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目的
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探讨高脂血$溶血标本对荧光定量聚合酶链反应"
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#测定低水平
,2V7'U+

检测结果的影

响%方法
!

对收治的
$""

例三酰甘油"

&4

#正常"
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的乙型肝炎患者采集血清标本!进行即刻检测!另外选择
$""

份乙肝五项全阴且测不出
,2V7'U+

的高
&4

标本和
$""

份乙肝五项全阴且测不出
,2V7'U+

的全血标本分别制备成高脂血$溶血血清标本!同时进行高脂血

和非高脂血$溶血血清和非溶血血清的
,2V7'U+

荧光定量
3<R

检测!并进行配对
5

检验%结果
!

高脂血和非高

脂血$溶血血清和非溶血血清的
,2V7'U+

水平差异有统计学意义"
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#%结论
!

高脂血$溶血标本低水平

,2V7'U+

荧光定量
3<R

定量检测结果较空腹采集即刻检测的结果降低%
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乙型肝炎$乙肝%是由乙肝病毒$

,2V

%引起的以肝损害为

主的传染性疾病#流行广,发病率高)

,2V7'U+

的定量能客

观反映
,2V

感染复制情况#为临床用药,治疗监测及预后判

断方面提供有价值的参考依据*

$

+

)目前用于
,2V7'U+

定量

测定的基本方法是荧光定量聚合酶链反应$

3<R

%技术#特异性

和敏感性高#可实时检测#操作方便#定量范围宽#重复性好#不

易引起污染等*

#

+

)干扰
3<R

扩增的因素很多#除反应体系外#

标本因素的影响不可忽视)作者就高脂血,溶血标本对低水平

,2V7'U+

荧光定量
3<R

检测结果的影响作一些探讨#制订

出适合本实验室的标本采集,储存,重留标准#以使实验结果更

为可靠)
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资料与方法
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一般资料
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收集
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年
1

月至
#"$1

年
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月本院肝病门
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的乙肝患者共
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例)

另外选择
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份乙肝五项全阴且测不出
,2V7'U+

的高
&4

标本和
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份乙肝五项全阴且测不出
,2V7'U+

的全血标

本#均来自于
#"$#

年
1

月至
#"$1

年
1

月本院肝病门诊)
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仪器与试剂
!

日本
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血液分析仪#
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生化分析仪#

+287>:""3<R

仪$美国%以及乙肝病毒核酸扩增

荧光定量检测试剂盒$中山大学达安基因股份有限公司%)
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方法
!

血红蛋白,总胆红素和
&4

的测定!

$""

例乙肝患

者分别空腹抽取静脉血
1M;

#离心后将血清混匀#备用)采用

日本的
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血液分析仪测定血红蛋白#
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生

化分析仪测定总胆红素和
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脂血标本的制备!
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的高
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的乙肝患者混合血清分成
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混合#制成模拟脂血标本)非脂血血清
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溶血标本的制备!
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的全血标本#分别离心弃掉血清后用生理盐水洗
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遍#反

复冻融至溶血(将溶血后的标本混匀并用生理盐水稀释成
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浓度为
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的乙肝患者混

合血清分成
:

组#分别与各浓度
,I

溶液及生理盐水$对照组%

$b$

混合#制成模拟溶血标本)非溶血血清血红蛋白浓度不

超过
#
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标本检测!
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试剂盒采用中山大学达安基因股份

有限公司的乙肝病毒核酸扩增荧光定量检测试剂盒#仪器采用

美国
+287>:""3<R

仪#实验操作,反应体系及扩增条件严格

按照试剂说明书进行)
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评价指标
!

分析不同
&4

水平的脂血标本对低水平

,2V7'U+

荧光定量
3<R

检测结果的影响#分析不同血红蛋

白水平的溶血血清对低水平
,2V7'U+

荧光定量
3<R

检测

结果的影响)
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统计学处理
!

采用
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统计软件包建立数据库#

计量资料用
DT@

表示#总体差异采用方差分析#组间差异采用

)Ù

检验(以
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结
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果
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乙肝患者高脂血血清与非高脂血血清的
,2V7'U+

定

量检测结果
!

不同浓度的高
&4

血清和同组的非高脂血血清

相比#低水平
,2V7'U+

的定量检测结果有所降低#比较差异

均有统计学意义$
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乙肝患者不同程度的溶血血清与非溶血血清的
,2V7
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定量检测结果
!

不同血红蛋白含量的溶血血清和同组的

非溶血血清相比#低水平
,2V7'U+

的定量检测结果有所降

低#差异比较有统计学意义$

!

$
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%#见表
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表
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论
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定量
,2V7'U+

能客观反映
,2V

感染复制情况#在临床

用药,治疗监测及预后判断方面具有较高的临床参考价值*

1

+

)

目前国内用于
,2V7'U+

定量测定的方法基本上是荧光定量

聚合酶链反应$

3<R

%技术#这种技术具有实时测定#高特异性#

高敏感性#快速方便#定量范围宽#结果重复性好#且不易引起

污染等优点*

!

+

)由于荧光定量
3<R

是监测原始待测核酸模板

的扩增过程#任何干扰
3<R

扩增的因素都会影响扩增效率和

定量的准确性)

干扰
3<R

扩增的因素很多#除反应体系外#标本因素的影

响不可忽视)目前临床实验室开展的质量控制大多着重于实

验过程中#实验前的质量控制常被忽视)在标本采集中标本溶

血,高脂血等因素是常常会遇到的#而这些因素对荧光定量

3<R

测定低水平
,2V7'U+

检测结果有一定的影响)在乙肝

抗病毒治疗的过程中#临床医生会根据
,2V7'U+

水平的变

化对药物剂量进行调整#原则上以病毒含量下降为有效并直至

其检测不出*

:

+

)目前#诸多试剂的检测下限为
$9"h$"

1

8=

"

M;

#对于低于下限的以小于方式报告#而此时一般认为检测不

出
,2V

)因此#当低水平
,2V7'U+

标本检测时受标本的储

存,标本溶血,高脂血等因素的影响而使结果偏低甚至为阴性

时#无法反映真实情况#如果据此改变治疗方案#将会延误治疗

造成病情反复#给患者带来不必要的负担*

%

+

)目前#国内外在

标本的储存,标本溶血,高脂血等因素对低水平
,2V7'U+

荧

光定量
3<R

测定结果的影响方面报道较少#故作者就高脂血

标本,溶血标本对低水平
,2V7'U+

荧光定量
3<R

测定结果

的影响作一些探讨#制订出适合本实验室的标本采集,储存,重

留标准#以使实验结果更为可靠*

>

+

)

血清
&4

是组成人血清乳糜微粒的主要物质#高脂血血清

标本混浊的主要原因是因为血液中的低密度脂肪$乳糜微粒及

极低密度脂肪等%增多引起的#高脂血程度可用血清
&4

的水

平进行衡量*

0

+

)因此#本组实验采用不同
&4

水平的高脂血血

清标本和正常
&4

水平的血清标本进行对比#测定对低水平

,2V7'U+

荧光定量
3<R

测定的影响)本组试验结果显示#

不同浓度的高
&4

血清和同组的非高脂血血清相比#低水平

,2V7'U+

的定量检测结果有所降低)作者认为高脂血因素

造成结果偏低的原因可能有!$

$

%高脂血因素导致荧光猝灭#使

得荧光信号强度降低($

#

%高脂血抑制
&E

X

酶的活性#使
3<R

的扩增效率降低)

临床研究已报道#血红素可以通过它的卟啉环与
&E

X

酶

进行不可逆的结合#抑制了
&E

X

酶的活性#使
3<R

的扩增效率

降低#最终使试验结果检测的
,2V7'U+

水平降低*

/7$"

+

)本组

试验中#不同血红蛋白水平的溶血血清和同组的非溶血血清相

比#低水平
,2V7'U+

的定量检测结果也有所降低)

总之#高脂血,溶血标本对低水平
,2V7'U+

荧光定量

3<R

测定结果有一定的影响#可根据具体情况制订出适合本

实验室的标本采集,储存,重留标准#以使试验检测结果更为

可靠)
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试验阳性共
:/

例#阳性率为
#%9:_

#抗体游离试验阳性
$>1

例#阳性率为
>>9%_

#抗体热放散试验阳性
$00

例#阳性率为

0!91_

#确诊为
+2̂ 7,'U

共
$00

例#研究结果证实三项试验

中抗体热放散试验的敏感性最高)确诊为
+2̂ 7,'U

的
+

型

患儿
$#!

例#占
+

型患儿送检例数的
009%_

#确诊为
+2̂ 7

,'U

的
2

型患儿
%!

例#占
2

型患儿送检例数的
>>9$_

#

7̂+

组合阳性率明显高于
7̂2

组合)

表
$

!

##1

例
+2̂ 7,'U

检测时间与检测结果的关系

年龄
&

直抗阳性

$

&

%

游离阳性

$

&

%

放散阳性

$

&

%

试验确

诊数$

&

%

阳性率

$

_

%

$L :/ $/ :" :1 :1 0/90

#L !! $1 !" !" !" /"9/

1L !% $! 1% !" !" 0>9"

$

$

1L

总计
$!/ !% $#% $11 $11 0/91

&

1L >! $1 !> :: :: >!91

合计
##1 :/ $>1 $00 $00 0!91

'

!

讨
!!

论

!!

+2̂ 7,'U

对新生儿最大的危害是引起新生儿核黄疸#其

后果非常严重#因此对
+2̂ 7,'U

的早期诊断和治疗非常重

要)作者在
##1

例
+2̂ 7,'U

的血清学检测中观察到#出生

$

$

1L

共检测
$!/

例#阳性率为
0/91_

#这表明患儿在此期间

检出率较高#主要是因为患儿血液中有较多游离的
8

O

4

血型抗

体及致敏红细胞#但随着时间的延长#失去了反应原性#降低了

检出率*

:

+

#所以在出生
$

$

1L

内尽早检测#尽早诊断#尽早治

疗#可减少
+2̂ 7,'U

的后遗症)临床诊断
+2̂ 7,'U

最有

力的证据是患儿红细胞被来自母亲的
8

O

4

血型抗体致敏*

%

+

#而

只是游离试验阳性者只能作为参考#不能作为诊断指标*

>

+

)在

##1

例
+2̂ 7,'U

的血清学检测中观察到三项试验中直抗试

验阳性率为
#%9:_

#游离试验阳性率为
>>9%_

#放散试验阳性

率为
0!91_

#直抗试验和放散试验同为检测红细胞上致敏的

抗体#但由于放散试验所用的红细胞是直抗的几百倍*

0

+

#再经

红细胞放散使抗体浓缩#所以抗体热放散试验阳性率最高#直

抗试验阳性率最低#放散试验是/三项试验0中敏感度最高的一

项试验#也是判定
+2̂ 7,'U

最有力的证据*

/

+

)在
##1

例

+2̂ 7,'U

的血清学检测中观察到不同母婴血型组合的

+2̂ 7,'U

阳性率存在差异#母婴血型组合阳性率
7̂+

组

$

009%_

%明显高于
7̂2

组$

>>9$_

%#这与文献*

$"

+报道相符)

因此临床医生应高度重视
^

型母亲所生的
+

型婴儿)

+2̂ 7,'U

是儿科最常见的急性溶血性疾病之一#通过血

清学/三项试验0可直接确认新生儿患病与否#临床应高度重视

母婴的血型组合#并在早期尽快进行血清学三项试验的检测#

以提高疗效#减少后遗症)
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