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10A82E4[P1V在941临床分离株快速鉴定中的应用研究"

黄琨波5!陈桂春#!林玉玲5!陈清清5!李!科5!张建明5#
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!!摘!要"目的!建立临床非结核分枝杆菌#941$分离株的快速鉴定方法!为临床941病的诊断和治疗提
供参考%方法!收集#$5;<#$#$年泉州某三甲医院的临床疑似941感染患者的痰液"肺泡灌洗液"胸部穿刺
液和脑脊液等标本!借助基质辅助激光解析&电离飞行时间质谱#10A82E4[P1V$技术!通过改良前处理方法
#甲酸提取法$!摸索上机检测条件!建立临床941分离株的快速鉴定方法!并以5"V%C90测序为金标准!验
证鉴定的准确性%结果!收集的7$株临床941 菌株!采用传统#常规$处理方法进行质谱鉴定!仅鉴定出:
株!检出率为;=$>!而采用甲酸提取法共鉴定出#:株!检出率为:;=$>!两种方法检出率比较!差异有统计学
意义#H'$=$5$!且改良处理后鉴定出的#:株鉴定结果与 3̂C测序结果完全一致!符合率为5$$=$>%
结论!初步建立的941甲酸提取前处理的质谱鉴定方法检出率明显提高!具有一定的临床应用价值%
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!!非结核分枝杆菌$941%病是指人体感染了

941引起相关组织或脏器的病变(941 肺病与肺
结核有着类似的临床症状和影像特征#二者无法通过

痰标本抗酸染色进行区分#常造成误诊)5*(目前可以
通过胶体金和荧光 3̂C检测等手段初步排除结核菌
的感染#但仍无法明确诊断 941 病#更无法区分至
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亚种#误诊率也较高(滞后的鉴定技术严重阻碍了

941病的诊治)#*(由于诊断困难+高度耐药且容易
复发#近年来我国 941 病的发病率明显上升#对人
类健康构成极大的威胁)!*(

941传统培养方法操作繁杂#培养周期长#可重
复性差#加之分枝杆菌大多属于慢生长菌#培养条件
较苛刻#不易生长#已无法满足临床实际工作的需
求)!*(近年来#基质辅助激光解析"电离飞行时间质
谱$10A82E4[P1V%技术在临床微生物鉴定中的应
用日渐广泛(10A82E4[P 1V与传统方法和分子
生物学技术相比#具有快速+准确+灵敏及经济等优
点#尽管不能完全替代传统培养方法#但也弥补了传
统方法操作复杂+费时等不足):E7*(10A82E4[P1V
技术在国内用于941 的鉴别较少见#因此临床参考
数据较为有限)"*(本研究拟通过优化质谱上机前处
理条件#建立适用于临床的 941 10A82E4[P 1V
鉴定方法(现报道如下(

$!材料与方法

$=$!菌株来源!收集#$5;<#$#$年泉州某三甲医
院微生物实验室的部分临床疑似941 感染$涂片抗
酸染色阳性#分离培养并经结核890检测为阴性#初
步鉴为941%患者的痰液+肺泡灌洗液+胸部穿刺液
和脑脊液等样本(采用改良罗氏培养基$AER培养基%
进行分离培养(941 参考株来源于美国菌种保藏

中心(

$=/!仪器与试剂!主要仪器!全自动快速生物质谱
检测系统$(%J)I%8*F+'/-),@OT%&基因扩增仪$杭
州博日科技有限公司%&二氧化碳培养箱$赛默飞世尔
科技公司%(主要试剂!基质液&甲酸水溶液&乙腈水溶
液&无水乙醇&固体培养基&哥伦比亚血琼脂平板&

3̂C试剂盒+Z\4*W890 聚合酶及标准分子量

890$1*%)I%%购自4*c*C*公司(

$='!方法

$='=$!传统$常规%质谱法

$='=$=$!临床标本前处理!$5%痰标本!首先将痰样
本转移至螺口管中#视样本具体性状#在生物安全柜
内加入5&#倍体积的9E乙酰EAE半胱胺酸E氢氧化钠
$90A3E9*[T%处理液(旋紧盖子#在涡旋振荡器上
涡旋振荡充分混匀#静置57@-/(小心打开盖子#加
入适量磷酸盐缓冲液$&T 值为"=;%至总体积约:$
@A&!$$$j?离心#$@-/#弃上清液用F@A磷酸盐
缓冲液重悬沉淀#并将重悬液接种至新的培养基上(
$#%支气管灌洗液+脑脊液等无菌体液!直接将样本离
心后取沉淀接种进行培养(

$='=$=/!941菌株筛选!将经(*K+IK1,46"$系

统培养阳性的分枝杆菌菌液接种于罗氏培养基上#!D
_持续培养:周#记录菌落的生长状态(其中#经结
核890检测呈阴性的初步判定为941(

$='=$='!菌株890提取!采用煮沸裂解法进行菌
株890的提取(

$='=/!10A82E4[P1V改良前处理$甲酸提取法%

$='=/=$!标本处理!$5%在5=7@A的离心管中先加
入!$$!A去离子水&转移分枝杆菌样本到上述离心
管中$避免取到培养基#尽可能转移5&!份5$!A接
种环的菌量(取菌量更直观的概念!离心管中#!A
水的量代表一小份沉淀#7!A的量代表合适大小的沉
淀%&煮沸!$@-/以灭活分枝杆菌$可使用67_的金
属浴或水浴%($#%使用移液枪反复吹打混匀#然后涡
旋振荡至少5@-/#在离心管中形成悬液($!%添加

6$$!A的无水乙醇溶液#然后悬液振荡至少5@-/(
$:%离心菌体细胞$离心#@-/#5!$$$%"@-/%并吸净
上清液($7%将第:步重复一次#使用移液枪小心吸
取剩下的乙醇#以完全除去乙醇溶液($"%将5$!A
D$>甲酸水溶液加入沉淀物中#通过移液枪反复吹
打#然后进行涡旋充分混匀#$D%加入5$!A乙腈#通
过移液枪反复吹打混合悬液($;%离心细菌提取物
$离心#@-/#5!$$$%"@-/%(

$='=/=/!10A82E4[P1V测定!参考质谱仪的操
作说明进行(

$='='!5"V%C90测序

$='='=$! 3̂C扩增!参考文献)D*合成5"V%C90
基因的引物#引物均由上海生工生物有限公司合成(

3̂C体系7$!A##\4*W1*L+I%1-\#7!A#890模
板7!A#引物$5$&@'F"A%各5!A#NNT#[5;!A(阳
性对照为标准株#阴性对照组为NNT#[( 3̂C反应
条件!6:_预变性7@-/#6:_变性5@-/#"$_退火

5@-/#D#_延伸5@-/#第#&:步!$个循环#最后D#
_充分延伸5$@-/(将配好的体系放置到 3̂C仪中
进行 3̂C反应(

$='='=/! 3̂C序列分析!扩增产物经电泳检测验证
后#取#$&@'F"A扩增产物送往上海生工生物技术有
限公司进行纯化及测序(将基因序列分析结果与

,I/(*/)中分枝杆菌标准序列进行比对#相似度最高
的菌种为标本所属菌种(

$=1!统计学处理!采用 V̂ VV#$=$统计软件进行数
据分析(计数资料以例数或百分比表示#采用!# 检

验(以H'$=$7为差异有统计学意义(

/!结!!果

/=$!标本收集基本情况!本研究共收集临床微生物
实验室初步鉴定为941 的标本7$例#以呼吸内科+
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感染科+23b和发热门诊来源的标本较为常见(将已
有标本转种于固体培养基上#以获取单个菌落用于后
续实验分析(

/=/!传统$常规%质谱方法与甲酸提取法的鉴定结果
比较!用传统$常规%质谱方法共鉴定出:例菌株#检
出率为;=$>$:"7$%#包括脓肿分枝杆菌!例和鸟分

枝杆菌5例(采用甲酸提取法共鉴定出#:株菌株#
检出率为:;=$>$#:"7$%#鉴定结果见表5(在#"株
未能鉴定出结果的菌株中#有"株的蛋白指纹图谱具
有良好波谱谱峰(两种方法检出率比较#差异有统计
学意义$H'$=$7%(

表5!!甲酸提取法鉴定结果

序号 编号 菌种结果 鉴定分值 序号 编号 菌种结果 鉴定分值

5 "#$$;$5 鸟分枝杆菌 #=5#D 5! "#5$#$: 胞内分枝杆菌 #=$$$

# "#$$55" 鸟分枝杆菌 5=;!: 5: "#5$$#6 胞内分枝杆菌 5=6;7

! "#5$##$ 堪萨斯分枝杆菌 #=55: 57 "#$$D;" 胞内分枝杆菌 5=:57

: "#$575# 脓肿分枝杆菌 #=$66 5" "#$5$!6 胞内分枝杆菌 5=:;D

7 "#$5!D: 鸟分枝杆菌 5=":; 5D "#$5D75 胞内分枝杆菌 5="$!

" "#$5!;! 脓肿分枝杆菌 5=;!D 5; "#$5$"6 胞内分枝杆菌 5=6DD

D "#$5"76 脓肿分枝杆菌 5=6:D 56 "#$55D; 马赛分枝杆菌 5=::"

; "#$5"!7 脓肿分枝杆菌 #=$!7 #$ "#$5#!D 堪萨斯分枝杆菌 5=66;

6 "#$$6:6 福特分枝杆菌 5=!!6 #5 "#$5"#; 隐藏分枝杆菌 5=:"D

5$ "#$$6"5 哥伦比亚分枝杆菌 5=:5: ## "#$5!;; 拟杆菌分枝杆菌 5=6;!

55 5#5$!$"$D 猿分枝杆菌 5=6:D #! "#$5D7! 马赛分枝杆菌 5=75:

5# "#5$7$5 产粘液分枝杆菌 #=$5# #: "#$5;:# 马赛分枝杆菌 5=D:!

/='!5"L%C90基因测序结果

/='=$!5"L%C90基因扩增!将甲酸提取法处理后
有鉴定结果的菌株#采用加热裂解法提取核酸#以5"V
P+5"VC作为引物进行5"L%C90基因扩增#分#批
次扩增#第5次扩增5$株#第#次扩增5:株#共扩增
了#:株菌株#凝胶电泳结果表明全部有明亮的目的
基因扩增条带出来#选用 1*%)分子量大小约为#=$
)O#目的核酸片段分子量约为5=7)O#电泳条带5=$&
#=$)O#符合试验预期(部分凝胶电泳条带见图5(

!!注!5&6为菌株扩增结果$约57$$O&%&5$为相对分子质量标准

8A#$$$&55为阴性对照(

图5!!5"L%C90基因扩增凝胶电泳结果

/='=/!测序结果分析!将甲酸提取法处理后有鉴定
结果的菌株的扩增产物送上海生物技术公司进行测

序#通过,I/(*/)进行(F*L+比对#结果显示#:株均

为 941#结果与质谱鉴定完全 一 致#符 合 率 为

5$$=$>#其中胞内分枝杆菌"株#马赛分枝杆菌!
株#脓肿分枝杆菌:株#哥伦比亚分枝杆菌5株#鸟分
枝杆菌!株#福特分枝杆菌5株#堪萨斯分枝杆菌#
株#拟杆菌分枝杆菌5株#隐藏分枝杆菌5株#产黏液
分枝杆菌5株#猿分枝杆菌5株(

'!讨!!论

941毒性弱于结核分枝杆菌#大多是机会性致

病菌#感染范围广#但临床普遍耐药#治疗方案存在较
大差异(近年来#941 感染率和发病率逐渐增加#其
潜在危害越来越受到重视)!*(全球性的结核病高负

担国家中#我国的情况一直不容乐观(
临床患者中发生联合耐药的概率在升高#且具有

广泛的耐药率);E5$*(因此临床实验室中快速+准确地
鉴定941 就显得极为迫切(传统生化方法可以用
于鉴别 14(3和 941#却无法避免操作烦琐+实验
周期长的缺陷#生化培养以细菌生长特点和生化反应
为依据作出判断#本身存在一定的局限性(近年来#
分子诊断技术已经得到全面发展#̂3C+̂3C直接测
序法+限制性片段长度多态性聚合酶链反应 $̂3CE
CPÂ %已成为较常用的鉴定结核分枝杆菌的方法)55*(

有文献报道 3̂CE核酸探针技术#能有效鉴别#!
种临床常见分枝杆菌&̂3C单链构象多态性 $̂3CE
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VV3̂ %分析技术+荧光定量 3̂C$Ŵ 3C%技术等#能够
对特定的一种或多种941 进行快速鉴定#极大地丰
富了临床分枝杆菌鉴定实验方法&基因芯片技术即

K890微阵列芯片#能够对临床常见#$种941进行
快速鉴定)5#*(这些分子生物学技术虽可以快速诊断

941#但局限于特定的一些分枝杆菌#而且费用高#
操作难度较大#对实验室检验人员要求较高#测序引
物又因方案不同而变动#引物扩增长度没有达到一定
要求#也很难鉴定出相应菌种#难以做到统一操作#故
此#探索新的更为简便+快速+准确的鉴定方法对临床
工作意义重大(

质谱方法是近年快速发展的一种生物质谱技术#
具有极大的潜在价值)5!E57*(10A82E4[P 1V技术
的基本原理是获取细菌蛋白质#形成质量图谱(国内
已有 10A82E4[P1V技术应用于细菌分型+耐药分
析的相关文献报道#充分显示了其巨大的应用价值(
但国内目前 10A82E4[P 1V在分枝杆菌鉴定的应
用中还未达到预期效果#使941 在质谱鉴定方面远
落后于细菌(本研究中依照布鲁克公司的操作标准#
检出率仅为;=$>$:"7$%#而采用改良前处理方法$甲
酸提取法%后检出率为:;=$>$#:"7$%#差异有统计学
意义$H'$=$5%(941细胞壁中蜡质成分占"$>以
上#可抵抗机体免疫力和药物的攻击#同时能耐受搅
拌#不易破碎#因此#传统方法不易使其细胞壁破碎释
放出蛋白质形成图谱)5"E5D*(而采用改良的甲酸提取
法后#甲酸能有效地诱导细胞壁破裂#使得细菌缓慢
释放出细胞质中的蛋白#从而提升质谱的鉴定效
率)5;E56*(本研究表明改良前处理方法后的质谱技术
用于941 鉴定#与传统的质谱鉴定方法比较检出率
更高&且与传统微生物临床鉴定相比同样具有质谱本
身的经济+快速等优点(因此#用于鉴别 941 与结
核分枝杆菌复合群#一定程度上能够满足临床工作中

941快速鉴定的需求#对于临床 941 菌种鉴定有
一定的应用价值(

标准数据库的菌株库存容量是影响质谱鉴定的

一个重要因素)#$E#5*(本研究中发现#采用甲酸提取法
时#在#"株未能鉴定出结果的菌株中#有"例菌株质
谱鉴定图谱峰值比较理想#但却没有明确结果#分析
原因可能是由于本实验室数据库不够全面#没有对应
的标准菌株#从而导致质谱鉴定结果失败(另一个影
响因素就是乙腈溶液和甲酸溶液的稀释浓度偏低#对
蛋白酸化和提取产生影响(除此之外的一个决定性
的实验因素是细菌细胞壁坚实#常规实验手段难以破
坏细菌细胞壁#导致细菌蛋白质获取困难#甚至蛋白
质基本没有提取出来#以致实验分析失败(本研究采

用了加热+加酸+加生物酶等方法#以提高蛋白质含
量#不过效果并不理想#因此需要探索破除细菌细胞
壁的新方法(

10A82E4[P1V技术用于941鉴定的临床价
值#仍有待于未来大量样本的研究分析给予更为客观
和科学的评价(本课题在研究过程中#收集标本相对
有限#后续研究工作将进一步继续深入开展下去#以
期探索出更加准确+可靠+快速的 941 鉴定技术(
综上所述#10A82E4[P 1V技术用于 941 鉴定及
分型#具有实际的应用价值#可用于临床实验室检验
工作(
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节纤维蛋白溶解的过程#进而促进血栓形成并抑制血
栓的降解和重塑)5$*(本研究中#模型组+9C:05组大
鼠血清 9[+I9[V+"E)I+'Ê ,P5*水平及 9["Z4E5
均低于对照组$H'$=$7%#且模型组均低于 9C:05
组$H'$=$7%&模型组+9C:05组大鼠血清 Z4E5+

0̂2E5+4f(#水平及4f(#""E)I+'Ê ,P5*均高于对
照组$H'$=$7%#且模型组均高于 9C:05组$H'
$=$7%(提 示 9C:05 可 上 调 9[+I9[V+"E)I+'E
,̂P5*水平及 9["Z4E5#下调 Z4E5+̂ 02E5+4f(#
水平及4f(#""E)I+'Ê ,P5*#进而减轻大鼠颈动脉血
栓模型中的血栓和炎症(

综上所述#9C:05对9PE-("3[fE#信号通路相
关蛋白表达具有负向调控作用#进而减轻大鼠深静脉
血栓模型中的血栓和炎症#为临床血栓栓塞性疾病的
治疗提供了新的思路和策略(
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