
续表３　　２０１５年医院鲍曼不动杆菌对１５种

　　　抗菌药物的药敏结果（％）

抗菌药物 耐药率 中介 敏感率

庆大霉素（ＧＥＮ） ７８．９ ０．３ ２０．８

亚胺培南（ＩＰＭ） ７８．７ ０．７ ２０．６

头孢吡肟（ＦＥＰ） ７９．４ ２．３ １８．３

妥布霉素（ＴＯＢＮＭ） ７８．３ １．２ ２０．５

哌拉西林／他唑巴坦（ＴＺＰ） ７５．９ ３．０ ２１．１

头孢哌酮／舒巴坦（ＣＳＬＮＤ３０） ５５．０ １７．１ ２７．９

替加环素（ＴＧＣＮＭ） ５．２ ７．８ ８７．０

３　讨　　论

　　鲍曼不动杆菌是一种不发酵糖类的革兰阴性菌，该菌的高

临床分离率和严重耐药性，对免疫力低下患者、危重症患者威

胁很大，成为医院感染的重要病原菌，且易在重症监护病房引

起暴发流行，给临床治疗带来严峻挑战［２４］。

本院检测结果显示，疾病救治过程中侵入性检查破坏了患

者呼吸道黏膜屏障，从而容易发生鲍曼不动杆菌感染。不同地

区的耐药机制也各不相同［５６］，各地及各个医院分析鲍曼不动

杆菌的分布特征、耐药趋势等，对有效治疗鲍曼不动杆菌感染

具有重要的临床意义。本院药敏结果显示对多类抗菌药物已

呈现高度耐药性，耐药率高于７５％的药敏试验有１３种（占１５

种试验药敏的８６．７％），就是作为首选治疗鲍曼不动杆菌的碳

氢霉烯类药敏亚胺培南的耐药率也达到了７８．７％，远高于

２００９年中国ＣＨＩＮＥＴ报道的５４．８％
［７］及美国ＩＣＵ的５０．０％

耐药率［８］。有研究表明感染耐碳氢霉烯类药物的鲍曼不动杆

菌的患者其病死率高达７０．０％，而感染对碳氢霉烯类药物敏

感的鲍曼不动杆菌的患者病死率仅为２５．０％
［９］，因此，是否产

生了耐碳氢霉烯类鲍曼不动杆菌对患者的治疗效果非常重要。

总之，鲍曼不动杆菌对抗菌药物耐药率升高与不规范使用

抗菌药物存在一定关系。我国从２０１５年开始逐步停止门诊输

液，就是一个强有力的抓手，然后提高标本送检率和药敏试验，

在增强患者机体免疫力的同时，选择多种抗菌药物联合使用，

也可以使用敏感的新药，尽可能地减少或延缓鲍曼不动杆菌耐

药性的产生，防止鲍曼不动杆菌在医院内感染。
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·临床研究·

连云港地区骨髓染色体Ｒ显带制备技术的影响因素及对策分析

史沛芹

（江苏省连云港第一人民医院检验科　２２２０００）

　　摘　要：目的　连云港地区骨髓染色体Ｒ显带制备技术的影响因素及对策分析。方法　应用骨髓染色体Ｒ显带技术对血液

病患者进行核型分析。结果　骨髓标本采集的数量和质量是影响制备成功与否的首要因素，收获标本的顺序，地域季节的差异，

温度、湿度变化，操作人员的主观失误等都可导致最后结果的成败。结论　骨髓染色体Ｒ显带制备技术影响因素众多，其质量的

好坏直接决定了核型分析，而染色体的核型分析检查对于恶性血液疾病患者的诊断分型和预后判断都具有相当重要的价值，故其

现已成为恶性血液病患者常规检查不可或缺的项目。

关键词：骨髓染色体；　Ｒ显带制备技术；　影响因素；　对策分析
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　　染色体是遗传物质———基因的载体，控制人类形态，生理

和生化等特征的基因呈直线排列在染色体上。骨髓染色体核

型分析在恶性血液病的诊断、治疗及预后方面发挥着重要的作

用。据统计，８０％～８５％的白血病患者存在染色体核型异常。

２００１年，世界卫生组织修改了造血系统疾病的分型规则，其中

把染色体核型分析也作为分型依据，获得细胞遗传学资料对于
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确定白血病的分类，决策治疗，判断治疗，判断预后极为重要，

这使得染色体核型分析的作用显得更为重要［１］。染色体Ｒ显

带核型分析其带型鲜明，显带重复性强，除 Ｙ染色体外，其余

染色体末端均呈深带，对揭示涉及染色体末端的缺失和易位特

别有价值。特别适用于恶性血液病的染色体核型分析［２］。

但是由于骨髓细胞染色体的制备到染色体核型分析整个

过程复杂，影响因素众多。其中任何一项发生问题，每一步骤，

每一环节都可导致最后结果的成败，良好的显带结果便得不到

保证。常常出现可分析分裂象少，染色体粗短，且分散不良，带

纹模糊不清，难以分析等现象，大大降低Ｒ带染色体核型分析

的成功率，降低了其临床实用性［３４］。

１　材料与方法

１．１　标本来源　所有骨髓标本来自连云港市第一人民医院。

１．２　仪器与试剂　仪器为三洋 ＭＣＯ１５ＡＣ恒温培养箱、上海

天平仪器厂ＳＤＣ６数据低温超级恒温槽、上海安亭科学仪器

厂ＬＸＪＩＩＢ自动平衡离心机；试剂为 ＲＰＭＺ１６４０培养液、

Ｅａｒｌｅ′ｓ溶液、吉姆萨染液（Ｇｉｅｍｓａ液）等。

１．３　方法　用０．２％肝素抗凝的骨髓标本接种１６４０培养液，

采用短期培养法和（或）直接法，收获细胞、滴片、显带、染色、显

微镜或电脑下核型分析。

２　结　　果

　　在染色体制备技术操作过程中，常见的影响因素及问题：

（１）骨髓标本采集的数量和质量是影响制备成功与否的首要因

素。主要表现为接种细胞数过多，过少或细菌污染。标本抗凝

没及时充分混匀会出现凝块，培养液的酸碱控制不佳，血液病

患者多次抽取骨髓量的需要等。（２）低渗和固定顺序颠倒，低

渗时间不足。低渗后，预固定前没有及时混匀，细胞固定成团，

难以破膜。应用低渗液处理细胞时间的控制。（３）气候季节改

变，温度湿度变化，制片时细胞悬液过浓或过淡，细胞堆积，染

色体铺陈不开，或细胞过少，没有足够的分裂象可供分析。滴

片高度不够或烘烤不及时、不充分均会影响染色体分散和显带

质量。（４）显带时间温度把握不佳，致染色体带纹明暗对比不

明显，带型难以分析。温度过高则染色体ＤＮＡ 变性过头，着

色太浅，以致无带；或温度过低染色体ＤＮＡ 难以变性，着色太

深，同样不显示带纹；染液的比例，染色时间的调整，染的过浓

过深，染色体带纹深暗，无明暗对比，显微镜下难以分析；染的

着色太浅，镜下难以观察到，容易忽略，造成分裂象分析不足。

（５）其他影响因素。操作人员的主观失误，疾病本身的原因等。

３　讨　　论

　　染色体的制备方法影响因素众多，每一步骤，每一环节都

可导致最后结果的成败，各个地区，各个实验室条件不一，在严

格按照操作规程的基础上可根据自身实验室的条件加以改变，

找到最适条件下的制备技术。针对以上问题，作者从骨髓细胞

染色体标本采集、培养，以及染色等可能影响染色体制备成功

率的环节不断进行探讨研究，以期获得更多形态良好、条带清

晰的染色体以供分析。

针对病患骨髓标本增生程度不一，接种细胞数过多致营养

象对缺乏以致细胞少分裂或不分裂；接种细胞数过少，没有足

够的分裂象可供分析。根据要求其细胞的培养浓度浓度以

（１～２）×１０６／ｍＬ 为宜。一般当白细胞计数（ＷＢＣ）＜２×

１０９／Ｌ时，骨髓采取量应为３ｍＬ；ＷＢＣ在（２～１０）×１０９／Ｌ时，

骨髓采取量应为２ｍＬ；ＷＢＣ在（１０～５０）×１０９／Ｌ时，骨髓采

取量应为０．５～１ｍＬ；ＷＢＣ＞５０×１０９／Ｌ时，骨髓采取量应

０．２～０．５ｍＬ。这样可以使得培养的细胞浓度处在其最适生

长浓度范围中。细胞生长处于最佳状态，分裂指数最高［５］。抽

取骨髓标本前用０．２％的肝素充分湿润针筒，及时混匀。针对

血液病患者多次抽骨髓量的不足，当外周血中白细胞计数大于

１０×１０９／Ｌ，原、幼细胞数＞１０％，也可采用外周血进行培养。

骨髓培养的培养基一般为含２０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养

液，要求ｐＨ７．０～７．２。培养基偏酸，则细胞发育不良；偏碱则

细胞易于固缩，两者均可导致分裂象减少。接种时注意无菌操

作，避免细菌污染而致培养失败。

操作时严格按照顺序先低渗处理，再进行固定。骨髓标本

３０ｍｉｎ为宜，低渗时间过长，会导致细胞破碎和染色体人为丢

失，染色体过分肿胀，造成形态结构模糊影响显带；低渗时间过

短，则会导致染色体铺展不开，分散不佳。尤其注意在低渗液

处理细胞后加１ｍＬ固定液进行预固定前要用吸管沿管壁轻

轻混匀，防止细胞沉淀，加入固定液后胞膜不易破碎，导致染色

体不分散。

细胞悬液以滴到片上细胞均匀平铺分散为佳。因季节温

差，连云港地区海洋气候，空气湿度较大，难以把握，带纹明暗

对比不明显，边缘毛刺样，可在批次统一滴片后放在３７℃温箱

中２４ｈ后显带，规范化操作可很好地解决此问题。

要求最适的Ｅａｒｌｅ′ｓ平衡盐溶液ｐＨ为６．５，水浴锅温度要

求维持在（８７．５±０．１）℃
［５６］，标本温育时间和Ｅａｒｌｅ′ｓ溶液的

ｐＨ呈正比，而和温度成反比。ｐＨ＜６．０，或温度过高则染色体

ＤＮＡ变性过头，着色太浅，以致无带；ｐＨ＞７．０，或温度过低染

色体ＤＮＡ难以变性，着色太深，同样不显示带纹。显带温育

时间６０～１２０ｍｉｎ，实验室应根据自身实验条件找出最佳适合

时间。本科通过多次实验选择７０、７５、８０ｍｉｎ能获得满意带

纹。姬姆萨染色，可自配试剂也可用市售吉姆萨染液ＰＢＳ∶

Ｇｉｅｍｓａ原液为１０∶１，染色前可将染液在３７℃温箱预温后再

染，很好地解决了季节温差所造成的染色不良。

染色体制备技术属手工操作，步骤繁琐。要求工作人员耐

心，细致。严格按照操作步骤，任何一步的操作失误都会影响

后面的核型分析，甚至失败给患者造成不必要的痛苦，在这方

面应加强操作人员的责任心，要求认真，细致，每一步骤无差

错，减少主观失误。对于正在化疗或化疗刚结束的患者，骨髓

中化疗药物浓度较高，抑制细胞有丝分裂，此时抽取骨髓易导

致染色体培养失败，可建议患者在化疗间歇期末进行检查［６７］。

另外由于疾病本身的原因，部分患者其标本分裂象少，染色体

形态差，可采用两种或以上制备方法可以提高相类标本的成

功率。

骨髓染色体Ｒ显带制备技术影响因素众多，其质量的好

坏直接决定了核型分析，而染色体的核型分析检查对于恶性血

液疾病患者的诊断分型和预后判断都具有相当重要的价值，染

色体改变是影响其预后的独立因素［８］，故其现已成为恶性血液

病患者常规检查不可或缺的项目。尽管荧光原位杂交

（ＦＩＳＨ）、逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）等技术的应用促进

了恶性血液病的研究，提高了恶性血液病的染色体异常检出

率，从而加强了对疾病异质性的认识。但是这些检测方法只能

针对一直的常见的少数融合基因，而不能像常规核型分析那样
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能对整个基因组的染色体数目和结构异常同时进行检测。因

此这些技术不能完全替代常规的骨髓染色体分析，临床及实验

室应视患者情况联合应用，骨髓染色体核型分析仍然是诊断疾

病、判断预后及疗效监控的首选，为血液病患者的诊断、治疗、

预后、疗效监测等提供重要有效的依据。

参考文献

［１］ 张之南，沈悌．血液病诊断及疗效标准［Ｍ］．３版．北京：科

学出版社，２００７：１０３１１５．

［２］ 薛永权．白血病染色体研究：新发现与新进展［Ｊ］．中华医

学杂志，２００７，８７（８）：５０８５１１．

［３］ 过宇，谢新，卢大儒．血液病染色体检查失败因素分析

［Ｊ］．上海医学检验杂志，１９９８，１３（２）：１０２１０３．

［４］ 李永刚，朱宝生．骨髓细胞染色体制备方法的改进［Ｊ］．云

南医药，１９９９，２０（１）：２１２２．

［５］ 张鹏宇，张龙进，罗静．染色体短期培养法的改良及在白

血病患者染色体核型分析中的应用［Ｊ］．西安交通大学学

报（医学版），２０１６，３７（２）：２８８２９１．

［６］ 张玮玮，胡成进．血液病骨髓染色体制备的影响因素［Ｊ］．

实用医药杂志，２０１２，２９（４）：３６９３７１．

［７］ 薛永权．谈谈怎样进行镜下染色体核型分析［Ｊ］．诊断学

理论与实践，２０１２，１１（５）：５３９５４０．

［８］ ＶａｒｄｉｍａｎＪＷ，Ｔｈｉｅｌｅ，ＡｒｂｅｒＤＡ，ｅｔａｌＴｈｅ２００８ｒｅｖｉｓｉｏｎ

ｏｆｔｈｅＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ（ＷＨＯ）ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｍｙｅｌｏｉｄｎｅｏｐｌａｓｍｓａｎｄａｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａ：ｒａｔｉｏｎａｌａｎｄｉｍ

ｐｏｒｔａｎｔｃｈａｎｇｅｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００９，１１４（５）：９３７９５１．

（收稿日期：２０１６０８０４　修回日期：２０１６１０２５）

·临床研究·

区域化多实验室检测项目测量不确定度综合评估报告

宗春辉１，赵　辉
１，王远忠２，王玉兰３，李　刚

４
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　　摘　要：目的　分析影响测量不确定度的因素，评估实验室检测项目的测量不确定度。依据测量不确定度对测量进行合格评

定，进一步提高检验结果的质量。方法　采用“自上而下”的方法评定与测量过程相关的实验室检测项目检验结果的不确定度，利

用实验室内测量复现性数据评定测量不确定度，利用各实验室提供的各检测项目的质控数据分别计算测量平均值、标准偏差（狊）

和变异系数（犆犞）。结果　狊和犆犞 在数值上与实验室内测量复现性引入的测量不确定度和实验室内测量复现性引入的相对测量

不确定度相等，得出５个实验室各个检测项目的测量不确定度各分量。结论　利用从室内质控中获得的测量数据计算出的狊和

犆犞 可以真实、可靠地反映检测数据的分散性，依此可以评估检测项目的测量不确定度。

关键词：医学实验室；　测量不确定度；　测量不确定度分量；　标准差；　变异系数

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１７．０４．０４５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１７）０４０５４４０２

　　测量不确定度是表征合理地赋予被测量之值的分散性，与

测量结果相联系的参数。测量不确定度的评估在检验医学中

越来越多地被应用，用于提高检验结果质量。根据测量不确定

度的定义，测量不确定度的大小与评定时所考虑的因素有关。

医学实验室中检验结果受到多方面的影响，通过测量不确定度

的评估可得知导致结果不确定的主要因素是什么，进而可进行

改进。医学实验室中检测项目的测量不确定度影响因素很多，

在测量过程中有许多引起测量不确定度的来源，可包括采样、

样品制备、样品部分的选择、校准品、参考物质、输入量、所用设

备、环境条件、样本状态和操作人员的变更［１］。当不确定度与

检测结果有效性或应用相关，或当客户的指令中有要求，或当

不确定度影响到规范限度的符合性时，检测报告中还需要包括

有关不确定度的信息［２］。然而，对医生来说，大多数测量不确

定度的数据似乎没有直接的临床价值，但在特定临床机构中它

可能有利于患者治疗。对于实验室来说，理解和掌握检测报告

的临床应用很重要，如果报告明显影响临床解释和患者治疗，

实验室应识别测量不确定度的各种信息。

１　材料与方法

１．１　标本来源　以实验室典型检测项目生化丙氨酸氨基转移

酶（ＡＬＴ）的质控品作为样品，在各次检测试验中均使用该质

控品进行质量控制。

１．２　方法　实验室用于检测该项目的设备全自动生化分析

仪，各实验室所用设备厂家型号均为常规所用仪器。实验室各

检测项目常规使用的检测试剂，其规格、批号等在实验室内均

可溯源。按照ＣＮＡＳＴＲＬ００１：２０１２《医学实验室测量不确定

度的评定与表达》技术报告的指导，经分析实验室各检测项目

所使用的检测方法或检测系统，可采用自上而下的方法评定与

测量过程相关的实验室检测项目检验结果的不确定度。测量

不确定度是经典误差理论不断发展和完善而来的，两者之间存

在必然联系［３４］。从理论上讲，“自上而下”方法评定测量不确

定度是基于正确度和实验室内测量复现性进行测量不确定度

评定的方法。偏移（系统误差）和实验室内测量复现性（随机误

差）是实验室分析（测量）过程测量不确定度的最重要的两个分

量。因此，利用实验室内测量复现性数据评定测量不确定度，

使实验室内测量复现性引入的测量不确定度分量为测量复现

性与相对的实验室内测量复现性的比值，在量值上是相等的，

只是表达的含义不同［５］。收集５个捆绑实验室典型检测项目

的室内质控数据，生化项目选择 ＡＬＴ。收集各实验室每个检

测项目最近的６０个室内质控数据，计算标准差（狊）和变异系数

（犆犞）。此时的狊和犆犞 在数值上与实验室内测量复现性引入
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