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统计学处理
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统计软件进行数据处理及

统计学分析)计量资料以
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检验#
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'二步法#循环阈值$

+0

%值分别为
<76%"j

<6"!

*

!76TTj!67;

*

!86!!j!6;;

(#方法
<

*

;

*

8

采用
T8_

一次

孵育
$#?:2

$一步法#
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!%68#j!6"T
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%)按裂解液成分分组#每组组内的一步法和二步

法的结果差异无统计学意义$
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#6#T

%#即方法
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与
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#
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与
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与
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无差异)但一步法的
+0

值普遍低于二步法#说明细菌

在
T8_

一次孵育
$#?:2

既简化了操作步骤#也能获得较好的

裂解效果#细菌裂解液于
T8_

孵育
$#?:2

能更简便地获取

L,P&

细菌
WR&

用于后续
*+,

检测)
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裂解液组分的确定
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方法
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较方法
!
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中增加了

AG.4.H!##

#明显降低了
*+,

反应的
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值#方法
T

*
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在
$

*
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础上增加溶葡萄球菌酶#

*+,

反应的
+0

值进一步降低)按裂

解液分组#每组组内的一步法和二步法均和另两组的
;

种方法

差异有统计学意义$

E

%

#6#T

%)综合方法
!

)
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的结果可见#

方法
T

和
8

裂解细菌获得的
WR&

能较早地检测到目的基因#

而方法
8

作为一步法最为简便)在裂解液中增加
AG.4.H!##,

和溶葡萄球菌酶获得的
WR&

有利于检测
?.A&

基因)

C6D
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裂解效果的线性验证
!

为了验证方法
8

对不同浓度

L,P&

的效果#将
$6#̀ !#

$

)

$6#̀ !#

"

+SY

的
L,P&

用方法

8

裂解后#

*+,

检测
?.A&

基因#见表
!

*图
!

$见,国际检验医

学杂志-网站主页.论文附件/%)细菌浓度与检测的
+0

值有较

好的线性关系#

3

<

f#67%!8

)说明在细菌数量为
$6#`!#

$

)

$6#̀ !#

"
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时#方法
8

裂解细菌获得的核酸在
*+,

检测

?.A&

基因时有较好的线性结果)

表
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裂解效果的线性验证结果

细菌绝对数量$

+SY

% 细菌绝对数量的对数值
+0

值
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$
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C6E

!

验证
AG.4.H!##,

树脂对细菌裂解效果的影响
!

前述方

法中发现在含
AG.4.H!##,

$方法
$

*

;

%的裂解液中再加入溶葡

萄球菌酶$方法
T

*

8

%#明显降低了
*+,

反应的
+0

值#说明了溶

葡萄球菌酶的作用)而在含溶葡萄球菌酶$方法
"

%的裂解液

中再加入
AG.4.H!##,

树脂$方法
%

%也能够明显降低
+0

值#说

明
AG.4.H!##,

树脂能增加检测灵敏度)同时方法
%

裂解后的

细菌获得的
+0

值也明显低于方法
7

的商品化试剂盒的裂解方

法)见表
<

)

表
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种方法裂解
L,P&

后检测
?.A&

基因时的
+0

值$
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方法
细菌数量
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"
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方法
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方法
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#相同细菌浓度下与方法
%

比较)
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!

讨
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论

金黄色葡萄球菌属革兰阳性菌#其细胞壁较厚$

<#

)

%#

2?

%#有
T

)

!T

层肽聚糖#而革兰阴性菌细胞壁仅
%

)

!!2?

#只

有
!

)

<

层肽聚糖)获取细菌核酸需要破坏细胞壁*降解蛋白*

溶解脂质#革兰阴性菌仅在
=1:/

缓冲液中煮沸加热即可达到

裂解细菌获取
WR&

的目的#而单纯煮沸金黄色葡萄球菌无法

破坏其细胞壁#需要更有效的专一性酶来裂解)采用溶菌酶*

溶葡萄球菌酶裂解细菌较煮沸法效果好'

$

(

#但煮沸裂解法也并

没有对核酸进行沉淀及纯化#溶液中复杂的成分不利于后续直

接
*+,

反应)因此分子生物学方法检测
L,P&

的工作基础

是基因组
WR&

的提取#找到核酸提取操作的简便*快捷*价廉

和高产的方法)

核酸提取的方法主要有以下几类#包括煮沸裂解法*酚"氯

仿沉淀法*密度梯度离心法*离子交换层析法*硅膜吸附法和磁

珠分离法等'

;

(

)其中酚"氯仿沉淀法*密度梯度离心法和离子

交换层析法费时*繁琐*有机溶剂污染环境#但核酸纯度高&磁

珠分离法成本高&硅膜吸附法虽然成本相对低#但步骤仍繁琐#

不适用于日常大量的检测)本研究在于快速获取适合于
*+,

反应的
L,P&WR&

#而且标本制备过程简单#仅需加入裂解

液后孵育*离心#上清即可用于
*+,

#避免了繁琐的反复加液*

离心*吸弃上清*洗涤等步骤#最大程度地保留了所有细菌中的

核酸)

本研究首次尝试了将溶菌酶*溶葡萄球菌酶*蛋白酶
V

和

AG.4.H!##,

树脂共同使用#破坏细胞壁*降解蛋白*螯合溶液中

的非核酸有机物和阳离子同时进行)有研究报道
AG.4.H!##,

树脂提取的
WR&

纯度和完整性虽不如有机$下转第
$#"
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穿刺活检来完成#不利于病情的长期监测&并且在癌症早期#调

控肝癌细胞增殖的相关基因也不会出现明显变化)相比穿刺

活检#血清学指标检测的优势在于创伤小*可重复#并且在癌症

发生的早期便会出现改变)如上所述#肝癌患者血清中
(*"$

*

=V!

*

WVV!

水平异常升高)那么#上述血清学指标能否反映

肝癌细胞的增殖能力及疾病的恶性程度呢0 为了验证这一点#

本研究对血清学指标与凋亡调节基因的相关性进行了分析#结

果显示血清中
(*"$

*

=V!

*

WVV!

水平与凋亡抑制基因的
?,)

R&

水平呈正相关&与促凋亡基因
L=P!

*

+@/

I

@/.)$

*

+@/

I

@/.)%

的
?,R&

水平呈负相关)这就说明血清肿瘤标志物可以反映

肿瘤组织中凋亡相关基因的表达情况)

综上所述#原发性肝癌患者血清中
(*"$

*

=V!

*

WVV!

水

平异常升高#且与肿瘤组织中凋亡调节基因的表达存在相关

性#是判断原发性肝癌病情的理想指标)
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溶剂提取法#但其在后续扩增目的基因的
*+,

反应中有更好

的效果#还避免了繁琐的技术劳动和有毒的有机溶剂'

T

(

)有研

究在提取脑脊液的肺结核分枝杆菌
WR&

时#用含
AG.4.H!##

和蛋白酶
V

的缓冲液
T8_

孵育前#用溶菌酶
$"_

孵育
!G

并

未改善检测的灵敏度#其最低检测限从
!#

;

)

!#

T

+SY

细菌反

而升至
!#

T

)

!#

8

+SY

细菌'

8

(

)因此本文继续研究了当
AG.4)

.H!##,

和蛋白酶
V

与溶菌酶等酶同时应用时的反应条件)

本研究分析显示含溶菌酶*溶葡萄球菌酶*

AG.4.H!##,

树

脂*蛋白酶
V

的裂解液同时与细菌于
T8_

孵育
$#?:2

#是获取

L,P&

细菌
WR&

既便捷又高效的方法'

"

(

#溶葡萄球菌酶和

AG.4.H!##,

树脂降低
*+,

反应
+0

值的效果非常明显#提高了

检测能力#该方法可用于细菌定量检测)同时本研究发现以上

所有成分
T8_

一步法裂解的效果最佳#不同于研究者们通常

采用的方法#即细菌经溶菌酶和溶葡萄球菌酶
$"_

孵育后#再

用蛋白酶
VT8 _

孵育'

%

(

)本研究方法可以立即用于下一步

*+,

#如用于日常检测能大大缩短标本处理时间#提高检测效

率#为
*+,

法快速检测临床
L,P&

感染奠定了基础)
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