
本知识与技能#对死亡的话题探讨较少#导致很多晚

期肿瘤患者因得不到适当的支持和帮助#在恐惧(担

心(猜疑中走完了人生的最后旅程'通过对晚期肿瘤

患者及其家属应用自编的生死教育指导路径实施生

死教育#直接影响安宁疗护病房晚期肿瘤患者的生存

质量#有利于更好地开展安宁疗护工作'我国安宁疗

护工作主要在基层医院开展#生死教育这一服务尚未

被列入正式的工作内容#需要政策制度#也需要质量

监管#更需要教育培训'患者认为最重要的照护是同

理心#即时对患者的需求进行回应#视患者为一个整

体#护士应具备较强的沟通和操作能力)

%%

*

'医院也应

加强对安宁护士及医生生死教育(心理咨询(沟通技

巧等方面的培训#为规范开展生死教育提供必要的条

件#提高临终关怀质量)

%'

*

'

安宁疗护是对晚期肿瘤患者综合照护过程中不

可缺少的重要组成部分#但目前尚缺乏可靠的实践依

据'通过本社区卫生服务中心安宁护理团队自编的

生死教育指导路径的临床实践#为晚期肿瘤患者照护

提供了重要的参考#有助于提高晚期肿瘤患者和家属

的整体生活质量'
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重组登革病毒包膜蛋白第
$

结构域抑制登革病毒感染的研究

潘冠和%

!杨笑涵'

!廖雁玲%

!杨昭群%

!刘耀洪%
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广东省佛山市顺德区勒流医院检验科!广东佛山
$'P3''

'
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广州中医药大学第二临床医学院医学检验部!广东广州
$%&%'&
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摘
!

要"目的
!

通过原核基因工程技术获得登革
'

型病毒"

XTSR'

#包膜蛋白第
$

结构域"

TX

$

#重组蛋

白!检测其抑制登革病毒感染细胞的效率%方法
!

利用聚合酶链反应技术扩增
XTSR'

编码
TX

$

重组蛋白的

基因片段!构建
*

T"'PF

"

1

#

7TX

$

原核表达载体并在大肠埃希菌中诱导
TX

$

重组蛋白表达!进行质谱鉴定%

将登革病毒感染
R<?,T5

细胞"经
TX

$

重组蛋白孵育#!根据空斑减少数量计算
TX

$

重组蛋白对登革病毒感染

的抑制率%结果
!

成功表达并纯化
TX

$

重组蛋白%

TX

$

重组蛋白可以抑制登革病毒感染的
R<?,T5

细胞!且

抑制率与蛋白水平呈正相关!当蛋白水平为
%&&

#

I

&

+.

时!病毒抑制率为
/&($0

%结论
!

XTSR'TX

$

重组

蛋白能够抑制
XTSR'

吸附和感染细胞!为以
TX

$

重组蛋白为靶标研制药物和疫苗提供重要的实验基础%

关键词"登革病毒'

!

包膜蛋白第
$

结构域'

!

原核表达

中图法分类号"

43)3(3

文献标志码"

U

文章编号"

%5)'7/#$$

"

'&%/

#

%57'3P37&#

!!

登革病毒$

XTSR

%广泛流行于热带和亚热带地

区#是一种分布广(发病率高(危害较大的虫媒传染

病#分
#

个血清型)登革
%

型病毒$

XTSR%

%(登革
'

型

病毒$

XTSR'

%(登革
3

型病毒$

XTSR3

%(登革
#

型病

毒$

XTSR#

%*

)

%

*

'据估计#全球每年约有
3(/

亿人感

染
XTSR

)

'

*

'我国东南沿海地区是登革热的高发区#

'&%#

年广东省登革热大暴发#不仅威胁人们健康#而

且给我国的公共卫生事业带来了巨大的负担)

37#

*
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膜蛋白$

T

蛋白%是
XTSR

的重要结构蛋白#含有
3

个

不同的结构域)包膜蛋白第
&

结构域$

TX

&

%(包膜蛋

白第
'

结构域$

TX

'

%(包膜蛋白第
$

结构域$

TX

$

%*#其中
TX

$

暴露于病毒颗粒表面#折叠形成一个

V

I

[

样结构#

XTSR

通过
TX

$

结合细胞表面受体从

而感染受体细胞'因此#

TX

$

重组蛋白成为研究防

治
XTSR

药物和疫苗的重要靶标)

$75

*

'本研究通过原

核基因工程技术获得
XTSR'TX

$

重组蛋白#并证实

了
TX

$

重组蛋白具有抑制
XTSR

感染细胞的生物

学效应#为以
TX

$

重组蛋白为靶标研制药物和疫苗

提供了重要的实验基础'

$

!

材料与方法

$($

!

菌株及载体来源
!

感受态细胞
U.'%

$

XT3

%(原

核表达质粒
*

T"'PF

$

1

%(

XTSR'

(

R<?,T5

细胞等由

广东省佛山市顺德区勒流医院检验科保存'

$(/

!

仪器与试剂
!

主要仪器包括!

6UV)&&

型聚合酶

链反应$

OM4

%仪(伯乐公司电泳仪及凝胶成像仪(美

国
6UV

公司
#P&&

*

-EHQ6.XV7"W!698-

:

;<?

串联

飞行时间质谱仪'主要试剂如下!

e$

2热启动超保真

聚合酶(

"#

连接酶(

SC,

&

和
N>,

&

限制性内切酶等

购自
STU

公司$美国%&病毒
4S6

提取试剂盒(

XS6

纯化试剂盒(质粒回收试剂盒等均购自
e@8

I

<9

公司

$德国%&镍亲和层析柱购自
[T

公司$美国%&牛血清

清蛋白$

UY6

%(

XQTQ

细胞培养基和胎牛血清等细

胞培养材料购自
[@FC,

公司$美国%&异丙基
7

%

7X7

硫代

半乳糖苷$

VO"[

%和甲基纤维素钠等均购自上海生工

公司'引物合成与
XS6

测序由英潍捷基公司$美国%

完成'

$('

!

方法

$('($

!

表达载体的构建与鉴定
!

根据
XTSR'T

蛋

白基因序列信息#设计
TX

$

目的基因上游引物和下游

引物时分别引入
SC,

&

$

MM6"[[

%和
N>,

&

$

M"M[6[

%

限制性内切酶酶切位点及保护碱基#引物序列见表
%

'

用
e$

2热启动超保真酶扩增
XTSR'

的
TX

$

基因片

段#利用
SC,

&

和
N>,

&

限制性内切酶对目的片段进

行双酶切#克隆至
*

T"7'PF

$

1

%原核表达载体并转化

至感受态细胞
U.'%

$

XT3

%#对构建成功的重组菌进行

测序鉴定'

表
%

!!

XTSR'TX

$

基因扩增引物序列

引物 序列$

$k

!

3k

%

*

T"7TX

$

7! M6"[MM6"[[6M666M"6M6[M"M666[[

*

T"7TX

$

74 MM[M"M[6[66"6[66M""MM"""M""666MM6[M"

!!

注!划线部分为限制性内切酶酶切位点

$('(/

!

TX

$

重组蛋白的诱导表达和纯化
!

将重组

菌接种于含有卡那霉素的液体培养基中#

3) f ''&

?

"

+@9

摇菌培养至
6

5&&9+

值为
&(5

#加入
VO"[

至终水

平为
%++,-

"

.

#继续诱导培养
#>

#收集菌体沉淀'

超声裂解菌体收集包涵体#溶解于
P+,-

"

.

尿素中#

镍亲和层析柱对
TX

$

重组蛋白进行纯化#梯度透析

TX

$

重组蛋白使其恢复天然构象#聚丙烯酰胺凝胶

$

YXY7O6[T

%电泳分析结果'

$('('

!

TX

$

重组蛋白的鉴定
!

纯化后的
TX

$

重组

蛋白经
YXY7O6[

电泳#考马斯亮蓝
4'$&

染色(洗

脱(成像'运用美国
6UV

公司
#P&&

*

-EH Q6.XV7

"W!698-

:

;<?

串联飞行时间质谱仪对
TX

$

重组蛋

白进行鉴定'

$('(1

!

TX

$

重组蛋白抑制
XTSR

感染细胞
!

用胰

蛋白酶将生长良好的
R<?,T5

细胞消化(分散为单个

细胞#将单个细胞铺于
5

孔板中$

#j%&

$ 个细胞"孔%#

待细胞丰度为
/&0

时#弃培养基'将含
TX

$

重组蛋

白$

%&&

(

$&

(

%&

(

&

#

.

"

+.

%的细胞培养基分别加入上

述六孔板中#使
TX

$

重组蛋白吸附至细胞表面#同时

设置
UY6

对照组'将六孔板
3)f

孵育
3&+@9

#弃培

养基#磷酸盐缓冲液$

OUY

%洗
3

遍#每孔加入含
%&&

个

噬斑单位的
XTSR

培养液
&($+.

#

3)f

感染
%($>

#

每隔
%$+@9

十字摇动
%

次'弃病毒液#每孔加入含

'0

羧甲基纤维素的
XQTQ

培养基
5+.

#

3)f$0

MW

'

培养
5

!

%&D

#弃培养基#固定并染色$

&(%0

结晶

紫(

#0

甲醛%#根据空斑减少数计算病毒抑制效率'

/

!

结
!!

果

/($

!

重组原核表达载体
*

T"'PF

$

1

%

7TX

$

的鉴

定
!

对重组原核表达载体
*

T"'PF

$

1

%

7TX

$

进行测

序#结果显示
SC,

&

$

MM6"[[

%(

N>,

&

$

M"M[6[

%(

TX

$

目的片段和
]@H

标签与预期结果相符'比对结

果显 示#

TX

$

基 因 序 列 同
[<9<F89d

数 据 库

^̀ '/%P%3(%

号
XTSR'

株序列具有
%&&0

同源性#

说明表达载体构建成功'

/(/

!

TX

$

重组蛋白的表达与纯化
!

重组质粒转化大

肠埃希菌感受态细胞
U.'%

$

XT3

%#

%++,-

"

.VO"[

诱导
#>

#产物经
YXY7O6[T

电泳分析#在大约
%3j

%&

3 处出现差异性条带#与预期的相对分子质量

$

%3(3j%&

3

%相当#且重组蛋白以包涵体形式存在'

通过镍亲和层析柱对
TX

$

重组蛋白进行纯化#对纯

化后的蛋白复性并进行
YXY7O6[T

电泳分析#结果

显示获得高纯度的
TX

$

重组蛋白'见图
%

'

/('

!

重组蛋白
TX

$

的质谱鉴定
!

将纯化后的
TX

$

重

组蛋白通过
YXY7O6[T

电泳(考马斯亮蓝染色后#切下

目的蛋白经脱色(还原(酶解等处理后#进行
Q6.XV7

"W!7QY

肽质量指纹图谱分析#结果见图
'

'利用
Q8H7

C,=

软件在
QYXU

数据库对质谱结果进行检索'检索结

果显示#

TX

$

重组蛋白与
XTSR'TX

$

$登录号!

I

@

(

$/3&#

%相匹配#得分
%$#

分#高于阈值分数$

!

%

&(&$

%#

证明
TX

$

重组蛋白为
XTSR'TX

$

蛋白'见表
'
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期
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表
'

!!

XTSR'TX

$

重组蛋白质谱结果

肽段序列 观测值 检测值 计算值 误差 得分$分% 登录号

VO!TVQX.T̂ 4 %#&$(P53/ %#&$(P53/ %#&$()')$ &(%35# ')

I

@

(

$/3&#

TV6T"e]["VRV4 %#5$(/'5$ %#5$(/'5$ %#5$()PP/ &(%3)5 P3

RebT[X[YOM̂ VO!TVQX.T̂ 4 '5%%(#&'P '5%&(3/$$ '5%&('#$P &(%#%/ ##

!!

注!

Q

为蛋白分子量标准品&

%

为
U.'%7

*

T"'PF

$

1

%对照&

'

为

U.'%7

*

T"'PF

$

1

%

7TX

$

菌体裂解沉淀&

3

为纯化后
TX

$

重组蛋白

图
%

!!

XTSR'TX

$

重组蛋白的原核表达和纯化电泳图

/(1

!

TX

$

重组蛋白抑制
XTSR

感染
R<?,T5

细

胞
!

结果显示#

TX

$

重组蛋白可竞争性抑制
XTSR'

感染
R<?,T5

细胞#而
UY6

对照组几乎不能抑制病毒

感染细胞$图
3

%'病毒感染的抑制率与
TX

$

重组蛋

白剂量呈正相关$

O

'

c&(P#5$

#

!c&(&&&#

%'当蛋

白水平分别为
%&

(

$&

(

%&&

#

I

"

+.

时#对病毒感染细胞

的抑制率分别为
#3('0

(

))(/0

和
/&($0

'见表
3

'

图
'

!!

XTSR'TX

$

重组蛋白一级质谱图

图
3

!!

XTSR'TX

$

重组蛋白阻止
XTSR

感染的

空斑减少实验

表
3

!!

TX

$

重组蛋白对
XTSR'

感染的抑制率

蛋白水平

$

#

I

"

+.

%

TX

$

重组蛋白组

空斑计数$

*

BE

% 抑制率$

0

%

UY6

对照组

空斑计数$

*

BE

% 抑制率$

0

%

%&& / /&($ /# '(%

$& '% ))(/ /3 3(%

%& $# #3(' /3 3(%

& /$ K /5 K

!!

注!

*

BE

为空斑形成单位#指在单层动物细胞上形成一个空斑的病

毒数&在标准条件下#

%

个空斑形成单位相当于
%

个病毒颗粒&

K

表示

无数据

'

!

讨
!!

论

!!

近年来#蚊媒传染病登革热在全球呈现快速蔓延

和上升的流行趋势#但目前仍没有特异性的治疗药物

和有效疫苗应用于临床)

%

*

'

XTSRT

蛋白被广泛应

用于
XTSR

的诊断和重组亚单位疫苗的研发'而

TX

$

含有
V

I

样结构#它通过结合细胞表面受体进而

感染细胞#同时
TX

$

能够促使机体产生中和抗体并

诱导机体的免疫应答'因此#

TX

$

成为研制抗

XTSR

疫苗和药物重要的靶点)

)7%&

*

'

M]VS

等)

)

*研究

发现#

XTSR%

和
XTSR'

的
TX

$

重组蛋白均能阻断

XTSR

吸附细胞#并且不同型别的
XTSR

也存在一

定的交叉作用'

^]6S6Q

等)

P

*利用基因工程技术

获得
XTSR'

和
XTSR#

的
TX

$

嵌合蛋白#证实其具

有良好的免疫原性#免疫动物后产生中和抗体的滴度

高#并可有效阻止
XTSR'

和
XTSR#

吸附宿主细胞'

b6S[

等)

/

*研究也显示#通过原核蛋白表达技术制备

的
XTSR'TX

$

可诱导小鼠产生中和抗体#该抗体可

以提高乳鼠的生存率'易海粟等)

%&

*对
TX

$

重组蛋白

光谱中和抗体识别表位进行鉴定并发现了一个保守

的保护性构象表位'这些研究都证实了以
TX

$

为研

究方向的疫苗有高效且安全的免疫原性#具有广阔的

开发前景'

本研究通过原核基因工程技术构建了
TX

$

原核

表达质粒#选择感受态细胞
U.'%

对目的蛋白进行表

达#然后超声破碎#将沉淀处理后进行蛋白纯化#纯化

后蛋白纯度可达
/&0

以上'由于诱导后蛋白主要以

包涵体形式存在#虽然笔者也尝试用上清液做纯化#

但是纯化后蛋白纯度不高'为了获得高纯度(高水平

的重组蛋白#本研究选择对包涵体进行纯化#并将获

得的重组蛋白进行鉴定'通过正离子发射模式的质

谱仪对重组蛋白进行鉴定#即多肽离子飞到飞行管顶

端后#反射器使之折返回起点$相当于
'

倍线性模式

的飞行%'结果显示#

TX

$

重组蛋白水解后的肽段匹

配分数明显高于阈值分数#说明该重组蛋白正是

XTSR'TX

$

蛋白'

梯度透析法可以使包涵体蛋白
TX

$

恢复蛋白质

天然构象#这样就可模拟病毒颗粒的
TX

$

#竞争结合

易感细胞表面受体而阻止
XTSR

感染'通过重组的

TX

$

蛋白竞争性抑制
XTSR

与
R<?,T5

细胞表面受

体结合#从而达到抑制
XTSR

感染的目的'本研究

证实了
TX

$

重组蛋白能够竞争性阻断
XTSR'

吸附

并感染
R<?,T5

细胞#而且
TX

$

重组蛋白阻断病毒吸

附效果与其水平呈正相关#当孵育蛋白量达
%&&

#

I

"

+.

时#可保护
/&($0

的
R<?,T5

细胞不被感染'

本次实验提示#通过阻断
TX

$

重组蛋白与
R<?,T5

细

+

$P3'
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月第
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胞表面受体结合#可以抑制
XTSR

感染细胞#因此

TX

$

重组蛋白表位是研制
XTSR

亚单位疫苗必须考

虑的抗原表位之一'
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株耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌的临床特征分析

陈晓颖%

!陈
!

航%

!焦丽丽'

%(

福建省福清市医院!福建福清
3$&3&&

'

'(

福建省福清市妇幼保健院!福建福清
3$&3&&

!!

摘
!

要"目的
!

回顾性分析
%3%

株耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌"

M4T

#的临床特征!通过改良碳青霉烯酶灭

活试验"

+MVQ

试验#与
TX"6

改良碳青霉烯酶灭活试验"

<MVQ

试验#分析其产酶类型!为院内感染防控和优

化临床用药提供依据%方法
!

收集
'&%)

年
%

月
%

日至
'&%P

年
%'

月
3%

日分离的
%3%

株
M4T

!分析其菌种构

成$标本来源$科室分布等临床特征!采用
+MVQ

试验对其进行快速表型分析!并通过
<MVQ

试验确定其产酶类

型%结果
!

收集到的
%3%

株
M4T

菌株中!以肺炎克雷伯菌"

P5('0

#为主!其次分别为大肠埃希菌"

)(50

#$弗

劳地枸橼酸杆菌"

'(30

#等%标本来源以痰液"

35(50

#为主!其次为尿液"

%)($0

#$血液"

%3(&0

#等%科室分

布以重症监护病房"

3)(#0

#为主!其次分别为神经外科"

%5(P0

#$特诊病房"

5('0

#等%

+MVQ

试验阳性率为

P#()30

!以肺炎克雷伯菌为主"

/%(P/0

#!

<MVQ

试验分析其产酶类型!其中肺炎克雷伯菌主要以产丝氨酸酶为

主"

P&(3/0

#!大肠埃希菌以产金属碳青霉烯酶为主"

PP(P/0

#%结论
!

M4T

临床感染现状较为严峻!应加强监

测!防止并控制传播'

+MVQ

试验与
<MVQ

试验检测快速简便!有较高的应用价值%

关键词"肠杆菌科细菌'

!

耐碳青霉烯酶'

!

改良碳青霉烯酶灭活试验'

!

TX"6

改良碳青霉烯酶灭活试验

中图法分类号"

4##5($

文献标志码"

6

文章编号"

%5)'7/#$$

"

'&%/

#

%57'3P57&3

!!

肠杆菌科细菌是引发医院感染的主要病原菌之

一#可引起呼吸道(泌尿道等部位的感染)

%

*

'碳青霉

烯类药物抗菌活性强(抗菌谱广#是治疗肠杆菌科细

菌感染的最后一道防线)

'

*

'但随着抗菌药物的滥用#

耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌$

M4T

%的比例不断上升#

其耐药率高#造成患者治疗失败率高(病死率高'

M4T

的耐药基因可通过质粒传递#对院内感染的防控

造成很大困扰#如何快速(简便地检测出
M4T

#尤其是

产碳青霉烯酶肠杆菌科细菌$

MOT

%#就显得极为重

要'本文对
'&%)

年
%

月
%

日至
'&%P

年
%'

月
3%

日临

床分离的
%3%

株
M4T

菌株进行分析#从临床特征(快

速诊断方面进行分析#现报道如下'

$

!

资料与方法

$($

!

菌株来源
!

收集
'&%)

年
%

月
%

日至
'&%P

年
%'

月
3%

日临床分离的
M4T

菌株#剔除同一病例相同部

位的重复菌株#共计
%3%

株'质控菌株肺炎克雷伯菌

$

6"MM)&&5&3

%(大肠埃希菌$

6"MM'$/''

%等均购自

原卫生部临床检验中心'

$(/

!

仪器与试剂
!

法国生物梅里埃公司
RV"T̂ 75&

全自动细菌鉴定药敏仪及配套的鉴定药敏卡&哥伦比

亚血琼脂平板(

Q7]

药敏平板等购自郑州贝瑞特公

司&美罗培南(亚胺培南药敏纸片等购自杭州天和微

生物公司'所有试剂均在有效期内'
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!

培养(鉴定和药敏试验
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