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摘
#

要"目的
#

探讨应用蛋白质芯片技术诊断伤寒$副伤寒的可行性%方法
#

利用蛋白质芯片方法!将伤寒抗原"

%B

$

%G

#和

副伤寒抗原"

%N

$

%:

$

%I

#及伤寒
@̂

荚膜多糖抗原集成到已经活化处理的玻璃芯片上!使其保持蛋白质活性和立体结构不变%对

Y8

例经血培养确认的已知标本和
+,,

例健康体检标本进行检测!并与肥达氏反应作比较%结果
#

蛋白质芯片法检测结果与血培

养结果符合率高!灵敏度为
>6=8V

!特异度为
>Y=,V

!而肥达氏反应灵敏度为
8,=$V

!特异度
>Y=,V

!两方法之间差异有统计学

意义"

!

%

,=,+

#%结论
#

蛋白质芯片法具有高通量$可并行检测伤寒$副伤寒多种抗体的优势!为伤寒$副伤寒的诊断提供了有效

手段%

关键词"伤寒'

#

副伤寒'

#

蛋白质阵列分析'

#

肥达氏反应
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##

伤寒'副伤寒是由伤寒沙门氏杆菌和副伤寒沙门氏菌甲'

乙'丙型引起的急性消化道传染病#在肠道感染中占有重要地

位)

+

*

(几乎所有的沙门氏菌都会污染食物引发该病#其是人畜

共患的肠道疾病)

.

*

#其传染性强'病程长'易复发'并发症多'疾

病负担较重#是中国目前最主要的传染病之一)

-

*

(传统的伤

寒'副伤寒的实验诊断方法是基于
c@JNL

于
+Y>8

年建立的肥

达氏反应凝集试验#已经应用了一百多年)

$

*

#由于其灵敏度和

特异度均不高#且费时'烦琐#已经不能适应临床的快速诊断要

求(近年来#不同的诊断伤寒'副伤寒沙门氏菌感染的方法相

继被研究和建立#如间接血凝试验)

5

*

'间接免疫荧光法)

-

#

8

*

'

["!0*

)

6#Y

*

'

<1)

)

>#++

*及脉冲场凝胶电泳方法$

<'b[

%

)

+.

*

#都不

同程度地提高了诊断的灵敏度和特异度(但上述试验相对比

较费时#对伤寒'副伤寒的型别鉴定仍然需要做不同的试验来

进行区分(蛋白质芯片技术的发展为大面积'高通量并行检测

提供了有效的手段)

+-#+$

*

#笔者将蛋白质芯片技术应用于伤寒

副'伤寒的实验室诊断上#旨在为伤寒'副伤寒的诊断提供一种

方便'快捷'准确'可靠的分型诊断技术#通过一次检验便能确

定患者感染伤寒'副伤寒的型别#并以传统的伤寒诊断金标准

血培养方法为标准)

+5

*

#与肥达氏反应进行了比较#探讨了用蛋

白质芯片技术代替传统的肥达氏反应和血培养的可能性(

F

#

资料与方法

F=F

#

一般资料
#

共收集经血培养确诊的伤寒'副伤寒沙门氏

菌感染血清标本
Y8

例#健康体检血清标本
+,,

例$由深圳市武

警医院检验科及深圳市南山医院中心实验室收集提供%#低温

冻存(其中伤寒
-,

例#甲型副伤寒
5+

例#乙型副伤寒
5

例(

F=G

#

仪器与试剂
#

蛋白质芯片基片$由深圳市赛尔生物技术

有限公司赛芯生物技术研究所提供%为玻璃基片经活化处理后

带有能与蛋白质氨基结合的活化醛基#批号!

.,+,,8..

(伤寒

抗原$

%B

'

%G

%'副伤寒抗原$

%N

'

%:

'

%I

%'

@̂

荚膜多糖抗原'伤

寒诊断血清试剂由卫生部兰州生物制品研究所提供#属伤寒菌

苗生产用纯化抗原(生物芯片点样仪
<CD2BANL*DDN

M

CD+8

为

北京博奥生物技术公司产品#蛋白质芯片阅读仪及分析软件为

深圳市赛尔生物技术有限公司与中科院光电所联合研制产品(

其他试剂#如抗人
!

S

/

$

链单克隆抗体
#9)<

标记物购自
0@

S

#

(N

公司(

F=H

#

方法

F=H=F

#

血液标本采集及处理
#

标本均为
.

%

$

周以内采集的

标本(采集静脉血自然沉降后离心
-,(@A

#收集上清分装于
+

("

离心管低温$

f6,a

%冻存(

F=H=G

#

芯片矩阵设计
#

在芯片的方格内采用
$;5

的点阵设

计#在芯片的固定位置分别用机械臂点样伤寒抗原$

%B

'

%G

%及

副伤寒抗原$

%N

'

%:

'

%I

%'

@̂

荚膜多糖抗原#每个抗原采用双

位点设计#并设计质控对照点和阴性对照$四位点设计%(

F=H=H

#

芯片法检测
#

在芯片上加入待测标本$预先按
+\.,

+

Y-$+

+

国际检验医学杂志
.,+.

年
8

月第
--

卷第
+.

期
#

!AF]"N:/CJ

!

]KAC.,+.

!

B̂L=--

!

&B=+.



比例稀释%

.,,

$

"

#

-6a

孵育
-,(@A

#洗涤并甩干&加入示踪物

.

滴$抗人
!

S

/#9)<

%#

-6a

孵育
-,(@A

#洗涤并甩干&加入显

色剂
.

滴#

-6a

孵育
+,(@A

&甩干后用蒸馏水数滴终止反应&

在蛋白芯片阅读仪上进行结果分析#亦可用肉眼观察结果$颜

色反应%(

F=H=I

#

肥达氏试验检测
#

按照文献报道及参照试剂说明书进

行操作)

+8

*

(

F=I

#

统计学处理
#

采用
0<00+-=,

分析软件#采用卡方检测#

!

%

,=,5

为差异有统计学意义#并用
>>V

的可信区间范围来

评估(

G

#

结
##

果

G=F

#

血培养阳性标本
!

S

/

抗体检测结果
#

用
Y8

例血培养标

本作为金标准#分别用蛋白质芯片法和肥达氏反应法来检测

!

S

/

抗体#其阳性率分别为
>6=8V

$

Y$

"

Y8

%'

8,=$V

$

5.

"

Y8

%#

差异有统计学意义$

!

%

,=,+

%(

G=G

#

健康体检血清标本
!

S

/

抗体检测结果
#

对
+,,

例健康

体检血清标本$血培养测定为阴性%分别用蛋白质芯片法和肥

达氏反应法进行特异性试验#特异度均为
>Y=,V

#结果见表
+

(

表
+

##

两种方法检测健康体检标本
!

S

/

抗体的特异度

方法 阳性例数$

'

% 阴性例数$

'

% 阳性率$

V

%

蛋白质芯片法
. >Y .=,

肥达氏反应法
. >Y .=,

G=H

#

两种检测方法的总检出率和总符合率
#

蛋白质芯片法的

特异度为
>Y=,V

#灵敏度为
>6=8V

#对所有标本的总符合率表

面上看是
+,,=,V

(但其中有
.

例阳性标本属于健康体检人

群#为假阳性#另
.

例标本属于血培养阳性标本#而未检测出

来(肥达氏反应法的灵敏度为
8,=$V

#特异度为
>Y=,V

#见

表
.

(

表
.

##

两种方法的检测结果比较$

'

%

方法 阳性例数 阴性例数 合计

蛋白质芯片法
Y8 +,, +Y8

肥达氏反应法
5$ +-. +Y8

H

#

讨
##

论

蛋白质芯片法的特异度为
>Y=,V

#灵敏度为
>6=8V

#对所

有标本的总符合率表面上看是
+,,=,V

(但其中有
.

例阳性

标本属于健康体检人群#属于假阳性#另
.

例标本属于血培养

阳性标本#但未检测出来(肥达氏反应法的灵敏度为
8,=$V

#

远远低于蛋白质芯片法#特异度与蛋白质芯片法相同(

按照点样矩阵的设计#伤寒'甲型副伤寒及乙型副伤寒都

有明显的点阵显示#其中有
+

例标本显示了
%G

抗原位点和
@̂

荚膜多糖抗原位点同时出现显色的情况#另一例出现了
%G

抗

原位点'

%I

抗原位点和
@̂

荚膜多糖抗原位点三者同时显色#

这都可能与伤寒沙门氏菌携带有关(

伤寒'副伤寒沙门氏菌感染的检测主要用肥达氏反应和血

培养)

$

*

#肥达氏反应虽然是临床上比较经典的诊断方法#但其

灵敏度较低#且需时
+Y

%

.$G

#难以满足临床上的需要(血培

养对
+

%

.

周内的标本灵敏度可达
Y,V

%

>,V

#但对用过抗生

素的患者及标本采集不当者#实际检测中灵敏度仅为
5,V

%

6,V

#且需要
-

%

6J

的时间)

+8

*

(免疫荧光法和
["!0*

法虽然

在检测的灵敏度方面有很大的提高)

6#++

*

#但一次试验只能检测

一种抗原或抗体指标#对于伤寒'副伤寒的型别需要多次试验

才能确定(

本研究将伤寒抗原$

%B

'

%G

%'副伤寒抗原$

%N

'

%:

'

%I

%及

@̂

伤寒荚膜多糖抗原利用蛋白质芯片法进行同时检测(方法

的灵敏度为
>6=8V

#特异度可达
>Y=,V

#与血培养的结果符合

率高(

@̂

荚膜多糖抗原检测可筛选出带菌者(由于
@̂

荚膜

多糖抗原存在于伤寒'副伤寒丙型沙门氏菌的菌体表层#其抗

体出现在
-

%

$

周左右)

+6#+Y

*

#本研究中有
+

例标本出现
%G

抗

原'

%I

抗原和
@̂

荚膜多糖抗原位点同时阳性的结果#因本试

验无丙型副伤寒标本#故有可能为伤寒沙门氏菌携带者(因

此#抗
@̂

荚膜多糖抗体的检测对伤寒传染源的识别有一定意

义#只是时间要把握在感染
-

%

$

周后(本试验对健康体检人

群出现了
.

例非特异阳性反应#与肥达氏反应结果相同#其原

因可能是两种方法的抗原来源相似#也可能像文献)

+6

*报道的

一样#伤寒'副伤寒抗原与其他沙门氏菌有
>,V

的同源性#其

他原因的发热'类风湿因子$

)'

%增高'患者的免疫状况等也可

能对试验造成非特异干扰(总之#蛋白质芯片法具有速度快

$需时
>,(@A

%'高通量并行检测的优点(一次试验可以得知六

种抗原对应的抗体的血清状况#可以在短时间内对疾病的型别

作出鉴定#以便于得出流行病方面的资料#为伤寒'副伤寒的临

床诊断提供了又一快速而先进的检测手段#具有较好的应用潜

力#值得临床推广使用(
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G=G

#

86

例
*/!

患者
1Z#/7

'

I%A%

分别检测#

1Z#/7

与
I%#

A%

联合检测及
$

项指标联合检测阳性率分别为
5Y=.V

'

8Y=6V

'

66=8V

'

>+=+V

(

H

#

讨
##

论

I%A%

作为心肌细胞所特有的一种调钙蛋白#具有高度的

心肌特异性#与骨骼肌仅有
+V

%

.V

的交叉反应(健康人的

血清中
I%A%

含量很低#当心肌细胞损伤时#

I%A%

迅速释放入

血#约在胸痛后
-=5G

左右出现升高#

5,V

以上患者血清浓度

超过正常上限#高达健康人
+$

%

-6

倍(虽然
I%A%

在血中半

衰期较短#仅
.G

#但由于其在细胞内分布且含量丰富#并由坏

死的结构蛋白不断释放#使其在血中异常时间可持续
8J

甚至

数周#其被美国和欧洲心脏协会一致评价为确诊
*/!

的高特

异性和高敏感性的血清学标志物)

+#-

*

(本研究表明#在
*/!

发

作
-G

内#

I%A%

检测结果都明显高于健康人#在
86

例
*/!

患

者中
I%A%

的阳性率为
8Y=68V

(

1Z#/7

非心肌所特有#在健

康人骨骼肌中也有少量存在#曾有研究认为
1Z#/7

是诊断

*/!

的-金标准.

)

$#8

*

(但随着研究的不断深入#酶学指标越来

越暴露出它的不足#因此一些新的实验室指标开始用于心血管

疾病的诊断(

'!7

是由肝脏合成的一种血浆糖蛋白#属于急性时相蛋

白#在凝血酶作用下转变为纤维蛋白单体#继而交联为纤维蛋

白#是血栓的主要成分并会参与凝血的过程)

6

*

(因此有研究者

认为
'!7

不仅可以反映血栓状态#而且高水平
'!7

也可以作为

预测冠脉病变的一个独立危险因素)

Y#>

*

(本研究也表明在患者

发生
*/!

时#血浆中
'!7

浓度增高与文献报道一致(

33

由交联纤维蛋白在纤溶酶作用下形成(其既能反映

体内凝血酶的活动#又能反映纤溶酶的活性#可作为继发性纤

溶活性增强的标志#特别是在血栓溶解和形成同时存在的活化

血栓存在时具有重要意义(有研究表明#

33

还能够刺激单核

细胞释放白细胞介素
#8

$

!"#8

%等一些炎症因子)

+,#+.

*

#本研究表

明血浆
33

可能是比其他炎症标记物更强的心血管事件风险

的预测因子(

本研究表明#传统的诊断指标都是采取检测
I%A%

和
1Z#

/7

#

I%A%

的敏感性高于
1Z#/7

#

1Z#/7

'

I%A%

'

'!7

'

33

联

合检测敏感性高于
1Z#/7

与
I%A%

联合检测#提示多指标联

合检测可提高该疾病的检出率#并在临床治疗上具有重要的指

导意义(
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