
与肝纤维化分期呈正相关#

&$

)

+

0

%$

+

Y:

+

X;

水平

越高#则纤维化分期越高)这与临床多项有关研究结

果一致'

6%'4

(

)出现这种情况是因为肝纤维化是由于多

种疾病导致肝脏慢性损伤后#肝细胞的外基质发生过

度增生+集聚所导致肝纤维化的#因此
&$

)

+

0

%$

+

Y:

+

X;

水平能够反映患者肝脏纤维化的水平#从而

为临床治疗和诊断提供可靠依据'

''

(

)

综上所述#血清
&$

)

+

0

%$

+

Y:

以及
X;

水平与

肝纤维化程度呈正相关#因此临床上可将血清
&$

)

+

0

%$

+

Y:

以及
X;

指标作为反映肝纤维化严重程度

的测量指标#在肝纤维化的早期诊断时作为重要的诊

断依据)
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重组蛋白抗原
E

O

4846

对梅毒诊断的血清学评价"

吴
!

奇!王
!

丽!季灵婷!吕盈盈#

"上海市静安区闸北中心医院检验科
!

(444C4

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨重组蛋白抗原
E

O

4846

对梅毒诊断的血清学评价价值%方法
!

收集各期梅毒患者
A48

例以及可能有交叉反应的患者
D4

例!建立了一个重组蛋白抗原
E

O

4846

!用酶联免疫吸附试验"

!Y#[;

$对梅毒

各期患者及可能有交叉反应的患者进行了检测!并与常规的快速血浆反应素试验"

"&"

$

h

梅毒螺旋体明胶凝

集试验"

E&&;

$进行对比%结果
!

对各期梅毒患者!

E

O

4846

重组蛋白筛查的灵敏度为
D935c

!

"&"hE&&;

筛查灵敏度为
D53'c

%对可能有交叉反应的患者!

E

O

4846

重组蛋白筛查的特异度为
DD3'c

!

"?$

曲线的

;B$

为
43DD

#

"&"hE&&;

筛查的特异度为
DC3(c

!

"?$

曲线的
;B$

为
43D8

%

E

O

4846

重组蛋白对梅毒筛

查的灵敏度&特异度均高于常规的
"&"hE&&;

检测方法!特别是对先天性梅毒&一期梅毒的检测优于常规方

法%结论
!

E

O

4846

重组蛋白是非常有前景的梅毒筛查的诊断性抗原!但其在细胞内的位置和保护性反应还未

确定!还有待进一步研究和验证%

关键词"梅毒螺旋体#

!

E

O

4846

重组蛋白#

!

梅毒#

!

"?$

曲线

中图法分类号"

"AA83'

文献标志码"

;

文章编号"

'8C(%DA99

"

(4'D

$

49%4886%4A

!!

梅毒是苍白螺旋体$

E

O

&感染人体所引起的性传

播疾病#近年来发病率持续上升)在中国的所有性传

播疾病中居首位'

'%(

(

)

梅毒为重要的公共卫生问题之一)

(4'4

年-新英

格兰医学杂志.报道中国地区不到
'-

就增加
'

例先

天性梅毒#说明我国的梅毒防控面临严峻挑战'

'

#

5

(

)

梅毒的早期发现和治疗预后良好#不典型症状及未经

治疗的梅毒常导致心血管系统及神经梅毒等严重并

发症#而危及生命)

由于
E

O

在体外无法培养#因此梅毒的诊断主要

依靠血清学检测)快速血浆反应素试验$

"&"

&+甲苯

胺红不加热血清反应素试验$

E"B[E

&及梅毒螺旋体

颗粒凝集试验$

E&&;

&为常用方法)先天性梅毒依靠

'D[%#

M

S

抗体荧光螺旋体抗体吸收试验$

WE;%;̂ [

&

和暗视野显微镜诊断#目前市场上常用的检测方法采

用的均为重组的
E

O

:'9

+

E

O

:'C

+

E

O

:AC

)除上述
5

*

688

*

检验医学与临床
(4'D

年
5

月第
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卷第
9

期
!

Y1GS@P$H*+

!

S12I-(4'D

!

ZFH3'8

!

:F39

"

基金项目"上海市卫生和计划生育委员会面上资助项目$

(4'AA48A4

&)

#

!

通信作者#

!%01*H

!

HQ

>

*+

M>

*+

M

(4'5

!

,*+13IF0

)



种抗 原 外#其 他 几 种 膜 蛋 白
E

O

:AA39

$

E0

O

;

#

E

O

4C86

&+

E

O

4A95

+

E

O

D(

$

E

O

45(8

&及
E

O

4D89

'

A%8

(也被

研究#并在梅毒的一些临床分期表现了较高的灵敏度

和特异度#但一些抗原并不能检测出临床各期梅毒的

特异性抗体#尤其是在早期梅毒和先天性梅毒)

E

O

4846

是近年发现的一种假想蛋白'

C

(

#生物学信息

分析表明
E

O

4846

蛋白存在多个
^

抗原表位#且与其

他物种没有同源性#表明其具有潜在的灵敏度和特异

度#在梅毒各期预测中具有潜在的免疫诊断价值)本

研究将对
E

O

4846

在各期梅毒中的诊断进行评价#探

讨
E

O

4846

在梅毒临床诊断应用的可行性)

$

!

资料与方法

$3$

!

一般资料
!

于
(4'9

年
'

月至
(4'8

年
8

月收集

上海市静安区闸北中心医院皮肤性病科和妇产科梅

毒患者#其中男
('8

例#女
'D4

例%年龄
4

$

6A

岁#平

均
A'35

岁%潜伏期梅毒
'(4

例#一期梅毒
C6

例#二期

8D

例#三期
99

例#先天性梅毒
6A

例)收集同期与梅

毒螺旋体可能有交叉反应的病例
D4

例#包括
5

例钩

端螺旋体病患者$男
(

例#女
'

例%年龄
'6

$

9A

岁#平

均
5C36

岁&#

'A

例沙门菌感染$男
6

例#女
8

例%年龄

'A

$

85

岁#平均
5539

岁&#

(6

例风湿病患者$男
D

例#

女
'D

例%年龄
(4

$

8C

岁#平均
A938

岁&#

(9

例
!̂

病

毒感染患者$男
'5

例#女
'(

例%年龄
'9

$

C(

岁#平均

AC3(

岁&及
(4

例妊娠妇女标本$年龄
('

$

5C

岁#平均

(A35

岁&)另外收集同期
94

例正常标本$男
(9

例#女

(9

例%年龄
((

$

96

岁#平均
5C39

岁&)梅毒的诊断和

分期按照-梅毒诊断标准.$

\[(C5%(44C

&判断)所有

研究对象对本研究知情同意#本研究经过本院伦理委

员会批准同意)
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!

方法

$3/3$

!

E

O

4846

重组蛋白的表达和纯化
!

提取
E

O

$

:*I-FH,

&菌株的基因组
):;

#从
]@+̂1+V

获取

E

O

4846

基因序列$

;II@,,+/0G@2

!

:$

,

444D'D

&#参

照文献引物序列如下#上游引物!

9̀%]];;EE$;E%

]]$]];E$$$E$]]$;%5̀

% 下 游 引 物!

9̀%

$$$;;]$EE$EE]$$]$$;];;;$];$E%5̀

#荧

光实时
&$"

方法扩增
E

O

4846

基因)反应条件!

D9

bA0*+

#而后
D9b(4,

#

94b(4,

#

C(b54,

#

C(

b90*+

共
(D

个循环#用
&$"

产物回收试剂盒回收

&$"

产物)

&$"

产物与质粒
O

!E(61

$

h

&分别进行
!IF"

(

与
X*+P

)

双酶切#连接酶连接#转化
!3IFH*)X9

%

感

受态细胞#

5Cb

过夜)筛选阳性克隆#酶切测序鉴定)

将重组菌接种在含卡那霉素
54

#

M

"

0YŶ

培养基上#

以
#&E]

诱导培养
A-

#收集并用裂解液裂解细菌#经

:*%:E;

亲和层析柱纯化#用含
(94 00FH

"

Y

咪唑

$

*0*P1LFH@

&的
9400FH

"

YE2*,%X$H

$

O

XC38

&+

544

00FH

"

Y:1$H

+

'4c

甘油洗涤#再用
9400FH

"

YE2*,%

X$H

$

O

XC38

&+

'9400FH

"

Y:1$H

的溶液进一步洗去

咪唑#用
G*%I*+I-F+*+*I1I*P

$

$̂;

&蛋白分析试剂盒测

量蛋白水平)
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!

E

O

4846

重组蛋白对梅毒各临床分期及先天

性梅毒的酶联免疫吸附试验$

!Y#[;

&检测
!

配制一

定水平的
E

O

4846

重组蛋白溶液#

!Y#[;

检测梅毒不

同临床分期及先天性梅毒患者的血清#纯化的

E

O

4846

重组蛋白用
43'0FH

"

Y

碳酸盐缓冲液$

O

X

D39

&稀释#每孔
'44

#

Y

在
D8

孔板上
A b

过夜#

&̂ [

洗涤#室温封闭
(-

#每份血清标本按照
'j'44

用

&̂ [

稀释#每孔加入
'44

#

Y

#

5Cb

放置
(-

#用
&̂ [

洗

9

次#加入
X"&

标记的二抗#

5C b

孵育
'-

#用
&̂ [

洗
9

次#加入
'44

#

Y

四甲基联苯胺#室温孵育
54

0*+

#加入
94

#

Y'0FH

"

Y

的硫酸终止反应#酶标仪测

量
A94+0

的吸光度#每份标本重复测定
5

次#与各期

参考标准对照)一期梅毒参照
"&"

检测和滴度试验#

用
WE;%;̂ [

确认%二期梅毒参照
"&"

检测和滴度试

验#用
E&&;

确认%三期梅毒参照
"&"

检测和滴度试

验#

E

O

4846

重组蛋白方法的临界值定义为均值
f(

倍标

准差#用
E&&;

+

WE;%;̂ [

与参考标准对照)
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!

评价
E

O

4846

重组蛋白的灵敏度+特异度和

D9c

可信区间
!

E

O

4846

重组蛋白的整体表现用受试

者工作特征曲线$

"?$

曲线&#以灵敏度为纵坐标代表

真阳性率#

'7

特异度为横坐标代表假阳性率#作图绘

成
"?$

曲线)在
"?$

曲线上计算最佳截断点的灵

敏度+特异度和假阳性率)
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!

用
"&"hE&&;

对梅毒不同临床分期和先天

性梅毒进行评价
!

"&"hE&&;

检测结果与
E

O

4846

重组蛋白检测结果对比#观察
E

O

4846

重组蛋白方法

在临床各期#特别是在先天性梅毒+早期梅毒患者中

是否优于血清学方法#能否用于这部分患者的筛查)

评价指标和方法同
'3(35

)

$3'

!

统计学处理
!

采用
[&[['D34

软件进行统计分

析#计数资料以例数或百分率表示#组间比较采用
!

(

检验#以
N

(

4349

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/3$

!

完成了
E

O

4846

基因扩增#蛋白诱导和纯化
!

通

过使用一对上下游特异性引物对目标序列进行
&$"

反应#得到
E

O

4846

基因的
&$"

产物结果#见图
'

#

&$"

产物大小在
C94

$

'444G

O

#符合预期)

图
'

!!

E

O

4846

基因的
&$"

产物

/3/

!

&$"

产物的转化
!

对载体
O

!E(6;

进行
!IF%

*

D88

*
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月第
'8

卷第
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"#%X*+P

)

双酶切#连接酶连接#转化#使用菌落
&$"

方法以鉴定阳性克隆#共挑取
6

个转化子进行菌落

&$"

鉴定#结果见图
(

#其中
'

+

(

+

A

+

C

转化子有插入

片段)取
O

!E:/,%E&86'

+

(

+

A

+

C

菌落过夜培养#提

取质粒后送样测序#序列结果完全正确的为
:/,

的
A

号质粒)

图
(

!!O

!E:/,%E&86

菌落
&$"

结果

/3'

!

蛋白的表达与纯化
!

接种重组菌#以
#&E]

$

'34

00FH

"

Y

&诱导培养
A-

#收集并裂解细菌#经
:*%:E;

亲和层析柱纯化和洗涤#各阶段
[)[%&;]!

电泳结

果如图
5

#经分子筛后#样品纯度基本在
D4c

左右#符

合作为诊断抗原的基本要求)

图
5

!!

:/,E&e

各阶段中间产物电泳结果

/31

!

E

O

4846

重组蛋白和
"&"hE&&;

对梅毒各临

床分期+先天性梅毒及可能有交叉反应病例的检测结

果
!

E

O

4846

重组蛋白筛查梅毒患者
A48

例#阳性为

56C

例#灵敏度为
D935c

#

"&"hE&&;

筛查方法阳

性
5C6

例#灵敏度为
D53'c

%筛查可能有交叉反应的

患者
D4

例#

E

O

4846

重组蛋白特异度为
DD3'c

#

"&"

hE&&;

筛查方法特异度为
DC3(c

%两种方法对正常

标本检测阳性数均为
4

)结果证实
E

O

4846

重组蛋白

对梅毒筛查的灵敏度+特异性均高于常规的
"&"h

E&&;

检测方法#特别是对先天性梅毒+一期梅毒检

测优于常规方法)结果见表
'

+

(

)

/32

!

"?$

曲线分析
!

E

O

4846

重组蛋白筛查
A48

例#

灵敏度为
D935c

#特异度为
DD3'c

#

;B$

为
43DD

)

"&"hE&&;

联合筛查方法#灵敏度为
D53'c

#特异

度为
DC3(c

#

;B$

为
43D8

)

E

O

4846%!Y#[;

检测的

;B$

高于
"&"hE&&;

)见图
A

)

表
'

!!

E

O

4846

重组蛋白和
"&"hE&&;

对各期梅毒

!!!

患者的检测结果

分组
'

E

O

4846%!Y#[;

阳性

$

'

&

阴性

$

'

&

灵敏度

$

c

&

"&"hE&&;

阳性

$

'

&

阴性

$

'

&

灵敏度

$

c

&

一期梅毒
C6 C8 ( DC3A C( 8 D(35

二期梅毒
8D 88 5 D93C 88 5 D938

三期梅毒
99 94 9 D43D 99 4 '4434

潜伏期梅毒
'(4 ''' D D(39 ''( 6 D535

先天性梅毒
6A 6A 4 '4434 C5 D 683D

合计
A48 56C 'D D935 5C6 (8 D53'

表
(

!!

E

O

4846

重组蛋白和
"&"hE&&;

对可能有

!!!

交叉反应患者的检测

分组
'

E

O

4846%!Y#[;

阳性

$

'

&

阴性

$

'

&

灵敏度

$

c

&

"&"hE&&;

阳性

$

'

&

阴性

$

'

&

灵敏度

$

c

&

钩端螺旋体病
5 4 5 '4434 4 5 '4434

沙门菌感染
'A 4 'A '4434 4 'A '4434

风湿病
(6 ' (C D83A ( (8 D(3D

!̂

病毒感染
(9 4 (9 '4434 ' (A D834

妊娠妇女
(4 4 (4 '4434 4 (4 '4434

合计
D4 ' '4D DD3' 5 '4C DC3(

图
A

!!

E

O

4846

重组蛋白和
"&"hE&&;

方法对

各期梅毒患者检测的
"?$

曲线

'

!

讨
!!

论

!!

常规
"&"hE&&;

方法在早期梅毒和先天性梅

毒灵敏度和特异度方面还有待提高#还不能区分是现

在感染还是既往感染#因此有待发现其他更敏感和特

异的蛋白抗原)

本研究成功构建了
O

!E(61

"

E

O

4846

重组质粒#

提取纯化了
E

O

4846

重组蛋白#纯化蛋白与阴性者血

清无反应#与梅毒患者血清有强反应#提示其作为诊

断抗原的可行性)

本研究共收集到各期梅毒
A48

例#经临床和实验

室检查确诊为梅毒阳性#并且用
E

O

4846

重组蛋白对

各期梅毒患者进行了检测#与
"&"hE&&;

进行对

比#

E

O

4846

重组蛋白对梅毒筛查的灵敏度+特异度均

高于常规的
"&"hE&&;

检测方法#重组蛋白进行检

测比脂质抗原和粗制蛋白抗原更有优势%特别是对先

天性梅毒的灵敏度为
'4434c

#明显高于
"&"hE&%

&;

检测的灵敏度$

683Dc

&#在一期梅毒
E

O

4846

重组

*

4C8

*

检验医学与临床
(4'D

年
5

月第
'8

卷第
9

期
!

Y1GS@P$H*+

!

S12I-(4'D

!

ZFH3'8

!

:F39



蛋白灵敏度为
DC3Ac

#也高于
"&"hE&&;

的

D(35c

#结果证实重组蛋白
E

O

4846

显示了高灵敏度

和在血清学交叉反应中的高特异度$

DD3'c

&#

E

O

4846

重组蛋白在先天性梅毒和一期梅毒检测中优于常规

方法#重组蛋白在制备上也优于粗制梅毒螺旋体蛋

白)重组蛋白可在体外用
!3IFH*

培育方法大量制

备#但粗制梅毒螺旋体蛋白只能在兔动物模型中生长

的密螺旋体中提取#并且提取物中含有大量的其他大

分子#可能对检测结果产生影响)因此粗制蛋白检测

常会出现假阳性结果'

6

(

)

采用重组蛋白是个新选择#可提高免疫检测的准

确性和灵敏度)以往一些研究表明重组蛋白能提高

梅毒的血清学诊断'

D%'(

(

#并且还可能用于区分新近感

染和既往感染'

''

(

#可用于人群梅毒的筛查)另外在
D4

例可能有交叉反应的患者血清检测中#

E

O

4846

重组蛋

白特异度为
DD3'c

#也高于常规的
"&"hE&&;

方法)

本研究结果提示
E

O

4846

重组蛋白是非常有前景

的梅毒筛查的诊断性抗原#但这个抗原在细胞内的位置

和保护性反应还未确定#还有待进一步研究和验证)
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集束化护理策略在中消化道出血中的临床应用

周
!

爽!罗珍利!赵
!

蓉!汪兴伟!陈东风

"陆军军医大学大坪医院野战外科研究所消化内科!重庆
A444A(

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨集束化护理策略在中消化道出血中的临床应用价值%方法
!

选择
(4'C

年
'

月至
(4'6

年
'

月收治的确诊为中消化道出血的
64

例患者!采用便利抽样法随机分为常规护理对照组和集束化护理干预

组!每组
A4

例%比较两组患者的临床疗效&止血时间&平均住院时间&并发症的发生率及护理满意度方面的差

异%结果
!

集束化护理干预组在患者的临床疗效&止血时间&平均住院时间&并发症的发生率及护理总满意度

方面均优于常规护理对照组!差异有统计学意义"

N

(

4349

$%结论
!

通过制订集束化护理管理策略!根据循证

证据!将有利于减少中消化道出血患者的再出血率和提高抢救成功率的护理措施整合为一体!制订方案并实

施!可以改善患者的结局%通过提高集束化护理在中消化道出血患者临床中的应用!为患者提供最优化的治疗

和护理!提高患者的生存质量%

关键词"集束化护理#

!

中消化道出血#

!

护理管理

中图法分类号"

"AC539

文献标志码"

;

文章编号"

'8C(%DA99

"

(4'D

$

49%48C'%4A

!!

消化道出血是临床常见的消化系统急危重症#病 因众多+复杂且变化快#并发症发生率高#严重危及患

*

'C8

*

检验医学与临床
(4'D

年
5

月第
'8

卷第
9

期
!

Y1GS@P$H*+

!
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!
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