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用“扫雷游戏”原理标识新型冠状病毒核酸检测中的可能交叉污染孔*
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  摘 要:目的 应用“扫雷游戏”原理分析新型冠状病毒核酸检测板中各孔与周边孔存在交叉污染的可能

性,标识可能存在孔间交叉污染的孔位。方法 利用Excel
 

2021模拟设计2块聚合酶链反应(PCR)反应板,其

中1块用于显示反应孔所检测的ORF1ab和N基因的循环数(Ct)值,另一块板则根据“被污染孔Ct值减去污

染源孔Ct值≥5”的标准,计算显示可能被周边孔污染的孔位,并在实际新型冠状病毒核酸检测工作中,测试该

表格的适用性。结果 Excel模拟表格可准确反映PCR反应孔的基因检测值,同时显示可能存在污染的孔位。
实际检测工作中,该表格成功预测了可能存在污染的孔位,该污染孔位对应的标本经双试剂2次复核均呈阴

性。结论 应用“扫雷游戏”原理评估新型冠状病毒核酸检测中的孔间污染,可准确、快速预测可能存在污染的

孔位,避免多次复检。
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  新型冠状病毒核酸检测既是确诊新型冠状病毒

感染病例和无症状感染者的实验室依据,也是疫情处

置措施判定的重要标准[1-2]。有研究在各机构实验室

开展新型冠状病毒核酸检测过程中发现,由阳性标

本、质控品及扩增产物造成的实验室环境污染、标本

污染易导致假阳性的检测结果,从而造成防控措施过

度、人员恐慌及对核酸检测结果不可信等问题[3-5]。
针对因人员操作不当、质控品管理不到位等原因

造成的阳性标本、质控品及扩增产物污染可通过加强

操作人员培训、规范质控品管理、实施实验室风险评

估及管理等方式来避免假阳性结果的出现[6-7]。而在

加样和核酸提取过程中,因移液吸头外壁携带污染以

及核酸提取仪高速震荡形成的气溶胶污染引起的假

阳性则很难避免[6,8-9]。这种情况通常发生在相邻孔

为强阳性标本或质控品时,会造成初筛结果为阳性而

复检结果为阴性,从而需要进行复检或重新采样检

测[10],很大程度上增加了检测工作量。
为快速、直观地显示初筛结果中可能为孔间交叉

污染的孔位,便于及时复检,同时减少不必要的第2
次复检。本研究基于“扫雷游戏”模式,根据聚合酶链

反应(PCR)扩增原理设置判断规则,用Excel表格模

拟设计PCR反应板,直观显示实时检测结果及可能

存在污染的孔位,以方便后续复检及结果判断。
1 资料与方法

1.1 一般资料 从上海宏石实时荧光定量PCR仪

中导出2022年11月29日隔离点送检的、检测编号

为027B检测板的新型冠状病毒核酸检测原始数据,

共计90例标本、3个阴性对照、2个空白对照及1个

弱阳性对照的检测结果。
1.2 方法

1.2.1 检测规则 新型冠状病毒核酸检测的初筛试

剂选用上海思路迪生物医学科技有限公司试剂;第1
次和(或)第2次复检则采用“初筛试剂+湖南圣湘生

物科技有限公司试剂”的双试剂复检模式。
1.2.2 基于“扫雷游戏”的评估规则 12×8的核酸

提取深孔板,除周边及四角孔位的相邻孔位较少(3~
5个)外,其余孔位均可能受到周边8个孔位的加样携

带污染和提取仪震荡带来的气溶胶污染。因此,如果

该孔位检测结果为阳性,则可能是源于周边8个孔位

中强阳性标本的污染。
1.2.3 被污染孔的循环数(Ct)值-污染源孔 Ct
值≥5的标准设定 按照PCR扩增原理,当扩增效率

为100%时,检测结果间相差n 个Ct值即代表标本待

测模板间存在2n 倍差异。为了最大限度地标识出可

能被污染的孔位,假设加样200
 

μL的标本可能导致

相邻孔位累计最大量6.25
 

μL的携带污染或气溶胶

污染。此时,阴性标本可能被污染,其病毒含量约为

污染源孔的1/32[6.25/(200.00-6.25)],则被污染

孔的Ct值-污染源孔Ct值=5。因此,为找出所有

可能被相邻孔污染的孔位,可设定“被污染孔的Ct值

-污染源孔Ct值≥5”的条件来识别被污染孔。
1.2.4 Excel2021直观标识可能被污染孔位 用

Excel2021模拟设计2块PCR反应板(孔位号按照逐

列排序的方式赋号),其中1块从原始数据中提取
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ORF1ab及N基因两个靶标的检测值,并按照扩增区

12×8的模式对应显示反应孔的Ct值(2个靶标均无

Ct值时不显示)。另一块板的每个单元格输入函数

“IF(AND(MIN(OFFSET(Sheet4! B3,-1,-1,3,
3))<=41,MIN(OFFSET(Sheet4! B14,-1,-1,
3,3))<=41,Sheet4! B3-MIN(OFFSET(Sheet4!
B3,-1,-1,3,3))>5,Sheet4! B14-MIN(OFFSET
(Sheet4! B14,-1,-1,3,3))>5,Sheet4! B3<=
41,Sheet4! B14<=41,OR(Sheet4! B3<>41,
Sheet4! B14<>41)),(ROW()-2)+(COLUMN()-
16)*8&"号位可能污染","")”,调用Sheet4中各反

应孔的ORF1ab和N基因的检测值进行运算:当该孔

位检测为阳性(即ORF1ab或N基因有Ct值)时,分
别用该孔的ORF1ab和N基因的Ct值减去周边8个

相邻孔位中ORF1ab和N基因最小的Ct值,当两个

计算结果均≥5时,标识该孔位可能被污染。为方便

计算,无 Ct值的靶标默认其 Ct值为最大扩增 Ct
(41)。见图1。

1.2.5 测试表格的适用性 选取强阳性结果多、易
出现孔间污染的隔离点标本的核酸检测结果,输入表

格,对表格中显示为可能污染的标本进行双试剂复核

及2次复核,评估表格的适用性。
2 结  果

2.1 设计表格可直观显示扩增结果及标识可能被污

染的孔位 输入隔离点027B检测板的新型冠状病毒

核酸检测数据,图2A 在相应孔位显示了阳性孔的

ORF1ab和N基因的Ct值,同时图2B标识B11为

“82号位可能污染”。分析可知,B11孔可能源于A12
孔污染,B11孔与 A12孔两个靶标的 Ct值差值为

ORF1ab基因7.36(26.14-18.78)、N 基因7.39
(23.22-15.83),Ct值差值均>5,因此B11孔可能

被污染;D2孔与E3孔相邻,但其ORF1ab基因的Ct
值差值为0.62(30.77-30.15)、N基因的Ct值差值

为2.93(29.15-26.22),均<5,因此排除污染的可

能。见图2。

  注:A用于显示各反应孔ORF1ab和N基因的Ct值;B用于显示可能污染的孔位基因;O代表ORF1ab基因;N代表N基因;0表示还未统计

Ct值。

图1  模拟PCR反应板的表格设计
 

  注:A为检测板中所有阳性孔位的ORF1ab和N基因的Ct值;B为检测板中被判为可能污染的孔位。

图2  027B检测板的扩增结果及可能污染孔位
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2.2 初筛阳性孔2次新型冠状病毒核酸复检证实表

格的适用性 对027B检测板上所有初筛为阳性的标

本进行双试剂第1次和第2次复检,结果显示,B11孔

位2次复检结果均为阴性,D2孔位2次复检均为阳

性,证明该表格适用于实际工作中新型冠状病毒核酸

检测的结果分析,能快速、直观地显示可能存在的污

染孔位。见表1。
表1  隔离点标本027B检测板初筛阳性孔2次

   复检结果(Ct值)

孔位 孔号 靶标
初筛

思路迪

第1次复检

思路迪 圣湘

第2次复检

思路迪 圣湘

D2 12 O 30.77 31.18 24.51 31.96 24.48

N 29.15 29.02 26.87 29.49 27.02

E3 21 O 30.15 30.48 24.31 30.78 24.80

N 26.22 26.72 25.13 27.41 25.83

D5 36 O 21.53 20.44 16.03 21.42 16.43

N 16.06 15.32 15.23 16.13 13.57

B11 82 O 26.14 NOCT NOCT NOCT NOCT

N 23.22 NOCT NOCT NOCT NOCT

A12 89 O 18.78 19.05 15.34 19.43 16.45

N 15.83 15.07 15.18 15.30 16.23

E12* 93 O 35.97 35.32 32.46 35.37 32.01

N 30.45 29.87 34.19 30.67 34.28

  注:O表示 ORF1ab基因;N表示 N基因;NOCT表示无Ct值;
*表示该孔为弱阳性对照孔。

3 讨  论

  目前,医疗机构临床实验室开展新型冠状病毒核

酸检测所采用的方法以反转录实时荧光定量PCR法

为主[11],但该方法对加样环境和检验人员要求较高,
且容易造成孔间交叉污染,导致假阳性检测结果[12]。
由于孔间交叉污染多源于加样和核酸提取过程中的

携带污染和气溶胶污染[13-14],具有偶发性,很难通过

实验室质量控制和风险管理进行规避,只能通过实时

分析检测结果和多次复检进行评判。
本研究通过Excel软件模拟设计PCR反应板的

布局,直观地显示各反应孔与其相邻孔位的位置关

系,并设置“当阳性孔与其周边最强阳性孔的双靶标

Ct值相差≥5时,判定该孔为可能污染”的标准,可准

确地标识可能存在污染的孔位。
当下,由于全国各地疫情防控政策的优化,陆续

取消了大规模、集中化的社会面核酸筛查,检测机构

减少可能引起医疗机构实验室未来一段时间内检出

率的增加。结合该表格的使用,检验人员可快速找出

可能为交叉污染的标本、及时进行复检。一方面减少

了2次复检的程序,缩短报告发放时间;另一方面避

免了假阳性结果的发出。此外,针对定点治疗医院或

方舱医院等阳性标本较集中的机构,当初检、复检结

果不一致时,会启动2次复检的流程[10],极大地增加

了检测的工作量。此时,将该表格用于分析各阳性孔

是否被污染,可以避免非必要的2次复检,减少核酸

检测工作量。
本研究判定污染的标准为“被污染孔的Ct值-

污染源孔Ct值≥5”,是基于检测试剂盒扩增效率为

100%、200
 

μL加样量可能携带或造成相邻孔累计

6.25
 

μL污染的假设。实际工作中,很多新型冠状病

毒核酸检测试剂盒的扩增效率≤90%[15],吸头携带或

气溶胶污染量可能低于6.25
 

μL,因此,Ct值差值≥5
的标准可根据各实验室检测对象、检出率等因素进行

适当调整。
综上所述,基于“扫雷游戏”原理评估新型冠状病

毒核酸检测中的孔间污染,可准确、快速预测可能存

在污染的孔位,避免多次复检,减少核酸检测工作量。
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432例妊娠合并心律失常患者临床资料分析*
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  摘 要:目的 探讨妊娠合并心律失常对母儿结局的影响。方法 选择2007年2月至2021年8月该院收

治的58
 

728例孕妇中432例妊娠合并心律失常患者(心律失常组)的临床资料,对心律失常类型、妊娠结局进行

分析。根据年龄和妊娠年份1∶1匹配同期432例健康妊娠女性作为对照组。分析两组研究对象的一般资料、
孕期并发症、妊娠结局情况。结果 58728例孕妇妊娠合并心律失常发生率为0.74%,其中室性期前收缩

(24.31%)及窦性心动过速(24.07%)构成比较高,88.19%的患者能顺利通过妊娠期和分娩期。与对照组比

较,心律失常组住院天数更长,剖宫产率更高,新生儿体质量更低,差异均有统计学意义(P<0.05)。两组流产、
早产发生率,孕周比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。对恶性心律失常患者及时进行介入手术干预后,患者

基本平稳度过围生期。结论 近年来,妊娠合并心律失常发生率有升高的趋势,可导致不良妊娠结局,通过多

学科联合管理,对符合适应证的患者及时采取介入手术干预可改善妊娠结局。
关键词:妊娠; 心律失常; 介入治疗; 妊娠结局
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  妊娠合并心律失常是导致孕产妇围生期因心血

管疾病死亡的重要原因之一,国外研究证实,妊娠合

并心血管疾病占美国妊娠女性相关死亡的26.5%[1]。
心律失常作为妊娠最常见的心血管不良事件,其发病

率已升至妊娠合并心血管疾病的首位[2]。因此,本研

究对妊娠合并心律失常患者的基本情况和影响因素

进行了分析,借此寻求降低妊娠合并心律失常不良预

后发生率。回顾性分析本院432例妊娠合并心律失

常患者的临床资料,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2007年2月至2021年8月本

院收治的58
 

728例孕妇中合并心律失常患者432例,
患者年龄17~46岁、平均(28.64±5.19)岁,平均孕

周(37.24±5.12)周。妊娠合并心律失常的诊断标准

依据《妇产科学》(第9版),根据患者病史、症状、体
征、辅助检查相关结果诊断,同时按年龄和妊娠年份

1∶1匹配,纳入健康孕妇(对照组)分析心律失常对孕

妇及胎儿的影响。本研究通过医院伦理委员会审查

(2021-研第070-01)。
1.2 方法 利用医院病案统计系统收集2007年2

月至2021年8月妊娠合并心律失常432例住院分娩

患者病历资料,登记患者一般情况、心律失常类型、心
功能、分娩方式、预后及新生儿情况等。围生儿结局

包括早产(分娩孕周28~<37周)、小于胎龄儿(新生

儿出生体质量<相同孕龄第10个百分位孕周体质

量)、新生儿窒息(出生后5
 

min
 

Apgar评分<7分)
等。按照纽约心脏病协会分级方案对患者心功能进

行分级。
1.3 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行统

计分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,两
组间比较采用两独立样本t检验;不符合正态分布的

计量资料以M(P25,P75)表示,组间比较采用秩和检

验。计数资料以例数或百分率表示,组间比较采用χ2

检验或Fisher确切概率法。以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 妊娠合并心律失常患者基本情况 2007年2月

至2021年8月,本院收治的58
 

728例孕妇中妊娠合

并心律失常432例,发生率为0.74%。不同年份发生

率见表1。
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