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&摘要'

!

目的
!

探讨脐带血采集和处理过程中微生物污染的概率&种类!并分析脐带血收集相关因素和检测方法对培养结果

的影响%方法
!

抽取
1/!!

$

1/!0

年脐带血分离后的血浆
5

红细胞悬液!分别注入需氧和厌氧培养瓶!使用
&̀78(7#///

系列全

自动血液培养系统培养
2V

!结果阳性者做废弃处理%对阳性标本进行病原菌鉴定!同时比较不同生产方式&采集者&采集量&采集

方式&处理前时间&培养体积&延迟上机时间及培养瓶种类对微生物污染率的影响%结果
!

*1#1

份被检脐带血中阳性标本
!-!

份!污染率为
1+!<

%病原菌以大肠埃希菌最为常见!占
1-+#<

!其次为凝固酶阴性葡萄球菌!占
1/+#<

%自然分娩者脐带血标

本&县市级医院采集标本&采集量低于
,/EF

的标本阳性检出率升高!培养体积由
!/EF

提高为
1/EF

后阳性检出率上升!差异

均有统计学意义"

%

#

/+/2

$%结论
!

脐带血微生物污染率与生产方式&采集者及采集量相关!增加培养体积可提高检测灵敏度%
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自
1/

世纪
#/

年代以来#全世界脐带血造血干细胞保存量

已超过
*/////

份#移植量已超过
-////

例#约占同种异基因

造血干细胞移植的
1/<

$

!

%

'脐带血在采集和处理过程中有微

生物污染的风险#因此所有的移植用脐带血都必须进行微生物

检测#包括需氧菌&厌氧菌和真菌#检测结果阴性是脐带血造血

干细胞合格的条件之一'本研究数据来自
1/!!

$

1/!0

年所有

脐带血的微生物检测结果#通过对比分析旨在探讨脐带血微生

物污染的概率&种类#以及脐带血收集相关因素和检测方法对

污染率的影响'

"

!

材料与方法

"+"

!

标本来源
!

收集
1/!!

$

1/!0

年本脐血库共检测脐带血

*1#1

份#对其中的阳性标本进行病原菌鉴定'脐带血收集相

关因素)生产方式&采集者&采集量&采集方式及采集完成到开

始处理的时间间隔!处理前时间"(检测方法)培养体积&延迟上

机时间及培养瓶种类'

"+#

!

主要仪器与试剂
!

病原菌培养采用美国
\̀

公司

&̀78(7#///

系列全自动血液培养系统及配套专用需氧瓶和

厌氧瓶#细菌鉴定使用美国
\̀

公司
=R>ADCY5!//

全自动细菌

鉴定药敏系统'

"+!

!

方法

"+!+"

!

脐带血的采集与运送
!

参照.脐带血造血干细胞库技

术规范/#胎儿娩出后#在近胎盘端对脐带穿刺部位进行严格消

毒#将采血针于止血钳固定部位上端
2@E

处快速刺入脐静脉#

使脐带血通过重力作用流入一次性采血袋内#轻轻摇晃采血袋

使血液和抗凝剂充分混匀'采集后由专人使用专用储存箱保

存运输!温度保持在
0

$

12e

"#送达脐血库后置于
0e

冰箱存

放#并保证在采集后
0,R

内完成处理'

"+!+#

!

微生物检测
!

参照纽约脐血库
:JOCDKQACD

等$

1

%的分离

方法#无菌技术抽取有核细胞分离后血浆
5

红细胞悬液平均注

入需氧和厌氧瓶#轻轻颠倒混匀后上机检测#使用美国
\̀

公

司
&̀78(7#///

系列全自动血液培养系统培养
2V

#仪器通过

分析培养瓶内荧光感应物质的变化进行结果判定'至少
!

个

/,#0

重庆医学
1/!*

年
!1

月第
02

卷第
-2

期



培养瓶阳性即判定该单位脐带血阳性#常规工作中按废弃

处理'

"+!+!

!

病原菌鉴定
!

当血培养仪阳性报警时#观察生长曲线

并进行涂片&染色&镜检和培养#使用
=R>ADCY5!//

全自动细菌

鉴定药敏系统及配套鉴定板进行鉴定'如果仪器提示阳性而

镜检和培养未见细菌#则为假阳性'

"+!+$

!

不同检测方法
!

!

!

"培养体积)

1/!!

年
!

月至
1/!-

年

!/

月#常规检测中取
!/EF

标本平均注入需氧和厌氧瓶#

1/!-

年
!!

月至
1/!0

年
!1

月将培养体积提高为
1/EF

#每瓶
!/

EF

'两种情况下检测标本均为脐带血分离后血浆
5

红细胞悬

液'!

1

"延迟上机时间)统计
1/!-

年
!!

月至
1/!0

年
,

月所有

脐带血培养的延迟上机时间#从将血浆
5

红细胞悬液注入培养

瓶开始计时至放入培养仪中为止#分为
!1

&

10R

'从
1/!0

年
#

月开始#所有培养瓶均为注入标本后立即上机#即延迟时间为

/

'!

-

"培养瓶种类)常规检测中使用的血培养瓶为
&̀78(7

树脂需氧瓶!

=BJK&A?>OC@

",

&̀78(7

树脂厌氧瓶!

=BJK&DMA5

?>OC@

"'从
1/!0

年
#

月起#在保证培养体积和上机时间相同的

条件下#对采集量大于或等于
#/EF

的
12*

份脐带血同时进

行了
&̀78(7

标准需氧瓶!

'QMDVM?V&DMA?>OC@

,

N

",

&̀78(7

含溶血素厌氧瓶!

F

T

QC@

,

!/&DMA?>OC@

,

N

"检测'每种组合中只

要有
!

个培养瓶阳性即判定该单位脐带血阳性'

"+$

!

统计学处理
!

使用
'=''!.+/

统计软件对数据进行统计

分析'计数资料以例数或百分率表示#组间比较采用
!

1 检验'

以
%

#

/+/2

为差异有统计学意义'

#

!

结
!!

果

#+"

!

微生物污染检出率
!

*1#1

份脐带血检出阳性标本
!-!

份#污染率为
1+!<

'

1/!!

$

1/!0

年共采集脐带血
!--*!

份#

因量少&细胞数不足&凝块&微生物污染等废弃
.1,#

份#废弃

率为
20+*<

#其中因微生物污染废弃
!-!

份#占总采集量的

!+/<

#占总废弃量的
!+,<

'

1/!!

$

1/!0

年微生物污染检出

率呈逐年升高#差异有统计学意义!

!

1

"-!+2*

#

%

#

/+//!

"#见

图
!

'

图
!

!!

1/!!

$

1/!0

年微生物污染检出率

#+#

!

微生物污染病原菌
!

!-!

份脐带血中有
!!,

份为单一病

原菌生长#

-

份为复合病原菌生长#

!

份鉴定为阴性#

#

份未得

到鉴定结果#共计
!10

株病原菌#病原菌种类共计
1.

种'

!-!

份阳性标本病原菌鉴定结果见表
!

#其中大肠埃希菌和凝固酶

阴性葡萄球菌最为常见#分别占
1-+#<

和
1/+#<

'

#+!

!

脐带血收集相关因素对微生物污染率的影响
!

!-!

份阳

性标本中#

#2

份来自自然分娩者#

-*

份来自剖宫产者(

.2

份标

本由县市级医院采集者采集#其余
2*

份由三级综合医院采集

者采集(采集量低于
,/EF

的标本
,,

份#

,/EF

及以上的标本

0-

份(第
-

产程采集
.1

份#第
-

产程
l

体外采集
22

份#体外采

集
0

份(处理前时间小于
!1R

的标本
#

份#大于
10R

的标本

0-

份'自然分娩者脐带血标本&县市级医院采集标本&采集量

低于
,/EF

的标本阳性率分别高于剖宫产者脐带血标本&三

级综合医院采集标本和采集量大于
,/EF

的标本#差异均有

统计学意义!

%

#

/+/2

"#见表
1

'

表
!

!!

阳性标本病原菌鉴定结果&

!"!-0

(

"

!

!

<

#'

病原菌种类 构成比 病原菌种类 构成比

大肠埃希菌
-1

!

1-+#

" 粪产碱杆菌
1

!

!+2

"

凝固酶阴性葡萄球菌
1,

!

1/+#

" 拟杆菌属!

1

!

!+2

"

金黄色葡萄球菌
!-

!

#+.

" 龋齿罗氏菌
1

!

!+2

"

链球菌属&

,

!

*+/

" 假单孢菌属)

1

!

!+2

"

肠杆菌属&

.

!

2+1

" 气味沙雷菌
!

!

/+.

"

白色念珠菌
*

!

0+2

" 痤疮丙酸杆菌
!

!

/+.

"

肠球菌属"

2

!

-+.

" 栖息微球菌
!

!

/+.

"

嗜酸乳杆菌
0

!

-+/

" 蜡样芽孢杆菌
!

!

/+.

"

肺炎克雷伯菌
-

!

1+1

" 鲍曼不动杆菌
!

!

/+.

"

极小棒状杆菌
-

!

1+1

" 鉴定阴性
!

!

/+.

"

奇异变形杆菌
1

!

!+2

" 其他
#

!

*+.

"

!!

&

)缓症链球菌
-

株&草绿色链球菌
!

株&无乳链球菌
1

株&中间链球

菌
1

株(

&

)产气肠杆菌
1

株&阴沟肠杆菌
2

株(

"

)粪肠球菌
0

株&屎肠球

菌
!

株(

!

)脆弱拟杆菌
!

株&普通拟杆菌
!

株(

)

)荧光假单孢菌
!

株&斯

氏假单孢菌
!

株(

(

)

!-!

份脐带血中
-

份为复合病原菌污染#故
!"!-0

'

表
1

!!

脐带血收集相关因素对微生物污染率的影响

脐带血收集相关因素
标本数

!

!

"

阳性率

$

!

!

<

"%

!

1

%

生产方式
!*+2,

#

/+//!

!

自然分娩
-0*! #2

!

1+.

"

!

剖宫产
1,-! -*

!

!+-

"

采集者
0+1* /+/-#

!

县市级医院
-/0! .2

!

1+2

"

!

三级综合医院
-12! 2*

!

!+.

"

采集量!

EF

"

22+*-

#

/+//!

!#

,/ 11.. ,,

!

-+#

"

!%

,/ 0/!2 0-

!

!+!

"

采集方式
1+10 /+-1.

!

第
-

产程
-,-# .1

!

!+#

"

!

体外采集
!-, 0

!

1+#

"

!

第
-

产程
l

体外采集
1-!2 22

!

1+0

"

处理前时间!

R

"

-+21 /+!.1

!#

!1 0/0 #

!

1+1

"

!

!1

$#

10 0120 .#

!

!+,

"

!%

10 !*-0 0-

!

1+*

"

#+$

!

检测方法对培养结果的影响
!

培养体积由
!/EF

提高

为
1/ EF

后#阳性检出率升高#差异有统计学意义!

!

1

"

-#+#-

#

%

#

/+//!

"(延迟上机时间为
10R

时#阳性检出率低于

/

&

!1R

#但差异无统计学意义!

!

1

"!+!-

#

%"/+2*,

"(使用树脂

!,#0

重庆医学
1/!*

年
!1

月第
02

卷第
-2

期



需氧瓶,树脂厌氧瓶进行常规检测的
.0-

份脐带血中阳性
12

份#阳性率为
-+0<

#同时使用标准需氧瓶,含溶血素厌氧瓶检

测的
12*

份脐带血#其阳性标本与常规血培养瓶检测结果相

同#见表
-

'

表
-

!!

检测方法对培养结果的影响

检测方法 标本数!

D

" 阳性率$

!

!

<

"%

培养体积!

EF

"

!

!/ 0!-/ 21

!

!+1

"

!

1/ 1!*1 .#

!

-+*

"

延迟上机时间!

R

"

!

/ .0- 12

!

-+0

"

!

!1 #.! 0/

!

0+!

"

!

10 00, !0

!

-+!

"

培养瓶种类

!

树脂需氧瓶,树脂厌氧瓶
.0- 12

!

-+0

"

!

树脂需氧瓶,树脂厌氧瓶
12* 2

!

1+/

"

!

标准需氧瓶,含溶血素厌氧瓶
12* 2

!

1+/

"

!

!

讨
!!

论

!!

脐带血作为干细胞的来源之一已经得到广泛认可#然而在

实际工作中相当一部分脐带血在采集后由于采集量少&细胞数

不足&凝块&微生物污染等原因被废弃#本研究脐带血总废弃率

高达
20+*<

#其中微生物污染废弃脐带血占总废弃量的

!+,<

'由于脐带血从开始采集到完成处理要经过很多步骤#

整个过程难免受到污染#降低脐带血微生物污染率不仅可以节

约工作成本#同时在一定程度上保证了移植患者的安全'因

此#必须严格规范采分操作并提高检测方法的灵敏度'

随着脐带血相关技术的成熟#脐带血污染率一般为
-<

左

右#本研究为
1+!<

#张乐玲等$

-

%报道为
!+,<

#而
7BM?Z

等$

0

%

报道为
0+/<

'微生物污染率呈现升高趋势的可能原因)!

!

"

随着采集范围的扩大#许多县市级医院开始采集脐带血#但采

集者经验有限#很可能会造成污染率提高(!

1

"检测方法的改进

提高了微生物的检出率'

7RAD

等$

2

%已研究表明#定期对采集

频率较低的采集者进行理论和实践培训#可有效提高采集人员

的技术水平#从而降低污染率'

本研究病原菌鉴定结果显示#大肠埃希菌和凝固酶阴性葡

萄球菌最为常见#与其他报道基本一致$

-50

%

'自然分娩时污染

率明显高于剖宫产#这是由于产妇阴道内含有大量细菌#同时

自然分娩时有羊水&胎粪污染手术台面#胎盘和脐带极易受到

污染$

*

%

'此时采集者应高度重视无菌操作#可考虑联合使用消

毒剂如
.2<

乙醇和氯已定#后者作用持久#可有效弥补乙醇蒸

发速度快的缺点(同时#增加对脐带穿刺部位的消毒次数#尤其

要避免反复穿刺$

.

%

'除此之外#对于需要保存脐带血的产妇可

建议其剖腹生产'脐带血采集者应是经过专业培训并取得合

格证的医师或助产士#要求经验丰富并能够处理突发事件#然

而县市级医院采集者的采集频率较低&采集经验不足#因此要

加强理论知识和实践操作的培训和考核'当脐带血采集量低

于
,/EF

时阳性率明显升高#说明采集技术是影响脐带血污

染的主要因素之一'采集技术欠佳&多次穿刺采集是造成采集

时污染的主要原因#采集者应使采血针尖斜面向下并一次性完

全进入血管内#针体反复进出血管会增加污染概率#切不可为

增加采集量反复穿刺而忽视严格的消毒规程'体外采集法与

体内采集法的阳性率无明显差异#但自然分娩时#通过体内采

集能够获得更多的有核细胞数&

7\-0

l细胞数及集落细胞数#

有利于提高库存脐带血的质量(而剖宫产时#采集法对脐带血

质量并无影响$

,

%

'因此#为保证脐带血的低污染和高质量#可

引导采集人员根据生产方式选择不同的采集方法#例如当自然

分娩时可选择体内采集法采集脐带血'脐带血污染率虽未升

高#但随着采集后存放时间的延长#造血干祖细胞的集落形成

能力会逐渐下降#因此脐带血采集后应尽快处理$

#

%

'

加大培养体积会提高检测方法的灵敏度#这一结论具有重

要的指导意义'因为移植患者免疫力低下#低浓度病原菌也可

能导致其死亡#同时干细胞体外扩增技术和脐带血双份移植技

术的大力开展也对微生物的检测方法提出了更高的要求'延

迟送检时间并不影响检测结果#这一结论与汤瑾等$

!/

%认为的

送检时间不会影响血培养结果一致#但孙景勇等$

!!

%认为培养

瓶在室温放置
10R

#细菌的阳性检出率会明显下降#结论不同

可能与其研究的最长延迟时间仅为
!*R

有关'由于细菌会在

培养瓶内生长从而引起荧光变化#当放入仪器时已不能被检

出#而且根据美国临床实验室标准化协会!

7F';

"血培养推荐

指南#血标本接种到培养瓶后应立即送检#切勿冷藏#实际工作

中应尽快送检$

!1

%

'

美国
\̀

公司
&̀78(7#///

系列全自动血液培养系统配

套的树脂培养瓶通过吸附和离子交换作用可减少抗菌药物对

细菌生长的影响#主要适用于已接受抗菌药物治疗的患者'考

虑到孕妇这一特殊群体很少使用抗菌药物#而且溶血素配方能

够溶解红细胞&白细胞#释放营养物质和被吞噬的细菌#从而提

高细菌检出率'本研究结果显示#两种培养瓶组合在检测
12*

份脐带血时的阳性检出率相同#可考虑将树脂需氧瓶,树脂厌

氧瓶更换为成本较低的标准需氧瓶,含溶血素厌氧瓶'

综上所述#为提高合格脐带血的数量和比例#脐带血库应

加强对采集者和实验室人员的培训#使其熟练掌握采集技术#

严格执行无菌操作制度'在保证母婴安全的同时#应选择污染

风险较低的生产方式和采集方法#采集后及时处理和送检#以

降低脐带血的污染废弃率'
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卒中的概率明显高于基因型为
I

,

I

和
&

,

I

的患者'进一步

分析患者基因分型与高血压病史的关系#有高血压和脑卒中疾

病史的患者
?K*.,2-2,

基因型以
&

,

&

为主#分别占
2!+0<

和

*/+/<

#而无高血压和脑卒中病史的患者基因型以
I

,

I

为主#

分别占
0.+,<

和
*1+1<

'这进一步证实了基因型为
&

,

&

的

患者更容易发生脑血管事件'作者还对脑卒中患者进行了动

态血压检测#深入研究不同基因型患者血压的节律性变化'动

态血压监测有助于脑卒中患者血压管理#近年来众多学者建议

将脉压和脉压指数纳入高血压管理的指标中$

!0

%

#两项指标与

脑血管事件均有较好的相关性#而本研究结果提示基因型为

&

,

&

的脑卒中患者#

10R==

和
10R==;

分别为!

.,+1$!!+2

"

和!

/+2#$/+/*

"#均明显高于其他基因型患者'既往研究提

示#

==

和
==;

均可以作为预测脑血管事件的重要指标#

==;

和

==

越高#患者发生脑血管风险事件的概率越大'而本研究结

果提示#基因型为
&

,

&

的患者具有较高的血压异常风险#这可

能是
&

,

&

型患者容易出现脑卒中的原因'

8IǸ :1

是
8IN5

+

信号通路的重要组成部分#参与
8IN5

+

信号通路的调控#与多种疾病模型有关'本研究结果提示#

8IǸ :1

基因
?K*.,2-2,

片段多态性与脑卒中的发生具有明

显的相关性'目前国内尚缺乏有关
8IǸ :1

基因
?K*.,2-2,

片段多态性与脑卒中发生相关性的研究#并且关于
8IǸ :1

基因
?K*.,2-2,

片段多态性与动态血压相关性的研究也较少'

本研究结果表明#脑卒中患者基因型以
&

,

&

型为主#还未证实

&

,

&

基因型为脑卒中发生的独立风险因素'

综上所述#

8IǸ :1?K*.,2-2,

基因型为
&

,

&

可能是脑

卒中的易感因素#而且基因型为
&

,

&

的脑卒中患者有较高的

脑卒中再发风险'为了控制脑卒中的发生率#早期发现高危易

感人群#进行
8IǸ :1

基因型筛选有重要意义#对于基因型为

&

,

&

的
8IǸ :1

的患者可以早期预防脑卒中的发生'但是#

本研究并未对脑卒中患者风险因素进行探讨#未证实
&

,

&

为

脑卒中的独立风险因素#仍然需要大样本&多中心的研究证实

8IǸ :1?K*.,2-2,

的
&

,

&

基因型在脑卒中发病中的重要

意义'
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