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*发现
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血

清浓度增高与感染的发生密切相关(此后#
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成为临床感

染性疾病诊断的一个重要指标(近年来#国内外学者对
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进行了大量研究#其生物学特点及临床作用不断被发现(

HT3

作为一项新的实验室指标#为感染性疾病的诊断'鉴别诊断'疗

效和预后提供可靠标准(本研究旨在通过培养人甲状腺髓样

癌细胞株$
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细胞&提取总
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进行
R32HTR
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HT3

的

全长基因#构建重组质粒
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转化至大肠杆菌
QK(

#经

VH3J

诱导进行表达#获取高产量'低成本的重组
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蛋白以

制备多抗#为
HT3

单抗制备及在临床应用研究提供有用的实

验材料)
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B#G

!

融合蛋白的质谱测序结果
!

色谱和质谱联用检测重组蛋

白#结果在
YTGV

数据库中用
H8497/1H/=49

软件比对#根据变异

系数'蛋白编号'序列覆盖范围'肽段贡献度和可信度等#得其

质谱图和氨基酸序列$图
+

'

$

&#结果为
HT3

蛋白(

!!

横坐标是代表离子的出峰时间#纵坐标是被检测到的离子强度#峰

上的数字是出峰的时间(

图
+

!!

为质谱前高效液相色谱峰图

+

('+"

+
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B#H

!

KZVL)

法检测抗血清效价结果
!

用
KZVL)

法检测重组

蛋白免疫
)

'

G

兔子的抗血清效价#并作阳性对照和空白对照#

结果显示
)

'

G

兔的血清均出现抗
2

血清#效价达
!h&%%

$图
-

&#

说明抗体制备成功(

!!

斜体加粗氨基酸部分为可信度大于
,$O

的肽段(

图
$

!!

序列为
H8497/1H/=49

软件对质谱结果分析

所得的序列图

!!

)

'

G

!免疫兔子后的血清标本%

2

!空白对照%

`

!

P0<)D94H84>:=2

>/941/1

$

:D>:<

&%

!

'

"

'

(

'

+

'

$

!血清及
P0<)D94H84>:=>/941/1

的稀释比

为
!h!%%

#

!h+%%

#

!h&%%

#

!h!-%%

#

!h("%%

(

图
-

!!

KZVL)

间接法检测抗血清效价结果

B#T

!

a709781G=49

法检测抗血清效价结果
!

用
a709781G=49

法检测重组蛋白免疫
)

'

G

兔子的抗血清效价#血清稀释

!h!%%%

#得到清晰的目的条带$图
'

&(说明制备的多克隆抗

体能够有效识别重组蛋白(

!!

T

'

)

'

G

!

HT3

融合蛋白与
P0<)D94H84>:=>/941/1

'免疫
)

兔'免

疫
G

兔血清的
a709781G=49

分析#

KTZ

方法显色(

图
'

!!

a709781G=49

检测抗血清效价结果图

C

!

讨
!!

论

HT3

主要来源甲状腺
T

细胞#肝脏'肺'肾脏等器官也有

表达(正常情况下#

HT3

血清浓度极低$

!%

!

$%

?@

"

<Z

&#常规

方法检测不到(病理情况下#

HT3

浓度会成千万倍升高#有时

可大于
!%1

@

"

<Z

(研究证明#

HT3

的生成受细菌毒素$

ZHL

&

及多种炎性细胞因子的调节#

ZHL

是诱导
HT3

产生的最主要

的刺激因子(研究证明静脉注射小剂量
ZHL";

后血浆中可

检测到
HT3

#

-

!

&;

迅速升高#

!"

!

+&;

达峰值)

$

*

(研究发

现#在系统炎症反应综合征$

LVRL

&'败血症'脓毒血症等患者

血清中
HT3

浓度显著升高#尤其是
LVRL

和败血症#

HT3

是一

个非常敏感特异的血清学标志#可作为诊断指标#并可反映脓

毒血症的严重程度)

(

#

-2'

*

%在感染性疾病鉴别诊断中具有重要

作用#如
LVRL

与败血症鉴别#鉴别细菌性和病毒性感染疾病

及严重创伤和器官移植是否合并感染等)

&2!%

*

#及对确诊感染的

患者可作为临床监控及疗效判断的指标)

!!

*

(其他如甲状腺髓

样癌'真菌或寄生虫感染后
HT3

值也升高#但病毒感染
HT3

轻微升高或不升高(近年来#还有大量的研究比较了
HT3

与

aGT

'

TRH

'

VZ2-

'

VZ2&

'等在感染性疾病中的作用#基本认为#

HT3

在评价感染严重程度'治疗效果和估计预后更具灵敏性

和特异性高)

!"

*

(目前#

HT3

的检测已有相关实验室方法如凝

胶层析法'高效液相色谱法等)

!(

*

#但因试剂需进口#价格较昂

贵或有放射性元素的污染#使用受限(

HT3

作为一项重要的检

验指标#在临床上应该得到广泛应用(研制国产试剂可大大降

低成本#以便在临床推广(本研究的目的即是为此试剂的研发

做前期工作(

本研究设计的引物覆盖
HT3

编码区全长#避免蛋白氨基

酸信息丢失%选用培养
33

细胞提取总
RY)

进行
R32HTR

是

为了获得完整的
HT3

全长基因#结果也证明这一点(

?

K32(":

$

`

&具有可剪裁性'稳定性好'表达量高'成本低等优点#作为

本研究的表达载体#表达出了大量的重组蛋白(

HTR

鉴定和

测序分析说明表达载体
?

K32HT3

构建正确(本研究采用的

质谱测序鉴定方法灵敏度高'可靠性好#检测结果证实了表达

蛋白就是
HT3

蛋白(用
KZVL)

和
a709781G=49

鉴定抗血清#

效价分别达
!h&%%

和
!h!%%%

(本研究通过简单'有效的蛋

白质工程方法获得了重组人
HT3

蛋白#成功制备出多抗#为进

一步制备抗体提供了经济实用的实验材料#为在临床上的应用

提供必要的条件(

参考文献

)

!

*

L=:C:M/0)

#

H:

?

:6/<:0]#H84>:=>/941/1

!

6470/9

?

=:

A

:84=7/1<:=7

87

?

8465>9/41

)

]

*

#I789/=/9

A

:16L978/=/9

A

#

"%%%

#

'+

$

-

&!

!""'2!""&#

)

"

*

P7/6178P#H:9;4D/4>;7</098

A

:16>=/1/>:=5074BH84>:=>/941/1

)

]

*

#T=/1/>:=T;/</>:)>9:

#

"%%"

#

("(

$

!

"

"

&!

!'2",#

)

(

*

)00/>49P

#

J71687=Q

#

T:80/1S

#

79:=#S/

@

;0785<

?

84>:=>/941/1

>41>7198:9/410/1

?

:9/7190E/9;07

?

0/0:16/1B7>9/41

)

]

*

#Z:1>79

#

!,,(

#

(+!

$

&&++

&!

$!$2$!&#

)

+

*

a:1

@

T

#

l;45d#H84M:8

A

49/>7W

?

8700/41:16

?

58/B/>:9/414B

?

842

>:=>/941/1

)

]

*

#T=/1/>:=T;7</098

A

#

"%!%

#

$-

$

0-

&!

)!('2!(&#

)

$

*

Q:1641:H

#

Y/WQ

#

a/=/041PI

#

79:=#H84>:=>/941/1/1>87:07:B978

716494W/1/1

.

7>9/41/1148<:=05D

.

7>90

)

]

*

#]T;/1 K164>8/14=

P79:D

#

!,,+

#

',

!

!-%$2!-%&#

)

-

*

K1

@

5/W)

#

R7

A

T

#

T41>;:)

#

79:=#T4<

?

:8/0414B

?

84>:=>/941/1

E/9;T287:>9/C7

?

8497/1:160785<:<

A

=4/6B489;77:8=

A

6/:

@

140/0

4BD:>978/:=07

?

0/0/1>8/9/>:==

A

/==1741:970:16>;/=6871

)

]

*

#V19712

0/C7T:87P76

#

"%%!

#

"'

$

!

&!

"!!2"!$#

)

'

* 黄彩芝#莫丽亚#李先斌#等
#

不同细菌感染所致脓毒症患儿血清

降钙素原水平的研究)

]

*

#

国际检验医学杂志#

"%!%

#

(!

$

!%

&!

!!!%2

!!!!#

)

&

*

3071

@

]L

#

T;:1 PT

#

S05]_

#

79:=#H84>:=>/941/1/0:C:=5:D=7

?

84

@

1409/><:8M78/1)RQL>:5076D

A

>4<<51/9

A

2:>

N

5/876

?

1752

<41/:

)

]

*

#R70

?

/84=4

@A

#

"%%&

#

!(

$

+

&!

$%$2$%,#

)

,

*

F:BM:0Y

#

U71790:145F

#

H:90/=/1:M40L

#

79:=#H84>:=>/941/1/1:2

>597<

A

4>:86/:=/1B:8>9/41

)

]

*

#)>597T:86T:87

#

"%%&

#

!%

$

!

&!

(%2

(-#

)

!%

*张林#赵蕊#胡建芬#等
#

降钙素原半定量对新生儿脓毒症早期诊

断作用)

]

*

#

国际检验医学杂志#

"%!%

#

(!

$

!%

&!

!!'(2!!'$#

)

!!

*

Y4D87U

#

S:8D:89;L

#

J8:B]Q

#

79:=#̂ 074B

?

84>:=>/941/194

0;48971:19/D/49/>987:9<719658:9/41/107

?

9/>

?

:9/7190

!

:8:164<2

/c7698/:=

)

]

*

#)<]R70

?

/8T8/9T:87P76

#

"%%&

#

!''

$

$

&!

+,&2$%$#

)

!"

*

F4>:D:0K

#

L:8/M>/4

@

=5)

#

)M0:8:

A

Y

#

79:=#R4=74B

?

84>:=>/941/1

#

T287:>9/C7

?

8497/1

#

/1978=75M/12-

#

/1978=75M/12&:1695<48217>840/0

B:>9482:=

?

;:/19;76/:

@

140/04B1741:9:=07

?

0/0

)

]

*

#358M/0;]4582

1:=4BH76/:98/>0

#

"%%'

#

+,

$

!

&!

'2"%#

)

!(

*

P48

@

719;:=78YJ

#

L785>M]

#

I/0;>;782L>;5=cT

#

79:=#L710/9/C7

/<<51=5</14<798/>:00:

A

B489;76797>9/414B

?

84>:=>/941/1

)

]

*

#

T=/1T;7<

#

"%%"

#

+&

$

$

&!

'&&2',%#

$收稿日期!

"%!!2%-2"&

&

+

+'+"

+

国际检验医学杂志
"%!!

年
!"

月第
("

卷第
"!

期
!

V19]Z:DP76

!

Q7>7<D78"%!!

!

U4=#("

!

Y4#"!




