
孵育#链霉亲和素与生物素结合$将未结合上的酶标链霉亲和

素冲洗干净$当再加入
12K*

&

W1!

酶作用底物并孵育后#碱

性磷酸酶发生特定的酶显色反应#试剂出现沉淀$颜色深浅与

血清中
=K

R

0

抗体含量呈正比$待试剂条干燥后#

223

相机照

相#读取检测结果$本软件是免疫印迹数字成像分析系统发展

而来#通过
223

照相#软件评估条带颜色的深浅$方法是通过

计算显色条带的面积积分并与内环准曲线对比-以草花粉为标

准.#对之进行分级#分级与
K

R

0

是
K̂

&

IH

浓度相对应#分析中

曲线均为平滑处理#排除干扰#敏筛过敏源检测系统采用免疫

印迹方法#定量检测人血清中过敏源特异性
K

R

0

抗体$对临床

分析结果提供了极大的帮助$

过敏性皮肤病是由各型变态反应所致疾病#临床上大多数

过敏性疾病是过敏源诱发的特异性
K

R

0

介导的
&

型变态反应#

检测特异性
K

R

0

可以确诊过敏源$由于居住环境的恶化#目前

我国患过敏性皮肤病的人数有所增长#所以在平时生活中一定

要增强自身免疫力)

"

*

$

7#'

例过敏性皮肤病患者中#实验室检

测出血清中总
K

R

0

阳性
&'9

例!

%&$&c

"#其中对
"

种过敏源显

示阳性#

"'#

例!

&&$"c

"对两种和两种以上过敏源显示阳性$

表
"

结果显示#大多数患者已被过敏源致敏)

#/&

*

$

7#'

例患者

中#血清总
K

R

0

检测阳性而过敏源特异性
K

R

0

阴性占
(#

例

!

"#$7c

"#主要原因为血清总
K

R

0

的检测一直被作为过筛实验

而广泛应用于变态反应的诊断$然而#除变态反应疾病之外#

种族%性别%年龄%寄生虫感染和季节性等许多因素都可对血清

总
K

R

0

水平有所影响$另外#

#'c

!

&'c

的变态反应患者血清

总
K

R

0

水平可以正常#甚至低于正常水平#况且总
K

R

0

无特异

性#因为决定机体对某种抗原起反应的并非是总
K

R

0

#而是与

该变应原相对应的特异性
K

R

0

$所以#单纯依靠血清总
K

R

0

的

检测来判断患者的过敏状态是不准确的#更不能说明对哪种过

敏源过敏#但
=K

R

0

可作为评估特异性免疫治疗疗效的指标$

另外#还有患者过敏性症状明显#血清中总
K

R

0

和过敏源特异

性
K

R

0

检测均为阴性#占
"#

例!

#$8c

"#说明本实验检测
=K

R

0

#

只有
K

R

0

介导的过敏反应本组才适用$由另外
&

个类型的变

态反应所致的过敏性疾病本组不适用#这时就会出现阴性结

果$如果患者处于疾病高峰期!

K

R

0

耗竭期"#亦可出现假阴性

结果$还有血清中总
K

R

0

为阴性而过敏源特异性
K

R

0

为阳性#

占
79

例!

""$7c

"#主要原因是总
K

R

0

是指血清中所有
K

R

0

的

总和#包括在检的所有
=K

R

0

和非在检的
K

R

0

#两者检测的阈值

不一样#每种
=K

R

0

占总
K

R

0

的比例很低#故出现
=K

R

0

阳性并

不一定总
K

R

0

也阳性$本组结果可以说明#

,EB<Q<==

敏筛过

敏源免疫印迹法实验采用免疫学确认技术+++免疫印迹技术#

抗原非共价吸附于硝化纤维素膜#采用机器自动划线技术#可

靠性高#特异性好#敏感度高$同时#融合了生物素
/

链霉亲和

素放大技术#这一免疫酶技术中的放大系统#大大提高了反应

的敏感度和特异性#可以进行极微量的抗原检测#灵敏%快速#

结果高度准确%可靠$因此#对过敏性皮肤病患者的诊断有重

要价值$
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!检验技术与方法!

肿瘤标志物检测在恶性肿瘤诊断中的应用

谢跃文!王
!

强!夏
!

洁

"湖北省武汉市普仁医院检验科
!

7&''9"

$

!!

摘
!

要"目的
!

了解肿瘤标志物检测对恶性肿瘤的诊断价值%方法
!

收集经病理诊断为恶性肿瘤的患者!对术前肿瘤标志物

检测结果进行回顾性分析%结果
!

检测
"%8

例各类恶性肿瘤患者的肿瘤标志物!其中
%#

例检测结果正常!占总例数的
7'$#c

!

"'%

例至少
"

项异常!占
(8$9c

#

"%8

例恶性肿瘤患者共检测肿瘤标志物
(:(

项!其中异常
"(&

项!异常率
#%$"c

%结论
!

肿瘤标

志物在肿瘤的早期发现'诊断'高危人群筛查'良恶性肿瘤鉴别等方面有一定的临床应用价值!但检测阳性率低!组织特异性较差!

只能用于恶性肿瘤辅助诊断!不能作为恶性肿瘤诊断的首选指标%

关键词"肿瘤#

!

诊断#

!

肿瘤标志物#

!

联合检测

!"#

(

"'$&8:8

&

;

$<==>$":%&/7"&'$#'""$'"$'(7

文献标识码"

+

文章编号"

":%&/7"&'

"

#'""

$

'"/'"'%/'&

!!

肿瘤标志物!

!,

"检测随着其在肿瘤诊治方面的重要作

用被公认且受到临床的高度重视$但由于目前
!,

检测的阳

性率和特异性不高#具体应用范围仍存有争议#其应用也有待

统一和规范)

"

*

$为研究
!,

检测对恶性肿瘤的诊断价值及在

临床中的应用现状#现对恶性肿瘤患者的
!,

进行回顾性研

究#并报道如下$

A

!

资料与方法

A$A

!

一般资料
!

#''8

年经本院病理科确诊的恶性肿瘤患者

"%8

例#其中男
9:

例#女
8&

例#年龄
&8

!

9#

岁$

!,

检测结果

为患者术前
"

周内的检测结果$

A$B

!

方法与仪器
!

!,

检测项目主要为癌胚抗原!

20+

"%甲

胎蛋白!

+V*

"%

%

#

/

微球蛋白!

%

#

/,f

"%糖类抗原
2+"8/8

#

2+"#(

%

2+"(/&

%

2+%#/7

%神经元特异性烯醇化酶!

W)0

"%细胞

角蛋白!

2

C

FPL#"/"

"%总前列腺特异性抗原!

!*)+

"等$具体

检测项目遵医嘱执行#采用罗氏
0GE-=

C

=#'"'

电化学发光仪及

原厂进口试剂进行检测$

B

!

结
!!

果

"%8

例患者根据病理诊断分为
"#

组#各组
!,

检测具体

,

%'"

,

国际检验医学杂志
#'""

年
"

月第
&#

卷第
"

期
!

K>@_HL.,EB

!

_L>ALP

C

#'""

!

?̀G$&#

!

W?$"



情况见表
"

$

表
"

!!

"%8

例恶性肿瘤患者
!,

检测情况

组别!

*

"

20+

+

!

1

"

+V*

+

!

1

"

2+"#(

+

!

1

"

2+"(/&

+

!

1

"

2+"8/8

+

!

1

"

W)0

+

!

1

"

2+%#/7

+

!

1

"

2

C

FPL#"/"

+

!

1

"

*)+

+

!

1

"

%

#

/,f

+

!

1

"

肠癌!

79

"

79

!

#'

"

#9

!

#

"

#

!

'

"

6 7:

!

"7

"

6 6 6 #

!

#

"

"#:

!

&9

"

胃癌!

&#

"

&#

!

"7

"

#7

!

(

"

:

!

'

"

#

!

'

"

&#

!

"&

"

&

!

'

"

&

!

"

"

6 (

!

'

"

"'%

!

&&

"

乳腺癌!

#9

"

#:

!

7

"

"'

!

'

"

7

!

'

"

#9

!

"&

"

7

!

'

"

6 6 6 #

!

'

"

%7

!

"%

"

子宫癌!

"9

"

"9

!

'

"

"&

!

'

"

":

!

:

"

"&

!

&

"

6 6 6 6 %

!

&

"

:%

!

"#

"

卵巢癌!

"'

"

"'

!

#

"

9

!

'

"

"'

!

9

"

(

!

'

"

9

!

7

"

6 6 6 #

!

#

"

7&

!

":

"

膀胱癌!

(

"

#

!

"

"

"

!

'

"

"

!

"

"

6 "

!

'

"

6 6 6 7

!

'

"

8

!

#

"

食道癌!

9

"

9

!

'

"

:

!

'

"

6 6 9

!

'

"

9

!

'

"

6 6 :

!

&

"

&:

!

&

"

前列腺癌!

&

"

#

!

'

"

#

!

'

"

6 #

!

'

"

"

!

'

"

6 6 &

!

&

"

"

!

'

"

""

!

&

"

转移癌!

9

"

:

!

#

"

:

!

'

"

&

!

#

"

&

!

"

"

:

!

"

"

&

!

'

"

6 "

!

'

"

&

!

'

"

&"

!

:

"

喉癌!

&

"

&

!

"

"

#

!

'

"

6 6 &

!

'

"

6 6 6 6 9

!

"

"

肺癌!

9

"

9

!

:

"

7

!

'

"

7

!

'

"

6 9

!

"

"

6 7

!

"

"

6 7

!

#

"

&#

!

"'

"

肝癌!

9

"

:

!

#

"

9

!

:

"

6 6 :

!

7

"

6 6 #

!

'

"

#

!

'

"

#7

!

"#

"

检测总数
""#

!

"&

"

7:

!

"%

"

&9

!

"7

"

"#8

!

&8

"

#&

!

"

"

&

!

"

"

7

!

"

"

"'

!

&

"

&7

!

"#

"

(:(

!

"(&

"

!!

注(表中
+

表示
!,

实际检测例数'

1

表示结果异常例数'

2

表示结果至少
"

项异常的患者例数$/

6

0表示无数据$

C

!

讨
!!

论

!,

检测由于简便%创伤小#对无症状肿瘤的早期发现能

提供十分有用的信息$目前许多医院尝试在高龄%高危人群中

通过
!,

检测来发现早期恶性肿瘤#其价值仍在进一步探讨$

本组
"%8

例患者均为临床已获得足够证据怀疑患者可能患有

某脏器肿瘤#而在术前进行有针对性的
!,

检测$表
"

数据显

示#一般
!,

检测选择以
20+

%

+V*

%

2+"8/8

为主#部分有针

对性地加检
2+"(/&

%

2+"#(

%

*)+

等项目$

"%8

例患者中#

%#

例患者
!,

检测均正常#占
7'$#c

#至少
"

项
!,

异常者共

"'%

例#占
(8$9c

$

"%8

例患者共检测
!,(:(

项#结果异常

"(&

项#异常百分率
#%$"c

#其中肝癌
!,

检测异常率最高#为

('$'c

#食道癌最低#仅
9$&c

#说明
!,

检测在恶性肿瘤的诊

断%良恶性肿瘤鉴别等方面有一定的临床价值#但同时也表明

仅根据检验结果来诊断恶性肿瘤不是完全可取的#会造成相当

大一部分患者漏诊$

"'%

例检查结果异常的标本#部分
!,

升

高不明显#检测值低于参考值上限增加值的
#(c

#个别
!,

检

测结果极高#应该与患者的病情严重程度有关$

20+

%

+V*

%

2+"8/8

使用率最高#异常率分别为
&'$%c

%

""$:c

%

&'$#c

$

W)0

异常率最低#为
7$&c

#

+V*

次之$异常率与许多文献报

道有差距的原因主要可能与
!,

选择有关$一般认为#

20+

在结直肠癌%胃肠道癌%胰腺癌%肺癌%乳癌等有较高的检出率#

但本组
20+

除在肺癌%胃癌%肠癌有
%($(c

%

7&$9c

%

7"$%c

的检出率外#在其他类型恶性肿瘤中检出率较低#子宫癌检测

"9

例#无
"

例异常$

+V*

在肝癌中检出率为
%($'c

#但除肝

癌%肠癌%胃癌外#其他脏器恶性肿瘤未检出异常$

2+"8/8

在

胃肠道癌%胰腺癌%肝癌等方面有较高的异常率#本组肝癌%胃

癌和肠癌
2+"8/8

检出率分别为
::$%c

%

7'$:c

和
&'$7c

$

2+"#(

是上皮性卵巢癌和子宫内膜癌较好的标志物#多用于

卵巢癌的诊断和疗效观察)

#

*

$本组卵巢癌检出率达
9'$'c

#

子宫癌异常率
&%$(c

$

2+"(/&

是一种乳腺癌相关抗原#对乳

腺癌的诊断和术后随访有一定的价值#但
2+"(/&

在乳腺癌初

期敏感性较低#本组乳腺癌
2+"(/&

约
7:$'c

呈阳性$

W)0

和

2

C

FPL#"/"

主要用于肺癌检测#对其他恶性肿瘤意义不大$

*)+

是为数不多的器官特异性
!,

检测#本组共检测
"'

例#

仅在前列腺癌中检出异常#

&

例前列腺癌检测结果均明显升

高#检测值超出参考值
"(

倍以上#

V*)+

&

!*)+

&

'$"

#说明

*)+

对前列腺癌有较好的特异性#与其他肿瘤关联性不大)

&

*

$

但
*)+

在不同年龄人群中#浓度水平高低不一#低浓度升高与

良性前列腺增生有重叠#如果根据
V*)+

&

!*)+

比值#结合直

肠指诊和经直肠超声检查诊断前列腺癌会更准确)

"/7

*

$

%

#

/,f

检出率为
&($&c

#但
%

#

/,f

增高主要见于肾小球滤过功能受

损而引起的肾病#对恶性肿瘤意义不大$

目前#

!,

检测除
*)+

有相对较好的特异性外#其他
!,

无严格的组织器官特异性#部分
!,

浓度受许多因素影响或

在健康人群中也升高#因而在恶性肿瘤诊断和鉴别诊断中的应

用价值受到一定限制#但
!,

检测在某些恶性肿瘤相对较高

的检出率以及多种
!,

联合检测与超声%病理%影像等手段结

合#能大大提高恶性肿瘤的诊断率#尤其
!,

在恶性肿瘤的疗

效观察%复发与转移预测等方面所公认的价值#

!,

检测尤其

是多项联合检测越来越为临床所推崇$然而
!,

检测种类繁

多#检测成本相对较高#如何联合检测提高恶性肿瘤诊断率#有

效利用医疗资源却又不过度增加患者负担#是一项值得进一步

探讨的问题#相信随着生物高科技的快速发展#今后会发现更

多%更特异的
!,

检测#造福于广大肿瘤患者$
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要"目的
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金黄色葡萄球菌耐药株扩增
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基因!构建原核表达载体
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)X8('/,
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质粒!并在大肠杆菌中表达%方法

按金黄色葡萄球菌多重耐药转运蛋白
,
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P+

的编码序列设计引物!以金黄色葡萄球菌基因组
3W+

为模板!扩增出基因
I
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P+

中

约
777-3W+

片段!将所得片段与
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)X8('/,
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PL

载体连接!转化到感受态
1H/#"

筛选到阳性克隆%结果
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从阳性克隆中提取质

粒!质粒测序结果与文献报道一致!成功筛选到阳性克隆%结论
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本实验成功构建
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温敏穿梭载体!为下一步研究
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的

耐药性提供方便'廉价'特异性的研究工具%
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近年来#临床革兰阳性菌的感染呈上升趋势#其中金黄色

葡萄球菌感染占很大比例#而金黄色葡萄球菌的耐药性也越来

越普遍#特别是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌!

,O)+

"几乎对所

有抗生素均耐药#给治疗带来很大困难$金黄色葡萄球菌的耐

药机制至少有
&

个方面(!

"

"编码
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旋转酶
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亚基和拓扑

异构酶
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亚基基因!
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和
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"的突变'!
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旋转酶
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亚基!
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"的突变'!
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"编码
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蛋白的基因!
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"的超

水平表达)
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*

$近来的研究中又发现
"

种新的与金黄色葡萄球

菌多药耐药性有关的基因
I
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P+

#它可从多个途径对耐药性进

行调节$
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基因及其编码蛋白
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基因结构的
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基

因位于金黄色葡萄球菌染色体中#包含
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的碱基对#编码

"7%

个氨基酸的
,
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P+

蛋白$研究发现#

I
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高表达时#细胞

壁合成蛋白
J

.

J

7

基因的表达受影响#

J

.

J

7

被认为参与细胞壁

的合成#影响肽聚糖的二级结构#与细菌的耐药性相关)

&

*

$连

建奇等)

7

*用高效液相分析表明#

I

R

P+

基因敲除株细菌细胞壁

的交联度明显降低#

J

.

J

7

的
IOW+

的量明显增加#因此#推测

I

R

P+

基因可能调控细胞壁合成基因$另外#

I

R

P+

高表达时

还可上调
)$LAPEA=

荚膜多糖
9

%核酸酶的转录#抑制蛋白
+

%

+

毒素%脂肪酶%蛋白酶等的转录#因此认为
I

R

P+

基因是一个多

功能调节基因$
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"菌株购自
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公司#耐药
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临床株由湖南省人民医院临床医学研究所分子生物学实

验室馈赠#
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%琼脂

糖凝胶
3W+

回收试剂盒购自
!LSLPL

公司$
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磷酸氢二钠$
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测序
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挑取的阳性克隆质粒
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#质粒测

序送往
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上海公司$
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软件设计合成引物#引物序列为
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"重

组
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载体构建(以获得耐药
)$LAPEA=

临床株经
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培

养基培养后#为进行
*2O

扩增#扩增体系取约
#

#
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耐药
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#
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#
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混合#
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#
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高保真热启动
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酶#加双蒸水补齐
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仪器扩增#条件为(
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'
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#

(9i"$8=

#

%#i"'=

#

&(

个循环'
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$实验结束后#经琼脂糖凝胶电泳观察
*2O

产物#并回收

目的片段$将获得的
I
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片段和
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)X8('

分别进行
*=@K

%

1LIZK

双酶切#回收酶切片段并用
!7

连接酶进行连接反应$

将连接产物转化#过夜培养后挑取阳性菌落进行鉴定#最后将

鉴定结果为阳性的样本送测序$!

&

"转化喹诺酮类药物敏感的

)$LAPEA=

临床株(通过电穿孔温敏穿梭质粒
J

)X8('

电转化重

组
J

)X8('

载体到喹诺酮类药物敏感的
)$LAPEA=

临床株$脉

冲电压为
#''`

'时间常数为
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'次数为
:

次$

B

!

结
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果
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!

金黄色葡萄球菌耐药株经
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特异性引物
*2O

扩增

后#扩增产物经
'$(c

琼脂糖凝胶电泳#结果显示片段长度约

(''.

J

$选择扩增最亮的
&

号片段#经重组连接
J

)X8('

载体

后#再将测序鉴定质粒扩增后构建原核表达载体#再转化采用

带四环素抗性基因的
J

)X8('

载体#第
#

天挑取阳性克隆$将

挑取的阳性克隆扩增培养#并提取质粒进行酶切鉴定#质粒扩

增后测序$
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质粒到
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和喹诺酮类

药物敏感
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临床株中#在
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含
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四环素的

平板上培养#同时转化空质粒作为对照$挑取阳性克隆进行细

菌扩增#酶切鉴定的阳性克隆测序$
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电转化重组
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质粒到喹诺酮类药物敏感
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的表达检测显示#敏感株金黄色葡萄球菌转
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P+

经特异性引

物
*2O

扩增后#扩增产物经
'$(c

琼脂糖凝胶电泳#结果显示

片段长度约
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#表明经电转
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金黄色葡萄球菌敏感株
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表达明显增强$
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