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PCR检测尿液中乙肝病毒 DNA及意义

Using PCR to detect HBV-DNA in urine

李碧清
 
　邓光贵　　 (第三军医大学附属大坪医院检验科 )重庆 , 400042

　　提　要　目的: 比较乙型肝炎病人血清及尿液中乙肝病素 DNA情况。方法:经 EIA法检测证实 HBV感

染阳性病人血清及尿液用毛细管 PC R法检测 HBV-DN A并再用 EIA法检测尿液 HBV标志。结果:乙肝 5项

检查 HBeAg阳性组、 HBeAb阳性组、全阴性组血清中的 HBV-DNA阳性率分别为 92. 5% 、 50% 、 14. 3% ;其

对应尿液的 HBV-DN A阳性率分别为 33% 、 25% 、 0。结论: 血清 HBeAg阳性病人 ,血清和尿液中的 HBV-

DN A阳性检出率高 ; HBeAg阴性、 HBeAb阳性组的病人血清 HBV-DNA阳性提示血清 HBeAb阳性病人可

能仍具传染性。

　　乙型病毒性肝炎是常见传染性疾病。文献报告血

清中乙型肝炎病毒脱氧核糖核酸 ( HBV-DNA)阳性 ,

提示患者肝脏存在活动性乙型肝炎病毒 ( HBV )复制 ,

并且有较高的传染性
[1 ]
。当血清中 HBV-DNA标志物

阳性时 ,尿液中是否会同时检出 HBV -DNA尚未见报

告。本研究对经酶免疫法 ( EIA)检测血清 HBs Ag、

HBeAg、 HBcAb阳性及 HBV 5项标志全部阴性的病

人 ,用 EIA法检测其尿液 HBV标志物和用聚合酶链

反应 ( PCR)法检测其血清、尿液 HBV-DNA进行比

较 ,现将结果报告如下。

1　材料与方法

1. 1　标本来源
　　 49例血清及 49例尿液标本来自 1995年 5月至 6月中旬我院

门诊和住院病人 ,且血清和尿液为其对应标本。病人中男性 29

例 ,女性 20例。最小年龄 12岁 ,最大年龄 71岁 ,大多数为 18～ 48

岁。经 EIA法检测血清 HBs Ag、 HBeAg、 HBcAb阳性者为 1组

(简称 HBeAg阳性组 ); HBsAg、 HBeAb、 HBcAb阳性者 8例为 1

组 (简称 HBeAb阳性组 ) ; HBV 5项标志全部阴性 14例为阴性

组。将 3组各自对应的尿液用同样的试剂 EIA法检测其 HBV

标志。取血清、尿液标本不加防腐剂及时存放于冰箱冷冻室内

保存待检测用。

1. 2　方法
1. 2. 1　 EIA法　　试剂盒购于上海科华公司 ,批号为:

950425。临界值血清由卫生部临检中心提供 ,批号为: 950612。

1. 2. 2　 PCR检测法　　由空军总医院临床分子生物学研究室

提供的毛细管 PCR试剂盒。引物是对 HBV co re基因序列设

计 ,扩增片段为 423 bp,能扩增所有亚型 HBV ,在严格防污染条

件下 ,按使用说明操作和判断结果。尿液取样 200μl,血清取样

100μl,反应体系在毛细管 PCR扩增仪 (宝神电子技术公司 )上

循环 40次 ,产物用琼脂糖凝胶电泳 ,溴乙锭染色法紫外光检

测 [3]。

2　结果

2. 1　 PCR法检测 3组血清和尿液的阳性率 ,见表 1

表 1　 PCR法检测不同人群血清和尿液 HBV-DNA的结果

组别 例数
血清 HBV-DNA
阳性例数 (% )

尿液 HBV-DN A
阳性例数 (% )

HBe Ag阳性组 27 25( 92. 5)** 9( 33. 0)**

HBeAb阳性组 8 4( 50. 0)* 2( 25. 0)*

阴 性 组 14 2( 14. 3) 0( 0)

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01与阴性组比较
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2. 2　 PCR法与 EIA法检测 3组尿液 HBV-DNA阳性

率 ,见表 2

表 2　 PCR法与 EIA法检测不同人群尿液 HBV情况比较

组别 例数 PCR阳性例数 (% ) EI A阳性例数 (% )

HBe Ag阳性组 27 9( 33. 0)** 2( 7. 4)

HBeAb阳性组 8 2( 25. 0)* 0( 0)

阴 性 组 14 0( 0) 0( 0)

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01与阴性组比较

3　讨论

3. 1　 HBV-DNA阳性率比较

　　 EIA法检测血清 HBV的标志物为 HBeAg阳性

组、 HBeAb阳性组病人以及全阴性正常人的血清 ,其

HBV-DNA阳性率分别为 92. 5% ( 25 /27)、 50% ( 4 /8)、

14. 3% ( 2 /14) ,与其他学者报告一致
[1 , 2]
。其对应尿液

组的 HBV -DNA阳性率分别为 33% ( 2 /27)、 25% ( 2 /

8)、 0。血清中的 HBeAg 阳性组 ,血清和尿液中的

HBV-DNA检出阳性亦高 ,组间比较 ,血清、尿液

HBeAg阳性组与阴性组比较 P < 0. 01,相差非常显

著 ; HBeAb阳性组与阴性组比较 P < 0. 05。

3. 2　方法学比较

　　本实验 PCR法检出了 HBeAg阳性中尿液 HBV-

DNA阳性率 33% , HBeAb阳性组尿液中 HBV-DNA

阳性率 14% ,阴性组为 0。EIA法未能检出更多尿液中

HBV标志物 ,只检出 HBeAg阳性组中 2例 HBcAb阳

性 ,证明 PCR法灵敏度高 ,较 EIA法更能有效地检出

HBV阳性病人尿中存在 HBV -DNA。

3. 3　 PCR检测尿液中 HBV-DNA的意义

　　 HBV-DNA阳性表明 HBV在体内复制 ,有传染

性 [1 ]。用 PCR法检出患者尿液中 HBV-DNA,则证明

HBV患者的尿液有传染性。由本实验资料表明当血中

HBeAg阳性时 ,其血清 HBV -DNA阳性率亦高 ,具有

很好的相关性。由于 PCR手续麻烦、价格贵 ,若血清

HBeAg阳性 ,不必再用 PCR测血清中 HBV -DNA。

HBeAg阳性组的尿液 HBV -DNA33%阳性 ; HBeAb

阳性组其尿液中 HBV-DNA有 25%阳性 ,提示对

HBV阳性病人尿液注重防护措施。本实验中血清

HBeAb阳性的病人 HBV -DNA阳性在血清中占

50% ,尿液占 25%。认为 HBcAb出现即表示该病人没

有传染性这一看法值得商榷。

　　关键词　酶免疫法 ;聚合酶链反应 ;尿 /分析

　　中图法分类号　 R446. 122
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鞭毛染色法染色条件的探索

A modif ied method of f lagellum staining

蹇　锐
 
　李芹阶　 刘启富　 陈　剑　　 (第三军医大学基础医学部微生物学教研室 )重庆 , 400038

　　提　要　目的:探索一套细菌鞭毛染色法的最佳化条件。方法: 采用不同琼脂浓度的培养基中生长的变

形杆菌 ,以不同菌液浓度制成涂片 ,染色 ,对比其在不同媒染剂、媒染时间、染色液和染色时间条件下的影响。

结果: 通过对不同染色条件进行优化筛选 ,确定了一套最佳条件。结论:改进后的染色法所需试剂少 ,染色时

间短 ,操作简单 ,鞭毛着色清晰 ,重复性好。

　　细菌的鞭毛染色法在细菌学分类 ,微生物教学实 验和一些细菌学诊断中 ,都是一种常用的染色技术。目
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