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"摘要#

!

目的
!

探讨遗传代谢病检测中干尿滤纸片的制作及洗脱方法%方法
!

收集正常儿童的尿液样品!采

用新华
7

号滤纸片对尿液进行处理!制作成干尿滤纸片%用去离子水对干尿滤纸片进行洗脱!然后采用紫外可见分

光光度计来测定洗脱液中肌酐的浓度!并与传统的制作干尿滤纸片法的标本检测结果进行对比%结果
!

优化后的

干尿滤纸片制作与洗脱的最佳条件如下'浸泡单片滤纸片的尿液体积应大于
"JV

!尿滤纸片浸泡时间为
"8JDF

!采

用离心洗脱方法及洗脱干尿滤纸片的去离子水用量为
!28JV

%结论
!

与传统干尿滤纸片制作及洗脱方法相比!优

化后的干尿滤纸片处理方法具有更高的稳定性!能有效地提高检测的准确性!有利于阳性和疑似结果的诊断%
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遗传代谢病是指一类有生理代谢功能缺陷的遗传病-氨

基酸.有机酸.脂肪酸.线粒体及溶酶体贮积病等都属于遗传代

谢病#其病种繁多#就目前已经发现的遗传代谢病已超
8##

种#

这类疾病普遍表现为单一病种的发病率低#但作为一类疾病的

总体来看#其发病率却是很高+

";7

,

-

目前利用气
;

质联用技术从尿液中能检测出
"7!

种有机

酸#是有机酸遗传代谢病最有效的检测方法+

-

,

-尿液有机酸检

测是根据被测尿液的肌酐浓度#取
#2!J

E

当量肌酐的尿液进

行检测#常用的肌酐检测方法主要有
_?HH=

$苦味酸%法.酶法.

干化学法.动力学法.毛细管电泳法等+

8;.

,

-我国幅员辽阔#地

区发展极不平衡#一般以干尿滤纸片标本的方式送到筛查中心

进行检测与诊断工作+

"

,

-然而要获得一个客观.准确的结果#

其中的影响因素甚多#而干尿滤纸片的制作及洗脱是有机酸遗

传代谢病检测技术流程中最重要的基础环节之一#也是筛查工

作进行的第一步#是保证检测工作顺利进行和保障检测质量最

基础的工作前提+

:;$

,

-干尿滤纸片制作和洗脱的不规范往往是

造成检测结果有误的原因#干尿滤纸片的质量是否合格将直接

影响着疾病检测结果的准确性#由此可见干尿滤纸片制作及洗

脱的规范化是确保检验结果准确的关键因素-然而传统的干

尿滤纸片制作及洗脱方法没有一个规范的流程+

";-

,

-因此#本

文通过对干尿滤纸片制作及洗脱方法的探究#使干尿滤纸片前

处理过程在传统的基础上得以优化#以提高检测的准确性-

$

!

资料与方法

$2$

!

仪器与试剂
!

紫外可见分光光度计
QW!6##

及石英吸收

池$日本
1'5T&SfQ

公司%(

&QX7!#

电子天平$日本
1'5;

T&SfQ

公司%(

3V;:!"

型漩涡振荡混合器$北京八方世纪科

技有限公司%(

SL?

E

<F@?(

移液器$可调范围!

!#

!

!##

%

V

.

"##

!

"###

%

V

.

"###

!

8###

%

V

%购自大龙兴创实验仪器$北京%有

限公司(

".7#l0

型超声波清洗器$北京科玺世纪科技有限公

司%(新华
7

号滤纸片$广州诺标化玻有限公司%(聚乙烯塑料

瓶-苦味酸$分析纯#西亚试剂公司%(氢氧化钠$分析纯#

S&T&/

公司%(实验用水均为
TD@@D;l

纯水系统$美国
TD@@D;

K

<L=

公司%制得的超纯水-

$2/

!

方法

$2/2$

!

干尿滤纸片的制作和洗脱
!

收集儿童的随机尿液#无

防腐剂#

]!#h

保存-把实验用的新华
7

号滤纸片剪裁成
8

)J c8)J

大小的正方形-吸取一定量的尿液于培养皿中#并

将滤纸片置于其中浸泡
"8JDF

#然后取出尿滤纸片在自然条件

下晾干-选用
"#JV

塑料离心管#将
!28JV

的针筒放入离心

管内#然后将干尿滤纸片卷曲后放入针筒内#用
!28JV

去离

子水进行洗脱#待充分湿润滤纸后#用
+?L?HD@J

封口膜进行密

封#室温下静止
8JDF

#

7###L

"

JDF

高速离心
8JDF

#得到干尿

滤纸片洗脱液-

$2/2/

!

肌酐浓度的测定
!

取
#2"JV

尿样洗脱液于
!#JV

玻

璃试管中#加去离子水定容至
72#JV

-向各试管中加入
!2#

JV

碱性苦味酸溶液#摇匀后置室温下反应
!8JDF

-再往试管

中加入
82#JV

去离子水#摇匀-以试剂空白作为对比#在波

长
-$#FJ

下测定其吸光度值-每个样品测定
7

次#取平均值

作为该样品的吸光度值-

/

!

结
!!

果

/2$

!

尿滤纸片完全浸透所需的时间
!

实验考察了浸泡时间分

别为
8

.

"#

.

"8

.

!#

.

!8JDF

时尿滤纸片的质量变化#并根据滤纸

片的质量变化#初步推断滤纸片完全浸透所需的时间-结果如

图
"

所示#尿滤纸片的质量随着浸泡时间的增加而增加-当浸

泡时间大于
"#JDF

后#尿滤纸片的质量增加不明显#质量趋于

稳定-因此#综合考虑实验操作时间#初步选择尿滤纸片充分

浸透所需的最佳时间为
"#JDF

-

图
"

!

尿滤纸片完全浸透所需的时间
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!

尿滤纸片的吸尿体积
!

尿滤纸片吸尿是否充分对检测结

果的准确性有一定的影响-所以尿滤纸片的吸尿体积必须准

确把握-吸取
"JV

尿液#在电子天平上精确称重后#根据密

度公式得出尿液密度
6

\"2#"

E

"

)J

7

-用电子天平精确称量干

滤纸片的质量#然后把滤纸片置于含尿液的培养皿中#待滤纸

片充分吸收尿液后#再转移到电子天平上进行精确称重-称量

得出干滤纸片净质量
J\#2-.

E

#干滤纸片吸尿后质量
J\

"2-8

E

#利用差重法#计算出滤纸片的吸尿体积
>\#2$.JV

-

考虑到浸泡滤纸片的尿液体积应大于滤纸片的吸尿体积#因此

浸泡单片滤纸片的尿液体积应大于
"JV

-

/2'

!

尿液浸泡滤纸片时间对尿液肌酐浓度测定的影响
!

尿液

浸泡滤纸片的时间不同可能会对其中的待测化合物浓度有影

响#进而影响检测结果的准确性#因此实验考察了浸泡时间分

别为
8

.

"#

.

"8

.

7#

.

6#

.

$#

.

"!#

.

":#JDF

时滤纸片中肌酐的浓

度-结果如图
!

所示#

8

!

"8JDF

随着尿液浸泡滤纸片时间的

增加#洗脱液中的肌酐浓度增加#

"8

!

$#JDF

洗脱液中肌酐浓

度先稍下降后上升#

$#JDF

后洗脱液液中肌酐浓度趋于平稳-

从结果上看浸泡时间为
$#JDF

时肌酐浓度最高#但
"8JDF

的

肌酐浓度和
$#JDF

的结果相差不大$

$

79

%#同时从日常工作

中的实际情况考虑#尿液浸泡滤纸片的最佳时间为
"8JDF

-

/21

!

干尿滤纸片洗脱方法对尿液肌酐浓度测定的影响

/212$

!

挤压法与离心法对尿液肌酐浓度测定的影响
!

干尿滤

纸片洗脱方法一般为挤压法或离心法+

"#;"!

,

#实验比较了这两

种方法洗脱干尿滤纸片的效果#分别从样品肌酐浓度稳定性及

去离子水用量进行比较分析#结果如表
"

所示-由表
"

中可以

看出#去离子水用量相同的情况下#用离心法洗脱得到的洗脱

液肌酐浓度相对较高#且相对标准偏差$

QM6

%更小#说明离心

法洗脱样品的稳定性更强.重现性好-挤压法是通过人工挤

压#由于受挤压的力度.时间等各种因素的影响#洗脱液体积有

一定的差距#导致洗脱液肌酐浓度不稳定-而离心法是通过离

心机的高速离心#将尿滤纸中的液体充分洗脱出来#洗脱液体

积基本一致#洗脱液肌酐浓度比较稳定-因此#采用离心法洗

脱干尿滤纸-

图
!

!

尿液浸泡滤纸片时间对尿液肌酐浓度测定的影响

表
"

!

挤压法与离心法对尿液肌酐浓度的影响

项目
去离子水用量

"2!JV

挤压法 离心法

去离子水用量
!2#JV

挤压法 离心法

去离子水用量
!28JV

挤压法 离心法

去离子水用量
72#JV

挤压法 离心法

肌酐测定浓度$

J

E

"

JV

%

!

第
"

次
#27$: #2-8. #2!"8 #2!$" #2!8# #2!7" #2!67 #2!".

!

第
!

次
#2-6! #2-!" #2!67 #2!:" #2!"6 #2!-7 #2!": #2!78

!

第
7

次
#27:$ #2-6$ #27#6 #2!:: #2!8! #2!88 #2!!" #2!"-

单位体积肌酐浓度$

J

E

"

JV

%

#2-$$ #287$ #28!! #28.- #28$: #26#: #2.#! #2666

QM6

$

9

%

$26 826 ".2- "2: :28 -2$ "#2: 82"
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!

去离子水用量对尿液肌酐浓度测定的影响
!

洗脱尿滤

纸片时去离子水的用量过多可能会稀释样品#过少则无法将干

尿滤纸片上的目标化合物充分洗脱下来且洗脱液体积可能未

能达到检测所需的取样体积-因此#实验分别考察了离心法洗

脱尿滤纸片去离子水用量分别为
"2!

.

!2#

.

!28

.

72#JV

时#洗

脱液中的单位体积肌酐浓度-结果见表
"

所示#由表
"

中可见

离心法洗脱尿滤纸片去离子水的用量越多#洗脱液中的单位体

积肌酐浓度越高#证明洗脱得更充分#但考虑到新生儿尿液中

的肌酐浓度较低且新生儿尿液有机酸检测中尿样需取到最大

取样体积$即
"2$-JV

%#且洗脱尿滤纸片时有部分去离子水会

残留在滤纸片里$约
-##

%

V

%#所以从日常工作中的实际情况

及洗脱样品的充分性与洗脱液的肌酐浓度稳定性等因素综合

考虑#选用
!28JV

去离子水作为洗脱干尿滤纸片的最佳

用量-

'

!

讨
!!

论

!!

由于传统干尿滤纸片的制备和洗脱并没有形成规范#导致

各个地方所采用的制备和洗脱方法各不相同#从而使检测结果

的准确性和可比性进一步降低-本文探讨了遗传代谢病筛查

中尿滤纸片制作及洗脱的方法#其中包括尿滤纸完全浸透所需

时间.尿滤纸片的吸尿体积.尿液浸泡滤纸片时间对尿液肌酐

浓度测定的影响及去离子水用量对干尿滤纸片的洗脱影响等-

通过该优化方法对干尿滤纸片进行制作和洗脱#能提高检测的

准确性#有利于疑似结果的判定-希望通过此次干尿滤纸片制

作及洗脱方法的探讨#能为今后干尿滤纸片操作规范的形成作
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"摘要#

!

目的
!

探讨全自动快速微生物检测系统"

W50ZY T1

#在鉴定流感嗜血杆菌的应用价值%方法
!

收集

广州市黄埔区红十字会医院与广东省中医院
!#"-

年
7

月至
!#"8

年
"

月从痰液或咽拭子标本中分离的流感嗜血杆

菌
78

株!用
"61LSU&

测序确证%并且用
W50ZY T1

质谱仪!

&+5U'

常规生化鉴定与
T'

琼脂平板上
W^X

因

子需求性试验
7

种方法对上述菌株鉴定分析%结果
!

在
78

株流感嗜血杆菌细菌中!

W50ZY T1

质谱仪与
&+5U'

常规生化鉴定差异无统计学意义"

E

'

#2#8

#!而
W50ZY T1

与
T'

琼脂平板上
W^X

因子需求性试验差异有统计

学意义"

E

$

#2#8

#%结论
!

对于
&+5U'

常规生化鉴定与
T'

琼脂平板上
W^X

因子需求性试验!

W50ZY T1

能

快速$准确地鉴定流感嗜血杆菌!对临床诊治提供很大的帮助!有非常好的应用前景%
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流感嗜血杆菌是专性寄生于人类上呼吸道的常居菌群#属

苛养性细菌#是社区获得性肺炎的重要致病菌之一+

"

,

-全自动

快速微生物检测系统$

W50ZY T1

%利用基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱$

T&VS5;0/*;T1

%#是近年来出现的一种新

的蛋白质组学的检测方法#在国外广受关注+

!;8

,

-本研究以

"61LSU&

基因测序作为0金标准1#对
W50ZY T1

质谱仪#

&+5U'

常规生化鉴定与
W^X

因子需求性试验鉴定效能比

较分析#探讨
W50ZY T1

质谱仪在鉴定流感嗜血杆菌的应用

价值-

$

!

材料与方法

$2$

!

材料来源
!

78

株流感嗜血杆菌分离自广州市黄埔区红

十字会医院及广东省中医院
!#"-

年
7

月至
!#"8

年
"

月
"7-7

例呼吸道感染患者痰液或咽拭子标本#并且通过
"61LSU&

检

测及测序#结果用
[V&10

与
%=F=(?FN

数据库中的序列进行

比对确证-

$2/

!

试剂与仪器
!

嗜血巧克力平板$江门凯琳%(

&+5U'

细

菌鉴定卡(

W^X

因子$英国
/X/5S

公司产品%(

+L=JDMZM

0?

e

W=LGD<F!2#

#

SV!###SU&J?LN=L

$

0?Y?3?

%(

W50ZY T1

质谱仪$法国
[D<TLD=AM

公司%#

&[5$.##+43

仪#

[D<;3?C

凝

胶成像系统-

$2'

!

方法

$2'2$

!

细菌分离培养
!

所有菌株标本接种在流感嗜血培养基

上#

78h

孵育箱恒温培养
!-

!

-:,

-

$2'2/

!

细菌的生化鉴定
!

采用
&+5U'

细菌鉴定卡#严格按

照说明书操作-

$2'2'

!

X^W

因子需求试验
!

质控菌株为流感嗜血杆菌
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#操作按全国临床检验操作规程要求进行-

$2'21

!

W50ZY T1

质谱仪鉴定
!

用无菌接种环挑取适量单

个菌落涂于质谱仪样品检测板上#随后再点
"

%

V

基质液#待基

质液干燥后放入质谱仪上检测-

$2'22

!

"61LSU&

检测及测序
!

SU&

提取试剂盒提取模板

SU&

#进行
"61LSU&

基因
+43

扩增#阳性
+43

产物送
DF;

>DBL<

E

=F

公司进行
SU&

测序#测序结果用
[V&10

与
%=F=

(?FN

数据库中的序列进行比对#相似度大于
$$9

的细菌判定

为同种细菌+

8

,

-

$21

!

统计学处理
!

采用
1+11":2#

统计软件进行分析#计数

资料以率表示#比较采用
$

! 检验#以
E

$

#2#8

为差异有统计

学意义-

/

!

结
!!

果
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从
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份痰或咽拭子标本中#共分离出流感嗜血杆菌

株
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