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!!

艰难梭菌是一种革兰阳性厌氧芽孢杆菌#在自然环境-动

物以及人体肠道中广泛存在#是人体肠道的正常菌群)

+?*;

年在新生儿肠道发现#

+?09

年确定与伪膜性肠炎有关#但直到

,//*

年在北美引起大流行#艰难梭菌感染$

4$Z

&才开始引起医

务人员的重视)现已确定#艰难梭菌是医院感染性腹泻的主要

病原菌#

,;:

!

**:

的抗菌药物相关性腹泻-

?/:

的伪膜性肠

炎与之有关)

4$Z

的疾病谱非常广泛#包括无症状携带者-自

限性腹泻到中度腹泻-伪膜性肠炎#甚至是危及生命的暴发性

肠炎)近年来#由于广谱抗菌药物的大量使用#放-化疗和质子

泵抑制剂的使用#以及鼻胃管-灌肠等侵入性操作#艰难梭菌的

感染率不断上升#尤其是自
,//*

年北美发现高毒力菌株核糖

体
/,0

型以来#因其具有更高的毒素量-更强的耐药性及传染

性#感染者疾病的严重程度上升#治疗难度增加#治疗费用提

高#给患者和医务人员造成了极大的挑战)快速-准确诊断

4$Z

#不但可以使患者获益#还能防止其在人群中引起暴发流

行)早期的诊断主要靠细胞培养毒素中和实验和产毒菌株培

养#但这两种方法耗时长-技术要求高#现多用于新方法的评

估%直接针对细菌毒素
EBK7

和"或
EBK!

的酶联免疫法$

WZ7H

&

因简单-快捷曾一度受到大多数实验室的青睐#但后来发现因

毒素分解-表位改变等导致其敏感性不够%于是#针对细菌毒素

基因
EBK7

-

EBK!

以及二元毒素基因
BKE

-毒素调节基因
EBK4

#敏

感性高-特异性好-省时又省力的核酸扩增方法开始引起重视)

近年来美国食品药品监督管理局$

Y$7

&批准的核酸扩增方法

就有
+/

余种#很多实验室也建立了自己的实验方法)本文就

近年来艰难梭菌的核酸扩增方法进行了详细阐述)

$

!

核酸扩增方法

!!

早期的核酸扩增采用普通聚合酶链反应$

#48

&#其扩增产

物需通过电泳来确定#但仍显示出极大的优越性)近年来#基

于实时
#48

$包括多重实时
#48

&-环介导恒温扩增$

V72#

&

以及依赖解旋酶的恒温扩增$

Q$7

&方法均有较多研究#下面

就各种方法的实施方案及优缺点进行阐述)

$-$

!

#48

方法

$-$-$

!

!$6D&D<F(

检测
!

,//?

年
Y$7

通过了此方法)它

是
Y$7

通过的第一个直接从粪便中检测艰难梭菌毒素基因的

方法)它采用分子信标探针#检测
!

毒素基因
EBK!

)操作过

程如下!将大便标本高速涡旋后用无菌拭子挑取标本至样本缓

冲液#涡旋
+()&

后取
+/

#

V

至裂解管#再加入
./

#

V

缓冲液#

涡旋
;()&

后离心#

?;^

温育
;()&

后迅速放入冰中)取
*

#

V

上述裂解的标本再加
,;

#

V#48

预混液在
"('CE4

%

BGDC

上进行

扩增和检测)有研究显示#

!$ 6D&D<F(

的约登指数高于

6D&Dd

5

DCE

和
#CA6'HECA

'

+

(

)

1AGED

等'

,

(的研究显示和
H)(

5

G>

DP'

比较#

!$

的无效率要低#从而避免复查#降低成本)

!$

6D&D<F('HH'

%

的缺点!$

+

&需手工提取
$17

#此过程约需
.;

()&

'

,

(

)$

,

&它只给出结果$阳性-阴性或者无效&#但如果要看

扩增曲线需向厂家申请#并且其结果解释里没有对扩增曲线进

行说明)

$-$-/

!

!$2'P

检测
!

!$ 2'P

与
!$6D&D<F(

针对的是同

一段
EBK!

基因序列)操作方法如下!用标准接种环挑取
+/

#

V

的粪便至样品缓冲管#涡旋
3/H

后将样品缓冲管和试剂加入

!$27d"

%

HED(

$美国
!DBEA&$)B_)&HA&

公司&中#开始自动提

取
$17

$约需
3/()&

&及扩增)由于其扩增在微流控室#因此

温度变化速度极快#热循环时间短#完成
.;

个循环的扩增只需

要
*/()&

#整个过程约
+//()&

)相对于
!$ 6D&D<F(

#

!$

2'P

的最大优点在于其可以自动提取
$17

#因此大大缩短了

手工操作时间)

VD6IDC&

等'

*

(的研究表明#对同一批阳性标

本#

!$ 2'P

的循环阈值$

4@

&要低于
!$6D&D<F(

#说明
!$

2'P

的敏感性更高)

"F)&

等'

.

(的研究发现#在
.

种分子诊断

方法的比较中#

!$ 2'P

单独阳性的最多#提示
!$ 2'P

的假

阳性率可能高于其他方法)

VD)E&DC

等'

;

(的研究发现#有
.

份

阳性标本的
4@

值大于
*+

#其扩增曲线均呈线性而非指数扩

增#培养发现有一份标本为假阳性#有两份标本的培养时间均

超过
0,F

)因此#

VD)E&DC

等'

;

(建议线性扩增标本应报告为弱

阳性)同
!$6D&D<F(

一样#

!$2'P

也需要向公司申请才可

以看扩增曲线)

$-$-'

!

4D

5

FD)K6D&Dd

5

DCE4-K)JJ)B)GD#48

检测
!

6D&Dd

5

DCE

4-K)JJ)B)GD

检测是
Y$7

批准的第一个全自动检测艰难梭菌毒

素基因的分子诊断方法#它检测的也是
EBK!

基因)操作方法

如下!用无菌棉拭子挑取大便标本至含有表面活性剂和异硫氰

酸胍的瓶子中#折断棉拭子#盖好瓶子后涡旋
+/H

#将瓶子中的

溶液全部转移至检测室#然后在
6D&Dd

5

DCE$P"

%

HED(

上完成

基因的自动提取-扩增和检测)整个过程只有
,()&

的标本准

备需要人工操作)可以通过检查扩增曲线来对有疑问的标本

进行分析)新一代的
d

5

DCE4-K)JJ)B)GD

"

W

5

)#48'HH'

%

应用多

重
#48

技术#可以同时检测二元毒素基因
BKE

以及负向调节

基因
EBK4

第
++0

位碱基的缺失#从而预测高毒力菌株
!Z

"

17#+

"

/,0

$限制性内切酶分型
!Z

"脉冲场凝胶电泳分型

17#+

"核酸分型
/,0

&)

6)GLCD'EF

等'

3

(在比较了
UDC)

O

D&D

-

")(

5

GDP'

-

!$27d

和
6D&Dd

5

DCE

检测后发现
6D&Dd

5

DCE

检测

在
.

种方法中敏感性最高#且需要重新检测的概率只有
/-;:

)

"F)&

等'

.

(和
cAA

等'

0

(的研究也证实了这一点)

4F'&

O

等'

9

(的

研究显示
d

5

DCE4-K)JJ)B)GD

"

W

5

)#48

检测对不同基因型$即核

糖体
/,0

型和非核糖体
/,0

型&的样本检测时#其表现没有显

著差异)

6D&Dd

5

DCE

检测因可自动提取
$17

#因此操作简单#

整个过程不到
+F

#但其费用相对其他分子检测方法较高)

*

**;,

*

检验医学与临床
,/+3

年
?

月第
+*

卷第
+0

期
!

V'L2DK4G)&

!

"D

5

ED(LDC,/+3

!

UAG-+*

!

1A-+0



$-$-1

!

#CA6'HECA

@2

4K#48

检测
!

#CA6'HECA

检测采用
@'

S

>

('&

探针法检测
EBK!

)操作方法如下!将大便标本与
"-@-7-

8-

$

"EAAG@C'&HJDC'&K8DBARDC

%

!IJJDC

&缓冲液以
+j;

比例稀

释后高速离心
+ ()&

#取
,/

#

V

上清液#采用
1IBG)"W1"

D'H

%

276

提取
$17

#将
;

#

V

洗脱的模板加入
,/

#

V

预混液

中进行扩增)根据说明书#

4@

值
.;

以下均为阳性#

[)C_2-

$A)&

O

等的研究中对这一结果解释进行了修正!

4@

值在
*0

!

.;

之间的定义为+不确定,#需重新检测'

?

(

)

#CA6'HECA

检测可

利用
D'H

%

276

自动提取
$17

#但其整个过程约需要
*F

#是所

有分子诊断方法中最长的)在
$A)&

O

等'

?

(的研究中#其无效率

为
,-0:

#但是当按照说明书的解释进行统计时#无效率仅

/-?:

)

"DGR'C'

T

I

等'

+/

(的研究发现#与
!$ 6D&D<F(

相比#

#CA6'HECA

检测的灵敏度和阴性预测值更高$分别为
9?-3:

比

+//:

-

?3-0:

比
+//:

&#但
!$6D&D<F(

的特异性和阳性预

测值高于
#CA6'HECA

检测$分别为
?3-0:

比
?*-.:

-

9?-3:

'&K9,-9:

&#他们考虑其高灵敏度可能与
#CA6'HECA

采用的是

纯
$17

模板有关)

$-$-2

!

YABIH@DBF&AGA

O

)DH")(

5

GDP'

!

")(

5

GDP'

检测的也是

EBK!

)它使用的仪器是
*2)&ED

O

C'EDKB

%

BGDC

#采用双功能荧光

探针)其操作如下!用棉拭子挑取大便标本后浸入
@W

缓冲液

$需自己配置&#在
?0^

加热
+/()&

#然后取
,

#

V

上清液作为

模板加入
#48

预混液进行
#48

扩增)结果为阳性$

4@

$

./

#

内对照有效或无效&-阴性$

4@h/

或者
4@

%

./

且内对照阳

性&-无效$

4@h/

且内对照无效&)

")(

5

GDP'

检测不需要进行

$17

的提取#整个过程约需要
3/ ()&

)研究发现在四种

177@

方法中#

")(

5

GDP'

是唯一不需要重复检测的#这无疑降

低了成本)但同时也发现其敏感性只有
90:

#低于其他报

道'

3

(

)

1AGED

等'

,

(的研究发现在和
!$6D&D<F(

的比较中#两

者的表现相差不大)

")(

5

GDP'

检测的优势在于操作简单#耗时

短$不到
3/()&

&#并且高通量$一次最多可检测
?3

份标本&#这

对于标本量大的实验室可以节约很多时间%另外#

")(

5

GDP'

检

测还可以看扩增曲线#便于对结果不满意的标本进行分析'

,

(

)

$-$-)

!

1'&AH

5

FDCDUDC)

O

D&D

检测
!

不同于以上方法#

UDC)>

O

D&D4-K

检测采用的是多重
#48

#它将终点
#48

扩增与基于

纳米颗粒的微阵列杂交技术结合#可以同时检测
EBK7

-

EBK!

-

BKE

以及负向调节基因
EBK4

第
++0

位碱基的缺失)操作方法

如下!将棉拭子插入大便标本挑取标本后浸入标本缓冲液中#

涡旋
+;H

后离心
*/H

#吸取
+//

#

V

上清液在
UDC)

O

D&D"

%

HED(

$

1'&AH

5

FDCD

&上进行检测)

UDC)

O

D&D"

%

HED(

包括
UDC)

O

D&D

#CABDHHAC"#H

$提取-纯化-扩增-杂交&和
UDC)

O

D&D8D'KDC

$读

取结果&)扩增完成后#将基因芯片插入
UDC)

O

D&D8D'KDC

中进

行光学检测#读取结果)整个过程约需要
+;/()&

)其结果报

告会显示每种基因的结果)

6)GLCD'EF

等'

3

(的研究中发现了
+

株
EBK7 ÈBK!

0 并且
EBK4

野生型的菌株#虽然细菌培养未能

成功分离出菌株#但仍然提示检测多个基因的必要性)

UDC)>

O

D&D

检测一次只能检测
+

个标本#故不能高通量操作)

$-$-.

!

Z2$P4-K)JJ)B)GDJAC7LLAEE(,///

检测
!

Z2$P

检测

可以同时检测
EBK7

-

EBK!

以及
EBK!

变异基因
EBK!R

)操作过

程如下!在样品管中加入
,-;(V@W

液#用棉拭子挑取大便标

本至样品管#涡旋后取
+//

#

V

#加入
.//

#

V

蛋白酶
[

和
,//

#

V

质控品#再加入反应预混液和
+;

#

V

溶菌酶#放到
?3

孔板

后盖好盖子#放入
(,///H

5

进行扩增和检测)整个过程约需

要
+9/()&

)文献'

.

#

0

(的报道显示其敏感性较低$分别为

3,-/:

-

9.-*:

&#但在半定量培养中发现#去除少量生长$菌落

数小于
+/

&的标本后#其敏感性大大提高'

.

#

0

(

)

cAA

等'

0

(还发

现在
;

份
EBK7

f

EBK!

f的标本中#

Z2$P

出现了
.

份假阳性#并

且
EBK7

的
4@

值明显高于
EBK!

)因此
Z2$P

的表现还有待

提高)

$-/

!

V72#

技术
!

2DC)K)'&ZGGI()

O

D&D

检测
ZGGI()

O

D&D

检测

是基于
V72#

方法#检测的是艰难梭菌毒素
7

的编码基因
EB>

K7;]

端的保守区域#其理论基础是!$

+

&相对于
EBK!

#

EBK7

更加

保守%$

,

&

EBK7

一般在
*]

端比较多变#但在
;]

端保守#

2DC)K)'&

ZGGI()

O

D&D

检测的
EBK7

序列在缺乏
EBK7

的菌株$如核糖体

/+0

型&中仍然存在#故其有能力检测出
EBK7

f

EBK!

`的菌株)

操作方法如下!用试剂盒中的取样刷挑取大便标本#经稀释-滤

过后取
;

!

+/

滴至提取管中#

?;^

温育
+/()&

)取
;/

#

V

上

述标本提取液加入反应缓冲液中涡旋后转移至反应仓$含标本

仓和质控仓#均含有扩增试剂&#在
ZGGI()

5

CA>+/)&BIL'EAC

上进

行扩增)扩增副产物焦磷酸镁会使反应液浊度增加#根据这一

原理#由
ZGGI()

5

CA>+/CD'KDC

对反应液进行读取#其报告形式为

阳性-阴性-无效)遗憾的是只能看到结果#却无法回顾浊度

值#从而无法分析无效标本原因'

?

(

)

ZGGI()

O

D&D

还可通过显色

试剂实现肉眼判读结果)但是
!A>2AA&"F)&

的研究表明其敏

感性要低于其他实验'

.

(

#

6

%

AC_D

等'

++

(认为可能与标本准备过

程中的稀释有关#而非基因多态性等导致
$17

未扩增)有研

究显示其敏感性高达
?9:

'

+,

(

#因此其敏感性还有待更多的研

究来确定)另外#有研究显示在欧洲有约
*-*:

的菌株为
EB>

K7

f

#而在亚洲地区#

EBK7

f的菌株比例更高'

+*

(

)

QA&

O

等'

+.

(

的研究显示在检测
7@44?399

$

EBK7

`

EBK!

`

BKE!

f

&时#其敏

感性和产毒菌株培养相当#但在检测
7@44.*;?9

$

EBK7

f

EB>

K!

`

BKE!

f

&时#其敏感性下降)可见对于不同菌株#

ZGGI()

O

D&D

的表现有差异#实验室需根据当地菌株流行情况进行选择)该

方法不需要昂贵的
#48

扩增仪#操作简单#整个过程只需要不

到
3/()&

)并且它在每一个反应中均加入了内对照#因此只有

在试剂换批次的时候才需要做外对照#允许一天中多次检测但

只需要做一次质控'

?

(

)

$-'

!

依赖解螺旋酶的恒温扩增$

Q$7

&

$-'-$

!

6CD'E!'H)&#ACEC')E7&'G

%

NDC

!

#ACEC')E

检测结合了

LGAB_DK

5

C)(DCQ$7

$

L

5

Q$7

&技术与芯片技术#检测
EBK!

)

操作方法如下!用无菌棉拭子挑取大便标本至预先盛有提取液

的滤器中#涡旋
*/H

过滤#取
+9/

#

V

滤液加入检测盒的样品

孔#将检测盒放到
#ACEC')E$P7&'G

%

NDC

上进行扩增和检测)

!IBF'&

等'

+;

(的研究显示与产毒菌株培养相比#其敏感性和特

异性分别为
?9-,:'&K?,-9:

)

$D&

%

H

等'

+3

(的研究显示其最

低检测限为
+/4Y=

)有研究表明其无效率低于
!$6D&D<F(

和
ZGGI()

O

D&D

检测'

+0

(

)

$-'-/

!

XI)KDG7(

5

G)UID4-K)JJ)B)GD

检测
!

7(

5

G)UID

采用解

旋酶扩增法结合恒温扩增技术扩增
EBK7;]

端的保守区域#然

后采用自带的层析试纸条检测结果)操作方法如下!用无菌棉

拭子挑取大便标本至装有稀释液的管中#取
;/

#

V

大便稀释

液#加入裂解液#

?;^

加热
+/()&

#取
;/

#

V

上述裂解的大便

标本至反应管中#将反应管置于
3.^

温育
3/()&

后插入检测

盒中$公司自带&#

+/()&

后肉眼判读结果)结果报告为阳性

$检测线为红色#质控线为红色或无&-阴性$只有质控线为红

色&-无效$质控线及检测线均未见到红色&)手提式-便于携带

是
7(

5

G)UID

的最大优势)有研究发现其表现同
ZGGI()

O

D&D

检测没有明显差异#但
7(

5

G)UID

无效率要低于
ZGGI()

O

D&D

检

测'

+9

(

)和
ZGGI()

O

D&D

检测一样#

7(

5

G)UID

检测也不需要特殊

*
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的仪器和人员培训#并且不用批量操作#因此可以随时检测#特

别适用于标本量不大的实验室)基于
#48

的核酸扩增法
!$

6D&D<F(

-

!$ 27d

-

#CA6'HECA

-

d

5

DCE

检测已经得到了广泛-

充分的评估#基于
V72#

及
Q$7

的方法因无需昂贵的
#48

仪器-操作简单也日益受到重视)

/

!

核酸扩增诊断存在的问题

/-$

!

临床解释
!

目前影响
177@H

应用的最大争议及障碍在

于如何对检测结果给出合理的临床解释)艰难梭菌为人体肠

道的正常菌群#健康人的携带率为
/:

!

+;:

#而在住院患者

中则达到
+3:

!

*;:

'

+?

(

)毒素基因阳性患者可能为定植-不

表达或少量表达-大量表达)准确区分这几种情况对临床决策

非常重要)在一项有
+,///

份标本的研究中#研究者比较了

细胞培养毒素中和实验和产毒菌株培养实验后发现#毒素与临

床诊断的符合度更好'

,/

(

)

QI(

5

FC)DH

在 比 较 了
WZ7H

及

177@H

后也发现#

4$Z

的严重程度与酶联免疫法即毒素的相

关性更好'

,+

(

)因此#

177@H

的特异性受到了质疑)为了提高

177@H

的特异性#必须严格控制标本送检要求$患者须有临

床症状-危险因素等&)因此#应该加强对临床医生及护士的宣

教工作)然而#在一项对
+/;+

例病例进行的研究发现
#48

方法与
4$Z

临床诊断符合度好)他们采用包括主治医生-消

化科医生-微生物专家-院感护士的多学科团队来评估患者临

床表现$布里斯托大便分级-大便次数-腹痛-腹胀-肠梗阻-发

热-低血压等&-是否使用泻药-危险因素$是否使用抗菌药物-

质子泵抑制剂-住院时间-手术史-是否患炎症性肠病-是否合

并其他基础疾病&-实验室检查结果$

4

反应蛋白-白细胞计数-

血清清蛋白-血清肌酐等&-影像学和内镜检查结果来得出是否

为
4$Z

的临床诊断#以临床诊断为金标准#发现
#48

方法比细

胞培养毒素中和实验敏感性更好$

??-+:

比
;+:

&#同时
#48

的

阳性预测值达到
?+-?:

#因此认为
#48

的结果是可信的'

,,

(

)

QA&

O

等'

+.

(的研究也发现#单独使用
ZGGI()

O

D&D

和
ZGGI()

O

D&D

联

合
UZ$7"

检测艰难梭菌毒素比较#后者并未提高特异性)此

外#有学者认为为了避免院内交叉感染#即使是携带者也应该隔

离'

,*

(

)因此#他们推荐
177@H

作为一线诊断方法)

/-/

!

价格较贵
!

有研究发现#细胞培养毒素中和实验花费为
+*

美元"标本#产毒菌株培养为每个标本
,,

美元#但
177@H

中最便

宜的
#CA6'HECA4K

每个标本检测需要
,;

美元#而
6D&Dd

5

DCE

检测

每个标本则需要
.;

美元'

,.

(

)有研究发现应用两步法可以节约

*3:

的成本'

+/

(

)因此#很多实验室更推崇两步法$

6$Q

初筛后用

177@H

来确证&)但是#及时-准确的诊断可以缩短住院时间-减

少传播)研究发现将实验方法从二步法或酶联免疫法改为单独用

177@H

方法后
4$Z

感染率大大下降'

,;

(

)同时#由于
177@H

的高

敏感性及较低的无效率#可以减少反复检测)这些都可以平衡

177@H

检测费用较其他方法高的问题)

'

!

展
!!

望

'-$

!

定量
!

本文介绍的
Y$7

批准的
177@H

均为定性实验#

有学者比较了
6D&Dd

5

DCE

检测$建立了标准曲线以定量&与免

疫法后发现#毒素阴性的标本其菌株
$17

水平比毒素阳性的

要低
+/

!

+/

.

BA

5%

"

(V

#且大部分
#48

与毒素检测结果不符

合的菌株
$17

水平均较低'

,3

(

)以
$17

含量和毒素实验结

果作
8<4

曲线发现#以
.-+/G

O

4-K

"

(V

为截点时#

%

?;:

的

毒素阳性标本以及
0/:

的毒素阴性标本可以被正确区分'

,3

(

)

在比较了定量培养$系列稀释大便标本&和定量
#48

的结果后

也发现#

#48

阳性而培养阴性的标本菌株
$17

含量比
#48

阳性培养阳性的标本低#并且发现毒素阳性的标本菌株
$17

含量高于毒素阴性的标本'

,0

(

)这些研究都提示#或许
$17

定

量可以预测菌株是否产毒#从而也可以解决
177@H

特异性不

足的问题#但合适的截点还有待于更多的实验来验证)目前国

内外对于艰难梭菌
S

#48

的研究均不多#应用反转录定量
#48

$

8@>

S

#48

&检测艰难梭菌
,*"C817

发现#

8@>

S

#48

比
S

#48

的敏感性要高
.//

倍#并发现
8@>

S

#48

与不同生长阶段的菌

落计数相关性更好'

,9

(

)

'-/

!

多重扩增
!

艰难梭菌的主要毒素基因为
EBK7

$肠毒素&

和
EBK!

$细胞毒素&#一些高毒力菌株还含有二元毒素基因
BKE

#

此外#负向调节基因
EBK4

可以影响
EBK7

和
EBK!

的表达)上

述
177@H

方法中#除
Z2$P

-

UDC)

O

D&D

-

d

5

DCE4-K)JJ)B)GD

"

W

5

)

#48

检测外#均为单独检测
EBK7

或
EBK!

)

"

S

I)CD

等'

,?

(发现#

分离自乳猪的核糖体
,*0

型不含
EBK7

#而核糖体
/**

型$毒素

分型
dZ

&缺少一部分
EBK7

#它们均不能被单纯检测
EBK7

的核

酸诊断方法检测出来)

EBK7

及
EBK!

在
4$Z

中的作用均已被

认可#而同时含有二元毒素的高毒力菌株可以引起更高的病死

率和复发率)

6DC)B!

的实验表明
EBK7>EBK!>4$@`

的菌株仍

可引起
4$Z

'

*/

(

#但此类菌株很少被检测到#可能与现有的检测

方法有关)基于上述几种毒素均在
4$ZH

中发挥作用#再考虑

到基因的变异#建立可以同时检测
EBK7

-

EBK!

-

4$@

以及
EBK4

的实验方法很重要#而且还可以节约成本及时间)

'-'

!

联合其他生物标志物
!

即便严格规范标本送检及采取定

量检测#但单纯
177@H

仍然无法避免对携带者的误诊#因此#

联合其他指标对
4$Z

的正确诊断尤为重要)相对病理及内镜

检查#非侵袭性的炎症标志物检查更容易为患者所接受)美国

医疗保健流行病学学会$

"QW7

&及美国感染病学会$

Z$"7

&认

为血清白细胞大于
+;///

"

#

V

或血肌酐增加
+-;

倍以上即为

严重
4$Z

)王浦'

*+

(亦认为清蛋白及血肌酐浓度可以作为判断

4$Z

的独立标志物)

cA&

O

等'

*,

(的研究则显示大便乳铁蛋白

稳定性及敏感性比大便白细胞更好#因此推荐大便乳铁蛋白而

非大便白细胞作为判断是否有肠道炎症的指标)此外#白细胞

介素
>9

$

ZV>9

&及白细胞介素
>+

)

$

ZV>+

)

&也被认为与肠道感染有

关#且可作为监测病情好转的指标'

**

(

)但白细胞介素的检测

目前尚没有商品化的试剂盒)

核酸扩增敏感性高-特异性好-操作简单-耗时短#已经有

学者建议将核酸扩增作为诊断
4$Z

的一线选择#阴性可迅速

排除
4$Z

#阳性患者可及时采取治疗-隔离措施#这对于暴发性

感染的控制尤为重要)

Y$7

批准的核酸扩增方法不断增多#

已经有很多商品化的试剂盒#但考虑到仪器-人力-成本-时间-

操作难易度-标本量等实际情况#各实验室可结合自身情况选

择相应的核酸扩增方法)
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肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一#其病死率在恶性肿瘤中

居第
,

位#严重威胁了人们的健康及生命'

+

(

)目前#外科手术

切除-肝移植为早期肝癌的有效治疗方式)近几年#随着手术

治疗和药物治疗的发展#肝癌患者的
;

年生存率有所增加)但

是因为进展期肝癌缺乏有效的治疗干预手段#而且容易在早期

发生血行转移#临床上前来就诊的肝癌患者多数已存在微转移

灶)肝癌发生-发展中的许多复杂分子机制仍不清楚)临床上

迫切需要有效的分子生物学标志物用于肝癌的诊断-治疗和预

后)许多研究者研究发现长链非编码
817

$

GA&

O

&A&BAK)&

O

817

#

G&B817

&在肝癌细胞中差异性表达#并与肝癌的发生-

发展有密切关系#

G&B817

在肝癌的发病机制和转移复发中扮

演着不可或缺的角色'

,>*

(

)

G&B817

是一类转录本长度超过

,//

个核苷酸的无编码功能的
817

分子#它可以在表观遗传

水平-转录和转录后水平调控的基因表达)最初有研究者认为

其是
817

聚合酶
%

转录的副产物#不具备生物学功能#但目

前多项研究发现
G&B817

参与各种细胞活动'

0>,;

(

#比如细胞增

殖-分化-凋亡和细胞周期#证据显示
G&B817

在肿瘤的生物学

上饰演着重要的角色#从而为诊断治疗肿瘤提供了一种新的方

式'

.>;

(

)目前关于
G&B817

分子在肝癌调控机制中的研究还处

于起步阶段#目前研究中与肝癌相关性较强的
G&B817

基因

有!

Q+?

-

Q<d

转 录 反 义
817
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Q<dEC'&HBC)
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E'&E)HD&HD
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Q<@7Z8

&-肺腺癌转移相关转录子
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&-肝癌高表达

基因$

F)
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%
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5

>CD

O

IG'EDK)&G)RDCB'&BDC

#

Q=V4

&和母系印记

基因
*

$

('EDC&'GDP

5

CDHHDK

O

D&D*

#

2W6*

&等'

3

(

)

G&B817

基因

的识别及其在肿瘤发生发展过程中的分子机制#对肝癌的诊

断-预防和治疗起着重要作用)

$

!

G&B817

在肝癌中发挥原癌基因作用

$-$

!

结肠癌相关转录因子
+

$

BAGA&B'&BDC'HHAB)'EDKEC'&>

HBC)

5

E>+

#

447@+

&

!

$D&

O

等'

0

(在
33

对肝癌组织和正常组织中

使用体外细胞增殖和迁移试验的方法#通过实时聚合酶链反应

来检测
447@+

的表达水平#评估
447@+

对肝癌细胞增值和

迁移的影响#研究发现
447@+

在肝癌组织中表达上调#且上

调水平和肿瘤大小-血管侵犯及血清甲胎蛋白水平相关#研究

显示
447@+

的高水平表达可能与肝癌患者的预后相关#进一

步研究证实
447@+

的表达增强可促进肝癌细胞的增殖和转

移#而抑制
447@+

的表达同时也抑制了肝癌细胞的增殖和转

移#故
447@+

在肝癌中可能发挥了原癌基因的作用)

$-/

!

Z1[.

位点反义非编码
817

$
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817

)&EFDZ1[.GABIH

#

718ZV

&

!

718ZV

在肝癌中表达上调#高表

达的
718ZV

与肝脏的肿瘤直径和巴塞罗那分期$

!'CBDGA&'

4G)&)BV)RDC4'&BDC

#

!4V4

&有关)

QI'&

O

等'

9

(在肝癌细胞中发

现抑制
718ZV

的表达可能影响细胞在体内体外的增殖-迁移

以及诱导细胞的凋亡)通过进行生物信息学分析#发现转录因

子
[VY,

在肝癌细胞中表达下调#而降低肝癌细胞中
718ZV

的表达可以上调
[VY,

的信使核苷酸和蛋白水平#过表达的

[VY,

抑制肝癌细胞的增殖和促进肝癌细胞的凋亡#

718ZV

可以通过表观遗传沉默
[VY,

在体内外调节细胞生长)进一

步研究发现
718ZV

启动子区域有
+*

个
"#+

的结合位点#提

示
"#+

可能在肝癌细胞中调控
718ZV

的转录#染色质免疫沉

淀反应$芯片&的测定表明
"#+

可以直接结合
718ZV

的启动

子区域从而沉默
718ZV
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