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　　聚合酶链反应（ＰＣＲ）是美国化学家 ＫａｒｙＭｕｌｌｉｓ于１９８３

年发明的［１］。它用于对靶核苷酸进行体外扩增，产物以指数倍

的增加，有着非常高的灵敏度和较高的特异性，从２０世纪９０

年代中后期在国内医学实验室开始被应用开始，现在已经在临

床医学检验方面发挥着越来越大的作用。但是由于其敏感性

极高，微量的污染将造成实验失败，尤其是在实验过程中涉及

阳性质粒或行ＲＴＰＣＲ操作时更易污染
［２］。我国卫生部２００２

年和２０１０年分别颁发了《临床基因扩增实验室管理暂行办法》

和《医疗机构临床扩增实验室管理办法》，通过行政手段来规范

基因扩增实验室的配置及扩增检测项目的质量，也说明了扩增

检测如果控制不当非常容易污染。本实验室有段时间其中一

个检测项目发生过污染情况，最后找到原因并进行了处理，现

把事情经过和处理办法报道如下。

１　实验室情况

１．１　实验室设置　本中心实验室分为试剂准备区、标本制备

区、扩增及产物分析区３个区。试剂准备区储存ＰＣＲ反应试

剂；标本制备区进行标本提取、模板制备；扩增及产物分析区进

行ＰＣＲ扩增反应。３个区相互独立，各区物品单独使用，配置

的试剂及反应模板通过传递窗流通。人通过缓冲间气流变化

而进行房间内进出。

１．２　使用试剂　检测乙型肝炎、丙型肝炎和一些感染性疾病

如ＣＴＤＮＡ、ＮＧＤＮＡ等，均使用有国家食品药品监督局注册

证的试剂盒。

１．３　操作人员　均参加过省临床检验中心的ＰＣＲ专业培训，

理论和操作均合格后取得ＰＣＲ上岗证。

２　污染的发现

２０１１年１１月１次 ＨＣＶＲＮＡ实验发现，低值、高值质控

均在控，ＮＴＣ为阴性，标准品也无异常，但发现（０～１０Ｅ＋０３）

的标本比较多，根据本科室阳性率的统计以及经验，觉得阳性

率偏高，结果仍可能有疑问，复查该批实验室的所有阳性标本，

结果发现＞Ｅ＋０４的标本结果无差异，但（０～１０Ｅ＋０３）的标本

５个中４个变为了阴性结果。由此证明确实有污染存在，但具

体污染原因不清楚。

３　污染源的追踪

对于污染，本科室进行原因的追踪，因为质控和 ＮＴＣ均

正常，而且仍然有阴性的临床标本，所以排除了试剂的污染。

由于污染的结果很低，而且现在的商品化的试剂盒都含有

ＵＮＧ酶，而且因为质控和ＮＴＣ均正常，所以由扩增产物气溶

胶造成的环境污染对原始模板的污染的可能性较小。本科室

还是在实验室各角落、操作台面、安全柜中放置空管，开盖放置

３０ｍｉｎ，加入５００μＬＤＥＰＣｏＨ２Ｏ和标本一样处理后检测，结果

均为阴性，所以排除环境污染的可能。

主要还是怀疑标本提取过程中的高浓度标本在某个环节

造成的污染。加样枪使用的都是带滤芯的枪头，再次验证带滤

芯枪头的质量，在１００ｍＬ纯水中加入１ｍＬ蓝墨水，用２０～

２００μＬ的加样枪装上配套的有滤芯的枪头吸入超过２００μＬ

的配置好的蓝色液体，蓝色液体没有超过滤芯上面，所以排除

了因为加样枪加样而导致的污染。

用１００μＬ无菌水蒸馏水代替标本来验证是否污染发生在

加热模块，把５份含有１００μＬ无菌水蒸馏水的ＥＰ管开盖在加

热模块中７０℃加热１０ｍｉｎ，之后按标本处理，扩增后检测结果

全部为阴性，排除了污染发生在加热模块。

用１００μＬ无菌水蒸馏水代替标本来验证是否污染发生在

离心机，把５份含有１００μＬ无菌水蒸馏水的按正常流程处理

到需要离心机离心时，开盖在离心机中离心。之后仍按标本处

理，扩增后检测结果５份中有４份为阳性，结果均在０～１０Ｅ＋

０３之间，和最先发现污染的情况相同。所以我们怀疑当初的

污染是在离心机中发生的。调查当初实验人员回忆那批实验

的情况，当初确实发生了离心时有几个带柱子的离心管在离心

过程中开盖的情况发生。

４　污染的排除

确定污染原因后，开始对污染源进行消除，用消毒液擦拭

离心机内胆、离心管腔、离心机盖，开盖放置２４ｈ。第２天再次

验证开盖离心的纯水标本５份，５份结果均为阴性。由此说明

污染已经排除。

５　讨　　论

ＰＣＲ本身高灵敏度的特性加上ＰＣＲ标本提取过程中的

多环节性均造成了此方法特别容易造成污染。对于ＰＣＲ临床

检测项目有明确的质控要求，但这些质控要求是ＰＣＲ检测项

目最基本的质控要求，在一般时候是可以起到监测污染和假阴

性的发生，但对于某个环节污染造成的随机误差起到监测的效

果有限。在这种情况下，如果实验室标本来源固定，检测方法、

人员稳定，某一项目的阳性率也可以起到一定的质控作用，这

也是发现ＰＣＲ可能存在污染的重要途径之一。所以在一个成

立了很久的临床ＰＣＲ实验室，试剂稳定、人员稳定、标本来源稳

定的情况下，尽可能按项目统计每次检测结果的阳性率，如果某

次实验的阳性率明显异常，要认真关注一下是否有污染的发生。

ＰＣＲ污染产生的原因很多，有时很难找到具体的原因。
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所以ＰＣＲ实验室防止污染最好的办法还是预防。研究者应高

度认识预防与抗污染的关系，应像预防传染病一样，提高思想

认识，以“预防为主，治疗为辅”［３］。对于实验室的消毒，要做到

不遗漏每一个角落，而且每个消毒环节都要做到位。在实际工

作中，一般操作台面是最容易污染的［４］，但对于加样枪、加热模

块、离心机这些重要环节也要十分注意。本实验室污染原因是

由离心机导致的，可能原因是离心机被离心时高浓度标本开盖

后产生的气溶胶污染了离心机盖了，再次离心时离心机盖子上

的气溶胶颗粒在离心机气流作用下进入到开盖的离心管中，进

入离心管后再在离心力的作用下进入离心管底部污染标本。

所以污染的解决还是严格按照《医疗机构临床扩增检验实验室

管理办法》中实验室工作导则规定进行工作，并对实验室内所

有设备、台面、空间进行每日消毒，才能真正保证把ＰＣＲ实验

室的污染降到最低。
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　　抗酸染色技术是利用一些细菌细胞壁脂质含量高，菌体内

有分枝菌酸，被着色后而不易洗脱的原理来检测该类细菌，主

要用于检测分枝杆菌属和奴卡菌属细菌［１］。结核病是由结核

分枝杆菌所致的慢性传染病，结核分枝杆菌富含脂质和分枝菌

酸，因而可用抗酸染色技术进行检测。自 Ｋｏｃｈ１８８２年发现结

核分枝杆菌，并用美兰染色该菌，直到Ｚｉｅｈｌ和 Ｎｅｅｌｓｅｎ技术采

用（ＺｉｅｈｌＮｅｅｌｓｅｎ抗酸染色），迄今已１００余年，ＺｉｅｈｌＮｅｅｌｓｅｎ

抗酸染色技术一直是结核病诊断实验室的首选技术。虽然抗

酸染色阳性涉及诸多菌种，并非结核分枝杆菌独有特性，但临

床上和流行病学中常用查见抗酸杆菌作为结核病诊断的依

据［２］。因此，规范操作抗酸染色技术，掌握技术环节重点，保证

检测结果准确，对于结核病的诊断具有重要意义。

１　标本的采集、保存和处理

抗酸染色诊断结核病所用标本有痰液、尿液、脓液、胸腔积

液、腹水、脑脊液和病理组织等。标本的采集是抗酸染色的第

１步，合格的标本是保证染色质量的重要环节。

１．１　痰液的采集　漱口后深咳肺部痰，盛于带旋口的塑料杯

内，勿用蜡质纸杯。可采集即时痰、夜间痰和晨痰，晨痰最佳，

连续３ｄ送检
［３４］。如果咳嗽困难，可用雾化吸入、支气管镜刷

检、支气管肺泡灌洗方法帮助采集，并能提高镜检阳性率［５］。

镜检阳性率由高到低的标本性状依次是干酪痰、黏液痰、血痰，

尽量不用唾液。集菌痰处理法，留取深咳痰标本或１２～２４ｈ

痰，如痰量少且黏稠时加适量蒸馏水（不超过１０ｍＬ），标本经

１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，冷却后使用。

１．２　脓液的采集　注意防止污染菌混入。

１．３　尿液的采集　留全部夜尿，静置４～５ｈ后，取容器底部

尿液１０ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ后，留取沉渣。

１．４　胸腔积液及腹水和脑脊液的采集　处理方法同尿液标

本。

１．５　病理组织采集　研磨混匀后涂片。不能及时涂片染色的

标本，置４℃保存。

２　涂　　片

合格的涂片是抗酸染色的重要步骤，也是保证染色质量的

重要环节。涂片可分为直接涂片法和集菌涂片法，集菌涂片法

有两种方式，即漂浮集菌涂片法和离心集菌涂片法，（１）漂浮集

菌涂片法：处理的痰液５～１０ｍＬ入１００ｍＬ容积的玻璃瓶中，

加蒸馏水２０～３０ｍＬ（总量不超过瓶容积的１／３），加二甲苯０．３

ｍＬ，放振荡机上振荡１０ｍｉｎ（振荡机速率２４００ｒ／ｍｉｎ），取出

平放台上，加蒸馏水至满瓶口，把标号的载玻片盖于瓶口上，放

置１５～２０ｍｉｎ，取下玻片平放台上。（２）离心集菌涂片法：处理

后的痰液５～１０ｍＬ（不超过１０ｍＬ）置入５０ｍＬ离心管内，加

蒸馏水至５０ｍＬ，以６０００～８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取沉淀

物涂片。

用折断的竹签茬端或接种环，挑取标本于玻片正面右侧

２／３处均匀涂抹成２．０ｃｍ×２．５ｃｍ的卵圆形薄厚适宜的涂

膜，自然干燥固定。

涂片的厚度要适当，太薄太厚都会影响镜检。涂片必须使

用９５％乙醇擦拭脱脂过的清洁、干燥、无油污、无划痕的新载

玻片，一张玻片涂１份标本，且一次性使用。

３　染　　色

抗酸染色法多用ＺｉｅｈｌＮｅｅｌｓｅｎ染色，从试剂的配制到环

节操作技术，相关技术规范都有明确的要求［６］。染色步骤如

下：涂片平放染色架上，加染色剂盖满涂膜，微火加温至染液呈

现蒸汽，去火焰，染色５～１０ｍｉｎ（勿使染液呈现干涸）。水洗，

加脱色剂盖满涂膜，脱色３～５ｍｉｎ，至无红色。水洗，加复染剂

盖满涂膜，直接涂片复染３０ｍｉｎ，集菌涂片复染１～３ｍｉｎ，水

洗，干后，镜检。

染色时间要把握适当，温度偏高时染色时间可缩短，反之

则相反。脱色时间一定要把握好，脱色要彻底，否则片子呈红

色，无法查找抗酸杆菌，但是脱色时间过长，片子呈空白，也无

法镜检，要准确把握脱色时间。

也有实验报告认为，恒温水浴染色和常温染色效果优于推

荐的染色方法［７８］。

４　结果报告和质量要求

（１）镜下计数１００个视野（观察时间不少于４ｍｉｎ），未发现

抗酸菌者继续观察至３００个视野，仍未发现抗酸菌者报告抗酸

菌阴性（－）。（２）镜检１００～３００个视野找到抗酸杆菌１～２条

者，报告抗酸杆菌可疑（±），或重新涂片或另留痰标本复查。
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