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　　摘　要：目的　建立可用于血清蔓陀罗凝集素（ＤＳＡ）γ谷氨酰基转肽酶（ＧＧＴ）检测的酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ），并探讨其

在原发性肝癌（ＰＨＣ）诊断中应用价值。方法　制备抗ＤＳＡＧＧＴ单克隆抗体（ＭｃＡｂ），经蛋白Ｇ亲和层析柱色谱纯化后进行生

物素标记，构建血清ＤＳＡＧＧＴ生物素链霉亲和素ＥＬＩＳＡ检测方法。用建立的方法对健康者、ＰＨＣ患者和非ＰＨＣ患者进行

ＤＳＡＧＧＴ检测，并进行方法学评价；采用受试者工作曲线（ＲＯＣ曲线）确定 ＤＳＡＧＧＴ诊断ＰＨＣ的临界值。结果　所构建

ＥＬＩＳＡ检测方法的最低检测限为２μｇ／Ｌ，平均批内、批间变异分别为８．９％和１１．５％。健康者血清ＤＳＡＧＧＴ水平呈正态分布，

参考范围为（１．５０±０．５１）μｇ／Ｌ；经ＲＯＣ曲线分析，确定其诊断ＰＨＣ的临界值为３．２５μｇ／Ｌ；其诊断ＰＨＣ灵敏度为６６．７％（２８／

４０）、特异度为９１．８％（１１２／１２２）。结论　所建立的血清ＤＳＡＧＧＴ生物素链霉亲和素ＥＬＩＳＡ检测方法具有良好方法学性能，其

诊断ＰＨＣ的灵敏度、特异度良好，为ＰＨＣ实验室诊断提供了新的方法。
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　ａｖｉｄｉｎ

　　原发性肝癌（ＰＨＣ）是常见恶性肿瘤之一，患者死亡率较

高，早期诊断和早期治疗有利于提高患者生存率。目前ＰＨＣ

实验室诊断方法敏感度和特异度均较低。表面增强激光解吸

电离飞行时间质谱技术提高了ＰＨＣ诊断灵敏度和特异度，但

对设备和专业人员的要求很高［１］。于嘉屏等［２］以免疫沉淀法

测定血清中与低密度脂蛋白（ＬＤＬ）结合的γ谷氨酰基转肽酶

（ＧＧＴ）活性，其ＰＨＣ诊断灵敏度达８６．２％，但特异度仍较低。

ＰＨＣ患者因肝癌细胞返祖现象而产生与生理性ＧＧＴ糖链结

构存在差异的“胚胎性”ＧＧＴ，导致外周血 ＧＧＴ水平显著升

高［２８］。本研究改进了参考文献［９］的方法，先从肝癌组织中分

离纯化ＧＧＴ
［１０］，再用蔓陀罗凝集素（ＤＳＡ）Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ进行

亲和色谱分离纯化，获得强结合的ＤＳＡＧＧＴ，并制备其单克

隆抗体（ＭｃＡｂ）
［１１］，经生物素标记后，建立了血清 ＤＳＡＧＧＴ

生物素链霉亲和素酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测系统，并进

行了临床应用研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００９年８月于本院体检健康者１２０例纳入

对照组，男６８例，女５２例；年龄２５～５９岁，中位年龄４２岁。

２００６年１月至２００９年８月于本院确诊的肝病及其他肿瘤患

者１６１例，进行ＥＬＩＳＡ方法的建立研究，其中ＰＨＣ３９例，男

２４例、女１５例，年龄３３～６７岁；急性肝炎３１例，男１９例、女１２

例，年龄２９～６４岁；慢性肝炎４１例，男２５例、女１６例，年龄

３１～６５岁；肝炎后肝硬化２９例，男ｌ８例、女１１例，年龄３６～６７

岁；其他肿瘤２１例（胰腺癌６例、肺癌５例、肠癌肝转移４例、

胃癌３例、食道癌３例），男１３例、女８例，年龄４１～６８岁。继

续收集病例至２０１０年８月，共有２６１例患者进行 ＤＳＡＧＧＴ

与甲胎蛋白（ＡＦＰ）联合检测；；其中ＰＨＣ５８例，男３６例、女２２

例，年龄３３～６８岁；急性肝炎４７例，男２８例、女１９例，年龄

２３～６４岁；慢性肝炎６９例，男５０例、女１９例，年龄２３～６５岁；

肝炎后肝硬化５１例，男３６例、女１５例，年龄３１～６７岁；其他

肿瘤３６例（胰腺癌９例、肺癌８例、肠癌肝转移７例、胃癌８

例、食道癌４例），男２１例、女１５例，年龄４１～６９岁。疾病诊

断符合《病毒性肝炎防治方案》和《原发性肝癌的临床诊断与分

期标准》提出的相关标准［１２１３］。１０只６～８周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠购自北京军事医学科学院试验动物中心。

１．２　仪器与试剂　小鼠ＩｇＧ亚类鉴定试剂盒（美国Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
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Ｂｉｏｔｅｃｈ），ＡＦＰＥＬＩＳＡ 测定试剂（郑州博赛），聚偏氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜（瑞士Ｒｏｃｈｅ），３，３二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色剂（美

国Ｂｉｏｔｅｃｈ），辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）羊抗小鼠ＩｇＧ、链霉亲和

素ＨＲＰ（ＳＡＨＲＰ）（美国Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ），生物素（美国Ｓｉｇｍａ），胎

牛血清（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ），四甲基联苯胺（ＴＭＢ，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ，

化学纯），二甲亚砜（ＤＭＳＯ，南京化学试剂厂，分析纯），蛋白Ｇ

亲和层析柱、葡聚糖凝胶Ｇ２５（分析纯）（美国Ｐｈａｒｍａｃｉａ）。平

衡缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．０）、洗脱缓冲液（０．１

ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸，ｐＨ２．５）、中和缓冲液（２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ

８．０）、透析缓冲液（０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ７．４）、偶联缓冲液（０．ｌ

ｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３，ｐＨ８．４）、保存缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ、１５０

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、０．０９％ＮａＮ３，ｐＨ８．２）、标本稀释液［含２％牛血

清清蛋白（ＢＳＡ）及０．５％Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ］、洗涤液（０．ｌｍｏｌ／

ＬＰＢＳ，含０．５％Ｔｗｅｅｎ２０）、终止液（２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４）均为自

行配制。酶标板（丹麦 Ｎｕｎｃ产品）、透析袋（截至相对分子质

量１２０００～１４０００，ＭＤ２５，美国Ｓｉｇｍａ）。Ｍｏｄｅｌ５５０酶标仪、

色谱柱（１．５×１２．５ｃｍ，１．０×３０ｃｍ）（美国ＢｉｏＲａｄ）、紫外可

见分光光度计（上海菁华）、ＲＣ５Ｂ低温高速离心机（美国

Ｔｈｅｒｍｏ）、可调恒温旋转杂交炉（匈牙利ＳｈｅｌＬａｂ）、ＢＤ４０型记

录仪（美国 Ｋｉｐｐ＆Ｚｏｎｅｎ）、８８２３Ｂ型紫外检测器（北京宾达英

创）、Ｐ１型蠕动泵（美国Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、ＩＮＶｉｖｏＥＸ呈像系统（美

国Ｋｏｄａｋ）、浓缩器（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，截至相对分子质量

３００００）、３７℃恒温孵箱（美国ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、Ｏｐｓｙｓ

ＭＲ酶标仪、洗板机（美国ＤｙｎｅｘＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）。

１．３　方法

１．３．１　ＭｃＡｂ制备与鉴定　从ＰＨＣ患者组织标本中提取抗

原［１０］，由北京晶美基因谷科技有限公司制备 ＭｃＡｂ，共获得５

株可特异性识别ＤＳＡＧＧＴ的 ＭｃＡｂ细胞株，所分泌 ＭｃＡｂ编

号为ＮＪ１～５，均为ＩｇＧ１型
［１１］。ＥＬＩＳＡ测定 ＭｃＡｂ亲和指

数，免疫印迹法和ＥＬＩＳＡ检测 ＭｃＡｂ特异性
［１１１２］。

１．３．２　ＭｃＡｂ纯化　常规方法免疫小鼠并获得腹腔积液，玻

璃棉过滤腹腔积液，１０４００×ｇ４℃离心２０ｍｉｎ，收集上清液，

０．４５μｍ滤器过滤，加等体积平衡缓冲液稀释；蛋白Ｇ亲和层

析柱装柱，室温平衡，用５倍柱床体积平衡缓冲液平衡色谱柱；

预处理腹腔积液上样，静置１０ｍｉｎ，用平衡缓冲液洗柱去除杂

蛋白至基线（蠕动泵流速：５ｍＬ／ｍｉｎ）；换洗脱缓冲液，用含中

和缓冲液（Ｖ中和缓冲液∶Ｖ洗脱液＝１∶９）的收集管收集洗

脱峰；纯化抗体用１００倍抗体体积的透析缓冲液透析，其间更

换３次缓冲液，最后１次透析过夜：透析抗体用 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ浓缩

器超滤浓缩，至蛋白浓度大于１μｇ／Ｌ，浓缩抗体１０４００×ｇ４

℃离心１０ｍｉｎ，收集上清液，用０．２２μｍ滤器过滤除菌，加人

叠氮钠至终浓度０．０９％；紫外可见分光光度计测定抗体蛋白

浓度［浓度（ｇ／Ｌ）＝（Ａ２８０／１．４）×稀释倍数］，４℃以下低温保

存抗体。

１．３．３　生物素化 ＭｃＡｂ制备　将纯的抗体装入透析袋，置偶

联缓冲液中透析过液，测定蛋白浓度，并用偶联缓冲液调整抗

体浓度至２μｇ／Ｌ；称取１ｍｇ生物素，加人ＤＭＳＯ至生物素终

浓度１０ｇ／Ｌ，按每毫克抗体加入８μＬ生物素的比例混匀，室温

旋转反应４ｈ；葡聚糖凝胶Ｇ２５装柱，并用保存缓冲液预平衡

色谱柱，将标记抗体上样，用保存缓冲液洗脱色谱柱（蠕动泵流

速：５ｍＬ／ｍｉｎ），收集第１个含生物素化抗体蛋白峰；紫外可见

分光光度计测定标记物浓度，４℃保存。

１．３．４　ＥＬＩＳＡ检测方法的建立　采用棋盘法选择包被抗体

和检测抗体的配对和浓度，经筛选配对，确定 ＮＪ４和 ＮＪ１

ＭｃＡｂ分别用于包被抗体和生物素化抗体有良好的反应性。

将ＮＪ４抗体用包被液稀释至１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０μｇ／Ｌ，按

每孔１００μＬ加入微孔板，４℃包被过夜，用洗涤缓冲液洗板３

次，１％ＢＳＡ封闭后洗板３次；加人１００μＬ不同浓度 ＤＳＡ

ＧＧＴ（０、０．７８、６．２５、５０．０μｇ／Ｌ），３７℃水浴１ｈ，洗板３次；加

人１００μＬ不同浓度生物素化ＮＪ１，３７℃孵育１ｈ，洗板３次：加

人１００μＬ１∶２００稀释的ＳＡＨＲＰ，３７℃水浴３０ｍｉｎ，洗板３

次；加ＴＭＢ５０μＬ，３７℃显色１０ｍｉｎ，２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４终止反

应，酶标仪检测各孔Ａ４５０。

１．３．５　ＤＳＡＧＧＴ、ＡＦＰ联合检测　对确诊的２６１例患者

（ＰＨＣ５８例、非ＰＨＣ２０３例）同时进行ＤＳＡＧＧＴ、ＡＦＰ检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计学软件进行数据处

理。计量资料以狓±狊表示，计数资料以百分率表示；健康对照

组及各疾病组间ＤＳＡＧＧＴ比较采用犉检验；ＧＧＴ活性以中

位数（最小值～最大值）表示，采用多样本中位数非参数检验；

包被抗体及生物素化抗体工作浓度相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ

相关分析。ＰＰ概率图检验健康者 ＤＳＡＧＧＴ 分布状态。

ＤＳＡＧＧＴ诊断ＰＨＣ临界值依据受试者工作特征曲线（ＲＯＣ

曲线）确定。计算ＤＳＡＧＧＴ浓度值与相应的 Ａ值标准曲线

的回归方程，用于计算标本ＤＳＡＧＧＴ浓度。显著性检验水准

为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　ＭｃＡｂ鉴定　ＥＬＩＳＡ测定 ＭｃＡｂＮＪ１～５亲和指数，均符

合试验要求［１４］，其中 ＮＪ１、ＮＪ４亲和指数较高。免疫印迹法检

测 ＭｃＡｂ特异性，结果显示 ＭｃＡｂ在相对分子质量５７０００及

２３０００处有阳性条带，与ＧＧＴ２个亚单位大小相符，证实所制

备 ＭｃＡｂ为抗 ＧＧＴ特异性抗体。ＥＬＩＳＡ检测显示，ＮＪ１～５

均与ＤＳＡＧＧＴ有较强反应性，但与正常鼠血清可产生弱阳性

反应（Ａ４５０：０．１８５～０．２６１），与健康人血清、人血清清蛋白、木

瓜凝乳蛋白酶无反应性。

２．２　ＭｃＡｂ纯化　间接ＥＬＩＳＡ测定免疫小鼠腹腔积液 ＭｃＡｂ

效价最小为１∶６２５００
［１１］。５株 ＭｃＡｂ纯化结果见表１。

表１　　５株 ＭｃＡｂ纯化结果

抗体编号 蛋白浓度（μｇ／Ｌ） 体积（ｍＬ） 蛋白总量（ｍｇ）

ＮＪ１ ２．７８ １．８ ５．００

ＮＪ２ １．９４ ２．０ ３．８８

ＮＪ３ ２．３５ ０．９ ２．１２

ＮＪ４ ２．４８ ２．７ ６．７０

ＮＪ５ ２．１９ １．９ ４．１６

２．３　ＭｃＡｂ生物素标记　ＮＪ１～５ＭｃＡｂ纯化后生物素标记

结果见表２，标记率为４８．６％～７２．２％，其中 ＮＪ１、ＮＪ４标记率

较高（７２．２％、６１．６％）。见表２。

表２　　ＮＪ１～ＮＪ５ＭｃＡｂ纯化后生物素标记结果

抗体编号 蛋白浓度（μｇ／Ｌ） 体积（ｍＬ） 蛋白总量（ｍｇ） 标记率（％）

ＮＪ１ １．３９ ２．６ ３．６１ ７２．２

ＮＪ２ １．２８ １．５ １．９２ ４９．５

ＮＪ３ ０．４１ ２．５ １．０３ ４８．６

ＮＪ４ １．１８ ３．５ ４．１３ ６１．６

ＮＪ５ １．２９ １．６ ２．０６ ４９．５
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２．４　包被抗体及生物素化抗体工作浓度的选择　经棋盘法选

择ＮＪ１、ＮＪ４抗体对，与不同浓度ＤＳＡＧＧＴ抗原标准品反应

后Ａ值梯度关系较好，但空白Ａ值偏高（０．１６２）。经优化包被

抗体和生物素化抗体浓度，重复检测后最终确认包被抗体为１

∶１００，生物素化抗体为１∶３００，ＳＡＨＲＰ为１∶２００，标准品

各孔的 Ａ 值和浓度间线性关系良好，且空白 Ａ 值较低

（０．０６１）。３．９０、７．８０、１５．６０、３１．３０、６２．５０、１２５．００μｇ／Ｌ纯化

ＤＳＡＧＧＴ抗原对相应 Ａ 值分别为０．０５、０．１０、０．１９、０．３６、

０．６５、１．１３，标准曲线方程为 ＹＤＳＡＧＧＴ＝１１０．０ＸＡ３．８２，相

关系数狉２＝０．９９６（犘＜０．０５）。按中国药品生物制品检定所颁

布的方法计算，ＤＳＡＧＧＴ检测灵敏度为２．０μｇ／Ｌ。

２．５　ＤＳＡＧＧＴ参考范围确定及临床患者检测　１１９份健康

者血清ＤＳＡＧＧＴ水平经ＰＰ概率图检验呈ｔｌ正态分布，狓±狊

为（１．５０±０．５１）μｇ／Ｌ。将ＰＨＣ患者与非ＰＨＣ患者检测结果

进行ＲＯＣ曲线分析，曲线下的面积（ＡＵＣ）为０．８６３（９５％置信

区间：０．７９０～０．９３６，犘＜０．０５），表明具有良好诊断准确性。

按文献［１５］的方法确定 ＲＯＣ曲线上最佳工作点（ＯＯＰ）为

３．２５μｇ／Ｌ。用建立的方法对１６１例确诊患者进行血清ＤＳＡ

ＧＧＴ检测，３９例ＰＨＣ患者２６例阳性，其诊断ＰＨＬ灵敏度为

６６．６７％，１１２例非ＰＨＣ患者１０例阳性，特异度为９１．８％，结

果见表３。用２份阳性样品（５．２、８．１μｇ／Ｌ）进行精密度试验

（狀＝２０），批内变异为８．７％和９．１％，批间变异为１１．２％和

１１．８％，平均为８．９％和１１．５％。见表３。

表３　　临床血清标本ＤＳＡＧＧＴ检测结果

组别 狀 ＤＳＡＧＧＴ（μｇ／Ｌ，狓±狊） 阳性（狀） 阳性率（％）

健康对照组 １１９ １．５０±０．５１ １ ０．１

急性肝炎组 ３１ １．６８±０．５７ １ ３．２

慢性肝炎组 ４１ １．７３±０．８０ ３ ７．３

肝炎后肝硬化组 ２９ １．７９±０．９９ ３ １０．３

其他肿瘤组 ２１ ２．３８±１．５１ ３ １４．３

ＰＨＣ组 ３９ １１．９０±１２．８０ ２６ ６６．７!

　　：与其他各组比较，犉＝２９．５，犘＜０．０５；!：与其他各组比较，χ
２

值分别为８９．８、２９．３、３０．５、２１．６和１５．０，犘＜０．０５。

２．６　ＧＧＴ活性测定　对１６１例患者同时进行ＤＳＡＧＧＴ和

ＧＧＴ检测，不同疾病组ＧＧＴ活性异常率为３５．５％～７９．５％，

诊断ＰＨＣ敏感度为７９．５％，特异度仅为４９．２％，ＡＵＣ为

０．７９３（９５％置信区间：０．７１１～０．８７４，犘＜０．０５），表明具有一

定诊断价值，见表４。ＤＳＡＧＧＴ 与 ＧＧＴ 活性相关系数为

０．６０４（犘＜０．０５）。

表４　　患者血清标本ＧＧＴ活性测定结果

组别 狀
ＧＧＴ［Ｕ／Ｌ，中位数

（最小值～最大值）］
异常（狀）

异常率

（％）

急性肝炎组 ３１ ３７（１８～３１８） １１ ３５．５

慢性肝炎组 ４１ ５９（２０～３１４） ２２ ５３．７

肝炎后肝硬化组 ２９ ７５（２１～３５６） １８ ６２．１

其他肿瘤组 ２１ ５７（１３～４０１） １１ ５２．４

ＰＨＣ组 ３９ １９５（３２～９１８） ３１ ７９．５!

　　：ＧＧＴ＞５０Ｕ／Ｌ为异常，各组间中位数比较，犘＜０．０５；!：与其

他各组比较，χ
２ 值分别为：１３．９、５．９６、２．５１和４．７８，除与肝硬化组比

较犘＞０．０５，与肝炎后其余各组比较犘＜０．０５。

２．７　ＤＳＡＧＧＴ与 ＡＦＰ联合检测诊断ＰＨＣ　５８例 ＰＨＣ患

者ＤＳＡＧＧＴ、ＡＦＰ阳性例数分别为３８、４０例，诊断灵敏度分

别为６５．５％、６９．０％（χ
２＝０．１５７，犘＞０．０５），诊断特异度分别

为９１．１％和９０．６％（χ
２＝０．０３０，犘＞０．０５）。在１８例 ＡＦＰ阴

性ＰＨＣ患者中，１４例为ＤＳＡＧＧＴ阳性，显示联合检测有良

好互补性，可使ＰＨＣ诊断灵敏度提高至９３．１％。ＤＳＡＧＧＴ

与ＡＦＰ无相关性（狉＝０．０４６，犘＞０．０５）。见表５。

表５　　患者血清标本ＤＳＡＧＧＴ、ＡＦＰ检测阳性结果［狀（％）］

组别 狀 ＤＳＡＧＧＴ ＡＦＰ ＤＳＡＧＧＴ＋ＡＦＰ

急性肝炎组 ４７ ２（４．３） ２（４．３） ３（６．４）

慢性肝炎组 ６９ ５（７．３） ６（８．７） ９（１３．０）

肝炎后肝硬化组 ５１ ５（９．８） ６（１１．８） ９（１７．７）

其他肿瘤组 ３６ ６（１６．７） ５（１３．９） ８（２２．２）

ＰＨＣ组 ５８３８（６５．５） ４０（６９．０） ５４（９３．１）

　　：与其他各组比较，犘＜０．０５。

３　讨　　论

肝细胞恶性变可导致蛋白质（如ＧＧＴ、ＡＦＰ等）出现异常

的糖链结构［２］，典型表现为出现与ＤＳＡ强结合的２，２，６或２，

４，２，６Ｎ糖链
［５６］。ＰＨＣ患者肝癌组织细胞合成的糖链结构

异常、与 ＤＳＡ 强 结 合 的 ＧＧＴ，被 认 为 具 有 ＰＨＣ 特 异

性［７８，１７１８］。因此，笔者设计了ＤＳＡ凝集素亲和色谱，从ＰＨＣ

组织中成功分离获得ＤＳＡＧＧＴ并制备相应 ＭｃＡｂ
［１０１１］，从而

建立了可用于血清ＤＳＡＧＧＴ定量检测的生物素链霉亲和素

ＥＬＩＳＡ。

本研究建立了５株可稳定分泌抗人ＤＳＡ－ＧＧＴＭｃＡｂ的

杂交瘤细胞，并证明 ＭｃＡｂ的亲和力、特异性均良好。ＭｃＡｂ

纯化采用了蛋白Ｇ亲和层析柱色谱法，由于洗脱与蛋白Ｇ结

合的抗体需低ｐＨ缓冲液，但在酸性条件下抗体不稳定，故采

用预加缓冲能力强的碱性缓冲液（２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ）收集洗

脱液，使目的抗体洗脱后很快进人中性环境，从而避免抗体失

活。采用棋盘法确定包被抗体和生物素化抗体浓度时，应中挑

选Ａ值接近１
［１９］，而阴性Ａ值最低的最高稀释倍数为最适稀

释倍数，故最终确定包被单抗、生物素化抗体的最适工作浓度

分别为１∶１００、１∶３００。以上述条件确定的配对抗体所建立

的生物素链霉亲和素ＥＬＩＳＡ，空白Ａ值较低，ＤＳＡＧＧＴ最低

检测限达２μｇ／Ｌ，批内、批间平均变异分别为８．９％和１１．５％，

符合ＥＬＩＳＡ试验批内、批间变异分别不超过１０％和１５％的要

求［１６］。

临床标本检测结果表明，本研究建立的方法具有良好的

ＰＨＣ诊断灵敏度和特异度，分别达６６．６７％和９１．８％。虽然

传统ＧＧＴ活性测定对ＰＨＣ的诊断灵敏度为７９．５％，但由于

ＧＧＴ在肝胆疾病时有较高异常率，故诊断特异度较差（仅为

４９．２％）。ＤＳＡＧＧＴ、ＡＦＰ检测结果相关性分析显示二者无

相关性。ＤＳＡＧＧＴ、ＡＦＰ对ＰＨＣ的诊断灵敏度、特异度无统

计学差异（χ
２ 值分别为０．１５７和０．０３０，犘＞０．０５），表明ＤＳＡ

ＧＧＴ、ＡＦＰ均为诊断ＰＨＣ的较敏感指标，但二者联合检测可

将ＰＨＣ诊断灵敏度提高至９３．１％。
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２．２　ＰＦＧＥ分型结果　４、５、６、８号菌株为全敏感株，电泳条带

有１０～１３条；１１号菌株为全耐药株，条带有１９条；其余６个

菌株，即１、２、３、７、９、１０号菌株介于全敏感和全耐药之间，条带

数介于前二者之间，见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子标记物；１～１１：菌株。

图１　　１１株鲍曼不动杆菌ＰＦＧＥ分型结果

３　讨　　论

鲍曼不动杆菌可通过多种机制对抗菌药物产生耐药性，尤

其是对碳青霉烯类的耐药，已成为院内感染尤其是重症监护病

房内感染的主要病原［５６］。尽管抗菌药物分型可以提示临床上

出现的耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌，但无法通过比较抗菌谱之

间的细小差异来区分它们。因此，基因分型在鲍曼不动杆菌研

究中有着重要地位［７］。常见的基因分型有质粒分型、核糖分

型、ＰＦＧＥ、ＰＣＲ指纹图谱等。ＰＦＧＥ被证明与ＰＣＲ指纹图谱

在院内感染暴发流行的鉴定上同样有效，并且优于其他基因分

型方法［８］。本研究中，１１株鲍曼不动杆菌中有４株为全敏感

菌株，１株为全耐药菌株，６株的药敏实验结果介于前二者之

间，ＰＦＧＥ分型结果显示这３种不同耐药类型的菌株的条带数

分别为１０～１３条、１９条带和介于二者之间。可见，菌株的药

敏实验结果和ＰＦＧＥ分型的条带数具有相关性。

不动杆菌属条件致病菌，是惟一能在人类皮肤表面生存的

革兰阴性杆菌，可广泛存在自然环境及医院环境中。医务人员

手部、患者使用的枕头、床垫、桌子，病床围栏或围帘、门把手、

呼吸机管道及湿化瓶都发现有不动杆菌的存在。环境的污染

在不动杆菌暴发流行中有重要意义。随着广谱抗菌药物的广

泛使用，鲍曼不动杆菌的检出率及耐药率呈现上升的趋势［９］。

研究表明，合理的使用抗菌药物可以有效地降低鲍曼不动杆菌

的传播流行［１０］。而分子生物学分型与药敏试验结果之间相关

性的研究为该菌的分子流行病学调查提供了一定的依据［７］。
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