
上进行#且最后加
C=

Z

酶&$

/

%

(!&

结束后#产物不能在室温条

件下放置时间过长&$

"

%也可通过适当增加
(!&

循环次数减少

引物错配(因此#可保证多重
(!&

的稳定性#减少非特异性配

对#减少二聚体发生(引物在本试验中#多重
(!&

可以扩增出

与传统单重
(!&

一致的特异条带$图
-

%&

"B

株鲍曼不动杆菌

通过用多重
(!&

检测#亦与传统单独的
(!&

扩增产物结果一

致$图
,

%(

此外#多重
(!&

除了上述的稳定性和灵敏性外#还具有一

定的灵活性(其表现在随着研究的推进#此方法可以根据引物

的退火温度'目的基因的长度及目的基因的临床意义#向引物

复合物内加入检出率更高'与药敏关联更清晰的目的基因引

物#也可以去除鲍曼不动杆菌中检出率低或临床意义不明确的

耐药基因(

综上 所 述#可 同 时 检 测
3H=6b4+,/

#

!=96

#

==5

$

Ad

%

+8

#

3H=6b4+.-

#

=?G

$

/v

%

+8

和
E?G8-

的多重
(!&

不仅灵敏度高'稳

定性强还有较好的灵活性(此外#

A

种耐药基因与细菌耐药有

清晰的对应关系#可及早'高效地据此指导临床用药#控制医院

内感染(
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!临床探讨!

职业性慢性苯中毒患者血小板线粒体基因组
$3

M

序列基因多态性研究"

王佃鹏!杨祥丽!曾亚楠!李培茂!张志敏!林大枫!杜晓倩!张艳芳#

!黄先青

"广东省深圳市职业病防治院
!

.-%##-

#

!!

摘
!

要#目的
!

探索轻度苯中毒者血小板线粒体基因
$

个碱基"

$3

M

#序列基因多态性变化规律%方法
!

选取
,B

例轻度苯中

毒者作为病例组!

"#

例健康检验者作为对照组%抽取其肘部静脉血!乙二胺四乙酸抗凝!分离纯化血小板然后进行血小板计数并

提取脱氧核糖核酸!聚合酶链式反应扩增线粒体基因!测序并分析其基因
$3

M

基因多态性频率%结果
!

轻度苯中毒者血小板线粒

体基因
$3

M

的删除基因型频率"

//;/_

#高于对照组"

-#;#_

#!差异有统计学意义"

!

,

\.;#$#

!

!\#;#,"

#!

D&

值"

$._".

#为
";.

"

-;,-

"

-A;A,

#%结论
!

说明线粒体基因组
$3

M

序列删除基因型可能是苯中毒的风险基因之一!携带删除基因型的个体苯中毒发

生风险增高%

关键词#苯中毒&

!

线粒体&

!

基因多态性

!"#

!

$%&'()(

"

*

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

文献标志码#

4

文章编号#

-AB,+$"..

"

,#-B

#

-,+-B%,+#/

!!

近年来#苯及苯系物中毒病例报道逐年上升#苯中毒后致

白血病死亡病例也逐年上升#危害非常严重(苯主要致病机制

存在争论#之前大量的研究发现苯中毒主要是中间活性代谢产

物作用于线粒体通过氧化损伤引起的)

-

*

(有研究表明慢性苯

-

,%B-

-

检验医学与临床
,#-B

年
A

月第
-"

卷第
-,

期
!

U=37@L!HE?

!

VJ?@,#-B

!

WDH;-"

!

XD;-,

"

基金项目#广东省深圳市卫生计生系统科研项目$

,#-A#B#.$

%&广东省深圳市科技计划项目$

V!̀ V,#-A#",$#$#%-//%#

%(

#

!

通信作者#

Y+K=EH

!

-/$,/"/-.--/$

'

-/$;5DK

(



中毒的发生除与苯的接触浓度有关外#还与接触者的遗传易感

性有关(线粒体细胞色素
!

氧化酶亚单位
!

$

7C!6,

%和线

粒体转运核糖核酸$

G&X4

%赖氨酸$

7CCc

%基因间的小片段

非编码序列含有
,

个串联重复的
$3

M

序列$

!!!!!C!C4

%#存

在着删除和插入基因多态性(这种位点的基因多态性与多种

遗传疾病的发生有关)

,

*

#但未见与苯中毒易感基因方面的研

究(血小板的主要细胞器之一是线粒体#线粒体是其唯一具有

遗传功能的细胞器)

/

*

#分离后的血小板可直接提取
PX4

用于

线粒体基因分析(本研究对职业性慢性苯中毒患者进行线粒

体基因
$3

M

基因多态性频率的分析#探讨线粒体基因
$3

M

基因

多态性与职业性慢性苯中毒发病的相关性(

$

!

资料与方法

$;$

!

一般资料
!

病例组选择
,#-,

年
-

月
-

日至
,#-.

年
-,

月
/-

日来本院就诊的
,B

例轻度苯中毒患者#其中男
A

例#中

位年龄
/$;%

岁&女
,-

例#中位年龄
"#;B

岁(病例组纳入标

准!根据
1'aA%+,#-/

+职业性苯中毒诊断标准,确诊为职业性

慢性苯中毒患者(对照组选择同期
"#

例体检健康者#其中男

,"

例#中位年龄
",;-

岁&女
-A

例#中位年龄
/.;/

岁(对照组

纳入标准!$

-

%无职业性苯接触史&$

,

%无吸烟'饮酒史&$

/

%无遗

传疾病或家族史&$

"

%近
/

个月无内无感染史'服药史&$

.

%近
/

个月内无
b

射线或其他放射线接触史(全部受试者抽取肘部

静脉血标本
.KU

#乙二胺四乙酸$

YPC4

%抗凝(

$;/

!

仪器与试剂
!

4'8TG@

M

D?@

M

HJ**

荧光聚合酶链反应

$

(!&

%扩增仪$美国应用生物公司%'可调定量加液器$德国塞

默科学公司%'超净工作台$中国济南鑫贝西生物技术有限公

司%'分光光度计$日本日立科学仪器公司%'

bY+.###

血液分析

仪$日本
T

O

*K@R

公司%'电动离心机$美国贝克曼库尔特%(天

净沙系列柱式血液
PX4

提取试剂$中国北京天恩泽基因公

司%#

1DC=

Z

2

UD?

>

(!&7=*G@97ER(!&

反应试剂$普洛麦格

$北京%生物技术有限公司%#双蒸水$中国上海生工生物工程公

司%#

PX4

引物合成物$中国上海生工生物工程公司%(

$;'

!

方法

$;';$

!

血小板提取
!

取
,KU

全血离心$

-##]

>

#离心
-.

KE?

%分离上清液即为富血小板血浆#并对其进行全血细胞

计数(

$;';/

!

细胞
PX4

的提取
!

吸取
,##

)

U

富血小板血浆#按照

天净沙系列柱式血液
PX4

提取试剂说明书提取(

$;';'

!

荧光
(!&

反应体系
!

反应体系采用
1DC=

Z

2

UD?

>

(!&7=*G@97ER

反应试剂#其中
7=*G@97ER

反应液
-#

)

U

#上

下游引物$

-#

M

KDH

"

)

U

%各
-

)

U

#双蒸水
%

)

U

#总体积
,#

)

U

(

反应条件!

$.e-#*

&

$.e.*

#

.%e/#*

#

B,e.#*

#

/.

个循

环%(上游引物!

.d+C4C1!!!CCCC!!C44!4!C+/d

#下游

引 物!

.d+CC111C1 4C141144C41C1C441+/d

(

(!&

扩增产物使用琼脂糖凝胶电泳分离#用于分析评估扩增产物的

大小$

B"%3

M

%(对
(!&

产物进行纯化和测序分析$中国上海

生工生物工程公司%(获得的序列与
1@?'=?̂

认可的标准线

粒体 基 因 序 列 $

X!

2

#-,$,#;-

%通 过
?J5H@DGEL@+?J5H@DGEL@

'U4TC

$

3H=*G?

%和
'EDYLEG

软件对比分析#检测
7C!6,

和线

粒体
G&X4

赖氨酸$

7CCc

%基因间的小片段非编码序列间

!!!!!C!C4

碱基基因多态性情况(

$;1

!

统计学处理
!

数据采用
T(TT-A;#

统计软件处理#组间

比较采用
!

, 检验分析#以
!

$

#;#.

为差异有统计学意义#采用

UD

>

E*GE5

回归分析比较两组样本基因型'相对优势比$

D&

%#

$._

置信区间$

".

%来衡量风险等位基因与苯中毒发病风险之

间的相关性(

/

!

结
!!

果

/;$

!

基因测序结果
!

所有的
(!&

片段都被成功测序#这些片

段来自于轻度苯中毒患者线粒体
PX4

中的基因$图
-

%(

图
-

!!

血小板线粒体基因
$3

M

序列对比

/;/

!

血小板线粒体基因
$3

M

基因多态性结果
!

血小板线粒体

基因
$3

M

序列基因多态性结果见表
-

(

表
-

!!

血小板线粒体基因
$3

M

序列基因多态性频率

基因型
病例组

)

1

$

_

%*

对照组

)

1

$

_

%*

D&

$

$._".

%

!

,

!

$3

M

重复
-%

$

AA;B

%

/A

$

$#;#

%

- .;A-,#;#-%

$3

M

删除
$

$

//;/

%

"

$

-#;#

%

";.

$

-;,-

"

-A;A,

%

.;#$##;#,"

'

!

讨
!!

论

!!

苯通过多种有毒代谢产物导致血液毒性和白血病的发生(

最近研究表明#单独加入浓度非常高的苯到
2UA#

细胞中#可

以增加活性氧$

&6T

%的水平#并引起细胞毒性)

"

*

(苯的基本代

谢到毒性代谢物形成过程一般被认为是苯致毒性的一个关键

因素(部分切除肝脏的大鼠和氧化应激调控基因敲除的小鼠

的苯代谢毒性却显示明显下降(有研究表明一定剂量的苯可

以降低线粒体膜电位#诱导骨髓细胞发生凋亡)

.

*

(线粒体是最

重要的细胞器#通过氧化磷酸化这一个重要途径#产生三磷酸

腺苷$

4C(

%(这个途径是由一组蛋白质复合体和线粒体呼吸

链共同参与完成#它们受到核和线粒体基因组的共同控制(线

粒体基因组与核基因组最显著的区别是它们对损伤的遗传易

感性(线粒体
PX4

更容易损伤#是由于它缺乏组蛋白的保

护#修复能力有限#并靠近电子传递链#它不断产生超氧自由基

可对其自身造成损伤)

A

*

(线粒体在
4C(

新陈代谢'自由基的

产生和细胞凋亡的调节起重要作用)

B

*

#线粒体
PX4

的基因多

态性影响着线粒体整体功能的发挥#从而会影响细胞能量的能

力#增加氧化应激#触发由
&6T

介导的
PX4

损伤#并改变细胞

免疫系统对凋亡诱导的反应能力)

%

*

(因此线粒体基因在苯中

毒的进程中发挥了重要的作用(

血小板包含完整功能的线粒体#而且血小板无细胞核#线

粒体是其唯一具有遗传功能细胞器(外周血液的血小板通过

抽血进行简易离心就可以获得#血小板线粒体代表代谢活性器

官的线粒体#已经作为一些疾病的生物标志物被检测)

$

*

(血小

板线粒体的变化被发现是糖尿病和动脉粥样病程中的敏感指

标(

7C!6,

和线粒体
G&X4

赖氨酸基因间的
$3

M

基因型可

能影响下游基因如线粒体三磷酸腺苷
A

'线粒体三磷酸腺苷
%

'

线粒体细胞色素
!

氧化酶亚单位
#

#烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

和线粒体细胞色素
'

的表达#这些基因都是呼吸链的关键结
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构组成(他们的变化影响着氧化磷酸化的功能#从而整体影响

4C(

的合成)

-#

*

(本研究发现职业性慢性苯中毒患者血小板

线粒体基因
$3

M

删除基因型频率明显高于对照组#其原因可能

是
$3

M

删除基因型导致线粒体功能下降#对于苯代谢物毒性作

用更加敏感(有研究表明苯中毒患者出血倾向比较严重#苯中

毒进程中血小板参数发生明显的变化#说明血小板对苯中毒是

比较敏感的指标(

本研究表明血小板线粒体基因
$3

M

删除基因型是苯中毒

患者的易感基因#由于样本量的限制#未来的研究中有必要扩

大样本量#并协同靶点蛋白表达功能进行进一步的群体遗传学
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a)=9ÊDFT

#

T)EF=T;(H=G@H@GKEGD5)D?L9E=HNJ?5GED?

!

N9DK

9@

>

JH=GED?DNG)9DK3D*E*GD3EDK=9̂@9DNLE*@=*@

)

V

*

;'ED+

5)@KTD5C9=?*

#

,#-/

#

"-

$

-

%!

--%+-,/;

)

-#

*

cDK=?LJ9T

#

W@?̂=G=*J39=K=?E=?T

#

4HHJ9E&W

#

@G=H;

7EGD5)D?L9E=HE?*@9GED?+L@H@GED?

M

DH

O

KD9

M

)E*K

!

9DH@E?

LE*@=*@

M

=G)DHD

>O

)

V

*

;1@?@GC@*G7DH'EDK=9̂@9*

#

,#--

#

-.

$

.

%!

/A-+/A";

$收稿日期!

,#-B+#-+#B

!!

修回日期!

,#-B+#/+,/

%

!临床探讨!

沙眼衣原体
K&X4

和
PX4

检测的临床应用评价"

罗茗月!熊礼宽#

!夏
!

勇!肖克林!邵聪文

"广东省深圳市宝安区妇幼保健院(暨南大学医学院附属宝安妇幼保健院中心实验室
!

.-%-//

#
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摘
!

要#目的
!

比较实时荧光核酸恒温扩增技术"

T4C

#检测沙眼衣原体
K&X4

和聚合酶链反应"

(!&

#检测质粒
PX4

的灵

敏度和特异度!探讨其临床应用价值%方法
!

分别通过
T4C

和
(!&

检测尿液或生殖道分泌物标本
B%$

例!两种方法结果不一致

的标本采用巢式
(!&

扩增沙眼衣原体外膜蛋白"

DK

M

-

#基因验证%结果
!

B.$

例"

$A;,_

#标本
T4C

和
(!&

结果一致"

c=

MM

=\

#;A"

#%

T4C

和
(!&

方法的检测结果差异有统计学意义 "

!

$

#;#-

#!

T4C

方法检出的阳性率更高%

/#

例不一致标本通过巢式

(!&

扩增外膜蛋白验证!

-"

例与
T4C

检测
K&X4

相符!

-A

例与
(!&

检测质粒
PX4

相符%以两种检测结果一致为,扩大标准-!

T4C

技术的灵敏度和特异度分别为
$B;A_

和
$%;#_

!

(!&

技术为
B-;"_

和
$$;B_

&沙眼衣原体感染率为
.;/_

!男性和女性感

染率差异无统计学意义"

!

%

#;#.

#!不同年龄组感染率差异无统计学意义"

!

%

#;#.

#%结论
!

T4C

技术灵敏度高$特异度好$耗

时短且无需昂贵设备!值得临床推广应用%

关键词#沙眼衣原体&

!

实时荧光核酸恒温扩增技术&

!

聚合酶链反应

!"#

!
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沙眼衣原体是主要的性传播感染病原体之一#其引起的泌

尿生殖系统感染在全世界范围内呈上升趋势#长期感染和反复

感染会引起严重并发症#无症状或轻微症状的感染患者是重要

的传染源)

-

*

(因此#简单'廉价且准确的检测方法可快速早期

诊断其感染及隐性感染#能有效遏制沙眼衣原体的传播(沙眼

衣原体的传统检测方法如细胞培养检测周期长#不能在感染早

期及时指导临床治疗(核酸扩增技术如普通聚合酶链反应

$

(!&

%'巢式
(!&

'荧光定量
(!&

检测技术灵敏度高'操作简

单#但
(!&

对标本中抑制物敏感'

PX4

扩增产物易污染并且

需要昂贵设备和专业技术人员#限制了其在偏远地区等条件落
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