
且主要组织相容性复合体'

>C=

(相匹配的肿瘤细胞具有明显

的杀伤效应"体内研究表明!上述多肽表位对肿瘤小鼠具有明

显的免疫保护和免疫治疗作用/

!!

0

"

R499:;2:3@8

等/

!$

0亦从

CS1

氨基酸序列中设计了
)

条受组织相容性抗原'

CQ1/1$

(

限制的
CS1

抗原表位!即
CS1#/!'

#

CS1!'/$&

#

CS1!#)/

!"!

"实验表明!这
)

条抗原表位负载的
M=

细胞均可以产生

CS1

特异性的
=IQ

!对
CS1

阳性且
CQ1/1$

阳性的乳腺癌

细胞'

JI/$%

#

JI/0&"

及
JI/!$&

(具有明显的杀伤效应!而对

CQ1/1$

阳性但
CS1

阴性的
>=</(

乳腺癌细胞不具有杀伤

效应"以上研究进一步提示!

CS1

可以作为一种广谱的肿瘤

相关抗原用于肿瘤的免疫治疗"与
CS1

全基因序列腺病毒

负载
M=

疫苗相比!

CS1

多肽疫苗没有腺病毒载体的参与!从

而不必考虑载体及其整合的安全性!并且
=IQ

抗原长度仅约

"

个氨基酸序列!体外可以合成!具有更为广阔的临床应用前

景!因此很有可能成为临床上
C==

的免疫治疗方法之一"

D*D

!

合成反义寡核苷酸抑制
CS1

表达
!

手术#放疗及化疗

仍是目前肿瘤治疗的
)

种主要手段!但手术治疗对早期肿瘤疗

效佳!许多患者在就诊时多为中晚期!已失去手术治疗的最佳

时机!而放#化疗由于副作用大!对目标的选择性不高!不易为

患者所接受"由于
CS1

与肿瘤的侵袭#转移及预后有关!其

是否能作为一种广谱的抗肿瘤转移靶点!应用于中晚期肿瘤

'包括
C==

(的治疗已成为目前研究的一大热点"随着反义核

酸技术日趋完善!其特异性#选择性和效果有很大提高!特别经

过修饰后增加了稳定性#与靶
YK1

的亲和力以及对细胞的通

透性"在此基础上合成针对
CS19YK1

的起始密码区的反

义寡脱氧核苷酸!经硫代磷酸化修饰后!采用阳离子脂质体介

导!转染至
C==

细胞
R>>=/($$!

和
J]Q/(&%$

细胞!结果实

验组的侵袭细胞数量明显低于对照组!证明了基于
CS1

的反

义寡脱氧核苷酸能明显下调
CS1

的表达并抑制
C==

细胞的

侵袭力"

E

!

结
!!

语

CS1

是近年来发现的与肿瘤浸润和转移密切相关的内切

酶!能作为评价包括
C==

患者在内的肿瘤患者临床预后的一

个指标"对于中晚期
C==

!由于对多发性转移仍缺乏有效的

治疗手段!基于
CS1

在
C==

侵袭和转移中的作用!针对

CS1

靶位的肿瘤治疗不失为一种新的途径"但目前
CS1

活

性检测方法繁琐!应用于临床有尚待进一步努力"
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基质辅助激光解吸电离飞行质谱用于血培养中病原菌的

快速鉴定研究进展

杨勤英!综述"王
!

沛$审校

!

!*

湖北省荆门市妇幼保健院检验科
!

&&#%%%

+

$*

湖北省荆门市第一人民医院检验科
!

&&#%%%

#

!!

关键词!研究+

!

基质辅助激光解吸电离飞行质谱+

!

病原菌+

!

血培养

!"#

%

!%*)"'"

$

+

*,--.*!'()/&!)%*$%!!*!0*%)!

文献标识码!

1

文章编号!
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!
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#
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临床微生物检验与其他检验项目相比!最大的缺点是报告

时间长!远不能满足临床的需要"分子生物学方法如
S=Y

法

虽可提高检测灵敏度!缩短检测报告时间!但假阳性率高!对实

验室环境的要求很高!在操作的过程中还需使用一些毒性化学

品"快速#准确地从临床标本中检测鉴定出病原菌!对于感染

性疾病的诊断#治疗及预后发挥着重要作用"基质辅助激光解

吸电离飞行质谱'

>1QMH/ID<>R

(是一项近期发展起来的检

测新技术!已经广泛应用于临床检验医学的各个领域/

!/0

0

"

B

!

>1QMH/ID<>R

简介

>1QMH/ID<>R

是一项应用于细菌和真菌鉴定的快速

&

)$(!

&

国际检验医学杂志
$%!!

年
"

月第
)$

卷第
!0

期
!

H.8TQAU>:@

!

R:

E

8:9U:;$%!!

!

V43*)$

!

K4*!0



检测技术"不同的样品与过量的基质溶液点在样品板上!溶剂

挥发后形成样品与基质的共结晶"共结晶体受激光照射后!基

质分子吸收能量后与样品解吸附并使样品解离!经过飞行时间

检测器!将不同荷质比的离子分开!形成特异性的病原菌指纹

图谱"已知菌株或标准菌株检测后可建立指纹图谱库"相关

软件将待检菌的指纹图谱与已知的指纹图谱库进行比对!即可

判断待检菌的种类/

'

0

"检测的过程可大致分为%样品处理#

>1QMH/ID<>R

分析#结果判读"它的检测优势在于%'

!

(可

取经培养后的菌落检测或不经培养直接从标本中检测/

(/#

0

"

'

$

(检测速度快!整个过程可在
!F

内完成/

"

0

"'

)

(可在种#株

的水平上将细菌区分!能将不同血清型的菌株区别开来/

!%

0

"

C

!

>1QMH/ID<>R

检测血培养中病原菌的方法学

>1QMH/ID<>R

直接用于阳性血培养中病原菌的检测

鉴定的报道并不多见/

!!/!'

0

"因血培养瓶中有病原菌及红细胞

和其他蛋白成分!会干扰指纹图谱库的结果判读!须对标本进

行预处理!特别是除掉其中的血红蛋白"

检测方法大致分为如下几个步骤%'

!

(阳性血培养样本采

集.'

$

(清除肉汤中的红细胞.'

)

(菌体蛋白质沉淀.'

&

(菌体蛋

白质提取及溶解"具体操作流程%首先使用双蒸水/

!(

0

#氯化

铵/

!&/!0

0或皂甙/

!!

0处理使红细胞溶解破裂!再低速离心并使用

双蒸水洗涤"双蒸水洗涤的目的在于清除血液及血培养肉汤

中的蛋白!十二烷基硫酸钠'

RMR

(则用于血培养念珠菌阳性血

培养肉汤的处理/

!#

0

"菌体蛋白用
(%O

乙醇沉淀!沉淀后的菌

体蛋白联合使用三氟乙酸$乙腈或甲酸$乙腈以便溶解#提取菌

体蛋白质"研究发现!甲酸$乙腈联用的效果优于三氟乙酸$乙

腈/

!$

0

"将细菌蛋白均匀地加在样品盘的微孔中!再用移液器

取
$

&

Q

基质液覆盖在样品盘中"室温下自然干燥后进行

检测"

D

!

检测效能

部分研究人员对
>1QMH/ID<>R

检测血培养中病原菌

的方法学进行了评价"尽管研究者们使用了不同的血培养系

统!但尚无证据表明血培养系统对实验结果的影响"在
!

项为

期
0

个月的回顾性研究中!研究者对
0#&

份阳性血培养标本进

行了检测"其中
0'$

份为单一菌感染!

$$

份为混合菌感染"

结果显示
>1QMH/ID<>R

可鉴定
"&O

的革兰阴性杆菌!但

只能鉴定
'(O

的革兰阳性球菌!尤其是链球菌无法鉴定"通

过比较不同的溶剂!发现使用乙腈作为前处理的溶剂不利于革

兰阳性球菌的鉴定/

!$

0

"另一项为期
"

周的研究发现!

!$$

份阳

性血培养标本中!

"#*00O

的标本可鉴定至种属水平!发生鉴定

错误的细菌主要见于链球菌和葡萄球菌"

!%

株肺炎链球菌中

有
#

株无法鉴定!

$

株虽可鉴定至种!但其所获鉴定评分较低

'

!*(

!

$

(

/

!0

0

"菌体带有荚膜的病原菌如肺炎克雷伯菌与流感

嗜血杆菌所获鉴定评分低'

#

!*(

(!而
QAR643A

和
YA4G38

/

!$

0报

道的
$#

份肺炎克雷伯菌中
$'

份可正确鉴定!

)

份流感嗜血杆

菌中
!

份可正确鉴定"造成这种差异的原因可能与标本的预

处理方法不同有关"

R8:[:.-4.

等/

!&

0的研究对象包括了
'%

种不同菌属的
$!$

份血培养标本!将
>1QMH/ID<>R

与传统的生化反应鉴定法

比较!两法不一者采用基因测序法进行最终确认"

$!$

份血培

养标本中
&$

份无法鉴定'

!"*#O

(!这或许与阳性血培养瓶中

受试的待检菌数量太少达不到最低检测限有关"在鉴定评分

大于
!*(

的
!(%

份标本中!

!'$

份被正确鉴定'

"0*)O

(!其余

的
#

份缓症链球菌则被误鉴定为肺炎链球菌"通过上述的几

项研究可见!

>1QMH/ID<>R

快速#可靠!但对肺炎链球菌的

鉴定尚存一定困难!必须用其他方法确认"如使用链球菌胶乳

凝集试剂可成功地将肺炎链球菌与缓症链球菌区分"

>1Q/

MH/ID<>R

法可在约
!F

内完成检测过程!最快约
$%9,.

/

!!

0

!

最长约
$F

/

!)

0

"

E

!

检测费用

R:.

?

等/

!"

0估计
>1QMH/ID<>R

的费用约为传统鉴定方

法的
!

$

&

左右!

=F:;XA4G,

等/

$%

0的报道也证实了这一点"因为

>1QMH/ID<>R

可直接检测报警后的阳性血培养瓶!无需将

菌液转种平板培养!无需生化试验鉴定"

F

!

耐药性检测

有报告称借助
>1QMH/ID<>R

可以将耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌 '

>YR1

(与甲氧西林敏感金黄色葡萄 球 菌

'

>RR1

(区分/

!%

!

$!

0

"细菌的耐药机制千差万别!基于蛋白改变

'如青霉素结合蛋白的变异(或诱导性耐药不能被
>1QMH/

ID<>R

检测"但针对抗生素的获得性酶'如
#

/

内酰胺酶#甲

基化酶#外排泵等(的耐药性有可能通过
>1QMH/ID<>R

检

测/

$$

0

"有趣的是!一种发生蛋白质组漂移的白色念珠菌对氟

康唑的最小抑菌浓度'

>H=

(发生改变!这种改变可通过
>1Q/

MH/ID<>R

检测到/

$)

0

"通过大量数据库的建立与分析!也能

发现某些病原菌的毒力基因!如
&&&#A9G

处的特征性的质谱

峰是判断金黄色葡萄球菌是否携带杀白细胞素毒力基因的良

好指标!其敏感度与特异度分别可达到
!%%O

与
"%*'O

/

$&

0

"

国内石桂英等/

$0

0研究发现此技术可较好地用于
>YR1

的区

分!但不适用于其他细菌的耐药性检测"

U

!

存在的问题

阳性血培养瓶中肺炎链球菌的鉴定依然有一定的困难!现

有的证据指示!单独借助
>1QMH/ID<>R

法还不能正确鉴定

肺炎链球菌!补救方法是在革兰染色后!对疑似链球菌者使用

链球菌胶乳凝集试验鉴定"导致这现象的原因之一是
>1Q/

MH/ID<>R

数据库的缺乏!另一方面也表明了
>1QMH/ID<

>R

对部分种类的病原菌无法正确鉴定"

对阳性血培养瓶中的混合菌的鉴定也是
!

个难题"

!

项

研究对
!0

份混合菌感染的血培养瓶进行
>1QMH/ID<>R

分

析!结果仅检出
!

种或
$

种菌/

!)

!

!0

0

"虽然研究者认为建立特

殊的数据库可提高混合菌的鉴定能力!但多数学者报告混合菌

感染中仅
!

种菌可被检出"此外!混合感染会导致无法鉴定或

错误鉴定/

!$

0

"

阳性血培养瓶中的肉汤的预处理也有待于评估与优化!只

有标准化肉汤的预处理才能为检测过程的自动化铺平道路"

>1QMH/ID<>R

也受最低检测限的限制!

>1QMH/ID< >R

鉴定病原菌的能力很大程度上取决于血培养中的细菌量/
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模拟试验显示!细菌量在
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的金黄色葡萄球

菌和大肠杆菌可正确鉴定!细菌量在
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时不易与背

景信号区别/
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望

提高
>1QMH/ID<>R

的检测灵敏度!可以使其更好地快

速检测 血 培 养 中 的 病 原 菌!并 实 施 败 血 症 的 床 旁 检 验

'

SD=I

("对
>1QMH/ID<>R

数据库的深度分析有助于提供

细菌的耐药信息或判断细菌的表型!这些信息可帮助临床选用

适当的抗生素/
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0

"

>1QMH/ID<>R

检测鉴定血培养中病原

菌的经验也可应用到其他无菌体液标本!如尿液#脑脊液等"

>1QMH/ID<>R

数据库的更新非常简便!有利于扩大待检菌

的范围"作为一种快速#简便的检测技术!

>1QMH/ID< >R

有望取代传统的血培养检测技术!为血培养中病原菌的快速诊
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断和治疗提供有力的支持"
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自噬是真核细胞进化过程中相对固定的蛋白质降解途径"

真核细胞通过自噬实现对长寿命蛋白质和细胞器的降解和重

复利用"自噬在维持真核细胞合成代谢和分解代谢的平衡作

用上备受关注"肿瘤细胞普遍存在着合成代谢和分解代谢的
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