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要"目的
!

使用新的乳汁前处理方法对乳汁中的
+,2<3=

含量进行检测!提高乳汁中
+,2<3=

的检出率!以期评价

该方法的准确性及有效性$方法
!

应用
570:909Ic5%&&

超滤柱法与传统的提取方法提取乳汁中的
<3=

!通过实时荧光定量法

检测
+,2<3=

!比较两种方法对乳汁中
+,2<3=

的检出率$结果
!

在
>&

例乳汁样本中!使用超滤柱法检出
+,2<3=

阳性

的样本共
K&

例!阳性率达到
B&D

!而使用传统方法共检出
C&

例!阳性率只有
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'比较两种方法检出
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的拷贝数!
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!差异有统计学意义$结论
!

使用超滤柱法提取乳汁中的
+,2<3=

能提高乳汁中的
+,2

检出率!对于指导临床科学的母

乳喂养提供可靠的实验室依据$
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%母婴传播的研究已

受到医学界的关注#

+,2

的垂直传播是多因素,多环节,多变

异的复杂过程#而母乳喂养是引起
+,2

感染的重要因素+产

妇乳汁
+,2<3=

定量检测有助于临床医生正确指导孕妇的

喂养方式#产妇乳汁
+,2<3=

的检测虽有报道#但是其检测

方法及检出率差异甚大#缺乏乳汁前处理方法的深入研究'
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本组拟用改良后乳汁前处理方法与传统的提取方法进行比较#

分析乳汁中
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的病毒载量#探讨乙型肝炎产妇乳汁的安

全性+
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资料与方法
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一般资料
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分娩
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内的初乳采自
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年
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月
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日至
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月
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日在本院产科病房分娩的产妇#其血清
+,H=

S

阳性#

血清中
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拷贝数大于
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#谷草转氨

酶及谷丙转氨酶均小于
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例#平均年龄$
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%岁#平均孕龄$
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%周+用温水清洗乳头#然后轻轻

挤出初乳约
CF*

#置于无菌塑料管中#

g'&Z

保存+同时抽

取静脉血
CF*

#
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离心
%&F7I

#离心半径
B0F

#取上

清液保存于
g'&Z
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方法
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传统的乳汁
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前处理方法
!

取产妇乳汁
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#离心
%&F7I

#离心半径
B0F

#小心吸取出中

层乳清液#然后再次
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离心
%&F7I

#离心半径
B0F

#

将第
'

次离心后所得中层乳清置于
g'&Z

待检+
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改良的乳汁
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前处理方法
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水相
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加入
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纯化柱#
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离心
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#反转纯化柱#
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离心
>F7I

#将纯化浓缩后的样本置

于
g'&Z

待检+以上两种方法所提取的乳汁
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样本与血

清样本均按深圳匹基生物公司提供的
+,2<3=

荧光定量检

测试剂盒的操作步骤进行
+,2<3=

拷贝数检测#试剂盒的

检出限度为
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果

两种方法都检出
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例乳汁样本#用
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软件包对
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拷贝数结果进行统计学处理#经分析#差异有统计学意义
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中国是乙型肝炎高发区#人群
+,2

总感染率为
K>D

%
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#其中近半数由母婴传播引起#因此产妇乳汁排毒率引起

各界重视'

'

(

+由于母乳中含有多种营养成份和抗病毒物质#在

发展中国家母乳喂养的婴儿常见疾病发病率和严重程度明显

低于人工喂养儿+因此世界卫生组织$
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%提出所有婴儿

$母亲
+#2

感染时除外%都应该母乳喂养#包括对慢性
+,2

携带的母亲'

C

(

+中国
+,2

携带产妇占正常产妇的
'>D

左右#

母乳喂养的安全性值得重视+应用荧光定量
46!

技术对产妇

血清,乳汁进行
+,2<3=

载量检测+在中国约占婴幼儿感

染的
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#乙型肝炎产妇母乳喂养是乙型肝炎通过母婴传播

的重要途径之一'
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(

+关于
+,2

携带产妇能否进行母乳喂养#

国际上一直存在争议#在实施乙型肝炎疫苗接种前#
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(曾观察到喂养方式与婴儿
+,2

感染无关#认为母乳喂养

在婴儿出生后感染
+,2

中不起重要作用&也有报道#人类肠

黏膜中存在
+,H=

S

的抑制物#能使进入十二指肠的
+,H=

S

失去活性#因此研究者认为乳汁中单纯
+,H=

S

阳性的产妇可

以哺乳'

(

(

+而
+,H=

S

并非
+,2

复制的标志#

+,2<3=

作

为
+,2

的基因组成和复制模板#是病毒复制最直接和可靠的

标志#母乳中检测出
+,2<3=

才具有最可靠的感染性指标#

虽然乳汁中
+,2<3=

含量较低#但婴儿每日进食量较多#且

进食时间较长#一旦婴儿消化道黏膜因炎症发生水肿或黏膜破

损#母乳中的
+,2

仍然可能通过毛细血管进入血循环而引起

感染+对于慢性乙型肝炎携带者的孕妇#适当的应用
+,2

免

疫球蛋白进行免疫预防#不会增加
+,2

感染的风险'

J
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技术是一种分子水平的病原学检测方法#能确定标

本是否存在病毒颗粒#是目前用于乳汁筛选较为理想的检测手

段+在乳汁
+,2

核酸提取中#加入
[<[

作为变性剂提取

<3=

#容易得到阳性结果+另外加入
!3-H;

及蛋白酶
)

#会使

荧光定量的扩增曲线的强度及重复性大大提高#从而提高了检

测的稳定性与灵敏度+超滤是浓缩样品的更好选择+超滤是

一种膜分离技术#它的特点是使用不对称多孔膜#根据分子的

大小来分离溶液中的大分子物质与小分子物质#是一种温和

的,非变性的物理分离方法#尤其适用于蛋白质等大分子溶液

的浓缩,纯化以及缓冲体系交换等+超滤操作最简单的工具为

离心超滤管#其通过离心力#使溶液中的小分子溶液和溶剂透

过超滤膜#被收集在滤过液收集瓶中#而大分子溶质则被超滤

膜截流在样品浓缩管中+该方法的特点是操作简便#只需要高

速离心机#无需其他特殊设备#速度快#可以有效浓缩样本#而

且可以部分去除样本溶液中的盐,去垢剂等可溶性小分子#有

利于更换缓冲体系'

B

(

+在本研究中使用美国密理博公司生产

的
570:909Ic5%&&

超滤离心管#其最大的滤过蛋白的相对

分子质量为
%&e%&

C

#能过滤掉提取体系中的全部蛋白与离子

盐等杂质#比起常用的酚"氯仿抽提
<3=

的经典方法#减少了

这些提取溶剂对下一步
46!

反应体系的抑制作用'

A

(

+并且超

滤离心管能将溶液体积从
>&&

)

*

浓缩至
>

%

%>

)

*

的
<3=

样

本#这样大大提高了核酸物质的检出效率#因此在本研究中使

用超滤离心管不仅去除了体系中大部分的杂质#提高
<3=

的

纯度#而且对
<3=

的浓度进行了浓缩#从而使乳汁中
+,2

<3=

的检出率大大地提高#减少了漏诊率+
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基层医院金黄色葡萄球菌的耐药现状与分析
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!

要"目的
!

了解金黄色葡萄球菌"

[=

#的分离率及耐药现状!为临床提供诊疗依据$方法
!

采用
)1,

纸片法进行药敏试

验!采用头孢西林纸片法进行耐甲氧西林金黄色葡萄球菌"

5![=

#鉴定$结果
!

本组
'CC

株
[=

在呼吸道标本检出率最高!在脓

液中第
'

$

5![=

对抗菌药物的耐药率明显高于甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌"

5[[=

#$结论
!

应加强对患者医院感染好发部

位的监测与护理!即使在二级医院的临床微生物室也务必常规开展
5![=

的检测工作$
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%是医院感染

的重要病原菌之一#可致多种感染性疾病#严重时可危及生

命'
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(

+尤其是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$
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%出现以来#其多重耐药性和

交叉耐药性加大了临床的治疗难度#已受到广泛的关注'
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为了解
[=

的分离率及耐药现状#为临床提供诊疗依据#对临

床标本中分离的
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进行调查分析#现报道如下+
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资料与方法
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年
(

月期间#从湖北省蕲

春县经三人民医院患者送检的各类临床标本$痰液,尿液,血
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国际检验医学杂志
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