第
)*

天
!-#

载量值与第
*

天相近

或重叠$

C

号-

B

号-

,(

号和
)*

号标本%(

?,

份标本为第
)*

天

!-#

载量值较第
*

天低$

*D*((^*D*)*

%#差异有统计学意义

$

:j/D*F/

#

!j*D***

%(

?(

份标本为第
)*

天
!-#

载量值比第

*

天稍高$

E*D*/,̂ *D*(B

%#差异有统计学意义$

:jE(D*)?

#

!j*D**?

%,全部样本第
)*

天与第
*

天比较#

!-#

载量差异

无统计学意义$

:j*D+)/

#

!j*D/)*

%,

'

!

讨
!!

论

到目前为止#

%=$<"%

是一种快速-敏感-实用的检测方

法,但是#在我国仍有许多医院并未具备开展检测病毒载量的

临床基因扩增实验室,因此#部分乙型肝炎患者标本只能定时

定点地送往远离的病毒学实验室,可见#当务之急是如何保证

血液标本收集-处理和存储方法正确-恰当并优化#以确保后续

!-#

载量检测结果的准确性和重复性,

<"%

技术中核酸提取是一个重要环节#本试验中采用一

步法提取#无需对样本进行加热-高速离心富集病毒等过程#能

够避免病毒核酸的损失#也避免了可能的核酸酶污染#从而使

定量更准确,

Y85@P:;

等*

(

+认为#延迟血浆样本的处理可能导

致巨细胞病毒
<"%

结果的假阳性率增高,自从
!-#

检测试

剂盒商品化后#分析前质量控制的重要性就不言而喻#如样本

收集-运输-处理等#延迟处理就可能导致细胞破坏-标本溶血#

影响
<"%

检测的准确性*

(

+

,为排除血浆中不可预测的影响因

素#本研究在每次测试前都对样本进行重复离心#从而有助于

确保
<"%

检测的准确性#对于第
)*

天载量测定与第
*

天之间

差异无统计学意义起一定的积极作用,

对于血清样本的稳定性#不仅储存温度-储存时间对其有

影响#反复冻融也可能是影响因素之一,

Y@K930@

4

等*

/

+对
/

份

血清样本在首次采集后于
E,*h

冻存
,0

#在随后的
?*

次反

复溶解-冻存中检测稳定性#结果未见改变,表明对于临床标

本无需采集后进行小份分装#不但减少工作强度#且在反复冻

存-溶解
?*

次内进行检测#其结果仍然有效,但是#该试验标

本较少#其可靠性仍需进一步证实,而本试验中#每份标本的

检测均为一次性冻存和溶解过程#排除了多次反复冻存溶解对

结果的可能影响,结果显示#不管是分为
!-#

低病毒载量

)
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组-中病毒载量组和高病毒载量组#或不分组分析#

)*

份样本

的
!-#

平均载量值在第
*

天与其他
+

个时间点$第
?

-

)

-

C

-

?(

-

,?

-

)*

天%比较#差异无统计学意义#试验中血浆样本储存

于
E,*h

#结果与已发表的研究相似,

J̀M:

等*

+

+报道#血浆样

本在
/

-

,/h

储存
,F0

#其稳定性不变,

[:MMJK3

等*

C

+研究报

道#血浆样本丙型肝炎病毒$

!"#

%-人类免疫缺陷病毒$

!.#$

?

%和
!-#

的稳定性#在
(h

条件下#

!"#

和
!.#$?

的核糖

核酸能够储存
C,5

#

!-#W&'

能够储存
C0

,

对于定量
<"%

检测的室间质量评价的可接受范围#我国

卫生部临床检验中心采用溯源至国家标准品得出的检测值换

算成的对数值
^*D(

为可接受范围*

F

+

,试验的
)*

份标本#可

能由于个体差异和技术固有误差而导致第
)*

天结果低于或高

于第
*

天#分别比较后差异有统计学意义#但各对数值均在可

接受范围内,当不分组比较后#全部样本第
)*

天与第
*

天比

较
!-#

载量差异无统计学意义$

:j*D+)/

#

!j*D/)*

%#说明

升高或降低对临床判断影响极小,同样#

-@9:;3J9@

等*

B

+报道#

临床样品在
E,*

-

EC*h

存储长达
B

年后#检测
!"#

-

!.#

-

!-#

载量#认为其改变对于临床判断无影响,并且#

>QK

4

等*

?*

+报道#冷冻保存
?*/

份临床样品
?,

个月后#其
!-M'

4

表

达也无改变#仍可用于临床监测,

综上所述#本研究结果表明#血浆标本
E,* h

储存
)*0

中#在第
?

-

)

-

C

-

?(

-

,?

和
)*

天的
+

个时间点进行动态检测#

!-#

载量未出现连续下降或上升的改变#且不同时间点与第

*

天的基线载量比较差异均无统计学意义,希望能为相关临

床实验室提供有用的试验依据!如果未能每天进行
<"%

检测#

可在一定时间内$

)*0

%每周进行几次
!-#

载量的批处理测

试(对于一些临床需要复检的结果#在排除不可预测的血浆因

素后$如重复离心%#

)*0

内进行重复检测#其结果可信(实验室

都应根据各自的技术条件对临床标本的储存条件进行优化#以

保障
<"%

检测的规范性和结果的准确性,
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