
疫分析法$

SD8;"*9O-)

%(现将结果报道如下'

B

"

材料与方法

B&B

"

标本来源
"

0(

份血清样品均来自江苏省原子医

学研究所附属江原医院就诊者(年龄
%3

#

+.

岁(其中

.(

份样品经
UVQ-)

检测
V)$00

$

$

./_

"

AQ

%为阳

性(其余
'(

份标本均为阴性标本$

&

./_

"

AQ

%'

B&C

"

仪器与试剂
"

S,W

耦联磁珠+缓冲液和封闭液

为英芮诚
a:;<U?@<

公司产品(

%

株抗体$抗
V)$00

单

克隆抗体
#$

和
U@

.Y

"V)$00"#/

%及
V)$00

参考标

准+增强液和洗涤液由江苏省无锡市江原实业技贸总

公司提供(

V)$00

质控品由罗氏公司提供'牛血清蛋

白$

#W)

%为
W6

K

AD

产品'

0'

孔微孔板系
S@8F

产品(

去离子超纯水由本室自制(其他试剂均为国产分析

纯'

e9''('

型时间分辨荧光免疫分析仪为广州达瑞

公司产品'

V)$%4

+甲胎蛋白$

)Oa

%标准液为达安基

因公司产品'

B&D

"

方法

B&D&B

"

免疫磁珠的制备
"

严格按英芮诚
a:;<U?@<

公司提供的操作步骤完成耦联
V)$00"#$

抗体磁珠的

制备(完成后将该磁珠置于
$AQ

的保存试剂中$含

(&(41

叠氮化钠的磷酸盐缓冲液%(放置
3]

备用'

B&D&C

"

测定方法
"

0'

孔微孔板中先加入
4

&

Q

被磁

珠耦联的抗
V)$00"#$

单抗(再依次加入
4(

&

Q

V)$00

参考标准和待测血清(再加入
$4(

&

Q

以
4(

AA;Q

"

Q

$

I

,/&+

%的
*:67",V?

反应缓冲液$含
+

AA;?

"

QSDV?

+

(&$1#W)

+

(&%1

牛
-

K

b

+

(&$AQ

"

Q

的

吐温
"+(

和
(&$1SDS.

%

$i.(

稀释的
U@

.Y

"

抗
V)$00"

#/

(

%4]

振荡孵育
$(A68

后(磁性分离(保留磁珠&用

含
$3&4AA;?

"

QSDV?

+

(&%AQ

"

Q

吐温
"+(

和
(&%1

SDS.

上述缓冲液洗涤液重复上述步骤洗涤
4

次(再

加增强液
%((

&

Q

(

%4 ]

振荡反应
.A68

(荧光检测'

检测过程和拟合结果在
e9''('

型时间分辨荧光免

疫分析仪上完成'

B&E

"

统计学处理
"

用
WaWW$0&(

软件进行数据处理

及统计学分析'

C

"

结
""

果

C&B

"

磁珠耦联的抗
V)$00"#$

单抗的理化鉴定
"

分

别检测耦联反应前与反应后的溶液中鼠
-

K

b

抗体的

量(加入纳米磁珠前检测值为
%+

&

K

(反应结束分离去

除纳米磁珠后上清液中检测值为
3&+

&

K

'标记率为

%.&%

"

%+&(2+%&+'1

'

C&C

"

实验条件的选择

C&C&B

"

耦联
V)$00"#$

抗体磁珠加样量的选择
"

在

反应微孔中分别加入
4(

&

Q

的参考标准后(分别加入

%

+

4

+

$(

+

$4

+

%(

&

Q

耦联
V)$00"#$

抗体的磁珠微球(

按反应条件检测(考察并验证不同的免疫磁珠上样量

对检测结果的影响(结果见图
$

'由图
$

可知(随抗体

标记浓度的增加(各浓度点的结合率呈现先增后降的

趋势(耦联
V)$00"#$

抗体磁珠量为
4

&

Q

时就有最大

值'因此(本着简便经济的原则选择耦联
V)$00"#$

抗体磁珠量为
4

&

Q

的免疫磁珠进行后续实验'

图
$

""

抗体标记量对检测结果的影响

C&C&C

"

上样量的选择
"

在保持其他条件不变情况

下(比较不同上样量对测量结果的影响'在反应微孔

中分别加入
$(

+

%(

+

4(

+

$((

&

Q

的
V)$00

参考标准液

进行检测(结果见图
%

'由图
%

可知(随着上样量的增

加(各浓度点的结合率均增大'当上样量为
4(

&

Q

时(继续增加上样量(结合率增加不明显(可认为反应

微孔中的双抗体夹心吸附基本达到饱和(因此后续选

择
4(

&

Q

上样量进行实验'

图
%

""

上样量对检测结果的影响

C&C&D

"

检测时间的选择
"

在反应微孔中加入
4

&

Q

的标记纳米磁珠(再加入
4(

&

Q

的参考标准(按反应

条件分别在
4

+

$(

+

$4

+

%(

+

%4

+

.(A68

时检测(考察检测

时间对结果的影响(结果见图
.

'由图
.

可知(随检测

时间的延长(各浓度点的结合率基本呈现增加的趋

势'而随着检测时间增加(各浓度点的结合率不再发

生较大的变化(趋于平稳(反应微孔中的双抗体夹心

吸附在反应
$(A68

时基本达到饱和(因此(按照快速

简便的原则(选择检测时间为
$(A68

'

图
.

""

检测时间对检测结果的影响

C&D

"

标准曲线数据
"

按照自编程软件(用双对数函

数处理所得标准曲线(以检测样品荧光值为纵坐标(

V)$00

标准品水平为横坐标(建立方程并拟合成标准
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曲线见图
3

'

图
3

""

磁性微球时间分辨荧光免疫分析

技术检测
V)$00

的标准曲线

C&E

"

纳米磁珠时间分辨免疫技术定量检测
V)$00

的方法学评价

C&E&B

"

灵敏度与稳定性
"

以零浓度点计数$

F

I

7

%均

值$

S

%加
%H

后的计数率在标准曲线上所得到的相应

值为检测的灵敏度(可知本方法的灵敏度为
(&%_

"

AQ

'

3]

保存的抗
V)$00"#$

+

U@

.Y

"V)$00"#/

冻干

粉剂在
.

+

'

个月后分别测定(最高浓度点的结合率平

均仅下降
01

和
'1

(说明试剂盒稳定性较好(可较长

时间保存应用'

C&E&C

"

精密度和回收率
"

采用
SD8;"*9O-)

测定罗

氏质控血清中
V)$00

低+高
%

种浓度的
$(

次批内和

批间 变 异 系 数 $

9P

%分 别 为
3&.31

#

4&..1

和

3&001

#

$$&'31

(见表
$

(平均
9P

分别为
3&+31

和

+&.%1

(符合批内
9P

&

$(1

和批间
9P

&

$41

的要求'

低+高
%

组质控品浓度分别为
%(&'

+

$((&(_

"

AQ

(样品

浓度为
%4&+_

"

AQ

(添加样品后实测样品浓度分别为

3.&3'

+

$%+&4$ _

"

AQ

(回 收 率 分 别 为
0.&''1

+

$(%&$41

(添加样品后的平均回收率为
0/&0$1

'

表
$

""

纳米磁珠时间分辨免疫技术定量检测

"""

V)$00

的精密度试验

浓度

批内

批内均值

$

SjH

(

_

"

AQ

%

9P

$

1

%

批间

批内均值

$

SjH

(

_

"

AQ

%

9P

$

1

%

低
%(&+.j%&%% 4&.. %%&(3j4&$. $$&'3

高
$($&3%j+&+$ 3&.3 $(4&43j$(&43 3&00

C&E&D

"

特异度
"

采用
SD8;"*9O-)

测量
4((_

"

AQ

水平的
)Oa

时(测定值为
$&4_

"

AQ

(测量浓度为

%4(_

"

AQ

的
V)$%4

时测定值为
$&%_

"

AQ

(说明该

试剂盒与
)Oa

及
V)$%4

之间无交叉反应(抗体特异

度比较好'

C&E&E

"

临床血清标本分析
"

采用
SD8;"*9O-)

检测

0(

例本院就诊者的血清标本(并作比较(见图
4

'

SD8;"*9O-)

和
UVQ-)

两者结果基本相符(两者高度

相关(其中
UVQ-)

检出的阳性血清样品采用
SD8;"*9"

O-)

检测均为阳性'以
UVQ-)

为金标准(其中有
%

份

标本出现假阳性'从图
4

可以看出(

32(&0'0++Y

3&($4.

(

@

%

2(&0++/

'

SD8;"*9O-)

与
UVQ-)

法测定

血清中
V)$00

结果高度相关'

图
4

""

UVQ-)

与
SD8;"*9O-)

测定
V)$00

的

相关试验#

)20(

%

D

"

讨
""

论

""

V)$0"0

是一种低聚糖类相关抗原(由腺癌细胞

产生(经胸导管引流到血液中(引起外周血中
V)$0"0

水平的升高(该指标异常与消化系统疾病相关(尤其

在胃癌+结直肠癌+胰腺癌等疾病的良恶性鉴别中有

较大意义)

3"/

*

'

目前
V)$00

的全定量检测方法主要有
-9)

+

UQ-W)

+

UVQ-)

+

*9O-)

等(随着方法学的发展和对

指标精确定量等要求的提高(其中一些方法的缺点也

日益突显(如
UQ-W)

灵敏度不高(

-9)

有放射性污

染(

*9-O)

自动化程度不高+反应时间长等'本文所

建方法与其他检测方法相比较具有独特优势(首先

S,W

磁珠是以超顺磁性四氧化三铁 $

OB

.

Z

3

%为

核)

+"0

*

(磁珠直径小(可以均匀地分散于液相中(反应

体系可以暴露更多的结合位点(明显减小抗原
"

抗体反

应的空间位阻(利于抗体与血清标本中特异度结合效

率提高)

$("$$

*

(且可提高检测的特异度及灵敏度(

S,W

磁珠具有超顺磁性(可通过施加外部磁场进行快速移

动和分离(无需离心即可将免疫反应形成的免疫复合

物与未结合的其他物质分开(经过洗涤液的充分洗

涤(可以有效降低检测过程中的干扰(提高检测灵敏

度和降低检测信噪比&免疫磁珠均匀分散于溶液中(

与
V)$00

抗体接触机会更大(从而加快免疫磁珠与

V)$00

抗体的结合速率)

$%"$.

*

(反应时间只需要
$(

A68

(大大提高了临床检测速度'本研究将纳米磁性

微球引入到
*9O-)

技术中(构建
SD8;"*9O-)

方

法'这个改变解决了
*9O-)

自动化检测的技术瓶

颈(既突出了
*9O-)

高灵敏+宽范围的特性(又可缩

短反应时间'

SD8;"*9O-)

法灵敏度高(与
UVQ-)

结果高度相关$

@

%

2(&0++/

%&平均
9P

分别为
3&+31

和
+&.%1

(完全符合临床使用需求'本研究中测量结

果与现有方法比较存在一定的差异(初步分析为如下

两个原因!$

$

%目前
V)$00

检测均基于免疫检测技

术(但不同公司所用的标记方法不同(所使用的的试

剂来源也不一样(导致系统之间存在差异&$

%

%

%

例差

异标本的测定值在正常参考值范围的上限附近(这种

称为灰区的测值有可能影响结果判断的准确性(需要

进一步作临床追踪检测才可能进行 $下转第
.04
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论著!基础研究

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测结核分枝杆菌耐药性的临床应用研究!

孙
"

倩!张
"

倩!张治国

"北京市昌平区结核病防治所检验科!北京
$(%%((

&

""

摘
"

要"目的
"

探讨
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测结核分枝杆菌"

N*#

&耐药性的临床适用性'方法
"

对

%($.X%($4

年昌平区结核病防治所
3/0

株培养分离菌株进行
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测和比例法药敏试验!

并对结果进行分析比较'结果
"

3/0

株培养分离株中!有
3.3

株两种检测方法均显示为
N*#

!对这
3.3

例

N*#

的分离株使用
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测进行分析!其对利福平"

9-O

&耐药性的灵敏度和特异度分别为

0'&441

"

%+

#

%0

&和
00&4$1

"

3(.

#

3(4

&!两种检测方法的符合率为
00&.$1

"

3.$

#

3.3

&%突变位点主要为
W4.$Q

%

对异烟肼"

-S,

&耐药性的灵敏度和特异度的分别为
++&$31

"

4%

#

40

&和
03&0.1

"

.4'

#

./4

&!两种检测方法的符

合率为
03&($1

"

3(+

#

3.3

&!突变位点主要为
V$4*

和
W.$4*$

'结论
"

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测能快速提供

9-O

和
-S,

耐药结果!是传统比例法药敏试验的有效补充'

关键词"结核分枝杆菌%
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#

3.3

&!

D8>A@<D<6;876<B7CB:B

AD68?

J

V$4*D8>W.$4*$&$%+(935*%+

"

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7>B<BF<6;8F;@?>

I

:;H6>B<=B:B7@?<7;E9-OD8>

-S,:B767<D8FB

!

D8>6<67D8BEEBF<6HB7@

II

?BAB8<<;<=B<:D>6<6;8D?

I

:;

I

;:<6;8D?>:@

K

7B876<6H6<

J

AB<=;>&

-'

/

A%&45

$

N

J

F;GDF<B:6@A<@GB:F@?;767

%

"

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

%

"

>:@

K

:B767<D8FB

%

"

A@<D<6;8

""

结核病是世界级的流行病(对人类健康造成了很

大的危害'近年来由于耐药结核(尤其是耐多药结核

$

Ne9

%感染率的上升(我国已被世界卫生组织

$

d,Z

%认定为
%/

个
Ne9

及广泛耐药结核$

ge9"

*#

%的高负担国家之一(我国结核病的诊断和治疗面

临着更为严峻的考验'目前(结核分枝杆菌$

N*#

%的

耐药诊断方式仍以比例法药敏试验为主(由于
N*#

生长较慢(在培养分离出菌株后(还需耗时
3

#

'

周才

能根据菌株在培养基上的生长情况判定结果(所以(

临床急需能够快速+准确提供结果的药敏试验方法'

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测是一种基于多重
aV9

和

分子探针杂交技术(根据杂交条带显色情况判断分离

菌株基因
:

I

;#

+

68=)

和
MD<b

的突变情况(进而判断

分离菌株对利福平$

9-O

%和异烟肼$

-S,

%的耐药情

况'在有培养菌株情况下(耗时小于
%3=

'本研究使

用比例法进行药敏试验(对
%($.X%($4

年昌平区结

#

%0.

#
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年
%
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%($4fg$(((.((.

%&北京市昌平区卫生发展专项项目$
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%'

""

作者简介"孙倩(女(技师(主要从事结核病分子生物学研究'

""
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&bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测结核分枝杆菌耐药性的临床应用研究)

P

*
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核病防治所
3/0

株
N*#

分离菌株进行了对硝基苯甲

酸$

aS#

%和噻吩
"%"

羧酸肼$

*V,

%生长实验(以及

9-O

+

-S,

耐药检测'同时(使用
bB8;<

JI

BN*#e9"

I

?@7

试剂盒对这些菌株进行了
:

I

;#

$与
9-O

耐药相

关%+

68=)

和
MD<b

$与
-S,

耐药相关%基因突变检测(

与比例法药敏结果进行对比研究(探讨
bB8;<

JI

B

N*#e9

I

?@7

检测在临床应用中的优缺点'

B

"

材料与方法

B&B

"

菌株来源
"

选取昌平区结核病防治所
%($.X

%($4

年全年临床分离菌株(共
3/0

株(全部纳入实验'

,./9H

$

)*VV%/%03

%标准菌株由中国疾病预防控制

中心提供'

B&C

"

仪器与试剂
"

比例法药敏培养基为珠海贝索生

物技术有限公司生产的
N*#

药敏培养基'

bB8;<

JI

B

N*#e9

I

?@7

试剂盒和
,;<W<D:*D

c

eS)

聚合酶

$

k-)bUS

%均由法国生物梅里埃公司提供'

B&D

"

方法

B&D&B

"

比例法药敏试验
"

对纳入实验的全部菌株和

标准菌株
,./9H

进行
aS#

和
*V,

生长实验和比例

法药敏检测)

$

*

(记录
9-O

和
-S,

的耐药情况)

%

*

'

B&D&C

"

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测
"

对全部纳入实

验菌株和标准菌株
,./9H

进行
bB8;<

JI

BN*#e9"

I

?@7

检测(操作和结果判断完全按照操作手册进行(

记录被测菌株
:

I

;#

基因+

MD<b

基因和
68=)

基因检

测情况'所有操作根据
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

试剂

盒说明书进行'

B&E

"

统计学处理
"

采用
WaWW$0&(

软件进行数据处

理及统计分析(两种检测方法的结果一致性比较采用

N(

??

(

检验'

N(

??

(

%

(&/4

(表示两者一致性好&

N(

??

(

&

(&3(

(表示两者一致性较差'

C

"

结
""

果

C&B

"

N*#

鉴定结果
"

对照菌株
,./9H

药敏试验结

果为
N*#

(对
9-O

和
-S,

全敏感'比例法药敏试验

结果显示
3/0

株分离菌株中(

N*#

复合群
34%

株(非

N*#

$

S*N

%

%/

株'同样以
,./9H

为对照菌株(采

用
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测比例法药敏试验得到

的
34%

株
N*#

(其中
$+

株
*_#

条带未显示(标记为

S*N

(其余
3.3

株均有
*_#

条带(记录为
N*#

&检

测
%/

株
S*N

(其中
%%

株
*_#

条带未显示(记录为

S*N

(

4

株有
*_#

条带显示(记录为
N*#

'在
3/0

株
N*#

培养分离株中使用
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测鉴定
N*#

复合群的灵敏度和特异度分别为

0'&($1

$

3.3

"

34%

%和
+$&3+1

$

%%

"

%/

%(总符合率为

04&%(1

$

34'

"

3/0

%(

N(

??

(

值为
(&'.

(表明在鉴定

N*#

结果方面两者有较高的一致性'

C&C

"

N*#

耐药结果

C&C&B

"

9-O

及
-S,

的耐药性结果比较
"

对
3.3

株两

种方法检测均鉴定为
N*#

的菌株进行
9-O

和
-S,

耐药性分析(其中(

:

I

;#

基因突变标记为
9-O

耐药(

MD<b

基因和
68=)

基因突变均标记为
-S,

耐药'以

比例法药敏试验结果为对照(

%0

株
9-O

耐药株中(

%+

株被
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测为耐药(

$

株为敏

感&

3(4

株敏感株中(

3(.

株被检测为敏感(

%

株为耐

药&

40

株
-S,

耐药株中(

4%

株被检测为耐药(

/

株被

检测为敏感&

./4

株敏感株中
.4'

株被检测为敏感(

$0

株检测结果为耐药'使用
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检

测
9-O

耐药性的灵敏度和特异度分别为
0'&441

$

%+

"

%0

%和
00&4$1

$

3(.

"

3(4

%(两种方法 的符 合率为

00&.$1

$

3.$

"

3.3

%&检测
-S,

耐药性的灵敏度和特

异度分别为
++&$31

$

4%

"

40

%和
03&0.1

$

.4'

"

./4

%(

符合率为
03&($1

$

3(+

"

3.3

%'

N(

??

(

值分别为
(&04

和
(&//

(均大于
(&/4

(说明在耐药检测方面两者有很

高的一致性'具体结果见表
$

'

表
$

""

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

与比例法药敏试验结果#

)

%

bB8;<

JI

B

N*#e9

I

?@7

比例法

9-O

$

)23.3

%

耐药 敏感

-S,

$

)23.3

%

耐药 敏感

耐药
%+ % 4% $0

敏感
$ 3(. / .4'

小计
%0 3(4 40 ./4

""

注!有
$

株
68=)

和
MD<b

基因同时突变的菌株

C&C&C

"

bB8;<

JI

B N*#e9

I

?@7

检测
-S,

耐药结

果
"

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测
-S,

耐药基因
MD<b

和
68=)

的突变结果见表
%

'比例法药敏试验检测出

-S,

耐药菌株共
40

株$有
$

株
68=)

和
MD<b

同时突

变%(其中
68=)

突变
..&0(1

$

%(

"

40

%(

MD<b

突变

44&0.1

$

..

"

40

%(未 检 测 到
68=)

和
MD<b

突 变

$$&+'1

$

/

"

40

%&比例法药敏试验检测出
-S,

敏感株

./4

株(其中
68=)

突变
4&(/1

$

$0

"

./4

%(

MD<b

突变
(

$

(

"

./4

%(未检测到
68=)

和
MD<b

突变
03&0.1

$

.4'

"

./4

%'

68=)

突变菌株
.0

株中(其中比例法药敏试验

结果显示耐 药率 为
4$&%+1

$

%(

"

.0

%(敏 感率为

3+&/%1

$

$0

"

.0

%&

MD<b

突变
..

株(比例法药敏试验结

果显示耐药率为
$((&((1

$

..

"

..

%'

表
%

""

-S,

耐药基因
MD<b

和
68=)

突变统计#

)

%

bB8;<

JI

B

N*#e9

I

?@7

比例法

耐药 敏感 合计

68=)

突变
%( $0 .0

MD<b

突变
.. ( ..

无突变
/ .4' .'.

合计
40 ./4 3.3

""

注!有
$

株
68=)

和
MD<b

基因同时突变的菌株

C&D

"

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测
.

种基因的突变频

率
"

3.3

株
N*#

菌株统计(

:

I

;#

基因突变共
.(

株(

频率最高的突变位点为
W4.$Q

$

'.&..1

(

$0

"

.(

%&

-S,

耐药菌株中(

MD<b

基因突变共
..

株(突变频率

最高位点为
W.$4*$

$

0'&0/1

(

.%

"

..

%&

68=)

基因突

#

.0.

#
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变共
.0

株(突变频率最高位点为
V$4*

$

+/&$+1

(

.3

"

.0

%'见表
.

'

表
.

""

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测基因突变频率

基因
)

野生型探针 突变型探针
菌株

$

)

%

百分比

$

1

%

d*+ N_*.

$

W4.$Q

%

$0 '.&..

d*+ X % '&'/

:

I

;# .( d*/ N_*%)

$

,4%'T

%

. $(&((

d*/ X $ .&..

d*.d*3 N_*$

$

e4$'R

%

$ .&..

d*.d*3 X % '&'/

d*% X % '&'/

d* N_*$

$

W.$4*$

%

.% 0'&0/

MD<b .. d* X $ .&(.

d*$ N_*$

$

V$4*

%

.3 +/&$+

68=) .0 X N_*$

$

V$4*

%

% 4&$.

d*% N_*.)

$

*+V

%

% 4&$.

d*% N_*.#

$

*+)

%

$ %&4'

""

注!

X

表示无突变

D

"

讨
""

论

""

传统的
N*#

分离培养+药敏试验(耗时长(工作

量大(在药敏检测进行期间患者很可能已经在耐药诊

断不明确的情况下使用了不合适的化疗方案'

bB8;"

<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测可以同时检测
:

I

;#

+

MD<b

和

68=).

种基因的突变情况(进而判断出
9-O

和
-S,

的耐药情况(较传统药敏检测速度快(操作简便'

本研究结果显示(在
3/0

株分离菌株中(使用

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测鉴定
N*#

复合群的灵敏

度和特异度分别为
0'&($1

+

+$&3+1

(总符合率为

04&%(1

(

N(

??

(

值为
(&'.

(表明
bB8;<

JI

BN*#e9"

I

?@7

检测可以比较好地区分
N*#

和非
N*#

'

使用
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

对
3.3

株
N*#

进

行检测(对
9-O

和
-S,

耐药性检测的特异度分别为

00&4$1

+

03&0.1

(灵敏度分别为
0'&441

+

++&$31

(

符合率分别为
00&.$1

+

03&($1

'

bB8;<

JI

BN*#"

e9

I

?@7

对
9-O

耐药性的检测性能与菅记涌等)

.

*及蒋

云宇等)

3

*报道相符'而
-S,

耐药情况比较复杂(以

往报道显示(以比例法药敏试验为对照(

bB8;<

JI

B

N*#e9

I

?@7

检 测
-S,

耐 药 情 况 的 特 异 度 为

'(&/1

#

0/&431

(灵敏度为
/.&.1

#

+0&4'1

)

3"+

*

(本

研究结果的特异度和灵敏度均在上述范围内'然而(

国外报道显示(使用
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

方法对

9-O

和
-S,

耐药性检测的灵敏度分别为大于或等于

0/1

(以及大于或等于
0(1

)

0

*

(本研究及其他国内报

道与之差异明显(可能是由于地区差异或者耐药菌株

样本量大小所导致的差异'

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测
9-O

和
-S,

耐药情况与比例法药敏实验结果相

比(

N(

??

(

值分别为
(&04

和
(&//

(均大于
(&/4

(说明

使用
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测
9-O

和
-S,

耐药情

况与传统比例法药敏试验检测结果之间有较好的一

致性(证明
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测能够很好地检

测
N*#

分离株对
9-O

和
-S,

的耐药情况'

本研究中
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测
9-O

耐药

性的灵敏度和特异度均高于
-S,

耐药性(这与
N*#

耐
9-O

和耐
-S,

两种药物的分子机制有一定的关

系'有研究显示(

N*#

对
9-O

耐药主要与
:

I

;#

基因

的突变有关(可解释约
041

以上的
9-O

耐药突变)

$(

*

&

而
N*#

对
-S,

耐药主要与
MD<b

+

68=)

+

MD7)

+

8>=

+

D=

I

V4

等多个基因突变或缺失等相关)

$$

*

(

bB8;<

JI

B

N*#e9

I

?@7

只检测
MD<b

和
68=)

两个基因的情况(

有报道显示这两个基因只能解释约
+(1

以上的
-S,

耐药株)

$%

*

(所以这也是导致
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

系统在检测
-S,

耐药时特异度和灵敏度都较低的原

因之一'

对
MD<b

和
68=)

基因突变频率进行分析后发现(

同时具有
MD<b

和
68=)

突变的菌株仅
$

株'分析显

示全部
MD<b

基因突变的菌株(在比例法药敏试验中

均表现为
-S,

耐药(而
68=)

突变则有
3+&/%1

显示

为
-S,

敏感'对耐药基因突变位点进行分析发现(

:

I

;#

基因突变以
W4.$Q

突变为主$

'.&..1

%(与叶远

馨等)

$.

*报道的
'.&$'1

为
W4.$Q

突变相符(高于菅记

涌等)

.

*报道的
44&%$1

为
W4.$Q

突变'

MD<b

突变以

W.$4*$

为主$

0'&0/1

(

.%

"

..

%(占全部
-S,

耐药的

43&%31

(这与已有报道也是相符的)

.

*

'

68=)

突变以

V$4*

$

+/&$+1

%突变为主(

68=)

突变菌株中有
$0

株

在比例法药敏试验中表现为敏感(

%(

株表现为耐药(

占全部
-S,

耐药的
..&0(1

'

以上研究结果提示(在
-S,

耐药基因突变中(

MD<b

基因的突变较
68=)

基因突变有更高的概率导

致菌株的耐药性改变'同时也提示(除实验过程中存

在的判读误差外(一些菌株耐药性的基因改变要早于

表型改变(或者某些基因突变是无义突变(并不会造

成耐药表型的改变(这些推论有赖于进一步的分子和

表型的研究(才能得出更准确的结论'有
/

株未检测

到
MD<b

或
68=)

基因突变(但表型为耐药株(占耐

-S,

菌株的
$$&+'1

$

/

"

40

%(这
/

株中可能是其他耐

-S,

相关基因突变所导致的耐药(这与文献)

$%

*报道

的低于
%(1

的
-S,

耐药株是由其他基因突变引起

的结论相一致'

本研究中使用的
3/0

株分离菌株(

$+

株经
bB8;"

<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测鉴定为
S*N

(比例法药敏试

验检测为
N*#

(原因可能是由于部分
S*N

会对

aS#

敏感)

$3

*

'而有
4

株经
bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检

测鉴定为
N*#

(而比例法检测为
S*N

(这有可能是

由于实验室污染等原因造成的(但需要进一步的测序

和重复试验进行确认'

综上所述(

bB8;<

JI

BN*#e9

I

?@7

检测的
9-O

和

-S,

耐药结果与传统的比例法药敏试验检测结果有

较高的一致性(对于
-S,

敏感或耐药的结果判断应

结合其他诊断标准进行综合判断'鉴于
bB8;<

JI

B
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N*#e9

I

?@7

检测速度快(可同时进行
N*#

鉴定和

9-O

+

-S,

耐药鉴定(可以为临床提供更为快速+有效

的诊断依据(对传统比例法药敏试验进行了一定的

补充'
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论著!基础研究

'

种中草药对多重耐药菌的抗菌活性及逆转耐药性作用的体外研究!

房
"

华!汪瑞忠!张晓雪!杨
"

柳

"上海健康医学院附属浦东新区人民医院检验科!上海
%($%00

&

""

摘
"

要"目的
"

筛选抗菌活性较强并可逆转细菌耐药性的中草药!为治疗多重耐药菌感染提供新的思路'

方法
"

以赤芍(青黛(五倍子(野菊花(鱼腥草(小檗碱等
'

种临床常用抗菌中草药为研究对象!煎煮法制备提取

液后!采用
%

倍稀释法观察
'

种中草药对多重耐药铜绿假单胞菌"

Ne9"a)

&与多重耐药鲍曼不动杆菌"

Ne9"

)#

&的抑菌效果%采用纸片扩散"

!"#

&法检测中草药对多重耐药菌及原始菌株的最低抑菌浓度!计算两者抑菌

圈差值!评估中草药逆转多重耐药菌耐药性的效果'结果
"

'

种中草药对
Ne9")#

与
Ne9"a)

有不同程度的

抑制作用!抑菌作用由强到弱依次为五倍子(鱼腥草(野菊花(赤芍(青黛(小檗碱!五倍子对
Ne9")#

与
Ne9"

a)

抑菌效价为
4$%

#

$(%3

!抑菌作用最强%五倍子与小檗碱对
Ne9")#

与
Ne9"a)

的敏感性在逆转前后的

抑菌圈直径均值比较!差异有统计学意义"

!

&

(&(4

&!但逆转前后抑菌圈直径均值的差值小于
.AA

'结论
"

赤

芍(青黛(五倍子(野菊花(鱼腥草(小檗碱对
Ne9")#

与
Ne9"a)

有不同程度抑制作用!五倍子抑菌作用最

强%五倍子与小檗碱对
Ne9")#

与
Ne9"a)

的耐药性有一定程度逆转作用'

关键词"中草药%

"

多重耐药菌%

"

抗菌活性%

"

耐药性%

"

逆转

!"#

!

$(&.0'0

"

5

&6778&$'/."3$.(&%($+&(3&((3

中图法分类号"

90.%

文章编号"

$'/."3$.(

"

%($+

&

(3"(.0'"(3

文献标识码"

)

<+)*7*(&%.*292()*>*)

/

2+44&3

L

0&'5*5)2+)&'>'&5'%,')&24*)*%+29$6*+'5'

7'4*(*+'52

L

2*+5)739)*4&3

L

&'5*5)2+).2()'&*2*+>*)&%

!

M#$%/2(

!

"#$%G2,U'*)

7

!

&/#$%+,(*S2.

!

3#$%4,2

"

>.

?

(@AB.)A*

C

9-,),F(-4(<*@(A*@

D

!

#

CC

,-,(A.E!2E*)

7

$.8#@.(!.*

?

-.JH/*H

?

,A(-

!

K'()

7

'(,0),L.@H,A

D

*

C

;.E,F,).V /.(-A'KF,.)F.H

!

K'()

7

'(,%($%00

!

9',)(

&

<.5)&2()

$

".

=

'()*>'

"

*;E6?<B:<=B<:D>6<6;8D?V=68B7B AB>6F68BC6<=7<:;8

K

D8<6GDF<B:6D?DF<6H6<

J

D8>

BEEBF<7;E:BHB:768

K

>:@

K

:B767<D8FB;EGDF<B:6DE;:

I

:;H6>68

K

8BC6>BD7E;:<=B<:BD<AB8<;EA@?<6">:@

K

:B767<D8<

GDF<B:6D68EBF<6;8&?')6%45

"

W6[M68>7;ED8<6GDF<B:6D?V=68B7B<:D>6<6;8D?AB>6F68B7F;AA;8?

J

@7B>68F?686F

<:BD<AB8<D79D>6[aDB;86DB9@G:D

!

-8>6

K

;SD<@:D?67

!

bD??DV=68B8767

!

O?;7V=:

J

7D8<=BA6-8>6F6

!

,B:GD,;@<"

<@

J

86DB

!

D8>#B:GB:68BCB:B@7B>68<=677<@>

J

&)E<B:

I

:B

I

D:D<6;8;E<=BB[<:DF<@768

K

>BF;F<68

K

AB<=;>

!

GDF<B"

:6;7<D<6FBEEBF<7;E<=B7B76[M68>7;EV=68B7BAB>6F68B;8A@?<6

I

?B:B767<D8<GDF<B:6DCB:B>B<BF<B>G

J

>;@G?B

>6?@<6;8AB<=;>&*;BHD?@D<B<=BBEEBF<7;EV=68B7BAB>6F68B7;8:BHB:768

K

>:@

K

:B767<D8FB;EA@?<6">:@

K

:B767<"

D8<GDF<B:6D

!

A686A@A68=6G6<;:

J

F;8FB8<:D<6;87E;:A@?<6">:@

K

:B767<D8<GDF<B:6DD8><=B;:6

K

68D?7<:D68CB:B

>B<BF<B>G

J

!"#AB<=;>D8>FD?F@?D<B><=B>6EEB:B8FB;E<=BGDF<B:6D?68=6G6<6;8:68

K

7&@'539)5

"

*=B76[M68>7

;E<:D>6<6;8D?V=68B7BAB>6F68B7=D>>6EEB:B8<>B

K

:BB7;E68=6G6<;:

J

BEEBF<7;8Ne9")#D8>Ne9"a)

!

D8><=B

GDF<B:6;7<D<6FBEEBF<7B

c

@B8FBCB:BbD??DV=68B8767

!

,B:GD,;@<<@

J

86DB

!

O?;7V=:

J

7D8<=BA6-8>6F6

!

9D>6[aDB"

;86DB9@G:D

!

-8>6

K

;SD<@:D?67

!

D8>#B:GB:68B&*=BGDF<B:6;7<D<6F<6<B:;EbD??DV=68B8767;8 Ne9")#D8>

Ne9"a)CD74$%X$(%3

!

C=;7BD8<6GDF<B:6D?DF<6H6<

J

CD7<=B7<:;8

K

B7<68<=B76[D8<6GDF<B:6D?V=68B7B<:D>6"

<6;8D?AB>6F68B7&bD??DF=68B8767D8>#B:GB:68B=D>76

K

86E6FD8<BEEBF<7;8:BHB:768

K

>:@

K

:B767<D8FB;ENe9")#

Ne9"a)

"

!

&

(&(4

&!

G@<<=B>6EEB:B8FBHD?@B;E68=6G6<6;8L;8B>6DAB<B:7GBE;:BD8>DE<B::BHB:768

K

CB:B?B77

<=D8.AA&$%+(935*%+

"

9D>6[aDB;86DB9@G:D

!

-8>6

K

;SD<@:D?67

!

bD??DV=68B8767

!

O?;7V=:

J

7D8<=BA6-8>6F6

!

,B:GD,;@<<@

J

86DB

!

D8>#B:GB:68BF;@?>68=6G6<Ne9")#D8>Ne9"a)68>6EEB:B8<>B

K

:BB7

!

68C=6F=bD??D

#

'0.

#

国际检验医学杂志
%($+

年
%

月第
.0

卷第
3

期
"

-8<PQDGNB>

!

OBG:@D:

J

%($+

!

R;?&.0

!

S;&3

!

基金项目"上海市卫生和计划生育委员会资助项目$

%($33((''

%'

""

作者简介"房华(男(副主任技师(主要从事微生物学研究'

""

本文引用格式"房华(汪瑞忠(张晓雪(等
&'

种中草药对多重耐药菌的抗菌活性及逆转耐药性作用的体外研究)

P

*

&

国际检验医学杂志(

%($+

(

.0

$

3

%!

.0'".00&



V=68B8767CD7<=BA;7<BEEBF<6HBD8<6GDF<B:6D?V=68B7BNB>6F68B&b

K

D??DF=68B8767D8>#B:GB:68BF;@?>:BHB:7B

>:@

K

:B767<D8FB;ENe9")#D8>Ne9"a)<;7;ABB[<B8<&

-'

/

A%&45

$

<:D>6<6;8D?V=68B7BAB>6F68B

%

"

A@?<6">:@

K

:B767<D8<GDF<B:6D

%

"

D8<6A6F:;G6D?DF<6H6<

J

%

"

>:@

K

:B767<D8<

%

"

:BHB:7B

""

随着广谱抗菌药在临床的广泛使用(多重耐药菌

不断出现(已成为临床感染治疗的难题'我国中医中

草药治疗疾病已有千年历史(不少中草药具有抗菌+

抑菌活性(可逆转细菌耐药性'为了研究中草药对多

种耐药菌的抗菌及逆转耐药性作用(本研究选取文献

)

$".

*中报道的对鲍曼不动杆菌与铜绿假单胞菌抑菌

作用较好的
'

种中草药(分别对多重耐药铜绿假单胞

菌$

Ne9"a)

%与多重耐药鲍曼不动杆菌$

Ne9")#

%

进行了体外抑菌及逆转细菌耐药性试验(现报道

如下'

B

"

材料与方法

B&B

"

实验菌株
"

%($3

年
4

月至
%($'

年
$%

月临床分

离鉴定菌株!

Ne9")#%(

株(其中来自痰液标本
$4

株(导管标本
.

株(血液标本
%

株&

Ne9"a)%(

株(痰

液标本
$$

株(伤口分泌物标本
3

株(尿液标本
.

株(

血液标本
$

株(导管标本
$

株'多重耐药判断参照文

献)

3

*的判断 标 准(标 准 菌 株 为 铜 绿 假 单 胞 菌

)*VV%/+4.

'

B&C

"

中草药水煎剂
"

赤芍+青黛+五倍子+野菊花+鱼

腥草购自养和堂药房(小檗碱粉剂购自中国药品生物

检定所(水解酪蛋白$

N",

%肉汤培养基购自上海伊华

公司(

Z[6>

药敏纸片购自北京普纳德科技有限公司'

B&D

"

方法
"

目前中草药抗菌实验和逆转细菌耐药性

实验尚无统一的标准操作规范'中草药抗菌实验采

用中草药抗菌实验试管法(逆转细菌耐药性实验采用

纸片扩散$

!"#

%法(分别参照参考文献)

4"'

*进行'

B&D&B

"

中草药原液的制备
"

分别称取赤芍+青黛+五

倍子+野菊花+鱼腥草+小檗碱粉剂
'

种中草药各
4(

K

(按
4

倍量加入蒸馏水浸泡(

3 ]

冰箱内放置
%3=

后(加热
$((].(A68

(过滤(将滤渣再加
4

倍水加热

$((].(A68

'将两次滤液混合加热浓缩至
4(AQ

(

生药含量为
$

K

"

AQ

&根据说明书将小檗碱配制成
$

K

"

AQ

&调节
I

,

值为
/&'

(离心后留取上清(进行高压

灭菌(

3]

冰箱保存备用'

B&D&C

"

药液的倍比稀释
"

取上述药液采用
%

倍稀释

法稀释(即取
/%

支无菌试管(每组
$%

支编号(每管加

$AQ

肉汤&取上述中草药原液(先在第
$

管加
$AQ

(

混匀后加入第
%

管中(以此类推(到第
$(

管吸出
$AQ

弃去(使
$

#

$(

管含有倍比稀释的药液即
$i%

+

$i3

+

$i+

+

$i$'

(

$i.%

+

$i'3

+

$i$%+

+

$i%4'

+

$i4$%

+

$i$(%3

'

B&D&D

"

加菌
"

抽取
Ne9")#

与
Ne9"a)

各
$(

株(

Ne9")#

组!除对多黏菌素
#

敏感(其余药物均耐

药&

Ne9"a)

组!对哌拉西林+头孢噻肟+环丙沙星+亚

胺培南+庆大霉素均耐药'复苏后(从
$+

#

%3=.4]

培养的血琼脂培养基上挑选几个菌落于生理盐水中(

调配至
(&4

麦氏浓度$

$&4^$(

+

VO_

"

AQ

%(稀释
.(

倍(向
%

倍稀释的
$

#

$$

支试管药液中加
$((

&

Q

菌悬

液(最终接种量为
4̂ $(

4

VO_

"

AQ

(第
$$

管为阳性对

照管(第
$%

管不加菌为阴性对照管'

B&D&E

"

中草药抗菌实验结果判读
"

.4]

孵育
$+

#

%3=

后观察(抑制检测菌肉眼可见生长的最低药物浓

度为测定药物对检测菌的最低抑菌浓度(阳性对照组

呈浑浊状(阴性对照管呈清晰状'为了排除中草药煎

剂本身颜色对结果判读影响(读取最低抑菌浓度时应

以第
$%

管不加菌液的药液为对照(在光亮处判读(这

样比对浓度变化(使结果更加准确'

B&D&F

"

逆转细菌耐药性实验
"

分别将
'

种中草药原

液配制成低于最低抑菌浓度的药液(挑取
Ne9"a)

与
Ne9")#

于各药液中(

.4]

培养
$+

#

%3=

后(使

用生理盐水离心洗涤配制成
(&4

麦氏浓度菌液(

N",

平板上用
!"#

法做药敏实验(同时做原菌株药敏实验

作为阴性对照'比较逆转前后抑菌圈直径变化'

B&E

"

统计学处理
"

采用
WaWW$/&(

软件进行数据处

理及统计分析(中草药抗菌效价取中位数(其他计量

资料采用
SjH

表示(比较方法采用
A

检验'

!

&

(&(4

为差异有统计学意义'

C

"

结
""

果

C&B

"

'

种中草药的抑菌作用
"

除小檗碱外(其余
4

种

中草药对
Ne9")#

与
Ne9"a)

有不同程度的抑菌

作用(抑菌作用由强到弱依次为五倍子+鱼腥草+野菊

花+赤芍+青黛+小檗碱(见表
$

'

表
$

""

'

种中草药对
%

种多重耐药菌作用对比

细菌
)

赤芍 青黛 五倍子 野菊花 鱼腥草 小檗碱

Ne9")# $( + % 4$% + $' %

Ne9"a) $( + 3 $(%3 $' .% %

""

注!表内数字代表抗菌效价中位数(以能抑制试验细菌生长的最高

稀释度为
N-V

(如
+

表示将
$((1

中草药提取原液稀释成
$i+

时(该

菌的
N-V

为
+

C&C

"

'

种中草药的逆转细菌耐药性作用
"

五倍子与

小檗碱对
Ne9")#

与
Ne9"a)

的敏感性在逆转前

后的抑菌圈直径均值比较(差异有统计学意义$

!

&

(&(4

%'但逆转前后抑菌圈直径均值的差值小于
.

AA

(

'

种中草药材对
Ne9")#

与
Ne9"a)

逆转细菌

#

/0.

#
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耐药性不明显'见表
%

+

.

'

表
%

""

'

种中草药对
$(

株
Ne9")#

逆转耐药性后药敏直径#

SjH

$

AA

%

抗菌药物 赤芍 青黛 五倍子! 野菊花 鱼腥草 小檗碱! 阴性对照

阿米卡星
'&.j(&3+ '&$j(&.% 0&(j(&'/ /&$j(&4/ '&/j(&3+ +&(j(&'/ '&+j(&'.

庆大霉素
'&$j(&.% '&$j(&.% /&(j(&3/ '&%j(&3% '&$j(&.% /&(j(&3/ '&%j(&3%

哌拉西林
'&$j(&.% '&%j(&3% /&$j(&3/ '&$j(&.% '&$j(&.% '&$j(&.% '&%j(&3%

头孢噻肟
'&$j(&.% '&$j(&.% +&.j(&3+ '&$j(&.% '&(j(&(( +&.j(&3+ '&$j(&.%

头孢吡肟
/&%j(&3% /&%j(&3% $(&$j(&4/ /&'j(&4% /&%j(&3% 0&%j(&3% /&/j(&3+

环丙沙星
'&(j(&(( '&(j(&(( '&(j(&(( '&(j(&(( '&(j(&(( '&(j(&(( '&(j(&((

亚胺培南
'&.j(&3+ '&%j(&3% /&%j(&3% '&$j(&.% '&$j(&.% +&$j(&.% '&%j(&3%

多黏菌素
# $3&3j(&/( $3&.j(&'/ $4&(j(&'/ $4&$j(&4/ $3&.j(&3+ $'&+j$&$% $4&(j(&'/

""

注!与阴性对照比较(

!

!

&

(&(4

表
.

""

'

种中草药对
$(

株
Ne9"a)

逆转耐药性后药敏直径#

SjH

$

AA

%

抗菌药物 赤芍 青黛 五倍子! 野菊花 鱼腥草 小檗碱! 阴性对照

阿米卡星
$3&3j$&/$ $3&3j(&0/ $'&3j$&(/ $4&%j(&0% $4&$j(&4+ $4&$j(&00 $4&$j(&+/

庆大霉素
+&$j(&4/ +&.j(&'/ 0&$j(&00 +&$j(&4/ +&%j(&/0 $(&$j(&00 /&0j(&4/

哌拉西林
0&.j%&%' 0&3j$&0( $(&+j$&+/ 0&.j$&+0 0&.j$&+0 $$&$j%&$+ 0&.j%&((

头孢噻肟
$$&%j%&.4 $$&.j$&.3 $%&+j$&/4 $$&.j%&$$ $$&.j$&04 $.&%j$&'0 $$&$j$&+4

头孢吡肟
$+&.j$&/( $+&%j$&'0 %$&%j%&%( $0&.j$&3% $+&3j$&0( $0&+j$&'0 $0&.j$&/(

环丙沙星
'&(j(&(( '&$j(&.% '&3j(&4% '&$j(&.% '&%j(&3% '&.j(&3+ '&%j(&3%

亚胺培南
'&$j(&.% '&$j(&.% +&$j(&++ '&$j(&.% '&$j(&.% +&.j(&3+ '&%j(&3%

多黏菌素
# %$&3j%&%/ %$&3j%&(/ %$&0j$&0$ %$&0j%&(% %$&.j$&/( %$&+j$&// %$&+j%&(3

""

注!与阴性对照比较(

!

!

&

(&(4

D

"

讨
""

论

自抗菌药物在临床应用以来(其在治疗病原菌感

染方面起到极其重要的作用(成为二十世纪微生物学

对人类的最大贡献之一'但随着抗菌药物的不合理

使用(耐药菌已经大量产生(多重耐药菌不断增加(甚

至出现泛耐药菌株)

/

*

(单一抗菌药物治疗往往以失败

而告终(尤其是泛耐药铜绿假单胞菌与鲍曼不动杆菌

需要亚胺培南与多黏菌素联合治疗)

+"0

*

'新药的研发

速度远跟不上细菌耐药的速度(加之很多抗菌药物有

很多不良反应(给临床抗感染治疗带来极大困难'

中草药抗菌作用有着悠久的历史(近年来的研究

已经表明(中草药的确有抗菌(延缓+消除细菌耐药性

的作用)

$("$%

*

'中草药的抗菌机制可以分为两类(一类

是通过各种途径直接对细菌进行抑制&第二类是通过

提高人体的免疫力来抗菌'目前对中草药提高人体

免疫力抗菌的这种间接方式研究较少(专注于中草药

直接抗菌作用的研究较多(也取得了许多成果'一种

抗菌+抑菌的中草药材中可能含有多种抑菌+抗菌的

活性成分(有多种抑菌+抗菌的作用靶点(细菌不易对

这样的单一中草药材产生抗药性突变)

$.

*

'某些中草

药的抑菌成分(可通过多种抑菌+抗菌途径起作用(也

具有多种作用靶点(如金建玲等)

$(

*发现小檗碱能与细

菌核酸结合(而产生抑制细菌
eS)

复制+

9S)

转录+

蛋白质翻译等作用(且其他研究还发现其能与细菌蛋

白质结合(并因此干扰多种酶的活性)

$3

*

(还能增加细

菌细胞膜的通透性)

$4

*

'近几年(中草药逆转耐药性的

机制作为中草药抗菌研究的一个新的领域悄然兴起(

近年来得到的一些成果也给医疗工作者带来了巨大

的想象空间(中草药可否改变即将面临无药可用的尴

尬局面呢, 本文就中草药对
Ne9")#

+

Ne9"a)

抑

菌与逆转细菌耐药性作用进行了探索研究'

铜绿假单胞菌与鲍曼不动杆菌为条件致病菌(是

医院内感染的两种主要病原菌)

$'"$/

*

(在抗菌药物广泛

使用情况下容易出现多重耐药菌株'常见抗菌药物

不能用于临床治疗的情况下(如何选择一些具有抗菌

作用的中草药成为一种潜在的可行性途径'本研究

的抑菌实验中(用
%

倍稀释法检测中草药单体对

Ne9")#

与
Ne9"a)

的抑菌作用(

'

种中草药对

Ne9")#

与
Ne9"a)

均有不同程度的抑菌作用(五

倍子对
Ne9")#

与
Ne9"a)

抑菌效价为
4$%

#

$(%3

(抑菌作用最强(抑菌作用由强到弱依次为五倍

子+鱼腥草+野菊花+赤芍+青黛+小檗碱'中草药煎煮

#
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提取物成分复杂(使用剂量也比较大)

$+

*

(单一中草药

口服后血药浓度可能达不到体外试验时最小抑菌浓

度'临床常用复方中草药制剂或中西药联合方式治

疗感染性疾病)

$0"%(

*

'但随着科学技术的进步(中草药

抗菌活性成分的研究将越来越充分(中草药抗菌活性

组分纯化技术的提高(以及对中草抗菌药活性成分的

抗菌效价的提高(必将使中草药在抗菌治疗方面得到

长足发展'本次实验结果也表明中草药可以作为后

抗菌药物时代一个新的选择(随着祖国医药日新月异

的发展(中医药将在抗多重耐药感染领域发挥重要

作用'

中草药能够逆转细菌耐药性的效果是明确的)

%$

*

(

如果能够使
Ne9")#

与
Ne9"a)

部分或全部恢复

对抗菌药物的敏感性(则对临床治疗多重耐药菌感染

具有重要意义'本实验通过中草药与多重耐药菌孵

育
.4]%3=

(观察孵育前后
!"#

法检测的抑菌圈直

径变化(结果显示五倍子与小檗碱对
Ne9")#

与

Ne9"a)

的敏感性在逆转前后的抑菌圈直径均值比

较(差异有统计学意义$

!

&

(&(4

%'但逆转前后抑菌

圈直径均值的差值小于
.AA

(

'

种中草药对
Ne9"

)#

与
Ne9"a)

的耐药性逆转不明显'该结果与王

洁等)

%%

*研究结论相似(说明细菌耐药性逆转率低'但

无论中草药抑菌与逆转细菌耐药性的体外试验结果

怎样(在体内及血清药理等方面值得进一步探讨'

综上所述(中草药研究已经成为人们关注的热

点(其现代化也已列入国家中长期发展规划'中草药

成为缓解和控制细菌耐药性难题的一条可行性途径(

在治疗多重耐药菌或泛耐药菌感染方面应该得到发

展)

%.

*

(这方面的研究应该得到关注(力争发扬祖国医

学(提升中草药在国际上的竞争力'
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论著!临床研究

直肠癌新辅助放化疗前后血清癌胚抗原与

糖类抗原
/%3

的变化及临床意义!

杨
"

平!魏建昌!张
"

通!陈华翠!曾山崎!曹
"

杰#

"广州医科大学附属广州市第一人民医院胃肠外科!广州
4$($+(

&

""

摘
"

要"目的
"

探讨直肠癌患者新辅助放化疗前后血清癌胚抗原"

VU)

&及糖类抗原
/%3

"

V)/%3

&水平的变

化及临床意义'方法
"

应用电化学发光法检测
.(

例直肠癌患者"研究组&新辅助放化疗前后血清
VU)

与

V)/%3

的水平!并与
.(

例健康人"对照组&作比较'结果
"

研究组新辅助放化疗前血清
VU)

(

V)/%3

水平明显

高于对照组!差异有统计学意义"

!

&

(&(4

&'新辅助放化疗
+

周后!完全缓解组及部分缓解组化疗后
VU)

(

V)/%3

水平均较化疗前明显减低!差异有统计学意义"

!

&

(&(4

&!降低程度明显高于稳定组!差异有统计学意义

"

!

&

(&(4

&%稳定组化疗后
VU)

(

V)/%3

较化疗前降低!差异有统计学意义"

!

&

(&(4

&%进展组化疗后
VU)

(

V)/%3

水平均较化疗前升高!差异有统计学意义"

!

&

(&(4

&%化疗前
VU)

(

V)/%3

水平呈正相关关系"

@2

(&+'%

!

!2(&(((

&'结论
"

直肠癌患者血清中
VU)

(

V)/%3

均高表达!两者与直肠癌的发生(发展密切相关!测

定直肠癌患者新辅助放化疗前后血清
VU)

(

V)/%3

水平的变化有助于临床判断新辅助放化疗疗效及肿瘤

进程'

关键词"直肠癌%

"

新辅助放化疗%

"

癌胚抗原%

"

糖类抗原
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相关研究报道(中国结直肠癌的发病率居所有恶

性肿瘤中的第四位(且与欧美发达国家相反(呈逐年

上升趋势)

$"%

*

'结直肠癌中直肠癌所占比例超过

4(1

(尤以中低位直肠癌多见(对于直肠癌的治疗目

前仍采用以手术切除为主的综合治疗)

."3

*

'近年来(

术前新辅助放化疗被越来越广泛地应用于中低位直

肠癌的辅助治疗中(并被写入-中国结直肠癌诊疗规

范$

%($4

版%.

)

4

*

'对新辅助放化疗进行及时有效的疗

效评价对于调整治疗方案及判断预后至关重要(传统

的影像学检查(如超声内镜+

V*

或
N9-

等能从形态

学评估疗效(准确率高(但费用昂贵(无法频繁应用(

选择合适的血液肿瘤标志物对消化道恶性肿瘤进行

动态监测具有重要意义'本研究选择血清癌胚抗原

$

VU)

%及糖类抗原
/%3

$

V)/%3

%作为研究指标(探讨

上述指标在直肠癌新辅助放化疗前后的变化及其与

新辅助放化疗疗效的相关性(为直肠癌新辅助放化疗

的疗效评估提供临床依据'

B

"

资料与方法

B&B

"

一般资料
"

选取
%($4

年
$

月至
%($'

年
$%

月收

治于广州市第一人民医院胃肠外科进行新辅助放化

疗的中低位直肠癌患者
.(

例纳入研究组(其中男
$+

例(女
$%

例(年龄
.4

#

/.

岁(平均$

4'&%.j$3&+'

%

岁&

+

#

期
%$

例(

+

V

期
0

例'新辅助放化疗患者$研

究组%纳入标准!$

$

%所有患者放化疗前均经过结肠镜

活检+病理活检证实为直肠癌&$

%

%术前分期为
+

期(

分期根据
%($(

年美国癌症联合委员会 $

)PVV

%结直

肠癌
I

*SN

分期系统进行)

'

*

(临床分期主要依据!肠

镜+超声肠镜及腹部增强
V*

或
N9-

扫描检查&$

.

%所

有患者的入选均经过由胃肠外科+肿瘤科+病理科及

影像科参加的多学科讨论研究(确认可选性+临床分

期及治疗策略(新辅助治疗的目的+方案+不良反应及

风险均告知患者及其家属(患者接受新辅助放化疗并

签署知情同意书&$

3

%治疗前患者卡氏功能状态评分

$

!aW

%

%

'(

分(预计生存期在
.

个月以上(无过敏体

质(化疗前心+肝+肾功能及血常规正常(近
$

个月内

未进行其他的抗肿瘤治疗&$

4

%均为中低位直肠癌初

治患者'对照组
.(

例(为本院体检中心健康体检合

格的健康人(其中男
$'

例(女
$3

例(年龄
.$

#

4%

岁'

%

组研究对象均排除心+脑+肝+肾+内分泌腺等重要脏

器疾病(肝肾功能检查正常'本研究经医院伦理委员

会讨论同意进行'

B&C

"

方法

B&C&B

"

新辅助放化疗方案
"

在取得患者知情同意的

情况下接受
gUQZg

方案化疗(即奥沙利铂
$.(A

K

"

A

%

(

$

次服用(仅用
$>

&卡培他滨$希罗达%

+4(

#

$(((

A

K

"

A

%

(每天
%

次(持续
$3>

&每
.

周重复(共
.

#

3

个

疗程'预防性使用减轻化疗不良反应的药物(如中枢

性止吐药+护肝药+增强机体免疫力药物'化疗后定

期复查血常规+肝功能+肾功能等生化常规检查(排除

肝肾功能损伤+骨髓抑制等严重化疗不良反应'盆腔

放疗剂量
34

#

4(b

J

"

%.

#

%4

次(放射野包括肿瘤或

者瘤床及
%

#

4FA

的安全边缘+骶前淋巴结+髂内淋

巴结'

*3

肿瘤侵犯前方结构时需照射髂外淋巴结(

肿瘤侵犯远端肛管时需照射腹股沟淋巴结'

B&C&C

"

标本检测
"

研究组患者分别于化疗前和化疗

.

个疗程$

0

周%后清晨采集空腹静脉血
4AQ

(对照组

仅采集
$

次空腹静脉血(按说明书操作流程采用电化

学发光法测定血清
VU)

+

V)/%3

水平'临床参考值

按说明书设定
V)/%3

'

'&0_

"

AQ

(

VU)

&

48

K

"

AQ

'

B&C&D

"

评定标准
"

化疗前后均检查血常规及肝肾功

能'根据世界卫生组织$

d,Z

%关于实体肿瘤化疗标

准评价疗效(分为完全缓解$

V9

%+部分缓解$

a9

%+稳

定$

SV

%+进展$

ae

%'临床有效组为
V9Ya9

患者(

临床无效组为
SVYae

患者'新辅助放化疗前后均

由两位具有丰富临床经验+副主任以上的肿瘤医师评

估肿瘤进程'

B&D

"

统计学处理
"

采用统计学软件
WaWW$'&(

进行

数据处理及统计学分析(呈正态分布的计量资料以

SjH

表示(

%

组间比较采用独立样本
A

检验(多组间比

较采用方差分析(多组间中的
%

组比较采用
W

检验及

等级相关分析'

!

&

(&(4

为差异有统计学意义'

C

"

结
""

果

C&B

"

研究组化疗前与对照组血清
VU)

+

V)/%3

水平

比较
"

研究组化疗前血清
VU)

+

V)/%3

水平明显高

于对照组(差异有统计学意义$

!

&

(&(4

%'见表
$

'

表
$

""

研究组化疗前与对照组血清
VU)

&

V)/%3

"""

水平比较#

SjH

%

组别
) VU)

$

&

K

"

AQ

%

V)/%3

$

_

"

AQ

%

研究组$化疗前%

.( 0&/$j$&$/

!

0&+0j$&.(

!

对照组
.( %&$+j(&.4 3&/$j(&4%

""

注!与对照组比较(

!

!

&

(&(4

C&C

"

研究组新辅助疗效与放化疗前后血清
VU)

+

V)/%3

水平的关系
"

研究组中各疗效组化疗前

VU)

+

V)/%3

水平比较(差异均无统计学意义$

!

%

(&(4

%'

V9Ya9

组化疗后
VU)

+

V)/%3

水平较化疗

前明显减低(差异有统计学意义$

!

&

(&(4

%(降低程度

明显高于
SV

组(差异有统计学意义$

!

&

(&(4

%'

SV

组化疗后
VU)

+

V)/%3

较化疗前降低(差异有统计学

意义$

!

&

(&(4

%'

ae

组化疗后
VU)

+

V)/%3

水平均

#

$(3

#

国际检验医学杂志
%($+

年
%

月第
.0

卷第
3

期
"

-8<PQDGNB>

!

OBG:@D:

J

%($+

!

R;?&.0

!

S;&3



较化疗前升高(差异有统计学意义$

!

&

(&(4

%'见

表
%

'

表
%

""

研究组新辅助疗效与放化疗前后血清
VU)

&

"""

V)/%3

水平的关系#

SjH

%

疗效组别
)

VU)

$

&

K

"

Q

%

化疗前 化疗后

V)/%3

$

_

"

Q

%

化疗前 化疗后

V9Ya9

组
%$ 0&+/j(&+% 4&3$j(&+0

!

0&+3j(&04 '&%.j$&(/

!

SV

组
/ 0&(4j$&(3 /&$3j$&%+

!

$(&(4j$&3% +&//j$&3(

!

ae

组
%$(&.4j.&%$$3&+'j4&$/

!

0&0(j.&4'$/&.%j/&%'

!

""

注!与化疗前比较(

!

!

&

(&(4

C&D

"

VU)

与
V)/%3

水平之间的关系
"

化疗前
VU)

与
V)/%3

之间呈显著正相关$

@2(&+'%

(

!2(&(((

%'

化疗后两者之间无显著相关$

@2(&('/

(

!2(&/.3

%'

D

"

讨
""

论

""

近几年来(随着人民生活水平的提高和饮食习惯

的改变(结直肠癌的发病率呈上升趋势'据
%($.

年

肿瘤登记年报报道(我国结直肠癌发病率已跃居恶性

肿瘤发病率的第
3

位(病死率居第
4

位)

/"+

*

(且中低位

直肠癌所占比例高达
4(1

以上'目前直肠癌治疗的

主要方法是外科手术治疗(随着综合治疗理念的提出

和强化(规范化治疗的推广(术前新辅助放化疗联合

根治性手术已成为了中低位直肠癌的标准治疗

模式)

0"$(

*

'

新辅助放化疗在临床开展已有相当长的一段时

间(

%(1

左右的患者能获得病理完全缓解$

I

V9

%(预

后较好)

$$

*

'但新辅助放化疗也存在潜在的风险(目前

尚不能在化疗前有效地预测化疗药物的敏感性(部分

对化疗不敏感的患者(化疗可能不但无法使肿瘤缩小

降期(相反还可能导致肿瘤患者病情进展(延误最佳

手术时机'因此在直肠癌新辅助化疗过程中需严密

监测肿瘤变化(选择最合适的时机终止化疗进行手术

治疗(目前临床上可供判定新辅助放化疗效果的指标

不多(常用的指标包括!临床体征+血液生化指标和影

像学指标)

$%

*

'临床体征检查主要通过直肠指检检查

肿瘤大小+活动度等(主观性较强&影像学检查如超声

内镜+

V*

或
N9-

等预测的准确率为
.(1

#

'(1

)

$.

*

(

但受限于费用高(导致无法频繁使用'因此(探讨血

液肿瘤标志物对于直肠癌新辅助放化疗后的疗效评

价正成为目前研究的热点'

VU)

是一种酸性糖蛋白(属于肿瘤相关抗原(作

为一种经典的肿瘤标志物(其在大多数肿瘤疾病(尤

其是结直肠癌+乳腺癌和肺癌中明显升高(在肿瘤患

者中
VU)

可能参与了肿瘤细胞对机体免疫清除的逃

避)

$3

*

'

V)/%3

为一种糖类抗原(已知在消化道肿瘤

患者血清中可特异性升高(

+41

#

041

存在于胃+结

直肠及卵巢肿瘤中(对原发性结直肠癌的提示具有较

高临床价值(可作为直肠癌疗效判断(以及病情发展

监测和预后估计的依据)

$4

*

'

本研究结果显示(直肠癌患者新辅助放化疗前血

清中
VU)

+

V)/%3

的水平明显高于健康人(差异有统

计学意义$

!

&

(&(4

%'尽管新辅助放化疗血清中

VU)

+

V)/%3

的水平较化疗前有所降低(但仍明显高

于对照组(差异有统计学意义$

!

&

(&(4

%(说明
VU)

+

V)/%3

作为肿瘤标志物(在早期诊断结直肠癌的过程

中起到提示作用'本研究显示(

V9Ya9

组化疗后

VU)

+

V)/%3

水平均较化疗前明显降低(差异有统计

学意义$

!

&

(&(4

%(降低程度均明显高于
SV

组(差异

有统计学意义$

!

&

(&(4

%'

SV

组化疗后
VU)

+

V)/%3

较化疗前降低(差异有统计学意义 $

!

&

(&(4

%(表明化疗药物可有效地抑制肿瘤细胞增殖+诱

导肿瘤细胞凋亡(从而使其表达
VU)

+

V)/%3

能力下

降(也可使肿瘤的发展受到一定的抑制(达到一定的

抑瘤效果)

$'

*

'反之(若化疗药物未能起有效作用(则

血清中
VU)

+

V)/%3

不会降低(这从
ae

组可以得出

相应的结果'本研究结果还发现(化疗前
VU)

+

V)/%3

水平均高表达(且二者呈正相关$

!

&

(&(4

%(

化疗后
V9Ya9

组
VU)

+

V)/%3

水平下降程度明显

高于
SV

组(故可以推测(在临床中检查
VU)

+

V)/%3

水平有助于判断和评价直肠癌患者新辅助放化疗效

果及预后情况'

综上所述(

VU)

+

V)/%3

是判断新辅助放化疗治

疗疗效的有效生物学指标(检查直肠癌患者血清中

VU)

+

V)/%3

的表达量有助于判断临床肿瘤进程(新

辅助放化疗前后
VU)

+

V)/%3

水平的变化能够反映

化疗近期疗效'
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