
酶#故采用了
2>=C=!0

方法进行检测'与
=!0C0X?=

法比较

而言#笔者认为对于
2 >̂4

基因
>1=

位点的检测
2>=C=!0

法具有以下优点!$

"

&由于不需要酶切来判断结果#故所需的

=!0

体系体积可较
=!0C0X?=

法明显减少#从而节约
FL

M

酶

和
%1F=

'$

+

&

b12

模板为
"##:

M

即可$本研究中
0X?=C=!0

的
b12

模板为
+##:

M

&#并且引物浓度也较
=!0C0X?=

方法

低#故灵敏度较高'$

/

&

2>=C=!0

法产物中无小的
;

O

值的条

带产生#易于判断结果'

总而言之#本文对
2 >̂4

基因
-

个
>1=

$

97-$".

*

97-$"5

*

97"#."D$+

*

97++-5A$#

&的检测#无论使用
=!0C0X?=

方法#还

是使用
2>=C=!0

方法进行多态性的检测#其基因分型结果与

b12

测序结果一致#说明
+

种方法对基因分型的特异性和准

确性均较好'这也提示当
>1=

位点不能用传统的
0X?=C=!0

进行检测时#

2>=C=!0

方法不失为一种简便*特异性高*费用

少*便于推广$特别是群体基因多态性研究&的
>1=

检测方法'
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!检验技术与方法!

结核生物蛋白芯片技术在结核病临床诊断中的价值探讨

白广红"

!李耀军+

"

",

陕西省结核病防治院!西安
."#"##

#

+,

西安医学院第二附属医院
!

."##/5

$

!!

摘
!

要"目的
!

利用结核生物芯片技术!探讨国产重组结核分枝杆菌蛋白
/5Wb

"

.

F=2/5

$%

"AWb

"

.

F=2"A

$和脂阿拉伯甘露

糖"

?2(

$用于肺结核与肺外结核的早期诊断价值&方法
!

采用
!!b

原理结合视频采集方法!应用结核生物芯片检测系统!对门

诊及住院患者血清标本
/--5

例进行了检测&结果
!

?2(

%

"AWb

%

/5Wb

结核生物蛋白芯片联合检测门诊患者
.5+

例!阳性
+"$

例!阳性率为
+5,#V

"

+"$

'

.5+

$&住院患者
+AAA

例!结核生物蛋白芯片联合检测阳性
"/A5

例!阳性率为
D+,#V

"

"/5A

'

+AAA

$&

实验室检查了结核生物蛋白芯片联合检测阳性的
"/5A

例住院患者的细菌涂片!其中菌阳患者
+"/

例!菌阴患者
""DD

例&还对

A$

例健康人群及肺部其他疾病患者血清标本进行了
"AWb

%

/5Wb

%

?2(

抗体的检测!结果阴性
AA

例!特异性为
$D,.V

"

AA

'

A$

$!

/

--5

例患者
/

种抗原联合检测!结果阳性
"D5.

例!敏感度为
-A,#V

"

"D5.

'

/--5

$&结论
!

结核生物芯片检测系统联合运用
"A

Wb

%

/5Wb

%

?2(/

种抗原检测其对应的抗体有较好的灵敏度和很高的特异性&对结核病血清学诊断有较高的参考价值&

关键词"分枝杆菌#

!

结核#

!

生物蛋白芯片

!"#

!

"#,/$A$

"

B

,377:,"A./C-"/#,+#"",#D,#+$

文献标识码"

2

文章编号"

"A./C-"/#

"

+#""

$

#DC#D$.C#/

!!

结核病是由结核分枝杆菌引起的呼吸道传染病#其疫情呈

现全球性的回升'快速*廉价*简单易用的结核病诊断技术#对

诊断*治疗及控制预防结核病的发展均有重要意义'结核病的

细菌学诊断是结核病诊断的-金标准.

(

"

)

'但是传统的结核分

枝杆菌培养操作复杂*耗时太长(

+

)

'用
\bC$A#

结核分枝杆菌

培养仪培养费用较高'痰涂片找抗酸杆菌的阳性率较低#经过

实验表明#用结核生物蛋白芯片技术对结核分枝杆菌的
"AWb

$

"AWb=9<8&3:

&*

/5Wb

$

/5Wb=9<8&3:

&*脂阿拉伯甘露糖$

'3C

O

<L9L;3:<@L::L:

#

?2(

&抗原相对应的
/

种抗体进行联合检

测#对结核病的临床诊断有较高的参考价值'对控制结核病的

发展起到积极作用'

@

!

材料与方法

@,@

!

标本来源
!

选取陕西省结核病防治院
+##5

年
"+

月至

+##$

年
""

月间住院及门诊患者
/--5

例的血清标本#还选取

了
-#

例经过胸透*乙型肝炎等健康体检结果正常者'

@,A

!

仪器与试剂
!

结核生物蛋白芯片阅读仪由南京大渊生物

技术工程有限责任公司提供#型号!

=\FC_+

%批号!苏药管械经

营许
+##+##D$

$更号&'结核分枝杆菌抗体检测蛋白芯片试剂

盒#由南京大渊生物技术工程有限责任公司提供'

@,B

!

生物蛋白芯片检测原理
!

以微孔滤膜为载体#利用微阵

列技术将纯化的
?2(

*基因工程提纯并纯化的结核分枝杆菌

蛋白
"AWb

和
/5Wb

等
/

种抗原固相于同一膜上#并利用微孔

滤膜的渗透浓缩*凝集作用#使抗原抗体反应在固相膜上快速

进行#再以免疫金作为标记物直接在膜上显色'显色后的芯片

放入芯片识别仪#在专门软件的支持下对不同抗原点阵的灰度

值进行分析#与临界灰度值比较#大于或等于临界灰度值为阳

性'

@,C,@

!

结核菌细菌学涂片镜检
!

操作方法参考/结核病诊断

细菌学检验规程0

(

/

)

'

@,C,A

!

生物蛋白芯片检测
!

先在芯片上标记样本编号#在芯

片盒窗口内滴加
+##

!

?

试剂
2

#使膜表面全浸湿#待完全渗入

后#室温放置
"@3:

#加待检血清
"##

!

?

#待血清完全渗入后#

及时滴加
/##

!

?

试剂
\

#待试剂
\

完全深入后#滴加
D#

!

?

试

剂
!

#待试剂
!

完全渗入后#最后滴加
/##

!

?

试剂
b

#反应完

+

.$D

+

国际检验医学杂志
+#""

年
-

月第
/+

卷第
D

期
!

T:8Y?L;(&%

!

2

O

93'+#""

!

S<',/+

!

1<,D



毕后
/#@3:

内#将芯片放入生物芯片识别仪中进行结果分析'

在确保没有开启任何应用程序的情况下#把芯片盒内的小主盘

放入光驱#机器盒自动进入-生物芯片检测软件.$首次进入软

件需注册#此注册号会随机赠送&#按软件程序进行操作#在识

别仪系统中#本芯片类型为结核'芯片子类型为
F\*"2

'在

芯片阅读完成后#仪器会自动给出检测结果#并打印报告#时间

只需十几分钟'

@,C,B

!

判断标准
!

南京大渊生物技术工程有限责任公司提供

的结核生物蛋白芯片试剂盒是用
"AWb

*

/5Wb

*

?2(/

种特异

性抗原来检测患者血清标本中的抗体'如果任一抗体检测结

果为阳性#

/

种抗体均为阴性则结果判定为阴性'

A

!

结
!!

果

结核生物蛋白芯片检测临床血清标本结果见表
"

'

表
"

!!

结核生物蛋白芯片检测临床血清标本结果

临床判断 标本例数 抗酸涂片结果 芯片
/

项检测结果
$

肺结核
+"/

阳性$

+"/

& 阳性$

"5-

&

"5-

"

+"/

肺结核
""DD

阴性$

""DD

& 阳性$

D"5

&

D"5

"

""DD

肺部其他疾病
+$

阴性$

+$

& 阴性$

+5

&

+5

"

+$

体检健康人群
-#

阴性$

-#

& 阴性$

/5

&

/5

"

-#

从表
"

中可以看出#肺结核患者中的涂片阳性率仅为

"D,AV

$

+"/

"

" /5A

&#而 蛋 白 芯 片 的 阳 性 率 为
D",/V

$

.#+

"

"/5A

&#菌阳肺结核患者的结核生物蛋白芯片阳性率达

到
5A,-V

$

"5-

"

+"/

&#菌阴肺结核患者的结核生物蛋白芯片阳

性率达到
--,5V

$

D"5

"

""DD

&'结核生物蛋白芯片检测结核患

者的检测敏感性为
5A,-V

$

"5-

"

+"/

&#检测特异性为
$D,.V

$

AA

"

A$

&'

表
+

!!

/

项抗体联合检测阴性结果比较(

$

$

V

%)

组别
$ "AWb /5Wb ?2( /

项联合

门诊患者
.5+ D/

$

A,5

&

"/"

$

"A,5

&

"$.

$

+D,+

&

+"$

$

+5,#

&

住院患者
+AAA+."

$

"#,+

&

5AA

$

/+,D

&

$AD

$

/A,+

&

"/5A

$

D+,#

&

菌阳患者
+"/ D+

$

+-,-

&

"+"

$

DA,5

&

"/.

$

A-,/

&

"5-

$

5A,-

&

菌阴患者
""DD"-/

$

"+,-

&

+A"

$

++,A

&

/+5

$

+5,-

&

D#.

$

-/,$

&

肺部其他疾病$肺炎*肺癌&

+$ "

$

/,-

&

#

$

#,#

&

#

$

#,#

&

"

$

/,-

&

体检健康人群
-# +

$

D,#

&

#

$

#,#

&

#

$

#,#

&

+

$

D,#

&

!!

表
+

结果表明#

+"/

例结核分枝杆菌涂片阳性的患者
/

种

蛋白联合检测阳性率为
5A,-V

$

"5-

"

+"/

&'经过治疗的住院

患者
/

项蛋白生物芯片联合检测检出率为
D+,#V

$

"/5A

"

+AAA

&#该
/

项抗体检出率下降'因此#芯片也能监测这
/

种

抗体#可用于结核病治疗的疗效观察'

B

!

讨
!!

论

随着分子生物学的发展#生物芯片技术应用于临床已较为

广泛'结核杆菌重组蛋白
"AWb

*

/5Wb

和
?2(/

种抗原均为

结核菌特异性高的抗原#存在于结核菌体中#有较强的免疫原

性#用其检测相应的抗体有交好的特异性#适用于结核菌的免

疫学诊断'

?2(

抗原是结核菌细胞壁的重要组成成分#结核菌的

?2(

含量明显高于其他分枝杆菌#因此许多研究都认为检测

患者血清中的抗
?2(

抗体是诊断结核病的重要标志之一'

在世界不同的地区#活动性结核患者的抗
?2(

抗体阳性率为

A#V

"

.#V

#特异性达到
$DV

#

?2(

抗原的优点是与其他抗

原相比#该抗原有高表达的特异性并且有高免疫原性和高产

量#检测抗体有较好的敏感性#并具有很高的特异性#试验检测

具有很好的重复性(

-

)

'

/5Wb

蛋白是结核分枝杆菌复合群特异性蛋白#为结核菌

的分泌抗原之一(

DCA

)

#并在许多实验室证明其抗体是诊断结核

病的有效指标之一'

/5Wb

蛋白是以单克隆抗体为基础#经亲

和层析纯化而成#有学者从结合杆菌中分离了该蛋白的基因#

认为
/5Wb

能在致病的分枝杆菌中检出'

/5Wb

蛋白含有特

异的
\

淋巴细胞和
F

淋巴细胞抗原决定簇#对人类
\

细胞具

有免疫优势#能诱导早期反应'

/5Wb

蛋白的免疫学活性最

强#是结核杆菌的主要免疫源#缺乏抗
/5Wb

抗体的血清很难

与结核杆菌其他抗原发生反应#因此其灵敏度高*特异性强'

"AWb

蛋白存在于结核菌复合体中#在其他分枝杆菌不存

在该抗原的基因#因而也不表达该抗原#而其他分枝杆菌感染

不能诱导机体产生抗
"AWb

蛋白的抗体(

.

)

'

"AWb

没有常见

环境中的分枝杆菌抗原表位#与常见的非结核分枝杆菌没有血

清交叉反应'由于这一特点#

"AWb

可以作为结核复合群感染

的特异性诊断抗原'

结核病患者受
"AWb

*

/5Wb

*

?2(/

种抗原刺激产生的
/

种特异性抗体与患者感染结核菌的严重程度有着较强的正相

关关系(

5

)

'当患者受到结核菌严重感染时#结核抗体水平则会

增高%当结核患者受到治疗时#结合抗体水平则会下降'如抗

酸染色阳性的菌阳患者#结核生物蛋白芯片检测的阳性率达

5A,-V

$

"5-

"

+"/

&#经过治疗的住院患者#结核生物蛋白芯片检

测的阳性率为
D",/V

#抗体水平下降'

运用
"AWb

*

/5Wb

*

?2(/

种抗原联合检测可提高检出灵

敏度#还可以观察治疗效果#

/

种抗原联合检测适用于活动性

肺结核引起的疾病*菌阳性肺结核*结核与其他疾病的鉴别及

疗效观察#可用肺结核的辅助诊断及大规模流行病学调查'

结核蛋白芯片利用纯化的
"AZbL

*

/5ZbL

*

?2(

菌体蛋

白为抗原#检测其相对应的抗体#灵敏度是
-A,#V

#本文检测

的结果较报道的偏低#但其该方法的敏感性*特异性均高#敏感

性达
5A,-V

#特异性达
$D,AV

'其是结核病实验室诊断的一

种好方法'

本实验中#健康人群中有
+

例#肺部其他疾病患者中有
"

例#结核生物蛋白芯片检测结果为阳性'经过复检#发现其结

核菌素纯蛋白衍生物$

==b

&为阳性#可能感染结核'肺结核患

者的涂片阳性率为
"D,/V

$

+"/

"

"/5A

&#而住院患者结核生物

蛋白芯片检测阳性率达
D+,#V

#门诊患者结核生物蛋白芯片

检测阳性率为
+5,#V

$

+"$

"

.5+

&这表明#结核生物蛋白芯片检

测可提高结核病检测的灵敏度#还不影响特异性'

结核菌多种抗原的蛋白芯片测抗体的方法敏感性低一些#

但特异性较高#方法简便快速#操作简单#只需
"#@3:

左右即

可出报告'蛋白芯片反应及检测结果电脑打印并储存#便于检

查#是结核病诊断*治疗的较好的辅助检查方法#其为高质量的

结核分枝杆菌血清学诊断提供了切实可行的手段(

$

)
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女性生殖道支原体感染及耐药性分析

陈忠领!罗凯亮!刘
!
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"广东省深圳市宝安计划生育专科医院
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摘
!

要"目的
!

了解女性生殖道解脲支原体"

]]

$和人型支原体"

(^

$感染及耐药性情况&方法
!

对疑为支原体感染的阴道

分泌物标本采用支原体鉴定药敏试剂盒进行检测&结果
!

-5++

例标本经培养鉴定!共检出
".#$

例阳性!总检出率为
/D,--V

#

其中单纯
]]

阳性率
+-,"AV

"

""AD

'

-5++

$明显高于单纯
(^

阳性率
",.AV

"

5D

'

-5++

$以及
]]

合并
(^

感染检出率
$,D+V

"

-D$

'

-5++

$#支原体感染主要发生在
+#

"

-#

岁年龄段&支原体对交沙霉素%美满霉素%克拉霉素和强力霉素较为敏感!而对环丙

沙星%司帕沙星%氧氟沙星耐药性较高&结论
!

女性生殖道支原体感染以
]]

为主!

]]

和
(^

混合感染也较为常见!在年轻性活

跃时期感染率高!并对多种抗菌剂耐药&支原体培养应同时进行药敏试验!便于指导治疗&

关键词"生殖道#

!

支原体感染#

!

耐药性

!"#

!

"#,/$A$

"

B

,377:,"A./C-"/#,+#"",#D,#/#

文献标识码"

2

文章编号"

"A./C-"/#

"

+#""

$
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!!

解脲支原体$

]9&L

O

'L7@L]9&L'

H

83KG@

#

]]

&和人型支原体

$

(

H

K<

O

'L7@LI<@3:37

#

(^

&是人类泌尿生殖道常见且公认有

致病作用的支原体#已成为性传播疾病最常见的病原体之

一(

"

)

#除可引起尿道炎外#尚可导致男性附睾炎*前列腺炎*女

性宫颈炎*盆腔炎*更可导致不孕和流产#以及新生儿眼炎和肺

炎等#受到人们广泛的关注(

+C-

)

'由于广谱抗生素的滥用使耐

药菌株日益增多#给临床诊断和治疗带来了较大的困难#并且

多数女性感染者症状轻微或无症状常被忽视#目前该病的患病

率呈上升趋势(

D

)

'因此#了解女性生殖道支原体感染及耐药性

情况具有重要的临床意义'
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!

资料与方法

@,@

!

一般资料
!

+##.

年
/

月至
+#"#

年
"#

月本院妇产科门诊

女性生殖道感染者共
-5++

例#年龄为
"5

"

DD

岁'病史最长

的
"

年多#最短的
"

周'

@,A

!

试剂
!

由珠海市银科医学工程有限公司生产#试剂盒由

培养基和试剂条组成#培养基含有蛋白胨*酵母抽提物*血清*

生长因子等营养物#并加有尿素*精氨酸'当有
]]

和
(^

生

长时#培养基中的尿素和精氨酸被分解生成的碱性物质使
O

^

值升高#培养基由黄色变成红色'培养基内加有抑菌剂#可抑

制泌尿生殖道中细菌和真菌的生长'试剂条有
+A

个微孔#可

用于对
]]

和
(^

的鉴定#同时可进行强力霉素$

b*_

&*美满

霉素$

(T1

&*环丙沙星$

!=X

&*氧氟沙星$

*X?

&*司帕沙星

$

>=2

&*罗红霉素$

0*_

&*阿齐霉素$

2̀T

&*克拉霉素$

!?2

&*

交沙霉素$

Y*>

&*壮观霉素$

>=[

&等
"#

种抗菌剂的药敏测定'

@,B

!

标本采集
!

女性用阴道窥器扩张后先用无菌棉签拭去宫

颈口分泌物#再用另一支棉拭子插入宫颈
+

"

-K@

#旋转数周

取分泌物'

@,C

!

培养*鉴定与药敏试验
!

将取得的标本迅速接种到尿素
C

精氨酸肉汤培养基中混匀#从中取出
"##

!

?

含菌培养液分别

放入试剂条的每一个微孔中#各加一滴石蜡油覆盖#然后置于

/.j

培养箱孵育#分别于
+-I

*

-5I

观察培养*鉴定和药敏

结果'

A

!

结
!!

果

A,@

!

支原体检出情况
!

-5++

例生殖道感染者的标本#经培养

鉴定#检出支原体阳性
".#$

例#总检出率为
/D,--V

%其中单

纯检出
]]""AD

例#检出率为
+-,"AV

$

""AD

"

-5++

&%单纯检

出
(^5D

例#检出率为
",.AV

$

5D

"

-5++

&%同时检出
]]

和

(^-D$

例#检出率为
$,D+V

$

-D$

"

-5++

&'

]]

检出率明显高

于
(^

检出率'

表
"

!!

-5++

例各年龄组
]]

及
(^

感染情况

年龄组$岁& 检测例数
支原体培养阳性

]] (^ ]]i(^

阳性合计
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例支原体阳性药敏试验结果(
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