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2 锯条的选择与调试

为了保持锯面平整
,

层片厚薄均匀
,

笔者选用锯齿

小
、

锯路窄
、

锯 口锋利的薄锯条
,

从而减少锯路损耗
,

降

低局部结构的失真度
。

切锯前仔细调整锯条的张力
,

如张力过高
,

易致锯条毁损 ; 张力过低
,

锯条摆动度较

大
,

易致切面不平或层内厚薄不均
。

作者 以废弃肢体

冰冻后试锯
,

一方面检验锯 口的利钝
,

一方面调试锯条

的张力
,

取得满意效果后再正式切锯
。

已切锯的 10 余

具尸体未因此出现明显的锯面不平
、

倾斜或层间厚薄

不均等情况
。

3
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3 切锯

切锯是断层标本制作的中心环节
,

是决定标本质

量高低的关键
,

因而要求尸体摆放必须与锯条垂直
,

切

锯中的推进力相对均恒
。

为此
,

我们经过实验探索
,

将

带锯机的载物台改装滑轨
,

既减轻了操作者的体能消

耗
、

缓解疲劳
,

又消除了载物台与尸体间因磨擦力所产

生的不确定因素
,

从而能以较恒定的推进力进行切锯
,

确保尸体与锯条垂直
。

值得注意的是在室温较高的情

况下切锯时要密切注视尸体解冻软化的情况
,

一旦软

化
,

立刻复冻
,

切勿勉强切锯
。

切锯中根据切锯部位不

同要适时微调锯条张力
,

如切锯头颅
、

骨盆等骨组织较

多部位
,

要适当调高张力
,

保证切锯质量
。
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4 固定

切锯好的断层标本
,

因冻冰的融解
,

一些细小结构

如肠拌等极易移位
,

甚至脱离遗失
,

导致断面结构失

真
,

降低标本质量
,

严重者甚至完全失去原有结构特

征
。

因此
,

在较高室温条件下切锯时
,

将切下的断层用

塑料袋包装后立刻复冻
,

达到临时固定 目的
,

待切锯完

毕后
,

有计划地逐层解冻
,

解冻到一定程度 ( 以能顺利

进针为宜 )进行原位缝合固定
,

缝合点不宜过多
、

过紧
,

以免组织器官移位
、

变形
,

导致失真
。

我们认为以流动

自来水清洗解冻为佳
,

这样在解冻过程中同时清除锯

末
、

胃肠 内污物等
,

达到事半功倍的效果
。
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荧光定量 P C R 与普通 P C R 检测 I IB V D N A 的对照分析
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黄燕萍
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王宇明 (第三军医大学附属西南医 院全军感染病研究所
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cP )R 检测人血清
HB v D N A 结果之间的相互关系

,

为临床提供最有效的诊断方法
。

方法 对 1 17 份血清标本用两种方法同时进行检测
,

分析其相关

性
,

比较其差异
。

结果 荧光定量 P CR 不仅能几乎 100 %检测出普通 CP R 阳性的标本
,

还能在其阴性的 76 份标本中检测出 36 份阳

性
,

其拷贝数均在较低水平
。

在不同的血清标志物模式下
,

定量方法的阳性率均明显高于定性方法
。

结论 荧光定量 CP R 具有一

定优势
,

尤其适合于使用抗病毒药物的病人的疗效观察和病情预测
。

目前
,

慢性乙型肝炎病人最常用 的抗病毒治疗药

物是重组干扰素 ( rI NF )和拉米夫定 ( l和刀 v u互li n e 3 CT )
。

观察这些药物疗效最有效和最必要的指标是病人体内

的 H BV D N A 含量
。

临床通常采用普通 CP R 技术检测

体内 H B V DNA
,

优点是快速
,

灵敏
,

缺点是只能定性不

能定量
,

且易引起 CP R 产物的交叉污染
。

近年来实时

荧光定量 CP R 技术开始被采用
,

它具有很高的敏感

性
,

准确性和重复性 〔’ 了。

二种方法关系如何
,

是否荧光

定量 cP R 已成为普通 P c R 的换代技术 21[
,

现就此作初

步的探讨
。
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1 材料和方法

1
.

1 材料

标本来源于本院肝炎专科门诊病人
,

共 1 17 份 ;普通 P c R

仪 (美国 PE 公司 )
,

u hgt Cyc ler 荧光定量 cP R 仪 (罗氏公 司 ;)

H B V
一

M E I」SA 试剂盒购自山东潍坊 3 V 公司
,

HB V D N A定性试

剂盒购 自河南华美公司
,

HB v D N A 荧光定量试剂盒购自上海复

星公司
。
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.

2 方法

BH V
一

M 按试剂盒说明操作
。

HB V ND A 普通 P CR 按试剂盒

说明操作
。

荧光定量 cP R 按以下条件扩增
:
50 ℃ 2 而

n
灭活尿

嚓陡糖基化酶 ( u ar icl
一

蜘co vsl as e ,

u N G 酶户
〕 ,

94 ℃ 2 而
n

预变

性
,

然后双温 ( 93 ℃ 2 5 ,

团 ℃ 20
5

)循环 40 次
。

最后软件分析

计算定量结果
。

单位采用 CoP y / m1
。

O C叩 y / m1 为阴性
,
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> O C
o
哪 /以 为阳性

。

1
.

3 统计学处理

采用 : 检验
,

才检验和触~
秩和相关分析

。

2 结果

普通 代 R 法与荧光定量 民R 法同时检测 1 17 份肝炎门诊标

本
,

普通 cP R 检测的阳性率为 35
.

以%
,

卿
~

I℃ R 检测的阳性率为

63
.

25 %
。

若以殉
一

cP R 为金标准
,

则普通 CP R 假阳性为 1份
,

假

阴性为 34 份
。

二者差异显著 (丫
二 31

.

97
,

尸 < 0
.

01 )
,

见表 l
。

表 1 普通 代二R 法与荧光定量 P C R 法检测结果比较

1刊二F 定量
FC R 定性

4374117
如
4 I

423476

扩
= 3 1

·

97
,

p < o
·

0 1

关于两种 CP R 检测与血清标志物的关系
,

见表 2
。

表 2 两种 P( 卫检测与血清标志物的关系

R玉定性 1℃ R 定星

全阴性 5

、 : 该阳性率不代表临床检测实际阳性率
。

其中有人为挑选的 17 份标本
。

在普通 CP R 与定量 CP R 中均为阳性的 40 份标本
,

如果将其

普通 PC R 检测中琼脂糖凝胶电泳的肉眼粗略估计结果分为 + 、

++
、

柑 3个等级
,

与定量检测结果的相互关系见表 3
。

表 3 普通 P〔: R 与定量 1℃R 的相关性
1〔 I 定性

一 十
++ 十

代 R定量 ( . 即 /耐 ) 1护 ” ` , 18 1份
1 9 士 1

.

76
`

1护 。 * 卜。 “ # 1护 44 * , 82 ` “

* :
尸 < 0

.

05 与 (
一 )比较

; # :
P < 0

.

05 与 ( + )比较

3 讨论

普通 P c R 与荧光定量 CP R 相比较
,

后者的灵敏度

明显高于前者
。

两种方法均阳性的 40 例 (平均拷贝数
1于 58 “ % c oyP /血 )样本与仅定量阳性的 34 例 (平均拷

贝数 1护 24
土

“ 8
co yP /血 )样本相比较病毒水平差异有显

著性 (尸 < 0
.

05 )
。

从表 2可知
,

无论何种乙型肝炎血清学模式
,

定量
P C R 对 BH V D

NA 的检出明显高于普通 CP R
。

由于每种

模式的例数较少
,

不能轻率得出不同病程与病毒拷贝数

的准确关系
。

大致可以看出
, “

大三阳
”

的 18 份 (去掉 17

份特意挑选的 )标本的拷贝数为 1沙 94
士 `

气
“

小三阳
”

的

28 例标本拷贝数为 I J 36 ’ `

气 只有 BH崛 和 BH
C A为阳

性组的 12 份标本的拷贝数为 1护 67 士 2 `2 。

经 t 检验
“

大三

阳
”

模式的病毒水平明显高于后两种模式
。

而后两种模

式间没有差异
。

此外
,

值得一提的是
,

在
“

大三阳
”

模式

的 35 例样本中
,

有 17 例定性检测为阴性
。

近年来这种

模式有增多的趋势
,

故从保存的这类血清标本中随机抽

取 17 份进行定量 CP R 检测
,

结果表明 15/ 17 ( 88
.

2 % )为

阳性
,

但病毒含量均在较低水平 (拷贝数 1扩 73 土 “ 03 C oyP /

蒯 )
,

确在普通 cP R 检测的范围之外州
。

但有个问题
,

该

比例并非 100 %
,

由于这些标本多来 自使用抗病毒药物

一段时间后的病人
,

故提示除去病毒变异外
,

无论普通

CP R 还是荧光定量 CP R
,

可能其实验过程还直接受到药

物的干扰
。

该问题我们正在继续探讨
。

在最后一个实验结果中
,

经统计学分析
, +
组的定

量结果与++组和份组差异均有显著性 (尸 < 0
.

05 )
,

而 ++

组与柑组的定量结果之 间差异无显著性
。

这一结果在

一定程度上解释了为何临床检测 中常常出现某病人的

普通 P C R 结果短时间内会在阴性和弱阳性之间波动
,

甚至同份标本的重复性也达不到 100 %
。

原因就在于其

血清中的病毒含量处于较低水平
,

恰是定性检测的低限

—
1护 [’]

。

当普通 cP R 的各种条件达到最佳时才能得

到弱阳性结果
。

再经 s pe

~
秩和相关分析

, r 。 = 0
.

8
,

尸 > 0
.

05
,

结论是不能认 为肉眼估计的阳性强度与定量

结果之间存在相关关系
。

即通过定性 CP R 的阳性结果

强度来粗略定量是不可靠的
。

我们比较了普通 P CR 和荧光定量 P C R 间的种种
,

总的来说
,

荧光定量 CP R 能显著提高人血清中 H BV

D N A 的检出率
,

能对抗病毒药物使用者的疗效做出准

确
、

及时的判断并预测病情发展
。

这是普通 代R 无法

做到的
。

同时需考虑到荧光定量 P C R 的花费甚高
,

所

以我们认为
,

不是所有病人必须采用定量方法检测
,

即

普通 P C R 不必完全被荧光定量 P C R 替代
。

如果保证

有严格的实验室管理
,

训练有素的操作人员
,

有效的室

内质控方法以及室间质评系统川
,

普通 cP R 也能给临

床提供有 用的资料
。

但是
,

只要条件允许
,

荧光定量

CP R 为临床带来的将是更有价值的实验结果
。
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