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荧光原位杂交技术1

#

2
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荧光原位杂交&
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#

f2Ŷ

'是用生物素或地高辛等非放射性物质

标记探针#根据碱基配对原则进行杂交#并通过荧光素偶联的

抗原抗体检测系统#在组织+细胞及染色体上对
0(;

或
:(;

进行定性及定位分析的一种技术)

f2Ŷ

技术经不断改革和

完善#已衍生为一个系列#包括染色体涂染+间期荧光原位杂

交+多色荧光原位杂交和
0(;

纤维荧光原位杂交等)

f2Ŷ

技术在基础和临床都得到了广泛应用#例如基因制图+染色体

进化+先天畸形诊断+肿瘤诊断和产前诊断等)
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!

免疫组织化学技术1

+

2

!

免疫组织化学又称免疫细胞化

学#它利用抗体与抗原之间的结合具有高度特异性这一特性#

将抗原抗体间的免疫反应引入组织切片或细胞标本中待测抗

原或抗体作定性+定位+定量检测)免疫组织化学的全过程包

括抗原的提取和纯化+免疫动物或细胞融合+抗体效价检测和

纯化+标记抗体+细胞和组织切片的制备+免疫组织化学反应和

显色+观察和分析结果等)目前常用的免疫组织化学方法有
$

种!过氧化酶
9

抗过氧化酶&抗体'复合物&

I;I

法'+卵白素
9

生

物素复合物&

;_R

法'+链霉亲和素&

Y;_R

法')免疫组织化学

技术可用于病原体+癌基因和抗癌基因及其表达水平等方面的

检测)
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!

基因芯片技术1

&

2

!

基因芯片技术是一种建立在杂交测序

基本理论上的全新技术#该技术是将许多特定的基因片段有规

律地排列固定于支持物上#然后通过与待测的标记样品按碱基

配对原理进行杂交#再通过检测系统对其进行扫描#并用相应

软件对信号进行比较和检测#得到所需的大量信息#进行基因

高通量+大规模+平行化+集约化的信息处理和功能研究)它的

出现#使基因序列测定+基因功能测定等工作的程序得到了极

大的简化)基因芯片技术使用了包括光控固相化学合成+激光

共聚焦等在内的多项先进技术#试验实现了全部自动化#操作

极为简便)该项技术#已经在基因多态性分析+基因表达分析

等多方面得到了广泛的应用#并已开始应用于临床诊断)

C

!

基因诊断疾病的分类)

T

*

C,B

!

感染性疾病的病原诊断
!

例如人乳头瘤病毒+肝炎病毒+

结核杆菌+

2̂a

+人类巨细胞病毒+疱疹病毒&

)_

'+淋病奈瑟

菌+幽门螺杆菌+脑膜炎奈瑟菌+螺旋体及疟原虫+弓形虫以及

支原体+衣原体+立克次体等的检测)

C,C

!

遗传病的基因异常分析
!

例如血红蛋白病+苯丙酮尿症+

杜氏肌营养不良症等疾病的诊断)
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各种肿瘤的生物学特性的判断1

/

2

!

肿瘤是一类多基因

病#其发展过程复杂#临床表现多样#涉及到多个基因的变化#

并与多种因素有关#因而相对于感染性疾病及单基因遗传病来

说#肿瘤的基因诊断难度较大)主要应用于以下几个方面!&

"

'

肿瘤的早期诊断及鉴别诊断(&

8

'肿瘤的分级+分期及预后的判

断(&

$

'微小病灶+转移病灶及血中残留癌细胞的识别检测(&

#

'

在判断手术中肿瘤切除是否彻底+有无周围淋巴结转移方面也

很有优势1

$

2

)

综上所述#与传统诊断方法相比较#基因诊断更灵敏+准

确+快捷)而根据对致病基因的了解程度#基因诊断可采用不

同的方法)分子诊断未来的发展方向是发挥其在疾病预测+预

防和个体化治疗中的作用#充分发挥分子诊断在克服耐药性治

疗中不可替代的作用1

3

2

#同时必须关注分子诊断中的医学伦理

和生物安全问题#并加强基因诊断技术的质量控制1

"%

2
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附睾精子成熟的概念最早在
8%

世纪由
e<=7

L

1

"

2提出#但

当时并没有引起明显的反响#并且一直存在着两种不同观点#

一种观点认为附睾精子成熟仅是时间依赖性的事件#即认为精

子的成熟变化是随着精子在附睾转运过程中随时间推移而发

生的#另一种观点认为附睾精子成熟是一个复杂的生理过程#

主要受到来自附睾微环境和精子本身因素的影响)直到
8%

世

纪
&%

年代
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2根据试验明确提出了

附睾精子成熟的理论#睾丸产生精子并不成熟#缺乏运动和精

卵结合能力#精子在附睾中的成熟不是自发和时间依赖的#而

是通过与附睾分泌蛋白相互作用来完成)附睾液微环境组成

随着不同区段而发生复杂和连续的变化)附睾上皮的分泌和

吸收活动调节了附睾液的变化也因此决定了精子成熟的微环

境1

#

2

)

8%

世纪末#有关附睾精子成熟研究得到了快速发展#涌现

,
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检验医学与临床
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了一批附睾和精子成熟研究的专家)

eB7B

L

5ABGM5

等1

+

2发现

仓鼠附睾具有特殊顶分泌方式#可参与附睾蛋白和精子质膜的

相互作用)

\5@GMM<HH

1

&

2于
"33&

年首先建立了老年前列腺癌患

者附睾
G0(;

文库#筛选出
&

个人附睾特异基因#后来试验表

明这些基因对应蛋白结合在精子不同部位#发挥着不同功能)

有学者一直致力于研究附睾结构功能#为了解附睾精子成熟和

男性避孕提供了许多重要试验信息)这些学者的研究极大提

升了人们对附睾精子成熟的认识)

"338

年至今#已顺利开展

了四届国际附睾专题会议#促进了附睾研究的快速进展#提升

了附睾在男性生殖生物学研究的地位)

B

!

附睾的结构和功能

附睾由单根高度盘绕折叠的管道组成#通过输出小管与睾

丸相连#通过输精管与尿道相连1

-

2

)形态学观察可以将附睾分

为几个区段!附睾起始区&

575?5BC6>

L

A>7?

'+头部&

GB

N
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'+体部

&

G<@

N

=6

'+尾部&

GB=DB

'和输精管&

PB6D>H>@>76

')人的附睾在

所研究的物种中比较特殊#它没有明显的尾部#因此与其他物

种相比#人附睾精子储备能力较弱)组织学观察#附睾管主要

由上皮细胞组成#外面被平滑肌所包围#平滑肌外是结缔组织#

体段的结缔组织较少#尾段相对较多)附睾上皮主要由以下几

种细胞组成!主细胞&

N

@57G5

N

BCG>CC

'+基细胞&

KB6BCG>CC

'+晕细

胞&

MBC<G>CC

'+狭窄细胞&

7B@@<QG>CC

'+透明细胞&

GC>B@G>CC

'和

顶细胞&

B

N

5GBCG>CC

'#每种细胞在附睾管中分布数量和大小并

不均匀#这种显著的细胞组织结构差异反映了不同细胞在不同

区段功能的差异1

/

2

)

超微结构观察#附睾细胞内一般可见有广泛的内质网和高

尔基复合体#反映其活跃的蛋白合成活性)附睾细胞之间的紧

密连接复合体组成了血睾屏障#构成了重要的生理和结构上的

屏障#为附睾精子成熟提供了特殊的微环境#另外也为精子提

供了免疫保护作用1

3

2

)

附睾具有较强的重吸收功能#

33.

的睾网液在附睾头部被

重吸收(同时也具有活跃的分泌功能#可以分泌甘油磷酸胆碱+

肉毒碱+糖蛋白及多种酶类#参与精子的成熟+代谢#维持附睾

管腔的特殊微环境1

"%

2

(附睾的重吸收和分泌功能为精子浓缩+

储存以及转运提供了基础(附睾还具有重要的免疫保护作用#

分泌蛋白质附着于精子表面#可以保护精子固有抗原#附睾上

皮细胞的微绒毛及其带有负电荷的糖蛋白构成的免疫屏障可

以阻止精子抗原透过#同时血睾屏障可有效阻止大分子如精子

抗原物质+血清蛋白等的交流#附睾基底细胞具有类似巨噬细

胞功能#竞争性吞噬抗原物质#起屏障作用1

""

2

)
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!

精子在附睾中的成熟

附睾精子成熟主要表现为运动能力与受精能力的获得#与

其质膜的变化特别是膜蛋白的改变相关#成熟过程中膜蛋白发

生复杂变化#包括膜蛋白质消失或增加+膜蛋白糖基化或磷酸

化修饰+剪切+表面抗原的遮盖或暴露等1

"8

2

)附睾蛋白可以直

接或间接地参与精子膜复合物的构成和改变#或有助于保护精

子的完整性来参与精子的成熟过程)以下列举了附睾蛋白与

精子的主要相互作用关系)

C,B

!

直接修饰精子膜表面或其成分
!

通过体外或体内状态下

共孵育附睾蛋白和精子可以了解附睾蛋白对精子膜的作用)

通过顺序方法提取精子发现多数结合于精子膜表面的蛋白可

以通过等渗盐溶液除去#少量可以通过去污剂提取出来1

"$

2

#而

且#利用高离子强度洗脱液也只是获得了少数附睾精子膜蛋

白)说明多数的结合在精子表面的附睾蛋白主要依赖周围环

境的离子强度+低亲和性或直接作用于精子膜表面)这些蛋白

可以防止精子之间的相互作用#掩盖精子表面的一些位点#这

些位点可以在附睾后精子功能活动中被激活如精卵结合+融合

等过程)

C,C

!

整合入精子膜表面的蛋白
!

不同物种的研究中发现一些

附睾蛋白可紧密结合或嵌入精子膜表面#这可能和附睾小体转

运相关1

"#

2

)大鼠附睾蛋白
0

"

)

是第
"

个被报道在附睾转运过

程中结合在精子膜表面蛋白#属于
R:2YI

家族#由附睾的近端

分泌#和精卵融合相关#同时有助于精子的存活1

"+

2

)这些蛋白

可通过糖基磷脂酰肌醇&

OI2

'连接在精子膜表面#如糖蛋白

)̂+

结合在成熟人精子#并且结合强度和精子的成熟状态+附

睾管腔蛋白浓度有关1

"&

2

)

C,D

!

存在于精子膜外周环境
!

附睾液为精子成熟提供了特殊

的微环境#丛生蛋白和乳铁蛋白是较为常见的管腔液蛋白#这

些蛋白可能参与了精子转运过程中管腔液微环境的调控#同时

一些蛋白也结合在精子上#但是随着精子在附睾转运过程中可

能会部分的从精子表面脱落#这可能与外部蛋白浓度或精子成

熟过程中膜表面性质改变有关系1

"-

2

)

综上所述#附睾是精子成熟和存储的场所#精子在附睾管

的转运过程中获得运动和受精的能力#然后以静息状态储存在

附睾的尾部)其受精能力的获得除了来自精子膜的修饰+染色

质的凝聚+运动和获能能力外#还是与某些附睾分泌蛋白相互

作用的结果)因此#研究主要的附睾蛋白是全面了解精子成熟

的关键#本实验室一直从事附睾精子成熟研究#已完成人附睾

转录组和蛋白质组工作1

"/

2

#发现一批重要附睾蛋白#部分蛋白

结合在精子表面直接参与精子成熟过程#以后将研究相关蛋白

作用网络和调控途径#揭示更多精子成熟的关键蛋白和作用机

制#期望对男性不育的诊断+治疗和男性避孕研究提供新的思

路)
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纸片扩散法药敏试验
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瑶!赵
!
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浩 审校"第三军医大学军事预防医学院环境卫生教研室!重庆
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!

药敏试验&

!

纸片扩散法&

!

耐药监测
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"

4
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!!

细菌的耐药性和抗生素的合理使用是全球广泛关注的问

题)其中细菌对抗生素敏感试验&以下简称药敏试验'在延缓

和控制细菌耐药性+合理使用抗生素方面发挥着重要作用)它

能对抗生素临床治疗的效果进行预测+监测耐药量+减少治疗

错误)目前药敏试验的方法主要有!

\5@K

F

9_B=>@

法&以下简称

\9_

纸片扩散法'+稀释法+

)?>6?

法以及运用全自动微生物分

析仪&

a5?>J

+

5̀G@<6GB7

+

Y>765?5?@>;:2Y

+

;'_

等'进行药敏测

试)其中由
_B=>@

和
\5@K

F

所建立的纸片琼脂扩散法#即
\9_

纸片扩散法是各国临床微生物学实验室广泛采用的药敏试验

方法1

"

2

)

早在
"33$

年美国临床实验室标准化委员会&

(RR*Y

'法

规指出#

\9_

纸片扩散法适用于快速生长的细菌#它们包括肠

杆菌科+葡萄球菌科+假单胞菌属+不动杆菌属+产单核细胞李

斯特菌和某些链球菌+流感嗜血杆菌+肺炎球菌等稍加修改也

同样适用#但对苛养菌+厌氧菌+真菌+分枝杆菌等应遵照
(R9

R*Y

的其他文件规定进行药敏试验1

8

2

)我国于
"33+

年开始

采用
(RR*Y"33$

年和
"33#

年关于药敏纸片法文件中的实验

方法#实现了国内耐药监测方法的标准化)虽然
\9_

纸片扩

散法是
U^1

推荐使用的药敏试验方法#但该方法与其他方法

相比有其自身的优点和不足)

B

!

\9_

纸片扩散法的特点

B,B

!

\9_

纸片扩散法的优点
!

药敏试验具有重复性较好+操

作简便+试验成本相对较低+结果直观+容易判读+便于基层开

展的优点)在头孢西丁纸片法检测
A>G;

基因介导的耐甲氧

西林葡萄球菌&

`:Y;

'试验中#头孢西丁纸片扩散法的特异性

优于苯唑西林纸片扩散法+苯唑西林琼脂稀释法#无假阳性出

现#与
A>G;

基因检测完全相符1

$

2

)有文献报道头孢西丁纸片

扩散试验可用于检测各种表型的
`:Y;

#尤其对低水平+异质

性耐药的
`:Y;

#其敏感性高于苯唑西林琼脂稀释法和

a2')\8

系统检测1

#

2

)进口的细菌自动快速监测仪+细菌抑菌

圈测定系统虽然仪器先进可靠#自动化程度高#但这些仪器设

备昂贵#并且需要专业技术人员操作#试验的仪器设备必须要

有专用生物试剂#价格较高#不利于基层医院使用)

B,C

!

\9_

纸片扩散法的缺点
!

\9_

纸片扩散法虽然是一种传

统+经典的药敏试验方法#但随着计算机的发展为细菌检验自

动化奠定了良好基础#全自动微生物分析仪的推广和应用#

\9

_

纸片扩散法出现药敏试验假耐药+受人为因素影响较大+试

验耗时长的缺点也渐渐体现出来#同时快速性+准确性方面存

在不足)

尽管半自动细菌鉴定和药敏分析系统有诸多优点#但是半

自动细菌鉴定和药敏分析系统是一种不连续稀释#通过检测浊

度判读药敏结果#并且对药物的选择缺乏灵活性#在检测一些

特殊菌株的耐药性时可靠性欠佳#因此目前在临床工作中尚不

能完全取代纸片扩散法)

C

!

\9_

纸片扩散法的操作技术要点

\9_

纸片扩散法受培养基的质量+细菌接种量+培养基+药

敏纸片的质量+纸片含药的准确性和均匀性等诸多因素的影响

较大1

+

2

#但是至今未对其做出明确的规范)现将纸片扩散法的

操作技术要点总结如下#为实现
\9_

纸片扩散法标准化提供

参考)

C,B

!

菌液浓度

C,B,B

!

菌液浓度判定标准
!

对于任何细菌的药敏试验#将提

,
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