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The value of nitric oxide in ascites and blood in the 

diagnosis of spontaneous bacterial peritonitis of cirrhosis 

Gao Qing，et al 

Department of Internal M edicine，College of Clinical M edicine． 

In the present study，levels of nitric oxide(NO)in ascites and blood were determined by activated cadminum 

in 57 patients with ascites．During the treatment，levels of NO in ascites and blood．ratio of NO in ascites and 

blood (NO ／̂NOB)of 19 cirrhosis patients with spontaneous bacterial peritonitis (SBP)were consecutively 
determined．The results showed that the levels of NO in ascites and NOA／NOB in 19 cirrhosis cases with SBP were 

significantly higher than those of 38 cases with ascites transudate．and lower significantly after the efiective 

antiinfection treatment． W ith numerical value≥1．1， as positive discrimination ratio． the sensitivity and 

specificity of NO／NO in detecting SBP of cirrhosis were 81．5 and 89．5 respectively．It suggested that 

determining and monitoring the levels of NO in ascites and blood，and ratio of NO ／̂NOB could be used to 

diagnose SBP of cirrhosis and predicate the prognosis． 
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一  

PCR热启动及稀释法与常规法检测血清 

HBV—DNA的结果比较 
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提 要 采用常规PCR、热 启动PCR、稀释后热启动PCRy=种方法 ，对 经ELISA检测 为HBsAg、抗 

HBc、HBeAg或抗HBe阳性的血清标本，检测其乙型肝炎病毒DNA(HBV—DNA)。结果显示热启动PCR、稀释后热 

启功1)CR能提高HBV—DNA~J阳性检出率。 

关键词 多聚酶链反应；HBV—DNA；热启动PCR 

中图分类号 R446．1 

m清中HBV—DNA的存在一直被看作是病 

毒复制的标志物，且与活动性肝病及传染性有关， 

以前土要用斑点杂交法来检测⋯。随着PCR检测 

技 术 的 开 展 和 普 及 ，P C R法 检 测 血 清 中 

HBV—DNA已广泛应用于临床。热启动PCR是 

近年来发展起来的，是对常规PCR技术的革新 ：。 

本文将热启动PCR与稀释DNA模板相结合的方 

法。检测血清中HBV—DNA，并进行了相关对比 

实验，以期评估这两种方法在临床诊断中的应用 

价 值。 ’ 

男，1957—01出生，主管技师 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1_1 仪器设备：DNA扩增仪 (美国天美公司) 

1_1．2 试剂盒：PCR试剂盒由洛阳华美生物工程公司及厦 

门长城生物工程公司提供：乙肝血清标志物(HBV．M)检测 

(ELISA法)药盒由上海科华实业技术有限公司提供。 

1_1．3 血清标本来源于1996年我院住院及门诊病人，经 

ELISA法检测HBsAg、抗HBe、抗HBc阳性(小三阳)31例， 

HBsAg、HBeAg、抗HBc阳性 (大三阳)18例，在31例。小三 

阳 中，13例常规PCR阴性(华美试剂盒)，18例待测。 

1．2 方法 
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注：(1)23例标本中1O例来 自表1，另13例是以往留置经华美试剂盒常规PCR阴性标本．(2)PAJ：结果无交叉现象· 

1．2．1 常规PCR：严格按照试剂盒说明书进行操作． 

1．2．2 热启动PCR：在将DNA模板加入反应管以前约5分 

钟取出预制好的冰块放入试管盒内，加入适量 自来水，制 

成冰水混合物 ，其高度以能使反应管内的反应液完全被淹 

没为佳．将PCR反应体系各成份混匀后，立即置于冰浴中， 

启动PCR循环仪．待温度上升至7O。C以上时，再将反应管 

置入，其循环参数与常规PCR相同。 

1I2．3 稀释法：取提取后的DNA模板上清液1 1力Ⅱ入一个 

0．5ml试管中，加入4 1超纯水，混匀(稀释度为1：5)，再取稀 

释后的模板2v1加入另一个0．5ml试管内加入超纯2／11，混 

匀(稀释为1：10)，然后再进行热启动PCR． 

以上检测均采用华美试剂盒 

1、2．4 试剂盒对比试验：对常规PCR、1：5、1：10稀释后热启 

动PCR均阴性的标本，再用长城试剂盒重新检测。 

2 结果 

2．1 ELISA、常规PCR、热启动PCR检测结果如 

表1 

2．2 热启动PCR与稀释后热启动PCR的结果比 

较如表2 

2．3 试剂盒对比试验结果 

13例常规PCR、热启动PCR、1：5、1：10稀释后 

热启动PCR均阴性的标本，有3例因血清量不足而 

未作进一步检测，另10例用长城试剂盒检测，结果 

与华美试剂盒检测果一致。 

3 讨论 
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3．1 热启动PCR能提高阳性检出率 

众所周知，常规PCR的操作流程是不够完善 

的，最大的干扰就是非特异性扩增产物的影响，对 

于高水平感染HBV—DNA的血清标本，非特异 

性扩增对PCR检测结果的影响较小，而对丁低水 

平感染的标本，非特异性扩增则成了一个决定扩 

增成败的关键因素。热启动PCRfi~．提高特异性扩 

增已多有报道 ，该方法提高阳性检出率的主 

要原因在于PCR反应一开始就在大于70℃，即高 

于引物退火温度之上进行，有效地消除了引物错 

配和二聚体形成的任何机遇。因而非特异性产物 

减少，显著增加了特异性产物的扩增量，使低拷贝 

数DNA更易扩增。本方采用热启动PCR对ELISA 

检测为“小三阳”和“大三阳”的血清标本各18例进 

行检测。结果如表1所示：18例“大三阳”标本常规 

PCR及热启动PCR检测阳性均为17例(94．4 )，支 

持传统看法认为HBcAg是病毒复制的指标，说明 

患者具有传染性的观点 ，另一例未得到阳性结 

果，其原因有待进一步探讨；18例“小二阳”标本常 

规PCR阳性8例(44．4 )，而热启动PCR阳性10 

例(55．6％)，阳性率提高了11、2 ，充提示在这10例 

患者血清中尽管 已产生 了抗HBe，但是仍存在 

HBV—DNA的复制，．属活动性肝病，具有一定的 

传染性。 

3．2 适量稀释法能提高阳性检出率 

常规PCR提取DNA得到的模板中存在抑制 
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因子(土要是抑~]DNATaq酶的活性)。稀释法即 

是针刈’稀释抑制 子，降低抑制作J{{而没计的，但 

在稀释了抑制因子的同时，靶序列也被稀释 r．不 

利丁DNA的检出。山于PCR法极其灵敏，据不同 

的报道，国内检测灵敏度可达lfg／ml HBV— 

DNA ‘，而国外则 高，达到了0．001fg／ml，远低 

于HBV最小感染量 。适量的稀释对PCR敏感性 

影响较小而抑制因子的抑制作用被大大降低，使 

原来 被抑 制而 不 能检 出的HBV—DNA易丁检 

出。本实验结果如表2所示：作1：5稀释后，阳性数山 

8N增加为10例，阳性率提高了8．7 ，证实该稀释 

度刈检 测HBV—DNA是适宜 的，能使常规PCR 

甚至热启动PCR不能检出的HBV—DNA被检出： 

但若稀释度过大，使标本中的靶序列低丁该实验 

PCR法的最低检出量，即使抑制凶子的抑制作 

用被大大降低，HBV—DNA也不能被检出，故检 

出率反而降低，如表2所示：作1：10稀释后，因过分 

稀释，热启动PCR的8例阳性仅有3例仍为阳性，阳 

性率降低了21．8 。 

本文采J{{一般物理方法的热肩动PCR以及1： 

5稀释法检测HBV—DNA，操作简便 ，比常规 

PCR具有 高的灵敏度，能较大幅度地提高阳性 

检出率，为临床判断瘸程，针对性川药及观察y 效 

提供 为准确的实验室指标。 
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The detection for serum HBV —D NA by polymerase 

chain reaction(PCR)，hot start(HS)PCR and 

HS—PCR after dilution 

Li Xinglu，et al 

Department of Laboratory Examination，The Second College of Clinical M edicine 

Using Polymerase Chain Reaction(PCR)，Hot Start(HS) PCR and HS—PCR after dilution，the serum 

HBV—DNA was detected，which has been proved to be positive f0r HBsAg，HBcAg，HBeAg or HBeAb in ELLSA． 

The results indicated that HS—PCR·HS—PCR after dilution could improve the positive detedtion rate of HBV— 

DNA、 

K Fy W O R DS Polymerase Chain reaction,HBV—DNA；Hot start PCR 
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