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改良安瓿
A)̀

糖醇管贮存期观察
"

将以上各种安瓿
A)̀

糖醇管贮存于室温环境下!分别在
&2(

&

!

&

!2(

&

'

年观察!

A)̀

糖醇管无干燥&变色&细菌污染等现象%接种相应质控菌株!试

验结果与初始配制时结果相同%

A

"

讨
""

论

近年来!随着各种先进的诊疗技术及抗生素的应用!非发

酵革兰阴性杆菌感染发生率明显增加!其耐药问题引起广泛关

注-

*)%

.

%从临床标本中分离这些细菌并无困难!但对它们的准

确鉴定远比肠杆菌科细菌难度大的多%对各种
A)̀

糖醇的利

用试验仍是手工法鉴定非发酵菌的主要鉴定方法之一%传统

法用溴麝香草酚蓝作指示剂!双管试验!其中一管要加液体石

蜡!方法繁琐!阳性结果有时呈黄绿色!与本色绿色不易区别!

难以判断!同时还需冰箱保存!占位大且保存期短!试剂成本

高%改用安德烈作指示剂!单支高管!不加液体石蜡!方法简

单!颜色反应明显稳定!结果容易判定!但常量试管法仍然存在

成本高&冰箱保存!不仅占位大而且保存期短的问题%将常量

试管法研制成改良安瓿法!不仅体积小!试剂用量少!节约成

本!而且安瓿管完全密封!可长期室温保存%通过对
$%*

株非

发酵菌进行对比试验!两法颜色反应一致!结果完全相同!而且

改良法比另两种方法都具有优越性!适合于采用手工法鉴定非

发酵菌的各级医疗机构&科研院所使用%
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!检验技术与方法!

不同溶血方法对葡萄糖
)#)

磷酸脱氢酶活性影响的研究

贾璋林!

"杨发达!

"谢煜楠!

"孙
"

威!

"梁睿熙'

!

!2

广州中医药大学附属南海妇产儿童医院检验科"广东佛山
('%'&&

,

'2

海南医学院检验系"海口
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摘
"

要"目的
"

探讨溶血方式对葡萄糖
)#)

磷酸脱氢酶!

U#XS

#活性的影响%方法
"

采用不同溶血方式处理标本后立即上机

测定
U#XS

活性"并每隔
!&51-

测定
!

次"共测定
(

次"计算在放置过程中
U#XS

活性的下降率"并进行统计分析%结果
"

U#XS

活性下降率与皂素$十六烷基三甲基溴化铵的浓度呈正相关"皂素的最低溶血浓度为
&2&'8

"十六烷基三甲基溴化铵为
&2&&#8

,

&2&$8

皂素
)YXS7

$

&2&'8

皂素
)YXS7

$

&2&$8

皂素
)

生理盐水$纯净水$

&2&&#8

十六烷基三甲基溴化铵
)YXS7

$

&2&&#8

十六烷基

三甲基溴化铵
)

生理盐水$冻溶
)YXS7

$试剂盒配套溶血剂共
%

种溶血方式
U#XS

活性下降率分别为
#2'8

$

'2"8

$

%2#%8

$

"2"68

$

(2"8

$

%2"$8

$

$2*#8

$

!&2(%

%结论
"

&2&'8

皂素
)YXS7

$冻溶
)YXS7'

种溶血方式能较好地维持
U#XS

活性"建议测定

U#XS

活性时采用这
'

种溶血方式

关键词"溶血,

"

葡萄糖
)#)

磷酸脱氢酶活性,

"

放置时间
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葡萄糖
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磷酸脱氢酶*
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!

U#XS

,缺乏症是人类最常见的伴性遗传疾病-

!

.

%目前用

于
U#XS

活性检测的方法主要包括'高铁血红蛋白还原法&亚

硝基四氮唑蓝法&荧光斑点法&

U#XS

(

#XUS

比值法&酶动力学

法-

'

.

%后
$

种方法均需制备溶血液才能进行测定%但是在标

本制成溶血液后!

U#XS

活性随时间的延长而呈明显的下降趋

势!从而可能导致假阳性结果的出现%因而探索溶血液中

U#XS

活性不稳定的原因!改良溶血剂的配方及溶血方法!提

高酶在溶血液中的稳定性!是
U#XS

测定方法学改进中值得研

究的问题%

?

"

资料与方法

?2?

"

标本来源
"

本院门诊及住院受检验者的
7YS

抗凝血

标本%

?2@

"

仪器及试剂
"

日立
*&#&

生化分析仪!漩涡混合器&离心

机&冰箱&分析天平%

7YS

血液保存液'葡萄糖
!62*

.

(

9

!柠檬

酸钠
!$2'

.

(

9

!柠檬酸
626

.

(

9

!

O

C(2&$

+

YXS7

血液保养液'

葡萄糖
'(2(

.

(

9

!柠檬酸钠
'#2$

.

(

9

!柠檬酸
$2'*

.

(

9

!磷酸

氢二钠
'2''

.

(

9

腺嘌呤
!*$5

.

(

9

!

O

C(2#$

+柠檬酸钠溶液

*

$!2$

.

(

9

,+皂素
)

生理盐水溶液*

!

.

(

!&&59

,+十六烷基三甲

基溴化铵
)

生理盐水溶液*

!

.

(

!&&59

,+

U#XS

测定试剂盒由广

州科方生产%

?2A

"

方法
"

*

!

,冰冻溶血试验'随机抽取
!&

份
7YS

抗凝标

本!

$&&&>

(

51-

离心
(51-

!吸取管底的压积红细胞
!&

#

9

进

行试验!每个标本取样
$

次!分
"

加在
7

&

V

&

Y$

个样品杯中!

分成
7

&

V

&

Y$

组进行试验!分别放入
]!'c

&

!(c

&

]'(c

冰

箱中!每隔
(51-

迅速从每组的冻室中取出
!

个样品!加入生

理盐水
(&&

#

9

!混匀后观察溶血情癋!以外观液体清亮!无任

何混浊!显微镜下无红细胞或红细胞影为完全溶血%冰冻溶血

试验每天
!

次!重复
$H

%*

'

,溶血剂最低溶血浓度试验'取小

细胞低色素红细胞标本
!&

份!随机分成
7

&

V'

组!每组
(

份!

经
$&&&>

(

51-

离心
(51-

!吸取管底的压积红细胞
!&

#

9

进行

试验!每个标本取样
%

次!分
"

加入
%

个样品管中!

7

组
!

!

%

号

)

'*$

)

国际检验医学杂志
'&!!

年
$

月第
$'

卷第
$

期
"
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管中分别加入
%

个不同浓度的皂素
)

生理盐水溶液!

V

组
!

!

%

号管中分别加入
%

个不同浓度的十六烷基三甲基溴化胺
)

生理

盐水溶液!混匀!观察各管的溶血情况+用皂素
)YXS7

血液保

存液&十六烷基三甲基溴化胺
)YXS7

血液保存液按上面的方

法进行溶血试验+*

$

,

U#XS

活性及活性浓度测定'严格按试剂

盒说明书进行测定%*

6

,溶血剂浓度对
U#XS

活性影响的试

验'将样品管分为
7

&

V'

组!每组
%

个!取同一标本分别吸取

BVY!&

#

9

!加入
7

&

V'

组的样品管中!用不同浓度的皂素
)

YXS7

&十六烷基三甲基溴化胺
)YXS7

制备溶血液!立即测定

U#XS

活性%同法测定
$&

份标本%*

(

,标本稀释液对冰冻溶

血标本酶活性的影响试验'分别取
BVY!&

#

9

!加入
*

个样品

管中!

]'(c

冰箱放置
'&51-

!取出后分别加入不同的稀释

液!混匀!制备成溶血液!立即上机测定!每间隔
!&51-

测定
!

次!共测定
(

次+用不同的标本&同样的方法重复进行
$

次试

验%*

#

,不同溶血剂对
U#XS

活性影响的试验'分别用试剂盒

内的溶解液&纯化水&皂素
)

生理盐水&皂素
)YXS7

&十六烷基三

甲基溴化胺
)YXS7

&十六烷基三甲基溴化胺
)

生理盐水溶解标

本!立即上机测定!每间隔
!&51-

测定
!

次!共测定
(

次!记录

结果%用不同的标本&同样的方法重复进行
$

次试验%

?2C

"

统计学处理
"

试验数据采用
:X::

统计学软件处理!组

间比较采用
<

检验%

@

"

结
""

果

@2?

"

冰冻溶血试验结果
"

在
]'(c

条件下!

!(51-

可完全溶

血!另外
'

种温度下的溶血时间不具有实用性%

@2@

"

溶血剂最低溶血浓度试验结果
"

皂素的最低溶血浓度为

&2&'8

!十六烷基三甲溴化胺为
&2&&#8

%

@2A

"

溶血剂浓度对酶活性的影响试验结果
"

&2&(8

!

!8

的

皂素制备的溶血液在放置
!&51-

后对酶活性均有显著下降!

差异有统计学意义*

E

)

&2&!

,%

&2&$8

皂素浓度在
'&51-

内

测定没有显著下降*

E

$

&2&(

,!放置
$&51-

产生显著影响!差

异有统计学意义*

E

)

&2&(

,%

&2&'8

皂素浓度在
$&51-

内测

定!酶活性无明显下降!在
6&51-

测定差异有统计学意义*

E

)

&2&(

,!见表
!

%十六烷基三甲胺的浓度对酶活性及放置过程

中酶的稳定性在测试的
(

个浓度之间比较差异均具有统计学

意义*

E

)

&2&!

,%见表
'

%

表
!

""

不同浓度皂素
)YXS7

对
U#XS

活性的影响#

L

)

9

$

时间*

51-

,

皂素
)YXS7

浓度*

8

,

!2&& &2(& &2!& &2&( &2&$ &2&'

下降率

*

8

,

& !((" ''$6 !""# !"*' '&'% !%(* !#2&

!& *!' !(#$ !"%* !%%' !""# !%66 #&2!

'& $'' !!"# !"!% !%!( !"*! !%$* %'2(

$& !'' "$6 !%'& !*%' !"'! !%!( "$2$

6& ]$6 *6$ !*#$ !*$" !"&$ !%&$ !&!2"

下降率*

8

,

!&'2' ##2* !!2* !!2% #2' '2" ]

""

注'"

]

#表示无值%

@2B

"

不同溶血剂对
U(XS

活性影响
""

取
"

例受试者全

血标本采用冰冻溶血方式!分别加入稀释液
YXS7

&

7YS

&纯化

水&

$!2$

.

(

9

枸橼酸钠溶液&生理盐水&试剂盒配套溶血液
6&

51-

后!其酶活性下降率分别为
$*2#8

&

#2&&8

&

!&2'&8

&

(26&8

&

(2%"8

&

!!2!#8

%纯化水与试剂盒配套溶血剂间的差

异无统计学意义*

E

$

&2&(

,+

7YS

&生理盐水&柠檬酸钠溶液三

者的酶活性下降率差异无统计学意义*

E

$

&2&(

,+与
YXS7

比

较!其余
(

种溶血剂的酶活性下降率差异有统计学意义*

E

)

&2&!

,%

@2C

"

不同溶血方式对
U#XS

活性的影响
"

取
$'

份受试者全

血标本分别用
&2&$8

皂素
)YXS7

&

&2&'8

皂素
)YXS7

&

&2&$8

皂素
)

生理盐水&纯化水&

&2&&#8

十六烷基三甲胺
)YXS7

&

&2&&#8

十六烷基三甲胺
)

生理盐水&冻溶
)YXS7

&试剂盒配套

溶血剂等方法制备溶血液!标本溶血后分别在
&

&

!&

&

'&

&

$&

&

6&

51-

测定
U#XS

活性!不同溶血方式制备的溶血液在
&

!

6&

51-

内的酶活性下降率分别为
#2'8

&

'2"8

&

%2#%8

&

"2"68

&

(2"8

&

%2"$8

&

$2*#8

&

!&2(%8

%

表
'

""

不同浓度十六烷基三甲基溴化胺
)YXS7

对

"""

U#XS

活性的影响#

L

)

9

$

时间*

51-

,

季胺
)YXS7

浓度*

8

,

!2&& &2(& &2&! &2&&% &2&&#

下降率

*

8

,

& '%$ !!*' '%#6 $'(' $((( "'2&

!& '&$ #(# '*!" $'&& $(!' "62'

'& !&( $($ '#'& $&"& $6(' "*2&

$& #( '6# '(&6 '""( $$%6 "%2!

6& $% '!$ '$*# '%%6 $$66 "%2"

下降率*

8

,

%#2# %!2% !*2& !!2$ (2" ]

""

注'"

]

#表示无值%

A

"

讨
""

论

U#XS

活性测定在中国南方及西南地区是
!

个常见的检

验项目!而溶血方式的选择对酶活性有着显著性的影响-

$

.

!所

以选择适宜的溶血方式对保证结果的准确性有着重要的意

义-

6

.

%

冰冻溶血是一种比较好的溶血方式!其效果与冻室的温度

有关-

()*

.

!在
]'(c

条件下!

!(51-

可完全溶血!具有实用价

值%红细胞冰冻溶血后必须用一定的稀释液稀释标本才能进

行
U#XS

活性的测定!不同的稀释液对
U#XS

活性影响也不尽

相同!根据试验的结果分析!用
YXS7

作为标本稀释液在
6&

51-

内测定
U#XS

活性!是测试的
#

种稀释液中最为理想的一

种!建议采用
YXS7

血液保存液用作标本稀释液%

采用溶血剂制备溶血液是最简单的方式!但是溶血剂的浓

度对
U#XS

活性有着显著性的影响!根据试验的结果可知!皂

素&十六烷基三甲基溴化胺
'

种溶血剂的浓度与酶活性呈负相

关!与酶活性下降率呈正相关%为保证酶的活性及溶血的效

果!必须选择能完全溶血的溶血剂最低浓度%据试验结果可

知!皂素采用
&2&'8

&十六烷基三甲基溴化胺采用
&2&&#8

的

浓度最为理想!放置时间在
$&51-

内测定酶活性下降差异无

统计学意义*

E

$

&2&(

,%

对
%

种常用及试验结果较为理想的溶血方式处理标本所

测得的酶活性下降率进行比较!采用冻溶
)YXS7

!

&2&'8

皂素
)

YXS7'

种方式能较好地维持
U#XS

活性!可作为
U#XS

活性

测定时的首选溶血方式%
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!检验技术与方法!

胞内代谢指纹分析在推断新化合物抗菌作用机制中的应用评价

施锦杰"范列英"马红霞

!同济大学附属上海市东方医院检验科"上海
'&&!'&

#

""

摘
"

要"目的
"

探讨利用胞内代谢指纹分析推断化合物抗菌作用机制的应用价值%方法
"

6

种胍类化合物和
!$

种常用抗生

素作用于金黄色葡萄球菌的培养物"利用气相色谱
)

质谱对不同刺激下菌体细胞内代谢物进行全面检测即代谢指纹分析"通过聚

类分析推断菌体代谢指纹相似性及化合物可能的作用机制%结果
"

合成的
6

种化合物与常用的抗生素相比较"对耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌!

FB:7

#和耐甲氧西林凝固酶阴性葡萄球菌!

FB:Y4K

#具有显著的抗菌活性"其相应的
F?Y

值在
&2!'(

!

%2&&&

#

.

+
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之间,气相色谱
)

质谱对金黄色葡萄球菌
7;YY'("'$

在不同化合物存在条件下的代谢指纹分析"结果显示
6

种化合物具

有相似的作用机制!

E

$

&2&(

#,

6

种化合物与克林霉素关系最近"它们之间可能具有相似的作用机制%结论
"

利用气相色谱
)

质谱

代谢指纹分析"能够相对容易地推断抗菌药物的作用机制%

关键词"气相色谱
)

质谱法,

"

胞内代谢指纹分析,

"

抗菌作用机制
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细菌耐药性的广泛传播是感染治疗中的
!

个十分棘手的

问题-

!

.

%目前!新抗生素的开发主要集中在规避已知的耐药机

制或者针对新的靶点-

'

.

!因此确定新药的确切作用机制或靶点

在先导化合物筛选和新药研制方面是十分重要的一环%但目

前抗生素研发中的瓶颈就是缺乏有效的筛选候选化合物的方

法-

$

.

%随着高通量分析技术的出现!制药工业也开始发生着变

革-

6)#

.

%本研究中!利用气相色谱
)

质谱对
6

种合成的胍类化合

物和
!$

种常用抗生素刺激下的菌体细胞内代谢物进行全面检

测即代谢指纹分析!通过聚类分析代谢指纹的相似性来推断未

知化合物可能的作用机制%

?

"

材料与方法

?2?

"

菌种来源
"

金黄色葡萄球菌
7;YY'("'$

&

'

株耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌*

FB:7

,及
!

株耐甲氧西林凝固酶阴性葡

萄球菌*

FB:Y4K

,均由同济大学附属上海市东方医院微生物

实验室提供%

?2@

"

试剂
"

!$

种抗生素来源于商品化产品!

6

种合成的胍类

化合物由上海药物所提供-

*

.

%

F)C

肉汤和琼脂购自法国
V1)

4FG>1GNT

公司%乙腈&乙醇&丙酮和甲醇为
;QS?7

*

,̀1>@1G=H

!

AC

,产品%含
!8

二甲基叔丁基氯硅烷的
K)

*叔丁基二甲基

硅烷基,甲基三氟乙酰胺*

F;V:;̀ 7

,&吡啶和四氢呋喃购自

:1

.

5,

公司%

?2A

"

方法

?2A2?

"

细菌培养与药敏试验-

%

.

"

微量稀释法和纸片扩散法药

敏试验按照
Y9:?'&&(

年标准执行%金黄色葡萄球菌在
$(c

F)C

肉汤中培养
'6I

!新鲜培养物稀释到
!2(e!&

%

Ỳ L

(

59

%

每种药物分别与
!&59 F)C

肉汤混匀加菌液到细菌浓度为

(e!&

(

Ỳ L

(

59

%

$(c

需氧培养
!&I

以保证代谢变化为抗

生素直接影响所造成-

"

.

%

?2A2@

"

气相色谱
)

质谱分析
"

气相色谱
)

质谱条件'

:I15,H_N

fX'&!&UY)F:

系统%毛细管柱为
SV()F:

固定相的石英柱

*

$&5e&2'(55

!

&2'(

#

5

,%进样口温度
'%& c

!分流比

!&i!

%

$(2&35

(

0CG

为载气!采用程序升温!初始柱温
*&c

(51-

!然后以
(c

(

51-

提高到
'%&c

并维持
(51-

!柱平衡时

间
$51-

!质谱扫描范围为
7

(

L6&

!

7

(

L#&&

!检测器电压
&2"

RJ

!离子源温度
'&& c

!接口温度
'%& c

!溶剂切割时间
#

51-

%样品处理'冻干样品溶解于
(&

#

9

吡啶溶液内混匀
!&

51-

!加
V:;̀ 7#&

#

9#&c

衍生
$&51-

!取
!

#

9

用于气相色

谱
)

质谱分析%

?2B

"

统计学处理
"

气相色谱
)

质谱数据转换成
KG+YS̀

格式

后
dYF:

处理-

!&

.

%对已知作用机制的抗生素每峰做
<

检验!

对未知化合物的作用机制判断采用聚类分析法%

@

"

结
""

果
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"
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种合成的胍类化合物和
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种常见抗生素的最低抑菌

浓度*
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见表
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表
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种化合物和常见抗生素的
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比较#
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