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摘
!

要"目的
!

检测内皮素"

ZST

%基因在乳腺癌组织中的表达情况!并分析其临床意义&方法
!

采用实时定量聚合酶链反

应"

G21"IG

%检测
'%

例乳腺癌组织"实验组%及
,)

例正常乳腺组织"对照组%中
ZST1$DGT0

'

ZST1%DGT0

和
ZST1*DGT0

的表达情况!并分析其与各临床特征之间的关系&结果
!

实验组
ZST1$DGT0

和
ZST1%DGT0

的表达量高于对照组!差异有

统计学意义"

8\*&)$,

!

E

$
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8\'&(*%

!
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%!而
ZST1*DGT0

在实验组中的表达低于对照组!差异有统计学意义

"

8\Q-&%

!

E

$
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%$在各临床特征比较中!对于是否有区域淋巴结转移'远处转移'及肿瘤的大小!组间
ZST1$DGT0

和
ZST1

%DGT0

的表达差异有统计学意义"

E

$

)&),

%!在患者年龄和肿瘤组织类型组间表达差异无统计学意义"

E

&
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%!而
ZST1*

DGT0

表达在各临床特征之间的比较差异均无统计学意义"

E

&

)&),

%&结论
!

ZST

与乳腺癌密切相关!

ZST1$DGT0

和
ZST1

%DGT0

与乳腺癌的发生'发展转移相关!而
ZST1*DGT0

只与乳腺癌的发生相关!与其发展转移无关&

关键词"内皮素$

!

乳腺癌$

!

实时定量
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以往的研究中证实#内皮素
1*

$

ZST1*

&基因在乳腺癌组织

中有较高的甲基化发生率#导致
ZST1*DGT0

表达的减少)

$

*

#

然而内皮素家族的另外两个成员222

ZST1$

和
ZST1%

在乳腺

癌组织中的表达情况不得而知#且它们与
ZST1*

表达之间的关

系也需要做进一步研究'所以#本研究采用实时定量聚合酶链

反应$

G21"IG

&检测在乳腺癌组织中#

ZST

家族中的
ZST1$

DGT0

(

ZST1%DGT0

和
ZST1*DGT0

的表达#以探究其在乳

腺癌组织中各临床特征之间表达量之间的关系#同时比较其表

达的差异#为乳腺癌的发生机制的研究进一步提供依据'

$

!

资料与方法

$&$

!

一般资料
!

选取
'%

例
%)$*

年
$

月至
%)$'

年
$)

月在本

院经乳腺癌手术并经病理学证实的乳腺癌组织为实验组#年龄

*%

!

+-

岁#平均$

,%&%U$)&$

&岁#其中大于
,)

岁
%%

例#小于

或等于
,)

岁
%)

例'以
^!]%))*

标准作为乳腺癌分类标

准)

%

*

!

2

$

%(

例#

2

%

!

'

$,

例%小叶型
$-

例#组织学分型导管型

%'

例%淋巴结转移$

T

$

!

*

&

$+

例#无淋巴结转移$

T

)

&

%+

例%远处

转移$

X

$

&

$(

例#无远处转移$

X

)

&

%,

例'选取
,)

例同期在本

院接受乳腺手术#且病理学证实为非乳腺癌的乳腺组织$包括

乳腺囊性增生(乳腺管内乳头状瘤(乳腺囊内乳头状瘤(乳腺

炎(乳腺纤维瘤&作为对照组#年龄
%(

!

+*

岁#平均$

'-&/U

$$&*

&岁#组间比较年龄差异无统计学意义$

8\)&-%

#

E

&

)&),

&#有可比性#实验用乳腺组织保存于
Q-)[

条件下备用'

$&/

!

仪器与试剂
!

荧光定量
"IG
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$
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)
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$
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:
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ST;87
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"B3D7
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"B4D7N>B4
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9

2X

G2

逆

转录试剂盒)
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$

GG)'(0
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试剂盒

)
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$
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方法

$&'&$

!

引物设计
!

目的基因序列的查找参考
<99

A

!""

KKK&

5>P4&5ED&54<&

:

36

"

:

75P;5M

"网站#引物设计使用
"B4D7B7c1

A

B788%&)

软件#引物合成使用
0VO*/))

高通量
ST0

合成仪

$

O5649B3

:

75I3&F9?&

&#表
$

显示了实验用引物序列'

表
$
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引物序列

碱基序列$

,b

!
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& 基因编号 位置 产物大小$

P

A

&

ZST1$

!

上游引物!

2I00I0I2IIIH0HI0IH2 TX))$/,,&' ,,,

!

,(* /+

!

下游引物!

I0IHH2I2H22HII222H2H

ZST1%

!

上游引物!

H0IH2H22II0H0I2HHI00 `X))+($)'))&$ %-/

!

*)- $)$

!

下游引物!

2H22H2IHI22HHI000H0H

ZST1*

!

上游引物!

0I0I2IIIH00I0H0IHH2H `X)),%+)*$'&% +(%

!

+/$ $$%
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下游引物!
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$&'&/

!

GT0

提取及
>ST0

合成
!

总
GT0

的提取使用
2B4L3E

试剂#总
GT0

提纯使用
GT;871=B77

的
ST;87

"

$

"B3D7

:

;

&试

剂'取
$

&

FGT0

样品#稀释
,)

倍#用紫外分光光度仪上测

定#其
0%+)

"

0%-)

值为
$&-

!

%&)

%取
$

&

FGT0

#于
-)#

#

$.

琼脂糖凝胶电泳下进行
%)D45

#随后在凝胶成像系统下观察#

总
GT0

的
,NBGT0

(

$-NBGT0

以及
%-NBGT0

条带都清晰

可见#

GT0

提取较为完整'取
'

&

FGT0

#在
*([

(

$,D45

#随

后在
-,[

(

,8

的条件下#用
"B4D7N>B4

A

9

2X

G2

逆转录试剂和

随机引物合成
>ST0

#总体积为
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&

F

#保存于
Q-)[

备用'

$&'&'

!
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合成
!

在
/*[%D45

#

/*[$,8

#

,,[%,8

#

(%[ %,8

#反应条件下共进行
')

循环'用染料法配制
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反应体系
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缓冲液$含
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染料&
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#反向引物$
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A
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#水
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&

F

'溶解曲线!

/*[$D45

#

+)[$,8

#

+)[$)8

#从
+)[

缓

慢升至
/*[

#每升高
)&,[

检测
$

次荧光信号值#反应结束后

检测系统自动生成每条曲线的
I9

值及溶解曲线'各基因溶解

曲线仅
$

条主峰#特异性好'

$&'&1

!

标准品与标准曲线的制定
!

随机选取对照组某一

GT0

$浓度约
)&*((

&

:

"

&

F

&#按照如上条件合成
>ST0

#将此

>ST0

以
$)

倍的倍比进行稀释#制成
E

(

$)1$

(

$)1%

(

$)1*

(

$)1'

>ST0

共
,

个浓度梯度#倍比稀释确保准确无误#以此
,

个浓

度梯度作为模板#分别对
ZST1$DGT0

(

ZST1%DGT0

以及

ZST1*DGT0

进行
G21"IG

#反应结束后自动生成
I9

值'以

I9

值为纵坐标(拷贝数的对数为横坐标#绘制标准曲线'实验

条件经反复优化#当实验扩增如图
$

!

*

所示的曲线时$横坐标

为
I9

值#纵坐标为荧光信号强度&#将此时的
,

个浓度梯度样

本作为阳性定量标准品'拟合后
ZST1$DGT0

曲线方程为!

,\Q*&%/%d*/&+(

#

M

%

\)&//

%

ZST1%DGT0

曲线方程为!

,\Q*&*,%d'$&$-

#

M

%

\)&//

%

ZST1*DGT0

曲线方程为!

,\Q*&'-%d'$&/,

#

M

%

\)&//

'每批次检测须包含上述
,

个

阳性定量标准品#同一个
>ST0

样品做三个重复定量检测求

平均
I9

值'

$&1

!

统计学处理
!

采用
N"NN$*&)

进行统计学分析'计量资

料采用
LU=

表示'组间比较采用
8

检验'以
E

$

)&),

为差异

有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/&$

!

ZST

在实验组与对照组中的表达比较
!

ZST1$DGT0

在实验组中的表达量为$

%-&*/%U-&+/'

&

f$)

'
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#高

于对照组)$
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f$)

*
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*#差异有统计学意

义$
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#
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$
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ZST1%DGT0

在实验组中的表达量

为$

'%&%*/U/&+'(

&

f$)

'
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A
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"
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F

#高于对照组)$

-&+%-U
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*
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"
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*#差异有统计学意义$

8\'&(*%

#
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$
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ZST1* DGT0

在 实 验 组 中 的 表 达 量 为 $

,&($%U

$&*$+

&

f$)

*

>3

A

478

"

&

F

#低于对照组)$

',&%*$U%,&*(/

&

f$)

*

>3

A
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"

&

F

*#差异有统计学意义$

8\Q-&%$

#

E

$

)&)$
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/&/

!

乳腺癌各临床特征之间实验组
ZST

表达的组间比较
!

在年龄和肿瘤组织类型中#

ZST1$DGT0

和
ZST1%DGT0

的

表达差异无统计学意义$

E

&

)&),

&'在是否有区域淋巴结转

移(远处转移(肿瘤大小的比较中#差异有统计学意义$

E

$

)&),

&'见表
%

(

*

'

ZST1*DGT0

的表达在不同年龄组(肿瘤

组织类型和大小(是否有区域淋巴结转移(远处转移的比较中#

差异无统计学意义$

E

&

)&),

&#见表
'

'

表
%

!!

ZST1$DGT0

在不同临床特征乳腺癌患者

!!!

中表达的比较#

f$)

'

>3

A

478

&

&

F

%

LU=

$

临床参数
- ZST1$DGT0 8 E

年龄

!)

,)

岁
%) -&*+*U*&,/+ $&(*, )&$'%

!&

,)

岁
%% %(&,%%U$$&+*,

组织类型

!

导管型
%' ,%&%*-U$'&$/% $&-'( )&)/+

!

小叶型
$- *%&%&-U$)&*/%

肿瘤大小

!

2

$

%( -&%+*U$&+%+ %&%,, )&)%-

!

2

%

!

'

$, */&'%$U$$&-*$

区域淋巴结转移

!

T

)

%+ (&'+%U%&$), %&($% )&)*$

!

T

$

!

*

$+ *,&-,%U$%&(,,

远处转移

!

X

)

%, /&,'%U,&+*% %&-(% )&))*

!

X

$

$( +%&*(*U$+&*$'

表
*

!!

ZST1%DGT0

在不同临床特征乳腺癌患者

!!!

中表达的比较#

f$)

'

>3

A

478

&

&

F

%

LU=

$

临床参数
- ZST1%DGT0 8 E

年龄

!)

,)

岁
%) %-&($%U$)&%'$ $&/$% )&)-%

!&

,)

岁
%% '%&-%(U-&$()

组织类型

!

导管型
%' %/&-%)U$*&+*+ $&--' )&)/(

!

小叶型
$- ,+&)',U+&%%(

肿瘤大小

!

2

$

%( %-&(/)U$%&,+' %&'+* )&)$-

!

2

%

!

'

$, (%&$'%U+&/$+

区域淋巴结转移

!

T

)

%+ %$&,%-U$)&,/$ %&%/- )&)%+

!

T

$

!

*

$+ +(&*,%U-&)$$

远处转移

!

X

)

%, *%&'-%U$'&$/% %&**+ )&)*%

!

X

$

$( (-&()/U$,&/%+

表
'

!!

ZST1*DGT0

在不同临床特征乳腺癌患者

!!!

中表达的比较#

f$)

'

>3

A

478

&

&

F

%

LU=

$

临床参数 总例数
ZST1*DGT0 8 E

年龄

!)

,)

岁
%) ,&/%(U$&,%* *&)/- )&$%/

!&

,)

岁
%% ,&),/U$&*-/

+

$//$

+

检验医学与临床
%)$+

年
(

月第
$*

卷第
$'

期
!

F;PX7?IE45

!

JCE

@

%)$+

!

#3E&$*

!

T3&$'



续表
'

!!

ZST1*DGT0

在不同临床特征乳腺癌患者

!!!

中表达的比较#

f$)

'

>3

A

478

&

&

F

%

LU=

$

临床参数 总例数
ZST1*DGT0 8 E

组织类型

!

导管型
%' ,&/)$U$&$'( $&'$% )&,/(

!

小叶型
$- ,&')%U$&%-,

肿瘤大小

!

2

$

%( ,&($%U$&,-+ $&$)/ )&-%%

!

2

%

!

'

$, ,&('*U$&()%

有否区域淋巴结转移

!

T

)

%+ ,&-+,U$&/$* $&,-' )&%,%

!

T

$

!

*

$+ ,&*%,U$&,,'

远处转移

!

X

)

%, ,&-*'U$&/,$ %&//$ )&)/$

!

X

$

$( '&(-+U$&(*(

'

!

讨
!!

论

!!

ZST

作为一种细胞因子#广泛在结肠(小肠(脑(胰腺(骨

骼肌(睾丸等组织中表达#包括
ZST1$

(

ZST1%

和
ZST1*

)

*

*

'

经前体蛋白翻译后#

ZST

裂解出一种生物活性物质#含
%$

个

氨基酸'通过自分泌和旁分泌#它能与细胞表面的
ZSTG0

和

ZSTGV

受体相互作用)

'

*

#从而参与细胞的生物功能#如诱导

增殖(分化转移等)

,

*

'细胞的存活率可通过内皮素信号传导的

异常而调节#此外#内皮素信号传导异常还能增强细胞侵袭力#

导致组织器官的病变#以及肿瘤的发生)

+

*

'

ZST

已被多个研

究证实与多种肿瘤有关#如卵巢癌)

(

*

(前列腺癌)

-

*

(成骨细胞瘤

等)

/

*

'

本文采用
G21"IG

方法#检测了
'%

例乳腺癌组织及
,)

例

正常乳腺组织中
ZST1$DGT0

(

ZST1%DGT0

和
ZST1*DG1

T0

的表达水平#结果发现#乳腺癌组织中
ZST1$DGT0

和

ZST1%DGT0

的表达量较对照组显著性增加#这与
h;EE78

等)

$)

*和
HB4D8<;K

等)

$$

*报道的相同#也与本研究结果
ZST1$

DGT0

和
ZST1%DGT0

在乳腺癌患者外周血中均大量表达

相一致#这说明
ZST1$

和
ZST1%

基因与乳腺癌密切相关'采

用放射免疫分析法#苗瑞政等)

$%

*对
ZST1$

的水平进行了检

测#肿瘤大小并无差异#这与本研究结果不同#其可能原因是由

于采用了对乳腺癌不同的分类和检测方法'在相关临床特征

比较中这种高表达在患者年龄和肿瘤组织类型之间差异均无

统计学意义#在是否有区域淋巴结转移(远处转移以及肿瘤大

小比较中#差异具有统计学意义#说明乳腺癌的发展和转移与

ZST1$

和
ZST1%

基因有关'

ZST1*DGT0

在实验组的表达明显低于对照组#表明

ZST1*

基因与乳腺癌具有相关性#但在肿瘤组织类型和大小(

是否有区域淋巴结转移或远处转移(年龄等特征之间比较#无

统计学意义#说明乳腺癌的发展(转移与
ZST1*

基因无关#该

结论也与乳腺癌患者外周血中的表达关系相一致'

无论在乳腺癌组织还是在乳腺癌外周血液中#

ZST1*

DGT0

的表达均有所减少#这可能与其转录起始
I

A

H

岛的存

在有关#在对
ZST1*DGT0

测序时#

0E;575

等)

$*

*发现#大量

的
I

(

H

存在于约有
%MP

长度区域#在
ZST1*DGT0

转录起

始点距离
,b

端
$MP

到
*b

端
$MP

之间%该区域符合
H

"

I

比例超

过
+).

(

I

A

H

岛的长度超过
%))P

A

(以及实际或预期的
I

A

H

率大于
)&+

的条件)

$'

*

%由此推测#

I

A

H

岛可能存在于
ZST1*

基因转录起始位置#正因为该岛的存在导致
ZST1*DGT0

表

达量的减少'而转录起始
ST0

的甲基化与基因的
I

A

H

岛存

在有关)

$,

*

'但需要采用其他方法来证实此种推测#如甲基特

异性
"IG

$

XN1"IG

&来检测
ZST1*

基因转录起始甲基化情

况'

X49;M;

等)

$+

*研究表明#

ZST1*

在动物体内能负性调节

ZST1$

的生物活性#在本研究中#

ZST1*DGT0

表达量减少#

而
ZST1$DGT0

和
ZST1%DGT0

表达量增加#这种关系在

人体组织或癌性组织中似乎也成立#该结论是否正确有待进一

步研究'

综上所述#

ZST

与乳腺癌密切相关#

ZST1$

基因和
ZST1

%

基因不但与乳腺癌的发生有关#而且与乳腺癌的发展转移相

关#而
ZST1*

基因只与乳腺癌的发生相关#而与其发展转移无

关'鉴于此#为了进一步认识乳腺癌发生发展的分子机制#可

以在临床工作中通过检测
ZST

的表达水平实现'
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!临床探讨!

鱼腥草素钠联合聚维酮碘对铜绿假单胞菌生物被膜的作用"

张家超!查长森!欧
!

翊

"广东省佛山市南海区第七人民医院
!

,%-%'(

%

!!

摘
!

要"目的
!

探讨鱼腥草素钠联合聚维酮碘对铜绿假单胞菌生物被膜的作用&方法
!

采用微量稀释法测定聚维酮碘'鱼腥

草素钠及两药联用对铜绿假单胞菌的最小抑菌浓度"

XOI

%!棋盘稀释法测定聚维酮碘'鱼腥草素钠及两药联用对铜绿假单胞菌生

物被膜的最小抑膜浓度"

NXOI

%&结果
!

聚维酮碘对铜绿假单胞菌的
XOI

为
%,+

&

:

)

DF

!鱼腥草素钠对铜绿假单胞菌的
XOI

为

,$%

&

:

)

DF

!两药联合使用时!聚维酮碘
XOI

为
+'

&

:

)

DF

!鱼腥草素钠
XOI

为
+'

&

:

)

DF

$分级抑菌浓度指数"

ROI

%为
)&%-,

&在

黏附期'早期生物膜期'成熟生物膜期"培养
$

'

*

'

(?

%!鱼腥草素钠对铜绿假单胞菌生物被膜
NXOI,)

为
$%-

'

$%-

和
,+

&

:

)

DF

!

NXOI-)

分别为
,$%

'

,$%

和
,$%

&

:

)

DF

$聚维酮碘对铜绿假单胞菌生物被膜
NXOI,)

为
$%-

'

%,+

和
%,+

&

:

)

DF

!

NXOI-)

分别为

%,+

'

,$%

和
,$%

&

:

)

DF

!两药联合使用时聚维酮碘对铜绿假单胞菌生物被膜
NXOI,)

为
+'

'

$%-

和
$%-

&

:

)

DF

!

NXOI-)

分别为

$%-

'

%,+

和
%,+

&

:

)

DF

&结论
!

鱼腥草素钠对聚维酮碘的抑菌效果具有协同作用!且能够增强聚维酮碘对铜绿假单胞菌生物被

膜的抑制作用&

关键词"鱼腥草素钠$

!

聚维酮碘$

!

铜绿假单胞菌$

!

生物被膜

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$)&$1&%''

文献标志码"

0

文章编号"

$+(%1/',,

"

%)$+

%

$'1$//*1)*

!!

铜绿假单胞菌$

"0Z

&是院内感染的常见致病菌#约占

$).

!

*,.

#居病原菌之首)

$

*

'

"0Z

生物被膜的形成是导致

医院内感染和抗感染治疗失败的主要原因#因此抑制
"0Z

生

物被膜的形成对解决医院内感染具有极其重要的意义%聚维酮

碘是一种医用消毒液#适用于手(皮肤(黏膜及伤口的消毒#对

细菌繁殖体和真菌具有良好的杀灭作用#有关研究指出随着病

原菌与消毒剂接触次数的增加#其对常用抗生素和消毒剂的耐

药性也以不同的速度增长)

%

*

#临床分离的铜绿假单胞菌多携带

抗药基因#且与其对消毒剂的抗性有一定的相关性)

*

*

'中药制

剂和中西医联合用药在临床已经有所运用#且治疗效果较

好)

'

*

'鱼腥草素钠作为天然植物鱼腥草的有效成分之一#能有

效抑制
"0Z

生物被膜的形成#尤其对耐药菌株具有抑菌作用#

在对抗铜绿假单胞菌耐药性方面具有重要的开发价值'朱玲

玲等)

,

*研究发现鱼腥草素钠能显著增强头孢他啶抗铜绿假单

胞菌生物被膜的作用#且两药具有协同抗菌作用'本研究探讨

鱼腥草素钠联合聚维酮碘对
"0Z

生物被膜的作用#为防控院

内感染(治疗泌尿道感染或伤口的多重耐药性
"0Z

等方面提

供依据'

$

!

材料与方法

$&$

!

材料来源
!

菌株!铜绿假单胞菌$

02II%(-,*

&由本院细

菌室提供'培养基!

FV

细菌培养基$

N4

:

D;

&#营养琼脂$北京陆

桥技术公司&'药物!鱼腥草素钠$中国药品生物制品鉴定所&#

聚维酮碘消毒液$利尔康&#胰酶大豆肉汤#米勒
1

海顿$

X!

&肉

汤'硅胶片(

/+

孔板(

%'

孔板等'

$&/

!

方法

$&/&$

!

测定聚维酮碘(鱼腥草素钠对
"0Z

的最小抑菌浓度

$

XOI

&

!

将新鲜培养的
"0Z

用胰酶大豆肉汤配制成
$&,f$)

-

IRY

浓度菌液'聚维酮碘溶液和鱼腥草素钠分别用
X!

培养

基对倍稀释成
$)

个浓度梯度!

,$%

(

%,+

(

$%-

(

+'

(

*%

(

$+

(

-

(

'

(

%

(

$

&

:

"

DF

#分别加入
/+

孔板中#每个浓度
-

个复孔#每孔的体

积为
$))

&

F

'另设一列不含药物的培养基作为正常对照组#

菌液以比浊法调整到
)&,

麦氏浓度#经
%))

倍稀释后#每孔加

入
$))

&

F

#振荡#

*([

培养
%'<

后涂布血琼脂平板#以无菌生

长的最小稀释浓度为
XOI

'

$&/&/

!

测定鱼腥草素钠(聚维酮碘溶液协同对
"0Z

的
XOI

!

采用棋盘稀释法进行协同抗菌实验#鱼腥草素钠(聚维酮碘溶

+

*//$

+
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