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及37℃有活性,故仅考虑 ABO同型往往不能解决

血液配合问题,需要多中心,多区域协作解决同型

血液。对于符合自体输血指征的患者,应积极开展

自体输血。无法找到同型供者需紧急输血时,在可

用最小剂量的 ABO同型红细胞,同时使用激素,缓
慢输注,输注过程密切观察,做好输血不良反应的

应变对策〔6〕。
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　　[摘要]　目的:半乳甘露聚糖(GM)试验是一种诊断侵袭性曲霉菌感染(IA)的早期抗原指标,本实验旨在探

索孵育方式与显色时间对 GM 试验结果的影响。方法:采集武汉市第一医院137例住院患者的血清或肺泡灌洗

液样本进行实验,按不同的孵育方式和显色时间分别将实验进行分组,计算不同组的阳性率,再用SPSS13.0软

件进行统计学分析。结果:取待测样本与标准血清的吸收度的比值(I值)≥0.5为阳性,不同实验组的阳性率均

差异有统计学意义(P<0.05)。结论:孵育方式和显色时间对 GM 试验的结果有显著影响。
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Abstract　Objective:Galactomannan(GM)testisanearlyantigenindexfordiagnosisofinvasiveaspergillusin-
fection(IA).Theaimofthisexperimentistoinvestigatetheeffectsofdifferentincubationconditionsandcoloration
timeonGMtest.Method:Atotalof137inpatientswithserumoralveolarlavagefluidwereenrolledinourhospital
asthetestsample.Thepositiverateofdifferentgroupswascalculatedbygroupingtheexperimentaccordingtodif-
ferentincubationconditionsanddifferentcolorationtime.StatisticalanalysiswastakenusingSPSS13.0software.
Result:Theratiooftheabsorbanceofthetestsampletothestandardserum(Ivalue)wasgreaterthan0.5,andboth
ofthedifferencesofincubationconditionsandcolorationtimehadstatisticalsignificant(P<0.05).Conclusion:In-
cubationconditionsandcolorationtimemaybothhavesignificanteffectontheresultsoftheGMtest.
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　　侵袭性真菌感染(invasivefungalinfections,
IFI)是指真菌侵入人体血液和组织生长繁殖并致

其损害,导致人体病理改变的病理生理过程。近几

年各地研究数据显示,IFI的发病率和病死率逐年

升高〔1〕。IFI难与其他感染性疾病鉴别诊断,故常

在尸检时才被确诊。非培养的实验室诊断方法有

(1,3)-β-D葡聚糖检测(G 试验)、半乳甘露聚糖检

测(galactomannantest,GM 试验)和 PCR。其中

GM 试验被普遍认为是不增加患者感染风险的诊

断侵袭性曲霉菌感染非侵入性的检测方法,也被欧

洲癌症研究和治疗组织/侵袭性真菌感染协作组

(EORTC/MSG)〔2〕认可为真菌学标准诊断指标之
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一。GM 试验属于酶免试验,而影响酶免试验的因

素有很多,如孵育条件、加样、显色等,本实验就孵

育条件和显色时间进行研究,探索最佳反应条件。

1　材料与方法

1.1　样本来源

临床可疑为IFI的137例住院患者的血清或

肺泡灌洗液样本,来自我院的血液内科、呼吸内科、
风湿科、重症医学科、外科等。男72例,女65例;
年龄27~93岁。其中肺部疾病如慢性阻塞性肺疾

病(COPD)、慢性支气管炎、支气管扩张、肺部感染

及肺占位性病变等80例;恶性血液病如急慢性白

血病、多发性骨髓瘤、恶性淋巴瘤等及造血干细胞

移植术后共41例;外科手术术后感染16例。
GM 检 测 试 剂 盒 采 用 Bio-Radlaboratories

Platelia试剂盒,其对半乳甘露聚糖的检测已经在

2003年5月被美国食品药品管理局(FDA)批准可

以作为侵袭性曲霉菌病的辅助诊断方法(敏感度

80.7%,特异度89.2%)〔3〕。检测试剂盒的使用严

格按照说明书进行操作,其中涉及实验方案(孵育

方式和显色时间)参照1.4实验方案。
1.2　检测方法

采用酶联免疫双抗体夹心微孔法,检测人血清

(或肺泡灌洗液)中的 GM。处理过的样本和酶结

合物加入到已经包被过单克隆抗体的微孔板的小

孔里反应,经过孵育(空气浴37℃)洗涤显色,再用

设置在450nm和620nm 波长的酶标仪测定样本

和标准血清的吸收度A 值。最后计算待测样本吸

收度与cut-off值的比值(I值)即可得出结果,cut-
off值为2个标准血清吸收度A 的均值。
1.3　诊断标准

参照试剂盒说明书取I≥0.5为阳性,37℃孵

育90min显色(30±5)min,且每次实验cut-off对

照血清A 值应在0.3~0.8,I阳性对照值应>2.0,
I阴性对照值应<0.4。
1.4　实验方案

孵育方 式 和 显 色 时 间 对 实 验 结 果 的 影 响:
80例肺部疾病患者的样本,将孵育的方式分为普

通孵育90min(空气浴37℃)和快速孵育30min
(空气浴 37℃ + 震荡混匀)2 种,显色时间分为

20min和30min2种。实验组1:快速孵育45min
+显色20min;实验组2:普通孵育90min+显色

20min;实验组3:普通孵育90min+30min。
显色时间25min和20min对实验结果的影

响:41例恶性血液病患者的样本,分2组比较。实

验组4:普通孵育90min+显色20min;实验组5:
普通孵育90min+显色25min。

样本前 处 理 混 匀 与 否 对 实 验 结 果 的 影 响:
16例外科手术术后患者的样本,因在本次实验操

作流程中样本前处理混匀充分后整体结果的阳性

率较以往未注意混匀步骤的低,在普通孵育90min
+显色20min的条件下制定实验组来比较混匀的

处理对实验结果影响。实验组6:充分混匀的前处

理样本;实验组7:未充分混匀的前处理样本。
1.5　统计学分析

数据采用SPSS13.0软件处理,计数资料进行

χ2检验,计量资料进行非参数检验,P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结果

孵育方式和显色时间对实验结果的影响见表

1、2。

表1　孵育方式的比较(n=80) 例

实验组1
实验组2

阳性 弱阳性 阴性
合计

阳性 19 0 2 21
弱阳性 2 1 2 5
阴性 1 1 52 54
合计 22 2 56 80

表2　显色时间的比较(n=80) 例

实验组3
实验组2

阳性 弱阳性 阴性
合计

阳性 18 0 1 19
弱阳性 2 0 5 7
阴性 2 2 50 54
合计 22 2 56 80

实验组1cut-off值:0.6829,阳性率26.25%;
实验组2cut-off值:0.5244,阳性率27.50%;实验

组3cut-off值:0.6182,阳性率23.75%。数据分

析显示同一批样本2种孵育方式的实验结果差异

有统计学意义(χ2=60.3666,P<0.05),2种显色

时间的实验结果差异有统计学意义(χ2=59.974,
P<0.05)。

显色时间的微小改变对实验结果的影响,见
表3。

表3　显色时间25与20min的比较(n=41) 例

实验组5
实验组4

阳性 弱阳性 阴性
合计

阳性 6 1 0 7
弱阳性 0 0 0 0
阴性 0 0 34 34
合计 6 1 34 41

实验组4cut-off值:0.5886,阳性率14.63%;
实验组5cut-off值:0.5110,阳性率17.07%。数

·126·何静,等.不同反应条件的半乳甘露聚糖检测的研究第8期 　



据分析显示同一批样本2种显色时间的实验结果

比较差异有统计学意义(χ2=18.558,P<0.05)。
样本前处理混匀与否对实验结果的影响见

表4。

表4　样本混匀处理的比较(n=16) 例

实验组7
实验组6

阳性 弱阳性 阴性
合计

阳性 2 0 2 4
弱阳性 0 0 1 1
阴性 1 0 10 11
合计 3 0 13 16

实验组6cut-off值:0.6088,阳性率18.75%;
实验组7cut-off值:0.4365,阳性率25.00%。数

据分析显示同一批样本前处理的混匀与否差异无

统计学意义(χ2=2.757,P=0.097)。

3　讨论

GM 是霉菌曲菌属细胞壁组成成分之一,是侵

袭性曲霉菌感染的早期抗原诊断指标。有文献报

道当日采集的全血样本如不能立即实验经离心分

离后取血清-80℃冻存再进行实验时会大大降低

假阳性率,且连续监测阳性样本比如1周2次也会

降低假阳性率〔4〕。
研究认为2个连续的血清样本I值均≥0.5或

者在单个血清样本中I值≥0.7时方可判定 GM
试验阳性。有数据表明对肺泡灌洗液样本的阳性

判读应更严谨,其I值应更高〔5〕。而在本次实验中

有31例是肺泡灌洗液样本,且只有22例有进行重

复实验。因此,部分本次实验报告为阳性的结果需

要临床医生连续监测和联合患者临床症状再确诊。
本次实验的数据显示孵育条件和显色时间的

不同均差异有统计学意义,需要标准品来衡量实验

的准确性,然而目前国内外均没有标准品。根据表

1、2可以看出普通孵育90min较快速孵育45min
的弱阳性值(即灰区值)少,且普通孵育90min实

验组的cut-off值较快速孵育45min低且更接近于

0.5。表3的数据显示显色时间5min的改变也对

实验结果有显著影响。因此,可以推测普通孵育

90min的孵育方式较快速孵育45min更好,这与

有些报道的酶免试验孵育条件不同对实验结果的

影响一致,显色时间的不同对实验结果的阳性率有

显著影响。表4的数据从统计学上不能说明混匀

与否对实验结果有影响,且实验样本量太少,但改

进混匀之后在随后的实验中整体结果阳性率下降。
总体分析本实验数据的阳性、弱阳性和阴性值的分

布,主要差异体现在弱阳性值上,强阳性的样本不

同方法的结果基本是一致的。结合其他报道发现,
改变孵育时间和显色时间均影响了弱阳性的结果,
强阳性的结果差别甚微。

试剂盒说明书描述临界值血清的吸收度A 值

在0.3~0.8,范围较宽,因此本实验室内需要连续

监测cut-off值绘制曲线,根据曲线分布得出本实

验室最好的cut-off值范围,再依据这个范围进一

步研究得出本实验室最佳的反应条件。
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