
却有差异，在几种主要标本中，痰、纤刷物及胸水中的假阳性率

较高，而在２７份血标本中检出阳性９例，与临床诊断对比，阳

性检出率为９０．００％，而假阳性率为０。此结果说明不同标本

ＰＣＲ检测分支杆菌假阳性率存在明显差别。另几种标本因数

量较少，在此未作统计分析，有待进一步研究。

１５例假阳性痰标本做普通细菌培养，９例痰菌阳性，其中

卡他布兰汉氏菌４例，卡他布兰汉氏菌和甲型链球菌混合感染

３例，卡他布兰汉氏菌和产气肠杆菌混合感染１例，摩根氏变

形杆菌１例。在这１５例中，病理诊断为支气管鳞癌１例，腺癌

６例，非何金氏淋巴瘤１例，其中２例合并卡他布兰汉氏菌感

染。纤刷物和胸水未作细菌培养，而各例血、尿标本普通细菌

培养均为阴性。说明标本中杂菌和癌细胞ＤＮＡ的存在可能

是造成ＰＣＲ假阳性扩增或影响结果判断的重要原因。对于皮

肤检出物标本的处理，笔者加入１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ后１５ｍｉｎ均

浆标本，其余步骤同一般标本处理，效果较好。

综上所述，在痰涂片阴性患者中能够检测到ＴＢＤＮＡ，又

由于目前没有能快速诊断结核病的检测方法，使用实时荧光定

量检测结核患者血清中的ＤＮＡ，如果再能与其他方法有机结

合，可以提高诊断结核的敏感度［４］。实验证明，荧光定量ＰＣＲ

是一种快速、灵敏、特异的基因诊断技术，此技术在结核分枝杆

菌检测方面有许多优势，但由于影响ＰＣＲ检测结果的诸多因

素影响如：环境、操作、及标本污染等会造成检测结果的假阳

性，因此有待进一步改进。所以分枝杆菌ＰＣＲ检测结果与结

核病临床诊断及流行病学的符合型尚待进一步证实。目前只

能作为辅助参考，不能作为结核病的诊断主要指标［５］。临床医

生在参考分枝杆菌ＰＣＲ检查结果的同时，必须参考结核分枝

杆菌的传统细菌学检查（包括抗酸染色、细菌培养等）的结果，

只有当一定数量的病原体存在时并结合其他临床辅助检查结

果进行综合判断、综合分析，避免误诊［６］。
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·检验技术与方法·

高效液相色谱法测定血液透析液中醋酸根离子含量

王丽兰１，廖淑君２△

（１．桂林医学院附属医院检验实验室，广西桂林５４１００１；２．桂林优利特医疗电子有限公司，广西桂林５４１００１）

　　摘　要：目的　建立一种测定血液透析用浓缩物中醋酸根离子含量的方法。方法　采用高效液相离子排阻色谱法测定血液

透析液中醋酸根离子的含量。色谱条件如下，色谱柱：ＲｅａｅＲＯＡＯｒｇａｎｉｃＡｃｉｄＨ
＋（５０×７．８ｍｍ）；检测波长：２２０ｎｍ；流速：０．６

ｍＬ／ｍｉｎ；流动相：０．０１５ｍｏｌ／Ｌ硫酸水溶液。结果　醋酸根离子线性范围是２．４～５．６ｍｍｏｌ／Ｌ（狉＝０．９９９７，狀＝５），平均加样回收

率为１００．３％，ＲＳＤ＝０．２４％（狀＝３）。结论　高效液相色谱法测定血液透析液中醋酸根离子含量操作简单，准确度高，可用于常

规试剂分析。

关键词：色谱法，高压液相；　醋酸根离子；　透析液

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０５．０３３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０５０５８９０３

　　目前，慢性肾衰竭的发病率在世界范围内呈持续增高趋

势，且大多数都有高血压或低血压，而且不易控制，甚至引起继

发性甲状旁腺功能亢进［１３］。世界卫生组织（ＷＨＯ）发表研究

报告指出，血液透析是慢性肾功能衰竭尿毒症患者肾脏替代治

疗的重要手段［４］。研究表明超纯透析液能显著改善慢性肾衰

竭患者营养状况及贫血，且与炎症状况改善有关［５６］醋酸在透

析液中主要起调节ｐＨ，稳定溶液的酸度的作用。醋酸根离子

含量过低，会导致透析液酸度达不到要求，透析液中的Ｃａ２＋和

ＨＣＯ发生反应形成ＣａＣＯ３ 沉淀，损坏透析机
［７］。另外醋酸根

离子含量过高，在体内蓄积过多，超过机体代谢能力，在临床上

常发生恶心、疲倦、肌肉痛性痉挛等不良反应，所以要对血液透

析液中醋酸根离子的含量加以控制。目前对于血液透析液中

醋酸根离子含量测定主要有线性滴定法［８］、Ｇｒａｎｓ图解法
［９］、

紫外分光光度法［１０］、ｐＨ 指示剂吸收度比值法
［１１］和离子交换

分离法［１２］，这些方法操作复杂，费时，而且容易引起误差。笔

者采用高效液相光谱法，使用阴离子排阻色谱柱测定血液透析

液中醋酸根离子的含量，并进行了方法学考察。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　高效液相色谱仪采用 Ｗａｔｅｒｓ６００Ｅ２４８７；

电子天平为日本岛津 ＡＥＵ２１０；醋酸钠标准品来自中国药品

生物制品检定所（１００７３５２００４０１，含量：１００．０％）；血液透析用

浓缩液来自广州康盛生物科技有限公司；费森尤斯血液透析机

（型号：２０１００９０１０）；金宝血液透析机（型号：２０１０１１００５）、日机

装血液透析机（型号：２０１００８００８）。

１．２　方法

１．２．１　色谱条件　色谱柱：ＲｅａｅＲＯＡＯｒｇａｎｉｃＡｃｉｄＨ
＋１５０

×７．８ｍｍ；检测波长：２２０ｎｍ；流速：０．６ｍＬ／ｍｉｎ；流动相：

０．０１５ｍｏｌ／Ｌ硫酸水溶液；进样体积２０μＬ
［１３］。
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１．２．２　溶液制备　（１）醋酸钠标准品储备液的制备：精密称取

醋酸钠对照品０．１６５０ｇ，置５０ｍＬ量瓶中，加水使溶解，并稀

释至刻度，此时溶液浓度为４０．２４ｍｍｏｌ／Ｌ，备用。（２）醋酸钠

标准品溶液的制备：精密称取醋酸钠标准品储备液１０ｍＬ，置

１００ｍＬ 量瓶中，加水稀释至刻度，此时溶液浓度为４．０２

ｍｍｏｌ／Ｌ，备用。（３）供试品溶液的制备：精密量取三批血液透

析用浓缩液Ａ、Ｂ各２０ｍＬ，用透析用水按使用说明要求的混

合比例配成所标示浓度的透析液，即得。

２　结　　果

２．１　空白液和醋酸钠标准品溶液　取空白液（即配制透析液

用水）和醋酸钠标准品溶液各２０μＬ，注入色谱仪中，收集色谱

图，见图１～２。空白溶液对于醋酸根离子的测定没有影响。

图１　　空白液 ＨＰＬＣ图

图２　　醋酸钠标准品溶液 ＨＰＬＣ图

２．２　线性关系考察　分别精密量取醋酸钠标准品贮备液３．０、

４．０、５．０、６．０、７．０ｍＬ，置于５个不同的５０ｍＬ量瓶中，标记序

号为１～５样品，加水稀释至刻度，摇匀。吸取各溶液２０μＬ注

入液相色谱仪中，每份溶液重复测定两次，按上述色谱条件收

集色谱图，处理数据。以溶液浓度为Ｘ轴，醋酸根离子峰面积

为Ｙ轴进行线性回归，得到线性方程和相关系数：犢＝７１００５犡

－１０５２．９、狉＝０．９９９７，数据处理见表１，回归曲线见图３。醋

酸根离子浓度在２．４～５．６ｍｍｏｌ／Ｌ范围内与峰面积呈良好的

线性关系。目前，碳酸氢盐透析液醋酸根离子的最终浓度大都

在３～４ｍｍｏｌ／Ｌ时间，这个线性范围可以满足测定最终透析

液中醋酸根离子的要求。

表１　　线性试验数据处理

序号 １ ２ ３ ４ ５

浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．４ ３．２ ４．０ ４．８ ５．６

峰面积 １６９１４２ ２２５９６７ ２８５６８２ ３３６４９６．５ ３９７９８４．５

２．３　精密度试验　取２．２项下３号溶液，重复进样５次（标记

序号为１～５），收集色谱图并进行处理数据，得到峰面积分别

为２８５８８５、２８５４７９、２８４３９０、２８４２６２、２８５５２１，５次峰面积

ＲＳＤ值为０．２３％。由数据可知，在上述色谱条件下，精密度

较高。

２．４　加样回收率试验　精密量取供试品溶液２０ｍＬ，平行取

３份，置于３个不同的５０ｍＬ量瓶中，再分别精密加入醋酸钠

标准品储备液２．０ｍＬ、３．０ｍＬ、４．０ｍＬ，加水稀释至刻度，摇

匀。吸取上述３种溶液各２０μＬ注入液相色谱仪中，按上述色

谱条件收集色谱图，处理数据。加入样品的理论浓度分别为

３．２、４．０、４．８ ｍｍｏｌ／Ｌ，对 应 的 回 收 率 分 别 为 １００．２％、

１００．１％、１００．６％，平均加样回收率为１００．３％，ＲＳＤ 值为

０．２４％。

图３　　线性回归曲线

２．５　样品测定　取３批供试品溶液各２０μＬ注入液相色谱仪

中，按上述色谱条件收集色谱图，处理数据，见表２。

表２　　醋酸根离子样品测定结果

批号 标示量（ｍｍｏｌ／Ｌ） 测定值（ｍｍｏｌ／Ｌ）

２０１００９０１０ ４．０ ４．０

２０１０１１００５ ４．０ ４．１

２０１００８００８ ４．０ ４．０

３　讨　　论

现行的行业标准ＹＹ０５９８２００６《血液透析及相关治疗用浓

缩物》［１４］中要求首次检验应进行方法学验证。本研究表明，高

效液相色谱法测定血液透析液中醋酸根离子含量呈良好线性，

精密度高，加样回收率结果理想，浓缩物中其他离子对测定结

果基本无影响。经过对各机型样品的检测，结果均在标示量上

下１０％ 的范围内，即 ３．６～４．４ ｍｍｏｌ／Ｌ，符合行业标准

ＹＹ０５９８２００６对醋酸根离子检测结果的要求。且该法操作简

单，可用于常规试剂分析。
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·检验技术与方法·

绒毛染色体制备方法及其在产前诊断中的应用

谢志威，张　晶，李卫凯

（江门市中心医院检验科细胞遗传室，广东江门５２９０２３）

　　摘　要：目的　探讨绒毛活检的适宜操作方法及其应用于产前诊断的临床意义。方法　无菌条件，Ｂ超引导下经腹取绒毛组

织进行培养后，收获染色体，Ｇ显带，显微镜下分析核型。结果　２０１１年间培养绒毛标本３７例，成功率为９７．３％（３６／３７），其中异

常核型３例，限制性胎盘染色体嵌合（ＣＰＭ）１例。结论　绒毛细胞长期培养法和染色体制备方法简单、技术稳定、结果可靠，可用

于胎儿染色体疾病的产前诊断。

关键词：绒毛膜绒毛；　染色体；　核型分析；　产前诊断

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０５．０３４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０５０５９１０２

　　目前国内产前细胞遗传学诊断多为中孕期（孕１６～２２周）

羊膜腔穿刺术后进行羊水细胞培养和分析染色体核型，一旦发

现胎儿染色体异常，终止妊娠相对较晚，引产对孕妇造成损伤

较大，在等待产前诊断的过程中，孕妇的心理压力大。而绒毛

活检由于诊断时机更早，临床应用的意义更大，本院产前诊断

中心于２０１１年开展绒毛染色体培养，对符合产前诊断指征的

孕妇，于早孕期（孕７～１３周）行Ｂ超引导下经腹取绒毛组织进

行培养，取得良好的效果。现将本院开展的情况报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年，来本院产前咨询门诊就诊，具有明

确产前诊断指征的早孕期孕妇３７例，妊娠７～１３周，均为单胎

妊娠。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　临床医生在无菌条件，Ｂ超引导下经腹壁

抽取绒毛膜组织置于装有５ｍＬ生理盐水的无菌试管中，立刻

送实验室培养。

１．２．２　绒毛培养　（１）以吸管吸弃原混有血液的生理盐水，注

意勿丢失绒毛；加入备好的生理盐水，吹打冲洗绒毛，尽量洗净

黏附于绒毛上的血丝。（２）将绒毛移入准备好生理盐水的无菌

平皿中，挑选绒毛。注意绒毛与蜕膜组织相区别，分辨不清时

可置显微镜下观察，绒毛一般有血管，而蜕膜组织没有。（３）将

挑选好的绒毛移入另一个无菌平皿中，吸弃液体成分，取手术

刀片将绒毛组织切碎，大致成糊状即可。（４）取无菌注射器吸

取培养基１０ｍＬ，将培养基部分注入平皿中冲吸切碎之绒毛组

织，全部吸入后轻轻晃动针筒将绒毛组织混匀于培养基中。将

上述培养基绒毛混合液注入培养瓶中，每瓶５ｍＬ，每份绒毛标

本培养两瓶。标记上姓名、编号、日期。置３７℃培养箱内静止

培养，ＣＯ２ 浓度为５％。（５）培养６～７ｄ后在倒置显微镜观察

绒毛细胞贴壁生长情况，如细胞贴壁状况好，于１０倍物镜下见

到占一个以上视野克隆数超过３～５个，则将旧培养液保留约

０．５ｍＬ，其余弃掉，再加５ｍＬ张氏全培养液，每天观察细胞生

长情况，如果绒毛细胞达到生长数量，增长旺盛，则直接收获。

（６）如果绒毛细胞数量未达到收获要求则进行传代：将培养管

内的培养液弃尽，用巴氏滴管加胰酶液（ＧＢＩＣＯ公司生产）约

０．５ｍＬ，漱洗培养瓶２次并弃去，再加胰酶液４滴，放入３７℃

培养箱培养箱３～５ｍｉｎ，见细胞收缩变圆后轻拍培养瓶，使大

部分绒毛细胞由瓶底脱落，然后加５ｍＬ张氏全培养液，放培

养箱中继续培养，每天观察细胞生长情况，绒毛细胞达到生长

数量，增长旺盛时进行收获。

１．２．３　细胞收获　培养第９天早上１１：００，于每只培养瓶中

加入秋水仙素（２５μｇ／ｍＬ）１滴，混匀后放回培养箱，３ｈ后收

获：将绒毛培养液标本倒入离心管，核对姓名和编号，在培养瓶

中加入生理盐水１ｍＬ左右漱洗培养瓶１次并弃去，再加胰蛋

白酶液４滴和３７℃预温的生理盐水约２ｍＬ，消化５ｍｉｎ。显

微镜下观察绒毛细胞变圆后，轻拍使细胞脱落后吸入离心管，

再用生理盐水漱洗培养瓶２～３次，一并吸入离心管中。以１

２００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，吸去上清液，留下沉淀物。向离心管

中加入２ｍＬ预温（３７℃）的０．０７５ｍｏｌ／Ｌ氯化钾低渗液并吹

匀，水浴（３７℃）６ｍｉｎ后加入固定液约０．５ｍＬ（甲醇∶冰乙酸

＝３∶１，新鲜配制），轻轻吹匀，在室温下放置７ｍｉｎ，以１２００

ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ后吸去上清液，加入固定液８ｍＬ，轻轻混

匀，固定３０ｍｉｎ。再重复以上固定步骤一次，加盖拧紧后置４

℃冰箱贮存。

１．２．４　制片、显带、染色方法　制片：标本２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，弃上清，加入新配制的适量固定液（０．５～１ｍＬ），用吸

管轻轻吹打细胞团，制成细胞悬液，吸取２～４滴细胞悬液滴于

预冷的洁净载玻片上，每人制２～３片，标记姓名及编号立即用

口吹散，将制备的染色体标本片置鼓风干燥箱内７５℃３ｈ，取

出后自然冷却至室温。显带染色同羊水细胞染色体制备［１］。

１．６　核型分析　核型选择染色体折叠、挤压、团聚、变形总数

不超过５条，带纹清楚、深浅带反差明显、染色为桃红色、细胞

核膨大、无蓝色背景。计数２０个核型，分析３个分裂相。异常

核型由２人以上确定。异常核型，根据异常种类不同，计数

５０～１００个核型，分析１０个分裂相。染色体结构异常病例必

须复查一次并争取复查父母核型进行对照染色体检查报告由

专人签发，１５个工作日出结果。
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