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磷酸脱氢酶活性浓度检测

法的初步研究-
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2
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#
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2

葡萄糖
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磷酸脱氢酶三种测定方法的
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D
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'&&*

!

'%
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*
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##$2

-

*

. 陈运生!蒋玮莹!李长钢!等
2U#XS

比值法检测葡萄糖
)#)

磷酸脱

氢酶基因突变女性杂合子影响因素的研究-

D

.

2

国际检验医学杂

志!

'&&#

!

'*

*

(

,'

$%()$"&2

*收稿日期'

'&!&)&*)''

,

!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&&&

#

.

+

59

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

!"#

'

!&2$"#"

(

/

2100-2!#*$)6!$&2'&!!2&$2&6!

文献标识码"

7

文章编号"

!#*$)6!$&

!

'&!!

#

&$)&$*6)&'

""

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

@2?

"

6

种合成的胍类化合物和
!$

种常见抗生素的最低抑菌

浓度*

51-15N51-I1E1+4>

P

34-3G-+>,+14-

!

F?Y

,

"

见表
!

%

表
!

""

6

种化合物和常见抗生素的
F?Y

比较#

#

.

)

59

$

药物
7;YY'("'$ FB:7)! FB:7)' FB:Y4K

庆大霉素
&2'( $' $' &2!'(

阿米卡星
' !'% !'% &2!'(

环丙沙星
&2( 6 % %

四环素
! $' !# $'

氯霉素
% % % #6

青霉素
' % % 6

万古霉素
! ' 6 '

红霉素
&2( !# $' $'

苯唑西林
&2'( $' #6 %

克林霉素
&2'( % % !

)

6*$

)

国际检验医学杂志
'&!!

年
$

月第
$'

卷第
$

期
"

?-+D9,EFGH

!

F,>3I'&!!

!

J4=2$'

!

K42$



续表
!

""

6

种化合物和常见抗生素的
F?Y

比较

药物
7;YY'("'$ FB:7)! FB:7)' FB:Y4K

氨苄西林
! !# $' !#

头孢西丁
' #6 !'% #6

头孢曲松
6 !'% !'% '(#

7!' &2!'( % % '

V!$ ! 6 % '

;U66 % 6 % %

KQ)'&&! 6 ' ' %

@2@

"

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
"

对
!$

种常用抗生素和

合成的
6

种化合物存在下
7;YY'("'$

的代谢指纹的两两比

较结果显示'

;U66

&

V!$

和
KQ)'&&!

与
Y9K

之间没有统计学

差异%只有碎片离子
7

(

L!&!

*保留时间
(%(0

,在
7!'

和
Y9K

之间差异有统计学意义*

EZ&2&!

,%按照
X

值的升序排列!该

碎片的下
'

个
X

值为
&2&#

*

7!'

的
7

(

L!&!

,和
&2&*

*

7

(

L((

和
7

(

L*$

,!这几个离子保留时间相同!通过
K?:;

查询*相似

性
"#8

,和标准品鉴定确认!它们都是丙酸的碎片%进一步对

所得到的所有数据进行聚类分析表明!所研究的
6

种化合物与

克林霉素关系最近!因此它们之间可能具有相似的作用机制!

见图
!

%

图
!

"

6

种胍类化合物存在下的金黄色葡萄球菌
7;YY'("'$

的典型气相色谱
)

质谱代谢指纹图

A

"

讨
""

论

前期研究结果证实!此
6

种化合物对革兰阳性菌的效果要

比革兰阴性菌强-

*

.

!因此本研究以金黄色葡萄球菌为对象!对

于临床常见的
FB:7

和
FB:Y4K

!合成的
6

种化合物具有显

著的抗菌活性%

dYF:

对数据分析的结果显示仅仅
7!'

和

;U66

的代谢指纹有些差异*

EZ&2&$

,!差异化合物为甘油*大

约相差
!2*

倍,%由于本组所用细菌保存在甘油环境中!所以

上述差异被认为是偶然误差造成!其余
6

种化合物存在环境下

的
7;YY'("'$

胞内代谢物均无统计学意义差异*

E

$

&2&(

,!

因此认为这
6

种化合物之间具有相似的作用机制!且与克林霉

素关系最近%克林霉素为大环内酯类抗生素!

FB:7

和
FB)

:Y4K

对其耐药的主要机制是由于
50>7

基因编码的流出泵机

制或核糖体甲基化造成的对大环内酯类&链阳菌素
V

类和林

可酰胺类耐药-

!!

.

!上述机制都与
G>5

基因有关%红霉素是林

可酰胺类耐药的最佳诱导剂!在
<)V

法中!当红霉素与克林霉

素比较接近时!可使林可酰胺类的抑菌环呈现
S

型-

!'

.

%

6

种

化合物随后都通过该试验验证其是否会同样导致该效应!结果

发现并没有
S

环出现%这一结果提示合成的
6

种化合物可能

与克林霉素具有不同的结合位点!或者是现有的林可酰胺类耐

药机制并不影响其抗菌活性-

!$

.

%

利用气相色谱
)

质谱代谢指纹分析!未知抗生素的作用机

制能够被相对容易地推断出来!与传统的方法相比较具有廉

价&快速的优点!虽然
6

种化合物作用的确切靶点仍待进一步

的证实!但是作为一种初筛的手段!本研究阐述的方法能够使

研究范围缩小到一定程度!便于后续的进一步探索%
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