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通过对大肠埃希菌&肺炎克雷伯菌&铜绿假单胞菌等细菌脂多糖的紫外光谱分析!探讨用
"$,1<

波长处紫外
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脂多糖#鲎变形细胞

溶解物试验测定其体外内毒素活性!紫外可见光光谱扫描测定其吸光度!凝胶色谱法纯化!硫酸
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苯酚法测定其脂多糖含量%结果
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处有最高吸收峰!大肠

埃希菌在
"$,1<

处有最高吸收峰!其峰值与糖显色测出的峰值完全一致%结论
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在波长
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处大肠埃希菌有最高吸收峰!
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波长处是大肠埃希菌&肺炎克雷伯菌&铜绿假单胞菌和志贺菌脂多糖的特异吸收峰!因此!
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波长处将有可能

作为大肠埃希菌脂多糖检测的新方法!
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波长处有可能作为革兰阴性菌脂多糖检测的新方法%
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随着抗生素的广泛使用#越来越多的细菌对抗生素产生了

耐药性)

!
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#引起感染的细菌种类也有明显的变化趋势#在医院

感染中革兰阴性菌有上升的趋势)
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#而医院获得性革兰阴性菌
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&感染的耐药发生率高'耐药性强

并呈多重耐药的特点使之成为临床抗感染治疗的一大难题(
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造成败

血症或脓毒性休克病理中最重要的致病因素#

ZHL

释放入血后

即发挥其,扳机-作用#激活单核
2

巨噬细胞系统和内皮细胞#释

放大量的炎症介质#激发炎症的,瀑布效应-#从而诱发全身的

炎症反应综合征$
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(因此#脂多糖的

检测是疾病治疗及预后判断的一个可靠指标#本研究采用紫外

光谱检出大肠埃希菌脂多糖#现将结果报道如下(
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洗脱液作对照在
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波长处测定上述各管馏分的吸光

度值(
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苯酚法检测糖含量
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按照糖样品
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波长处测定吸
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果
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鲎试验结果
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用规格为
%#!<Z
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脂多糖鲎试剂检测结果

菌株 脂多糖最低阳性浓度$

'

@

"

<Z

&

大肠埃希菌
%$$

!

G$ !%

e$

大肠埃希菌
3S!

!%

e$

大肠埃希菌
3S" !%

e$

大肠埃希菌
3S- !%

e+

大肠埃希菌
3S'

!%

e+

铜绿假单胞菌
H' !%

e$

肺炎克雷伯菌
F!!

!%

e$

B#B

!

紫外可见光谱扫描
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计扫描结果显示#不同菌株脂多糖的最高吸收峰集中在
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范围内(
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紫外可见分光光度计扫描结果

B#B#B

!
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的脂多糖溶液进行测定#应用统计学方

法#以每一组吸光度值为纵坐标#以浓度为横坐标进行相关分

析#结果显示脂多糖溶液的紫外可见光光谱吸光度值随其浓度

增大而增大且与其浓度呈正相关#不同菌株脂多糖溶液的最高

吸收峰均在
"$,1<

波长处(见图
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脂多糖溶液在不同浓度不同波长紫外测定线图
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的

吸光度值测定曲线
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凝胶色谱各馏分在
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的检测结果及糖定量分析
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进行凝胶色谱分析#以
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浓度检测其各馏分的吸光度值%

同时以硫酸
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苯酚法测定各馏分中的糖含量#在
+&%
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+,%1<

浓

度测定各馏分的吸光度度值(通过统计学方法#以每一组吸光

值为纵坐标#各馏分编号为横坐标分析其曲线关系(以
"$,
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浓度检测
3S!2

脂多糖各馏分的吸光度值#结果显示一个

主峰%同时以硫酸
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苯酚法测定其各馏分中的糖含量#在
+&%
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+,%1<

浓度测定各馏分的吸光度值#结果也为一个主峰#且与
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吸光度峰位完全重合$图
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&(相同方法测定
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脂

多糖粗提品$图
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脂多糖粗提品$图
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脂多糖粗

提品结果类似$图
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脂多糖是革兰阴性菌的内毒素#由
(

个不同的区域组成#

类脂
)

'核心多糖和
X

抗原多糖(

X

抗原多糖是脂多糖的最

外层#由若干个低聚糖的重复单位组成的多糖链#具有特异性%

核心多糖位于类脂
)

的外层分为内核心和外核心#内核心含

有庚糖及特殊的
(2

脱氧
2Q2

甘露糖
2

辛酮糖$

FQX

&#外核心有数

种己糖组成%类脂
)

为一种糖磷脂#由
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糖苷键相连的
Q2

氨基葡糖双糖组成的基本骨架#双糖骨架的游离羟基和氨基可

携带多种长链脂肪酸和磷酸基团(其中#类脂
)

是脂多糖的

疏水基团#是细菌外膜外层的主要组成部分#

X

抗原多糖和核

心多糖通过与类脂
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连接而附着在细菌表面)
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(近些年的

研究发现#只有脂多糖分子的类脂
)

基团才真正具有内毒素

的活性)
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(不同的细菌合成的类脂
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结构不尽相同)
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%不同

结构的类脂
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可在体内产生不同种类的细胞因子#引起不同

的免疫反应#故类脂
)

的结构是决定细菌致病性的一个重要

因素(目前#有大量的研究证实许多细菌的成分具有明显的免

疫生物学活性#研究较为深入的是脂多糖(当一定脂多糖进入

人体后#通过诱发细胞及体液因子而导致多种病理或病理生理

损害#比如致热反应'内毒素血症及休克#重症感染死亡率高%

少量脂多糖不仅可以活化单核巨噬细胞系统#促进大量内源性

细胞因子如干扰素$

/1978B7841

#

VIY

&'白细胞介素
2!

$

/1978=752

M/1

#

VZ2!

&'白细胞介素
2-

$

/1978=75M/1

#

VZ2-

&'肿瘤坏死因子

$

95<4817>840/0B:>948

#

3YI

&'集落刺激因子$

>4=41

A

09/<5=:2

9/1

@

B:>948

#

TLI

&等的释放#同时#脂多糖还可以促进补体活

化#促进抗体的产生#对特异性免疫反应也有调节作用)

!!

*

#具

有多种免疫功能(所以#脂多糖是实验室人员广泛使用和研究

的对象(脂多糖的提取和纯化及实验室研究均需监测和检出

手段#但目前已知实验室常用的脂多糖含量测定方法#有蒽酮
2

硫酸法'硫酸
2

苯酚法等#均操作流程繁琐'检出结果干扰因素

影响较大而对实验造成偏差%而鲎试剂虽灵敏度较高#但对实

验操作要求严格#且不同的菌种结果不同#等量脂多糖凝集反

应程度因不同菌种而有所差异(

本研究参照钟启平等)

$

*应用酶解一凝胶色谱制备志贺氏

菌脂多糖的改良方法获得纯度较高'基本保持原有活性的脂多

糖(通过
Z)Z

试验对其内毒素活性测定#然后通过紫外光谱

检测'硫酸
2

酚法糖含量测定对其成分进行鉴定(证实大肠埃

希菌紫外光谱检测在
"$,1<

波长处有最高吸收峰%凝胶色谱

分析#各馏分以
"$,1<

波长处监测#显示一个峰#用硫酸
2

苯酚

法测糖含量#结果也为一个峰#且与
"$,1<

波长处光吸收峰位

完全重合与钟启平等)

$

*酶解
22

凝胶色谱法制备志贺氏菌脂多

糖结果一致(

随着生命科学对糖化学研究的重视程度日益增加#脂多糖

作为糖化学研究对象的重要的成员之一#应用也日益广泛(用

"-%1<

波长处检测核酸#用
"&%1<

波长处检测蛋白质已被广

泛应用#本文所建立的
"$,1<

波长处紫外光谱检测大肠埃希

菌脂多糖将有可能作为大肠埃希菌脂多糖检测的新常规方法#

"$+

!

"-%1<

波长处将有可能作为革兰阴性菌脂多糖检测的

新方法(
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#新金黄'瘰疬'不产色'土'次要分枝杆菌在液体培养法中

为
(%TÎ

"

<Z

#在
Z2]

法则为
(%%TÎ

"

<Z

#堪萨斯分枝杆菌

在液体培养中为
(%TÎ

"

<Z

#但在
Z2]

法则为
(TÎ

"

<Z

#戈

登分枝杆菌在
G:>3

"

)=789PH

中为
(TÎ

"

<Z

#但在其他
(

法

中为
(%%TÎ

"

<Z

(

B#T

!

实验费用
!

G:>3

"

)=789PH

'

PJV3,-%'<Z

两培养基

需配套进口仪器#

(

种液体培养法的试剂成本为
Z2]

法的
$

倍(

C

!

讨
!!

论

分枝杆菌分离培养是结核病诊断的金标准(本研究采用

(

种液体培养基!

G:>3

"

)=789PH

'

PJV3,-%'<Z

'

PJV3+

<Z

和
Z2]

法对
(('

份疑似肺结核患者的初诊痰标本进行培养

检测#结果显示
(

种液体培养法的检出率分别是!

$-#'O

$

!,!

"

(('

&'

$-#'O

$

!,!

"

(('

&'

$$#"O

$

!&$

"

(('

&比传统
Z2]

法的

+'#$O

$

!-%

"

(('

&高#差异有统计学意义$

C

$

%#%$

&#与李静

等)

+

*报道相近(尤其在涂阴肺结核上表现更为明显#其检出率

分别是
"$#%O

$

+'

"

!&&

&'

"(#+O

$

++

"

!&&

&'

""#,O

$

+(

"

!&&

&比

Z2]

法的
!!#'O

$

""

"

!&&

&高
"

倍#与
H/780/<41/

等)

$

*报道相近#

显示出液体培养法的优势(这可以从液体培养基的营养成分

得到解释#

G:>3

"

)=789PH

瓶主要含
'S,

肉汤#加上油酸'甘

油等营养成分#配以牛血清蛋白结合游离脂肪酸#保护分枝杆

菌#促进其生长#

PJV3+<Z

瓶在此基础上加入右旋糖苷增加

营养'触媒分解不利于分枝杆菌生长的过氧化物#

PJV3,-%'

<Z

比
PJV3+<Z

多加入多氧乙烯基硬脂酸盐成分促进结核

菌生长(这些营养成分与分枝杆菌全面接触比
Z2]

培养基的

单一鸡蛋养分与细菌单个面接触生长要好得多(

从阳性检测时间来看#

(

种液体培养法的平均阳性报告时

间为!

!'

'

!!

'

!!6

#较
Z2]

法的
"%6

缩短了
(

!

!%6

#与相关报

道相近)

-2&

*

(

在对杂菌的抑制作用上#

PJV3,-%'<Z

与
PJV3+<Z

法的添加剂含有多黏菌素
G

'两性霉素
G

'奈啶酸'甲氧苄氨嘧

啶和阿洛西林#可抑制大部分的呼吸道常见菌而不伤害分枝杆

菌#

G:>3

"

)=789PH

在此基础上添加了万古霉素#增强了抑制

J

`球菌的能力#本研究
(

种液体培养方法的污染率在
(#%O

!

+#"O

间#属正常#证明这些抑菌剂能抑制大部分杂菌)

,2!!

*

#

与
Z2]

固体法的抑菌效果相当(

本研究的检测限试验表明#常见的
!"

种分枝杆菌在
+

种

培养方法中的检测限较低!

(

!

(%%TÎ

"

<Z

(

(

种液体法的敏

感性'符合率较高#均在
&&#"O

以上#特异性稍低$

&"#'O

!

&$#%O

&#与
L48=4c:1

等)

!"

*报道相近#与
Z2]

法结果具有高的

一致性(

综上所述#液体培养法不但对
P3G>

和
Y3P

有检出能力

及抑杂菌能力#敏感性'特异性好#与
Z2]

法结果有高的一致

性#并且在检出率'阳性报告时间上优于传统的
Z2]

法#而

PJV3+<Z

成本低#不需昂贵的的仪器#可在基层推广(
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