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摘
!

要"目的
!

考察柠檬酸所致酸负荷对唾液分泌相关指标的影响!以优化柠檬酸负荷方法$方法
!

采集
"#

例健康者第
"

!

%#

秒"负荷前#%第
%"

!

"&#

秒"负荷时#的唾液及第
"&"

!

&"#

秒"负荷后#的唾液&另混合负荷时和负荷后的唾液进行指标检测$

各组均检测唾液淀粉酶"

'((

#活性%

)

*

值%唾液流率%总蛋白浓度!并比较各指标酸负荷前后的比值$结果
!

"

"

#负荷后
'((

活

性%唾液
)

*

值和总蛋白浓度较负荷前明显增高!且负荷后与负荷前的比值均大于
"

&"

&

#但有柠檬酸混合时!

'((

活性%唾液
)

*

值%总蛋白浓度均较酸负荷前%后反而降低!其比值均小于
"

$结论
!

柠檬酸本身明显影响酸负荷唾液分泌结果!建议将酸负荷时

的唾液分开处理分析$

关键词"柠檬酸&

!

唾液淀粉酶活性&

!

唾液
)

*

值&

!

总蛋白浓度
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唾液淀粉酶$

'((

%活性是反映唾液消化功能的重要指标#

酸负荷是常用的唾液样品采集方法'

"2,

(

#酸负荷前后
'((

活性

变化能反映腮腺功能'

$

(

)本研究发现#慢性胃炎和消化性溃疡

脾虚证患者柠檬酸负荷前后
'((

活性比值$酸负荷后"酸负荷

前%较健康者明显下降'

!

(

#成为被广泛认可的*能较好反映中医

脾虚证的微观指标之一#并被纳入原卫生部颁布的+中药新药

临床研究指导原则,脾虚证疗效评价的参考指标'

-

(

)然而#该

指标在研究应用中也存在一定的问题#如不同研究报告的检出

率结果差异较明显'

12I

(

&另外#本研究的健康者中也有相当一部

分人出现了酸负荷后
'((

活性下降的情况)对此#有学者推

测#可能与柠檬酸干扰酸负荷后
'((

活性或与柠檬酸的刺激

方法不统一*规范有关)

现代医学认为#酶活性受酸碱性的影响#偏酸或偏碱都可

使酶活性降低'

%2"#

(

&据此#柠檬酸可能对酸负荷前*后
'((

活

性变化结果存在一定的影响#并可能同时影响唾液其他生化指

标如唾液
)

*

值*总蛋白浓度等结果)为此#本实验采用口中

转动棉柱法采集柠檬酸负荷前*负荷过程及负荷后
,

个阶段的

唾液样品#检测唾液流率*

)

*

值*

'((

活性*唾液总蛋白浓度#

并分析指标与酸负荷前的比值#以评价柠檬酸对酸负荷后唾液

分泌的影响程度#为分析酸负荷前*后
'((

活性比值结果差异

较大产生原因#优化柠檬酸负荷方法等提供科学实验数据#这

也为开展唾液分泌相关研究及中医-脾主涎.理论内涵研究提

供参考)
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资料与方法
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!

一般资料
!

从广州中医药大学脾胃研究所研究生中筛选

体检无明显异常及体质良好的
"#

例健康志愿者#其中男
!

例#

女
!

例#年龄
&&

!

,$

岁#平均$

&-+IJ,+&

%岁#无心*肝*肾等器

质性疾病#经临床医师$中级%诊断并排除其他全身性疾病#无

既往病史#无家族遗传史#无烟酒等嗜好#签署知情同意书)

=+>
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仪器与试剂

=+>+=

!

仪器
!

电子天平$赛多利斯科学仪器有限公司&

3K2

,",

%*冷冻高速离心机$

3:6=C4L</607/;/<

公司&

MB?7/;B

8

6

N"O

%*酸度计$

M677?6=34?6>>

公司&

PQ&#

%*电热恒温水槽$上

海一恒科技有限公司&

RS2IR

型%*电热恒温水浴锅$上海精宏

/

%$1"

/

国际检验医学杂志
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年
1

月第
,1

卷第
",

期
!

T07UV9GM6>

!

UB?

A

&#"-

!

W4?+,1

!

X4+",

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

I"$#,&%1

%&教育部博士点基金新教师系列项目$

&#"&$$&!"&##"1

%&广州中医药大学优秀青年学

者科研基金项目$

&#",2#1

%&华南协同创新中心中医药防治脾胃脑病创新研究团队项目$粤财教'

&#"$

(

$II

号%&财政部特色重点学科项目$财教

'

&#",

(

,,%

号%&广州中医药大学-青年英才培养工程.资助项目$

YXZH&#"$#""$

%)

!!

作者简介!王丽辉#女#主要从事脾胃病虚实证本质研究)

!

#

!

通讯作者#
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实验设备有限公司&

KS2L&-

型%*紫外分光光度计$

L:/C9>DB

公司&

\WC/02"&$#

%)

=+>+>

!

试剂耗材
!

磷酸二氢钠$广州化学试剂厂&批号

&##%#1#"2"

%*氯 化 钠 $天 津 市 大 茂 化 学 试 剂 厂&批 号

&#",#%#,

%*氢 氧 化 钠 $天 津 市 大 茂 化 学 试 剂 厂&批 号

&#"$#$&#

%*酒 石 酸 钾 钠 $天 津 市 大 茂 化 学 试 剂 厂&批 号

&#","""!

%*二硝基水杨酸$国药集团化学试剂有限公司&批号

P&#""#%&,

%*可溶性淀粉$天津市大茂化学试剂厂&批号

&#"$#$"$

%*麦芽糖$

L/

8

C92(?>=/<:

公司&

K<4>6"##"!!!I#-

%*

滤纸$杭州特种纸业有限公司产品&型号
"#&

%*唾液棉柱采集

管$

L9='76>7

#

XBCG=6<:7

#

]6=C90

A

%*

Ĥ(

定量试剂盒$货号!

H_##"$

&批号!

##"#"!#$

%)
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方法

=+?+=

!

试验前准备
!

事先说明本研究目的#并征得志愿者同

意参加试验)注意事项包括!唾液采集前
":

内不能进食*饮

酒*喝含咖啡因饮料*抽烟*运动*剧烈情绪波动等)唾液排出

方法!采集前半小时喝室温下的饮用水约
&##CV

#在柠檬酸负

荷前*负荷时和负荷后分
,

次采集唾液#即为酸负荷前*酸负荷

时和酸负荷后的唾液)

=+?+>

!

标本采集
!

参照本团队前期优化的口中转动棉柱法采

集唾液'

""2"&

(

#在光线良好*周围环境安静情况下#志愿者采取

坐位*头稍前倾*眼睛睁开的体位)每人取
&

个-唾液棉柱采集

管.和
"

个普通
QK

管#酸负荷前将该管配备的棉柱放进口腔#

每次均用舌头在口腔左右两侧轻轻转动棉柱
"+!C/0

$经预实

验得知此时间段可收集到约
&CV

的唾液量%#左右来回循环

转动频率为
-

次"分#不咀嚼或咬棉柱#

"+!C/0

后将棉柱和剩

余唾液吐入采集管原位置)然后用
"<C`"<C

的
"#a

柠檬

酸滤纸贴于舌尖部
,#'

#结束后吐出滤纸及口中唾液于普通

QK

管中)紧接着立即用棉柱采集管采集酸负荷后的唾液
"+!

C/0

#方法如酸负荷前)采集完毕后马上离心$

!###=

"

C/0

#

"#

C/0

%#离心后液体即为酸负荷前*酸负荷时和酸负荷后唾液标

本$采集时间段分别为第
"

!

%#

秒*第
%"

!

"&#

秒和第
"&"

!

&"#

秒%#紧接着马上用酸度计检测其
)

*

值#然后将酸负荷

前*后唾液各取出
$#

#

V

备用#并混合剩余唾液#时间段为第

%"

!

&"#

秒#同样检测其
)

*

值)

=+?+?

!

唾液流率
!

唾液流率的计算采用称质量法'

",

(

#即样品

收集前采集管称质量
A

"

$单位
C

8

%#再称重采集唾液后的采集

管质量
A

&

$单位
C

8

%#然后用
A

&

FA

"

即为唾液样品的质量#

唾液密度约等于水的密度#唾液密度以
"+#C

8

"

CV

计算)唾

液流率$

CV

"

C/0

%

b

$

A

&

FA

"

%"$

<̀ "

%)

=+?+@

!

单位体积
'((

活性
!

'((

活性测定采用
6̂=0;6?>

法'

"$

(

#按说明操作#并在分光光度计
!$#0C

处检测吸光度值#

建立标准曲线并计算相应的单位体积
'((

活性)活性单位定

义!

"

活性单位$

\

%为在
,1c

*

)

*-+%

的情况下
,C/0

淀粉酶

消化淀粉释放
"C

8

麦芽糖)后文将单位体积
'((

活性简称

'((

活性)

=+?+A

!

唾液总蛋白浓度
!

采用
Ĥ(

定量试剂盒检测)

=+@

!

统计学处理
!

采用
LKLL"1+#

统计软件#组间比较用单

因素方差分析#不服从正态分布的用秩和检验#以
G

$

#+#!

为

差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>+=

!

各组唾液指标结果
!

图
"

结果可知#酸负荷后唾液
)

*

值*

'((

活性和总蛋白浓度较酸负荷前明显增高#反映了健康

人受酸负荷后的正常应激能力#提示该酸负荷方法可以用于后

续研究)但在有柠檬酸混合时#唾液
)

*

值*

'((

活性*总蛋白

浓度均较酸负荷前*后降低&此外#在混有柠檬酸的酸负荷时标

本
)

*

值较其他三组低#表明此份标本中柠檬酸的浓度较其他

标本高#且酸负荷时的
'((

活性较负荷前*后均明显下降#这

些结果均提示柠檬酸混入唾液后增加了唾液的酸度#也对

'((

活性和唾液总蛋白浓度产生了明显影响)

!!

注!

9

为各组单位体积
'((

活性&

G

为各组唾液
)

*

值&

<

为各组唾

液总蛋白浓度&

>

为各组唾液流率)

"

G

$

#+#!

#

""

G

$

#+#"

)

(

为酸负

荷前&

^

为酸负荷时&

H

为酸负荷后)

图
"

!!

各组唾液指标结果

>+>

!

各组唾液指标与酸负荷前的比值
!

各指标与酸负荷前的

比值大于
"

代表与酸负荷前比较指标结果升高#小于
"

代表结

果降低)图
&

可知#酸负荷后与负荷前
'((

活性*唾液
)

*

值

和唾液总蛋白浓度的比值均大于
"

#体现了健康者在酸负荷后

唾液相关指标升高的正常应激反应#提示唾液腺功能正常&但

有柠檬酸混合时其比值均小于
"

#与健康者受负荷后唾液指标

的正常变化方向相反#掩盖了健康者唾液指标的真实反应结

果#提示检测结果受到干扰)由于柠檬酸本身就可以刺激唾液

分泌增加#所以图
&>

的唾液流率比值在各组大多均大于
"

)

以上结果表明#柠檬酸对单位体积
'((

活性*唾液
)

*

和唾液

总蛋白浓度的比值均有明显影响#这与图
"

研究结果一致)

!!

注!

9

为单位体积
'((

活性比值&

G

为唾液
)

*

比值&

<

为唾液总蛋

白浓度比值&

>

为唾液流率比值)

"

G

$

#+#!

#

""

G

$

#+#"

)

(

为酸负荷

前&

^

为酸负荷时&

H

为酸负荷后)

图
&

!!

各组唾液指标与酸负荷前的比值

>+?

!

各指标比值大于
"

和小于
"

的分布情况
!

由表
"

可知#

各指标酸负荷后与酸负荷前大于
"

所占比例均较大#而在有柠

/

#!1"

/
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檬酸混合时
'((

活性和唾液
)

*

值的比值以小于
"

所占比例

较大#说明在定性分析时#柠檬酸对
'((

活性*唾液
)

*

值和

总蛋白浓度均有明显影响#可使酸负荷前后各指标变化趋势的

结果相反#提示柠檬酸对实验结果有干扰作用)

表
"

!!

各指标比值大于
"

和小于
"

的分布情况#

,

$

检测指标
H

"

(

%

"

$

"

$

d̂H

%"

(

%

"

$

"

^

"

(

%

"

$

"

单位体积
'((

活性
"# # , 1 & I

唾液
)

*

值
I & " % # "#

蛋白浓度
"# # " % I &

唾液流率
1 , % " 1 ,

!!

注!

(

为酸负荷前&

^

为酸负荷时&

H

为酸负荷后)

?

!

讨
!!

论

酸负荷是观察唾液分泌功能*评价交感与副交感神经调节

功能的重要方法'

"!

(

#但酸负荷的方法却不尽相同#目前的酸负

荷方法有柠檬酸滤纸刺激*口中咀嚼酸味固体物*口中含酸味

固体物等'

!

#

"-2"I

(

#大部分研究对酸负荷方法的尚未有规范化操

作#尤其是酸负荷的方式和酸负荷过程唾液的处理等方

面'

!

#

"-2"I

(

#这很可能是
'((

活性比值在研究应用中重复性不

高和可操作性不强等的重要原因之一)因此#考察柠檬酸对酸

负荷前后
'((

活性及唾液分泌的影响程度#分析酸负荷前*后

'((

活性比值结果差异较大产生原因#为进一步优化柠檬酸

负荷方法等提供科学实验数据#有利于后续科学*客观地开展

唾液分泌研究及中医-脾主涎.*-脾虚证.本质研究)

为此#本研究考察了负荷前*负荷时*负荷后及负荷时与负

荷后混合唾液的
)

*

*

'((

活性*流率和总蛋白浓度等指标#并

且将各指标结果与酸负荷前指标进行比值分析#结果表明#酸

负荷条件下#

'((

活性*唾液流率及
)

*

值等不同程度升高#与

国外报道结果一致'

"%

(

#提示纳入的健康者唾液腺分泌功能正

常#说明本检查方法可反映健康者受酸负荷后的应激能力#可

用于后续研究)但混有柠檬酸时的唾液
)

*

值*

'((

活性和总

蛋白浓度较酸负荷前均明显降低#与健康者应有的结果相反#

可能是由于柠檬酸的酸性直接降低了唾液
)

*

进而降低了

'((

活性'

%2"#

(

)在各指标与酸负荷前比值中#各指标酸负荷后

与酸负荷前比值均大于
"

#但在有柠檬酸混合时#在
'((

活

性*唾液
)

*

值和总蛋白浓度的比值均显示小于
"

)上述结果

说明柠檬酸混合进入唾液标本对于分析酸负荷唾液分泌的研

究结果有干扰作用#这也为酸负荷前*后
'((

活性比值结果差

异较大产生原因提供了实验数据分析#去除此影响因素将有助

于提高标本采集方法的客观化*规范化)

上述结果提示#柠檬酸混入酸负荷后的唾液标本明显影响

健康者唾液分泌及
'((

活性的研究结果#容易导致对酸负荷

前*后唾液分泌功能的错误评价)因此#对于酸负荷后唾液标

本的采集#建议检测酸负荷后
"+!C/0

的唾液标本指标#以评

价
'((

活性和唾液
)

*

值等#而对于唾液流率#选用酸负荷过

程
,#'

标本量与酸负荷后
"+!C/0

标本量相加#以真实反映唾

液分泌量的流率)由此#提出了具体的*统一的酸负荷前后唾

液采集方法#即口中转动棉柱法采集酸负荷前唾液
"+!C/0

#再

以
"<C "̀<C"#a

柠檬酸滤纸贴于舌尖部
,#'

后吐入独立

容器中#马上采集酸负荷后唾液
"+!C/0

&酸负荷时与酸负荷后

唾液用于计算唾液流率#酸负荷前和酸负荷后唾液用于检测唾

液分泌的其他指标如唾液
)

*

值*

'((

活性和唾液总蛋白浓度

等)本研究运用该方法采集后$

"#

例%#健康者单位体积
'((

活性酸负荷后与酸负荷前比值大于
"

的例数远远大于混合后

与酸负荷前比值大于
"

#明显降低了假阳性判断的误差)

综上所述#柠檬酸作为评价唾液腺分泌功能的刺激因素#

如有富余柠檬酸混合入酸负荷后唾液标本将明显干扰负荷后

唾液腺分泌结果#尤其是对
'((

活性*唾液
)

*

值和总蛋白浓

度#可分别单独采集酸负荷时*酸负荷结束后的唾液标本#以消

除柠檬酸因素对负荷后唾液分泌研究结果的干扰)
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续表
&

!!

常见革兰阳性多重耐药菌抗菌药物耐药性%

,

#

a

$&

抗菌药物 金黄色葡萄球菌 表皮葡萄球菌 溶血葡萄球菌 肺炎链球菌 其他 合计

氧氟沙星
"%

$

-"+&%

%

1

$

,-+I$

%

",

$

1-+$1

%

,

$

,#+##

%

&

$

,,+,,

%

$$

$

!,+#"

%

四环素
"!

$

$I+,%

%

1

$

,-+I$

%

%

$

!&+%$

%

$

$

$#+##

%

,

$

!#+##

%

,I

$

$!+1I

%

庆大霉素
"-

$

!"+-"

%

I

$

$&+""

%

"#

$

!I+I&

%

"#

$

"##+##

%

-

$

"##+##

%

!#

$

-#+&$

%

利福平
%

$

&%+#,

%

-

$

,"+!I

%

1

$

$"+"I

%

,

$

,#+##

%

&

$

,,+,,

%

&1

$

,&+!,

%

氯霉素
"#

$

,&+&-

%

I

$

$&+""

%

-

$

,!+&%

%

$

$

$#+##

%

"

$

"-+-1

%

&%

$

,$+%$

%

?

!

讨
!!

论

多重耐药菌株大多是由于外排膜泵基因突变所致'

$

(

)此

外#病原菌外膜渗透性发生改变或者是产生了超广谱酶也是病

原菌产生多重耐药的重要机制'

!

(

)随着抗菌药物不合理应用

以及滥用的增加#微生物的耐药率也在不断升高)由于条件致

病菌与抗菌药物的接触机会较多'

-

(

#因此在其细胞内的质粒*

染色体等结构上均有可能有耐药基因聚积#因此大多数的多重

耐药菌株为机会致病菌'

1

(

)

外伤患者由于创伤较大#机体抵抗力明显降低&而且由于

长期卧床#呼吸道分泌物不能及时排出#容易引起肺内感染&部

分患者在术后留置导尿#随着导尿时间的延长也会逐渐增加尿

路感染的概率)

在本研究中#以
1"

例多重耐药菌株混合感染患者为研究

对象#从患者标本中共分离得到多重耐药菌株
&#!

株)革兰阴

性菌检出最多#共检出
""%

株#占
!I+#!a

#其中大肠埃希菌*

肺炎克雷伯菌*肠杆菌和沙雷菌分别检出
$1

株$

&&+%,a

%*

&I

株$

",+--a

%*

&&

株$

"#+1,a

%和
",

株$

-+,$a

%)这些病原菌

普遍对氨苄西林*头孢噻吩*头孢呋辛*阿洛西林*头孢噻肟*头

孢哌酮的耐药率较高#分别达到
%&+$$a

*

I%+#Ia

*

I%+#Ia

*

I!+1"a

*

I$+#,a

和
I"+!"a

)而对亚胺培南以及阿米卡星的

耐药性则分别仅有
!+IIa

和
&I+!a

)

革兰阳性菌检出较少#检出
I,

株#占
$#+$%a

#其中金黄

色葡萄球菌*表皮葡萄球菌*溶血葡萄球菌和肺炎链球菌分别

检出
,"

株$

"!+"&a

%*

"%

株$

%+&1a

%*

"1

株$

I+&%a

%和
"#

株

$

$+IIa

%)这些病原菌普遍对青霉素
]

*苯唑西林*氨苄西林

的耐药率分别达到
%I+I#a

*

%1+!%a

*

%!+"Ia

)没有革兰阳

性菌对万古霉素耐药#此外对利福平*氯霉素的耐药性也分别

仅有
,&+!,a

和
,$+%$a

)

由此可知#虽然多重耐药菌株对多种抗菌药物均具有较高

的耐药性#临床治疗确实存在着一定的困难#但无论是革兰阴

性菌还是革兰阳性菌均有其耐药性较低的药物)在感染早期#

尚不能明确致病微生物的种类时也难以选择敏感的抗菌药物#

在这种情况下联合用药是不错的选择)根据本资料革兰阴性

菌和革兰阳性菌的耐药性结果#可选择亚胺培南*阿米卡星*万

古霉素作为广谱抗菌药物先行治疗)由于用药之后会对病原

菌分布以及药物敏感性的检查结果都造成不良的影响#因此在

给药之前务必以无菌方式获取标本#以进行病原菌培养以及药

物敏感试验#从而为患者选择敏感性最高的药物#以提高治疗

的效果)
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