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新生儿时期先天性甲状腺功能减低症$
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尤为突出#这与较早前文献*
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+报道

的结果一致(据文献报道#新生儿甲状腺激素随年龄增长而降

低#且生后
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个月内明显高于其他年龄段*
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的
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诊治易造成误诊(

本研究以本单位为中心#参考个体涵盖面不够广泛#若能

进行多单位联合研究#则能获取更多的客观数据#降低客观因

素的影响#使参考区间更加客观有效#更有助于对临床孕妇及

新生儿甲状腺疾病的诊治(
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链球菌溶血素
<

的表达#纯化及生物活性鉴定
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!肖士宾!

!李富勇"
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要"目的
!

重组表达链球菌溶血素
<
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:2<

$!纯化后验证其生物学活性&方法
!

合成目的基因!采用聚合酶链反应扩增'

酶切连接的方式构建
:2<,

-

./">O

载体!经酶切和测序验证后!转化大肠杆菌
02"!

"

4.%

$中!经诱导表达条件优化!采用镍亲和

柱和分子筛纯化
:2<

&分别检测重组
:2<

和天然
:2<

对试剂盒校准品的响应情况和与临床样本匹配程度&结果
!

成功构建了

:2<,

-

./">O,02"!

"

4.%

$菌株!在
&%9&&_&#>

时!

"']

!

&#(KKER7+/)

诱导!大于
@&̂

目的蛋白会可溶性表达&纯化后
:2<

纯度大于
@'̂

&重组的
:2<

与提取的
:2<

对试剂盒校准品的响应相当!与临床样本的匹配程度一致&结论
!

重组
:2<

的生物

学活性与提取相当!为检测血清中的抗链球菌溶血素
<

奠定了基础&

关键词"重组链球菌溶血素
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抗原性#

!

溶血活性#
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表达#
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纯化#
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生物活性
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文献标识码"
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文章编号"
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大部分链球菌溶血素
<

$

:2<

&是由
.

,

溶血型中的
O

组链

球菌$

)1:

&分泌的#是具有溶血活性的蛋白分子#相对分子质

量约为
9>[!&

%

#其溶血活性和抗原性对氧敏感*

!

+

(抗链球菌

溶血素
<
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1:<

&是常用的诊断感染的标志#测定的机制是
:2<

和
1:<

的抗原抗体反应#可以采用
.27:1

或者胶乳比浊等技

术手段放大反应的信号#配以标准品可以定量检测血清中的

1:<

*
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(

:2<

属于细菌膜穿孔蛋白家族#由于这个家族绝大

多数成员的膜受体都是胆固醇#所以命名为胆固醇依赖溶细胞

毒素家族$

646C

&(

646C

中多数蛋白对氧非常敏感#其功能活

性是依靠还原剂而存在(国内医学微生物学教材解释
:2<

对

分子氧敏感#是因为在氧化时
:2<

可形成链内二硫键(但

:2<

肽链内只有
!

个半胱氨酸残基$

6

M

C

#

6

&#有的
646

甚至
!

个
6

M

C

也没有#根本不可能形成链内二硫键(同时说明
:2<

对氧敏感与二硫键无关(

:2<

的获得一般有两种途径!$

!

&用

含有
!̂

葡萄糖的
/EPP,8ESBI

肉汤培养
)1:

*

(
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(该方法培养

提取的
:2<

虽然活性及抗原性好#但是产量低#提纯方法较复

杂#且有链球菌感染的风险#现较少使用($

"

&通过重组表达(

该蛋白为原核蛋白#故可以采用大肠杆菌表达#该技术成熟简

便)产量高)加入标签后易纯化*
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(本研究即利用
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./

系统表

达重组
:2<

#通过优化诱导表达条件#减少原核表达包涵体蛋

白比例(
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材料与方法
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质粒由宁波美康生物科技股份有限公司实验室保存(
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主要试剂
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抗
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检测试剂盒及其校准品购于宁波

美康生物技术股份有限公司%天然的
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购于武汉华美生物

有限公司%限制性内切核酸酶
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和
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连接

酶)
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聚合酶购自大连宝生物工程有限公司%
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基因及
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引物由苏州金唯智生物科技有限公司合成%质粒

小量提取试剂盒)

451

胶回收试剂盒等购自上海拜力生物科

技有限公司%
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亲和填料和
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凝胶购自
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公司%羊抗人
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购于博奥森生物有限公司%其他试剂和

药品为国产分析纯(
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方法
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引物设计与合成
!

根据
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基因序列转译成大肠杆

菌偏好的密码序列#并对优化后的基因序列设计引物(在引物
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酶切位点和保护碱基(引物序
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的构建
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首先以
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个循环#
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再延伸
'KBD

#

(]

保存(
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琼脂糖凝

胶电泳鉴定结果(然后
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扩增所得
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基因片段经胶回

收后#用
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双酶切#与经过同样双酶切的
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./,
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载体在
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连接酶的作用下
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连接过夜#将连接

产物转化
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感受态#提取其质粒双酶切鉴定和测序(

A#B#C
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表达及可溶性分析
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&感受态中#挑取单

菌落接种至
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培养基中#
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活化菌种后#按
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菌体#加入
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碎后#离心分离上清和沉淀(取诱导培养前的菌体和诱导后菌

体)破碎后上清和沉淀进行
!"̂ :4:,+1).

分析(
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采用
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进行纯化#以
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#
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咪唑为平衡液#经过梯度洗脱测

试#采用
"&KKER/GBC,86R

#

&#'KER5O6R

#

%&&KKER

咪唑一步

洗脱#根据
">&DK

处的紫外吸收值收集穿出和洗脱(之后将
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#
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%&&KKER

洗脱液上样至
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咪唑(
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的生物学鉴定
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验证
:2<

与血

清中
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的相互作用将纯化后的
:2<

和商业
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各
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同做
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#然后转移至
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粉封闭
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#
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试剂盒检测值为
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用
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的脱脂

奶粉稀释
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倍#室温孵育
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后#换成
!̀ "&&&

稀释的羊

抗人
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室温孵育
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#去处膜清洗后加入显色液#判断

其与血清中
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的匹配关系($
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.27:1

检测
:2<

与
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校准品的相互作用将纯化后的
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和商业
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#每孔
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加至酶标板中#
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试剂盒的校准

品#获得终浓度为
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的样品#之后等倍稀释#并依次分别

加入酶标板中#
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#换成
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稀释的羊抗人

7

=

),8U+

#

%$]

孵育
!J

#

/;0
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止显色#酶标仪
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处读数#判断重组
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与校准品的匹

配关系(此试验做
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组复孔(

A#C

!

统计学处理
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采用
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统计软件进行数据分析#
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用
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结
!!

果

B#A

!
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扩增出的片段大约在
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左右#与预期的大小相符#没有其他非特异的条带$图
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中提取质粒#送样测序#结果与
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中的目的序列一致#经
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双酶切鉴定#切出约
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图
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的生物学鉴定
!

以试剂盒检测的含
1:<

的血

清为一抗#用
gFCIFGD0REI

验证重组的
:2<

与血清中
1:<

反

应能力#显色曝光$图
(O

&#结果显示#重组
:2<

与血清的
1:<

反应能力较强#且与天然
:2<

相当(以
1:<

校准品为一抗#

用
.27:1

验证
:2<

的抗原性#通过作图比较#重组的
:2<

与

1:<

反应能力较好#且与天然
:2<

相当$图
(?

&(以校准品

1:<

浓度为横坐标#复孔吸光度均值为纵坐标#

:/4.Z

为偏

差#作图比较#二者吸光度差异无统计学意义$

$

#

&#&'

&(

'

$''!

'
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!!

注!

;

为蛋白
;OGQFG

%

!

为诱导前全菌体蛋白%

"

为诱导后

全菌体蛋白(

图
"O

!!

:4:,+1).

分析
:2<,

-

./">O,02"!

$

4.%

&的

诱导表达

!!

注!

;

为蛋白
;OGQFG

%

!

为超声破碎后上清%

"

为超声破碎后沉淀(

图
"?

!!

目的蛋白的可溶性分析

!!

注!

;

为蛋白
;OGQFG

%

!

为超声破碎后上清%

"

为经
5B,8

-

柱的穿

出%

%

为收集的洗脱蛋白%

(

为外购天然
:2<

(

图
%

!!

5B,8

-

纯化
:2<

!!

注!

;

为部分蛋白
;OGQFG

%

!

为重组的
:2<

%

"

为外购天然
:2<

(

图
(O

!!

gFCIFGD0REI

验证重组的
:2<

与血清中
1:<

反应

图
(?

!!

.27:1

验证重组的
:2<

与
1:<

校准品反应

C

!

讨
!!

论

:2<

是
1

群链球菌的代谢产物之一#因为在临床检测中

的重要应用#

:2<

也受到了越来越多的关注*

9

+

(该蛋白的全

长有
'$!

个氨基酸#其中包括信号肽在内的
!

$

$$

氨基酸与

:2<

的溶血活性和抗原性不相关#并且对宿主细胞有毒害作

用*

$

+

(

0JOQPB

等*

>

+在链球菌中提取出相对分子质量为
9>[

!&

% 和
'$[!&

% 的
:2<

#并且均有同等的溶血活性(所以本研

究选择表达
:2<

的
$>

$

'$!

氨基酸片段#理论相对分子质量

约为
'$[!&

%

(虽然原核表达缺乏翻译后的蛋白修饰加工系

统#但是对于原核来源的蛋白质#采用大肠杆菌表达#却是不错

的选择#真核表达可能会导致过度糖基化*

@

+

(为了利于纯化#

且不大幅度影响蛋白的结构功能#本研究在蛋白的
5

端加入

了
9[8BC

(

作为鉴定抗原抗体反应的手段#

.27:1

综合表现更为全

面#在有校准品对照时#若使用的抗体均识别抗原上的特定位

点#可以做成灵敏的定量方法#市场上有单抗夹心定量抗原的

试剂盒(

g0

抗原纯度较低且没有夹心抗体能展现其优势#在

应用于科研方面#图片结果更能被接受#

g0

被广泛采用*

!&

+

(

在半定量细胞蛋白时#不需要纯化该蛋白#仅需一种一抗即可(

为了确认重组
:2<

能否作为试剂盒的原料应用于临床检

验#购买了市场上应用良好的
1:<

胶乳比浊试剂盒#以获取浓

度较为准确的
1:<

校准品和
1:<

血清样本(以天然
:2<

为

对照#用重组抗原去匹配试剂盒的校准品和该试剂盒检测的血

清#分别采用
.27:1

和
g0

去验证(全面认证了重组
:2<

对

校准品和血清
1:<

的响应(

总之#本研究成功构建了
:2<

原核表达菌株#经过表达条

件的优化#实现了可溶性表达(亲和纯化后得到了高纯度的目

的蛋白#之后通过验证重组
:2<

与
1:<

校准品和
1:<

血清

样本#确认他们有良好的结合能力#为该蛋白在诊断试剂中的

应用做好了铺垫(
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&

!临床研究!

痰标本分析前涂片镜检的临床价值分析

张
!

肖!朱同华!沈国荣

"江苏省苏州市吴江区第一人民医院
!

"!'"&&

$

!!

摘
!

要"目的
!

对
9%(

例痰标本进行分析前涂片革兰染色镜检的结果与其培养结果进行比较!了解痰培养标本分析前涂片镜

检的临床价值&方法
!

收集
9%(

例痰标本!肉眼观察痰标本分析前的性状'颜色等!然后进行涂片'革兰染色'镜检!根据涂片镜检

结果!将痰标本分为
1

'

0

'

6

三大类&同时对上述痰培养标本进行培养鉴定!分析比较镜检结果与细菌检出率的关系&结果
!

9%(

例痰培养标本中!涂片结果合格标本
(@'

例!占
$>#&>̂

#不合格标本
!%@

例!占
"!#@"̂

&共检出
('$

株细菌&在
(@'

例涂片结果

合格的标本中!检出
(&>

株细菌!细菌检出率为
>"#("̂

!合格痰培养标本涂片结果与培养结果的符合率为
$!#$"̂

&在
!%@

例涂

片结果不合格的标本中!检出
(@

株细菌!检出率为
%'#"'̂

&肉眼观察痰培养标本分析前的性状!黏性'血性和脓性痰的合格率

和细菌检出率明显高于水样或泡沫样痰#在不同颜色痰标本中!无色痰的合格率和细菌检出率低于其他颜色的痰标本&结论
!

痰

培养标本分析前做涂片革兰染色镜检可以筛除不合格的痰标本!提高痰培养的细菌检出率!对检验结果的正确与否具有重要

价值&

关键词"分析前#

!

痰涂片#

!

痰颜色#

!

痰性状#

!

痰培养

!"#

!

!&#%@9@

"

A

#BCCD#!9$%,(!%&#"&!9#!!#&(>

文献标识码"

1

文章编号"

!9$%,(!%&

"

"&!9

$

!!,!''@,&%

!!

急)慢性下呼吸道感染)社区获得性感染及医院获得性感

染是临床各科室住院患者呼吸系统感染的常见病#因此对痰液

进行培养及药物敏感度试验具有重要临床意义(痰标本留取

质量直接关系到细菌培养的准确性#痰培养前做涂片镜检评价

其质量#是保证标本高质量的一个重要环节#只有符合标准的

痰标本才能进一步培养鉴定(如何把好痰标本质量关是培养

前的重要问题(在临床工作中收集的痰标本很多是不合格的#

结果会导致培养不出细菌或即使培养出细菌也是口腔或咽部

的正常菌群#这会导致临床误诊及抗菌药物滥用(本研究对

9%(

例痰标本在分析前进行涂片)染色镜检#根据上皮细胞及

白细胞数量#对痰标本的质量进行评价#加强细菌培养的质量

控制#并与分离培养结果进行对比分析#现报道如下(

A

!

材料与方法

A#A

!

标本来源
!

选取
"&!'

年
!

月
!

日至
>

月
"&

日来本院住

院患者的
9%(

例痰培养标本(

A#B

!

仪器与试剂
!

血平板)巧克力平板)中国蓝平板和沙保罗

平板#快速革兰染色液为珠海贝索生物技术有限公司产品(

:BFKFDC;B3GE:3ODgORQ1SO

M

@9

-

RLC

全自动微生物鉴定仪及

法国生物梅里埃公司
1+7

细菌鉴定系统#细菌药敏纸片为英

国
<WEBP

公司产品(

A#C

!

方法
!

A#C#A

!

涂片染色镜检
!

用无菌棉签挑取脓性)血性)黏性痰液

制成薄而均匀的涂片#自然干燥后革兰染色镜检(低倍镜下观

察白细胞和上皮细胞数目#依据.临床微生物检验标准化操作/

第
"

版*

!

+

#按照
1

)

0

)

6

三分类的标准对痰标本进行分类#

1

)

0

为合格#适合做培养#

6

为不合格#不适合做培养(

A#C#B

!

分离培养
!

将痰标本中加入等量的
!̂

胰酶溶液#使

痰液均质化后备用(处理后接种于血平板)巧克力平板)中国

蓝平板和沙保罗平板#置
'̂

$

!&̂ 6<

"

环境中#

%' ]

培养

!>

$

"( J

#细 菌 培 养 阳 性 用
:BFKFDC ;B3GE:3OD gORQ,

1SO

M

@9

-

RLC

全自动微生物鉴定仪进行鉴定和药物敏感试验(

A#D

!

统计学处理
!

采用
:+::!@#&

软件进行统计学分析#计

数资料以
,

$

^

&表示#各组间率的比较采用
!

" 检验#配对资料

比较采用配对
!

" 检验#以
$

$

&#&'

为差异有统计学意义(

B

!

结
!!

果

B#A

!

痰培养标本的合格率
!

见表
!

)

"

(收集
9%(

例痰培养标

本#依据痰标本
1

)

0

)

6

三分类标准#合格的痰培养标本
(@'

例#合格率为
$>#&>̂

#包括
1

类
"9&

例#占总数的
(!#&!̂

#

0

类
"%'

例#占总数的
%$#&$̂

#不合格的
6

类
!%@

例#占总数的

"!#@"̂

(痰培养标本涂片前对其状和颜色进行肉眼观察#水

或泡沫样痰标本的合格率明显低于其他性状痰标本#差异有统

计学意义$

$

$

&#&'

&(无色的痰标本合格率也同样低于其他

颜色的痰标本#差异有统计学意义$

$

$

&#&'

&(

B#B

!

痰培养标本的细菌检出率
!

B#B#A

!

1

)

0

)

6

三分类痰标本细菌检出率
!

见表
%

(

9%(

例痰

培养标本有
('$

例标本检出有细菌$排除草绿色链球菌)奈瑟

菌等口腔正常菌群&#阳性检出率为
$"#&>̂

#合格标本检出率

为
>"#("̂

$

(&>

"

(@'

&#不合格标本检出率为
%'#"'̂

$

(@

"

'

@''!

'
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