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0I< ÎLIH81O

K

8</1/\I/2+G%#?.2J2Y70I/7.7/J1I<1

"

N?E

$
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输血是外科手术$大面积烧伤抢救等治疗中非常

重要的临床手段!但同时输血也是乙型肝炎病毒

(

TSM

)感染的主要途径之一"因此!输血前的血液筛

查和检测对保障血液和相关血液制品的安全具有十

分重要的意义&
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"目前!国外普遍将乙型肝炎表面抗

原(
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血液筛查指标&
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"之前!我国由于检测技术受限!各

地采供血机构主要采用酶联免疫吸附测定(

+G%#?

)

进行血液筛查"有研究显示!

TS<?
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阴性但
TSM,

DN?

阳性的
TSM

感染是我国主要的经血传播疾病

隐患&
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"近几年!随着我国核酸检测(

N?E

)技术的发

展!一些大型采供血机构逐渐采取
N?E

作为主要的

血液筛查手段!缩短了
+G%#?

的窗口期!提高了隐匿

性
TSM

感染的检出率&

>
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"但
N?E

在预防输血传染

中的作用不仅取决于病原体窗口期的长短以及病毒

拷贝速度!在很大程度上也取决于献血人群中的新感

染率以及血样混合数量!当病毒载量太高或病毒发生

变异时!都会造成
TSM

的漏检"而且有相关研究表

明!当外周血中
TS<?H

大量存在时!也会抑制
TSM

DN?

的复制!从而导致
TSM

漏检&
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#另外!
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要

求很高!成本也非常昂贵"因此!寻找新的检测方法

一直是临床关注的重点"近几年!微小
=N?

在多种

疾病诊断和治疗领域表现出巨大的潜力!包括在肝脏

感染性疾病方面也成为研究热点"有研究显示!
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作为
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感染

早期诊断标志物和对献血者进行
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筛查的可行

性!现报道如下"
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中心血站的无偿献血血液样本
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献血前均经乙型肝炎金标试纸条和丙氨酸氨基转移

酶(
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)快速检测筛查合格"其中有
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呈阳性而核酸
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检测呈阴性!作为
+

单阳组#
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份血液样本
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双

试剂筛查和
N?E

均为阳性!作为
+N

双阳组#其余
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份血液样本经
+G%#?

双试剂筛查和
N?E

均为阴性!

作为正常组"对血液样本来源进行追溯后!发现
+

单

阳组和
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双阳组血浆标本的相应献血者均为无明

显症状的轻度早期感染者"

)

组献血者的一般临床资

料基本一致!差异无统计学意义(
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献血者的一般临床资料分析$
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SF%

表示体质量指数#

#SC

表示收缩压#

DSC

表示舒张压

$6%
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仪器与试剂

$6%6$

"

主要仪器
"

>'*"=

型台式冷冻离心机以及移

液器为德国
+

KK

I2J8LV

公司产品#

>$W_,!(,$*"""

LI.0,1/-I C$=

仪 为 美 国
S/8,=.J

公 司 产 品#

S%BS?#+&"""

全自动酶免分析仪!购自济南鑫贝西

生物技术有限公司#

CL870I/ZE%Q=%##

X

<1I-

全自动

核酸检测仪器!购自美国诺华公司#

$8H.<#&"*

核酸

检测系统!购自瑞士罗氏公司#

=IV081L82

生化分析仪!

购自瑞士罗氏公司#

=87OIF8JY0.L+*;"

全自动电化

学发光免疫分析仪!购自瑞士罗氏公司#

+DE?

抗凝

管为法国
SI7182D/7]/2<82

公司产品"

$6%6%

"

主要试剂
"

TS<?

4

诊断试剂盒!购自广州万

孚生物技术股份有限公司#

S/8-IL/IYZTS<?

4

诊断

试剂盒!购自法国梅里埃生物公司#

$8H.<E.

c

#7LII2

FC_1I<1NE?

试剂盒!购自瑞士罗氏公司#乙型肝

炎金标试纸条!购自蓝十字生物药业有限公司#

?-H/,

82=N?

提取分离试剂盒$逆转录试剂盒$实时定量

C$=

试剂盒$

-/LM.2.

EF

C?=%#EF P/1

!购自
E.].L.

公司#(

(

)焦碳酸二乙酯(

D+C$

)为美国
#/

4

-.

公司产

品"

$6&

"

方法

$6&6$

"

血液样本采集
"

采血后取
>-G

血液样本用

于常规血清学检测#另外取
>-G

血液样本置于
+D,

E?

抗凝管中!离心!用于
N?E

"

$6&6%

"

+G%#?

"

分别采用新创和
S/8-IL/IYZ

两种试

剂对血液样本进行检测!按照试剂盒说本书的操作步

骤进行"灰区阈值设为待测物信号*临界值(

#

*

$B

)%

"6!

!若双试剂检测
#

*

$B

&

"6!

!则判定为
TS<?

4

检

测阳性!血液样本不合格"

$6&6&

"

N?E

"

按照仪器和试剂使用说明进行操作"

(

*

)样本制备%通过目标捕获试剂中的特异性靶标寡

核苷酸捕获探针!用磁珠吸附法从样本中特异性地分

离出
TSM

核酸分子#(

&

)转录介导扩增#(

)

)杂交保护

检测扩增产物#(

:

)联合检测验收%待测物
#

*

$B

%

*6""

且内参在内参临界值
$

(>""""

(

=GR

)范围内则

判断为无反应#待测物
#

*

$B

&

*6""

且内参
'

(>""""

=GR

则判断为有反应#内参
%

(>""""=GR

或待测

物
#

*

$B

%

*6""

且内参
%

内参临界值则判断为检测
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无效"

$6&6'

"

血浆
-/=N?

提取
"

(

*

)向
&""

$

G

血液样本

中加入预冷的
F̀

裂解液!振荡混匀!静置
>

"

*"

-/2

#(

&

)

*&"""L

*

-/2

离心!取上清!置于无
=N.<I

的

+C

管中备用#(

)

)加入
&""

$

G

氯仿!震荡
)"<

!静置

>

"

*"-/2

#(

:

)

*&"""L

*

-/2

离心!取下层无色水相于

无
=N.<I

的
+C

管中#(

>

)加入
>""

$

G

异丙醇!震荡

)"<

!静置
>

"

*"-/2

#(

(

)

*&"""L

*

-/2

离心!弃上清#

(

;

)加入
*-G;>@

乙醇!震荡
)"<

!

*&"""L

*

-/2

离

心!弃上清#(

'

)将
+C

管倒置于滤纸上!将
=N?

充分

干燥#(

!

)加入
&"

$

GD+C$

水溶解沉淀!分装!置于

A'"d

保存备用"采用凝胶电泳检测
=N?

分子量#

采用分光光度计检测
=N?

浓度"

$6&6E

"

=N?

反转录
"

根据试剂盒说明书操作进行!

将
7DN?

保存于
A&"d

备用"

$6&6F

"

实时定量逆转录聚合酶链反应(

c

=E,C$=

)

"

将
&>

$

G

反应体系(

*&6>

$

G#US=CLI-/ZE.

c

f&

$

G

引物
f&

$

G

模板
f'6>

$

G

双蒸水)置于
);d

恒

温水浴
("-/2

!

'>d><

!加入去离子水至
*""

$

G

!各

反应孔取
&

$

G

进行
C$=

"冰浴中配制
&>

$

GC$=

反

应体系!

!>d

预变性
)"<

!

!>d

变性
><

!

("d

退火

&"<

!重复循环
:>

次"选择
#

,.71/2

作为内参"引物

序列如下!

-/=,*>.

上游%

>j,EQQ $Q? EQQ $?Q

EQE $EE ?Q,)j

!下游%

>j,QEQ $?Q QQE $$Q

?QQ E,)j

#

-/=,*(

上游%

>j,$?Q $EE EQ? QQE

E$Q EQE EEQ E,)j

#下 游%

>j,?EQ$E$E,

E$EEEEEEQ$QQ???,)j

"
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"

统计学处理
"

采用
#C##&"6"

统计学软件对数

据进行处理"所有计量资料均进行正态检验!正态分

布的计量资料以
Rh(

表示!两组间比较采用非配对

样本的
;

检验!多组间比较采用方差分析"计数资料

以百分率表示!组间比较采用
!

& 检验"若
H

%

"6">

为差异有统计学意义"

%

"

结
""

果

%6$

"

)

组献血者的血型信息
"

)

组献血者血型均为

=T

(

f

)!

?SB

血型分布比较!差异无统计学意义

(

H

$

"6">

)!见表
&

"

表
&

""

)

组输血者血型分布#

+

$

@

%&

组别 样本(

+

)

?

型
S

型
B

型
?S

型

正常组
() &&

(

):6!&

)

*!

(

)"6*(

)

*&

(

*!6">

)

*"

(

*>6';

)

+

单阳组
:! *:

(

&'6>;

)

*:

(

&'6>;

)

!

(

*'6);

)

*&

(

&:6:!

)

+N

双阳组
>: *>

(

&;6;'

)

*;

(

)*6:'

)

*"

(

*'6>&

)

*&

(

&&6&&

)

!

&

*

N *6;'>

H "6!)'

%6%

"

)

组献血者血浆
-/=,*>.

$

,*(

的表达情况
"

采

用
c

=E,C$=

法检测
)

组血液样本中
-/=,*>.

和

-/=,*(

的表达情况!结果显示!相较于正常组样本!

+

单阳组和
+N

双阳组血液样本
-/=,*>.

和
-/=,*(

表

达均明显下调!差异有统计学意义(

H

%

"6">

)"且

+N

双阳组血液样本
-/=,*>.

和
-/=,*(

表达下调较

+

单阳组更为明显!差异有统计学意义(

H

%

"6">

)!见

表
)

"

表
)

""

)

组输血者血浆
-/=,*>.

(

-/=,*(

表达情况$

Rh(

%

组别 样本(

+

)

-/=,*>.

*

#

,.71/2 -/=,*(

*

#

,.71/2

正常组
() *6&*h"6:' *6"!h"6:*

+

单阳组
:! "6;(h"6)!

#

"6;'h"6&(

#

+N

双阳组
>: "6>*h"6);

#1

"6>'h"6&:

#1

!

&

*

N :*6') );6"'

H "6*"' "6"""

""

注%与正常组比较!

#

H

%

"6">

#与
+

单阳组比较!

1

H

%

"6">

%6&

"

-/=,*>.

$

,*(

与
TSMDN?

拷贝数的相关性
"

通过分析
+N

双阳组无偿献血者血浆中的
TSMDN?

拷贝数!发现
-/=,*>.

和
-/=,*(

与相应的
TSM

DN?

拷贝数呈负相关性(

:

分别为
A"6;&>

$

A"6'((

!

H

%

"6">

)"见表
:

$图
*

"

表
:

""

-/=,*>.

(

-/=,*(

与
TSMDN?

拷贝数的相关性

指标
+N

双阳组
TSMDN?

拷贝数

: H

-/=,*>. A"6;&> "6"*)

-/=,*( A"6'(( "6""&

图
*

""

-/=,*>.

(

-/=,*(

与
TSMDN?

拷贝数的相关性

&

"

讨
""

论

""

输血是
TSM

感染的主要途径之一!是全球范围

内普遍关注的公共卫生问题"我国属于
TSM

感染大

+

*:'

+
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国!每年大约有超过
'

万人死于
TSM

感染所致的各

种疾病!因此!保证输血安全!提高
TSM

检测水平是

我国亟须解决的重要问题&

'

'

"自
*!!)

年国家卫生部

颁布,血站基本标准-以来!所有献血者的血液样本必

须经过
+G%#?

双试剂筛查方法!从而很大程度上提

高了血液和血液制品的安全性&

!

'

"但是
+G%#?

筛查

存在一定的窗口期!外界因素易导致漏检风险"而

N?E

不仅可以将
TSM

的窗口期缩短为
&"J

!而且操

作简单!易于自动化!准确率较高&

*",**

'

"有研究显示!

!"@

以上的
TSM

感染危险性来自于窗口期献血者提

供的血液样本&

*&

'

"因此!为了保证输血者的用血安

全!推广新的病毒检测技术势在必行"

&"*"

年!我国

议政工作会议确立了北京$上海$广州等
*>

所大型采

供血机构作为
N?E

首批试点单位!建议可选择
*

种

+G%#?

试剂盒联合
N?E

!大大缩短了
TSM

病毒检

测的窗口期!提高了病毒的检出率&

*)

'

"虽然
N?E

准

确性提高!但是易受到外界环境和服用药物的干扰!

若病毒
DN?

合成受到抑制!则会影响
N?E

的表现!

因此!

+G%#?

与
N?E

是互补的关系!

N?E

不能完全

替代
+G%#?

法&

*:

'

"但是这种检测方案仍然存在一定

的漏检率!主要是由于
TSM

窗口期的长短!窗口期期

间的病毒拷贝速度和拷贝数!献血人群中的新感染率

以及多少血样混合!都会影响到
N?E

的准确性#而且

检测程序繁琐!工作量重!因此!探索新的检测方法和

指标一直是输血安全领域研究的重点"

-/=N?<

是真核生物基因中一类非编码的负性

调控
=N?

!可以通过与靶基因
)j,

非编码区结合抑制

=N?

转录&

*>

'

"目前!关于
-/=N?<

与多种疾病之间

的关系研究已经成为全球医学界的热点!但是国内外

在关于
-/=N?<

是否也参与了
TSMDN?

的复制以

及哪些靶基因可能作为
TSMDN?

阳性诊断的候选

标志物方面研究尚少"有学者通过生物信息学和基

因芯片技术!初选
TSM

携带者与健康人群具有表达

差异性的
-/=N?

谱!包括
-/=,*>.

$

-/=,*(

等多种

基因呈低表达!从而证实大量
-/=N?<

参与肝脏感染

性疾病的发生&

*(

'

"但是!目前绝大多数关于肝炎病毒

感染者
-/=N?<

的研究都是集中在肝脏组织和细胞

中!在实际操作中!肝组织获取受限!因此!探讨外周

血
-/=N?<

与
TSM

感染的关系在献血者筛查中具

有更大的临床意义"

-/=,*>.

$

-/=,*(

是位于同一个

基因簇上并是由同一个转录本转录生成的
-/=N?

"

有研究显示!

TSM

编码蛋白
TS_

通过阻断
7,-

X

7

的

表达!可以抑制
-/=,*>.

和
-/=,*(

启动子活性!从而

下调
-/=,*>.

和
-/=,*(

的表达&

*(

'

"不仅如此!还有

学者通过相关研究证实!

TSZ

在基因方面同样可以调

控
-/=,*>.

$

-/=,*(

的表达水平&

*;

'

"因此!笔者希望

通过本项研究探讨采用血浆
-/=,*>.

和
-/=,*(

作为

献血者
TSM

感染诊断标志物的可行性"结果显示!

相较于正常组样本!

+

单阳组和
+N

双阳组血液样本

-/=,*>.

和
-/=,*(

表达均明显下调!而且
+N

双阳组

血液样本
-/=,*>.

和
-/=,*(

表达下调较
+

单阳组更

为明显"经
CI.L<82

相关性分析!

-/=,*>.

和
-/=,*(

与
+N

双阳性患者的
TSMDN?

拷贝数呈负相关!说

明血浆
-/=,*>.

和
-/=,*(

表达下调与
TSM

感染以

及复制活动密切相关!且
TSMDN?

拷贝数越高!血

浆
-/=,*>.

和
-/=,*(

表达水平越低"

'

"

结
""

论

""

-/=N?,*>.

$

-/=N?,*(

相对表达水平不仅与

TSM

早期感染密切相关!而且可以反映病毒的复制

情况!在实际操作中!可以根据献血者体内
TSM

的复

制情况判断其
TSM

的活动期!同时!也为疾病的转归

及治疗提供一定的指导意义"但是!需要指出的是!

虽然
-/=N?,*>.

$

-/=N?,*(

大大提高了
TSM

的检

出率!但是鉴于
-/=N?<

从提取条件到检测结果的成

本可能较高!在目前的实际筛查工作中应用价值还有

待进一步探讨"
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助细胞分为
EO*

和
EO&

两个亚群!

EO*

与
EO&

细胞

相互制约$相互调节!保持动态平衡"在
T#C

急性

期!

EO*

*

EO&

出现失衡!

EO&

呈现相对优势!引起免疫

功能紊乱!从而促进疾病的发生$进展"

EO*

和
EO&

细胞的共同前体为
EO"

细胞!

%G,*&

是
EO"

细胞向

EO*

细胞分化的始动因子!树突状细胞分泌
%G,*&

诱

导
EO"

细胞向
EO*

细胞分化!后者产生
%WN,

4

!而

%WN,

4

又反过来增加树突状细胞释放
%G,*&

!从而形

成正反馈!增强
EO*

的免疫应答反应&

*)

'

"

%WN,

4

是

EO*

细胞的代表性细胞因子!能够促使
E

淋巴细胞的

分化$成熟#诱导巨噬细胞和单核细胞表面
FT$,

(

类抗原表达!从而参与抗原呈递和特异性免疫识别过

程#拮抗
EO&

类细胞因子
%G,:

诱导的
%

4

+

分泌!降低

其致敏作用&

*:

'

"本研究中!治疗后!两组患儿血清
%G,

*&

和
%WN,

4

水平均较治疗前升高!且观察组高于对照

组"

%G,:

和
%G,*"

是
EO&

细胞的代表性细胞因子"

%G,:

刺激
S

细胞分泌
%

4

+

!抑制
%WN,

4

产生!激发肥

大细胞脱颗粒!引起多种炎性介质释放#

%G,*"

可抑制

ENW,

%

等促炎细胞因子的产生!抑制氧自由基的释

放!对机体炎性反应起保护作用&

*>

'

"本研究显示!治

疗后!两组患儿血清
%G,:

和
%G,*"

水平均较治疗前降

低且观察组低于对照组"以上结果说明!经过治疗的

患儿血清
EO*

类细胞因子水平增加!而
EO&

类细胞

因子水平降低!有利于纠正患儿
EO*

*

EO&

免疫应答

失衡!且观察组的效果要优于对照组"

'

"

结
""

论

""

西医常规联合化瘀降浊解毒汤治疗
T#C

的效果

确切!能够有效改善患儿氧化应激状态!同时能够调

节
%G,:

$

%G,*"

$

%G,*&

和
%WN,

4

等细胞因子水平!纠正

EO*

*

EO&

免疫应答失衡!有效减轻氧化应激和炎性反

应引起的机体损伤!有助于
T#C

患儿早日康复"
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