
衰竭模型已经得到公认
,+-

" 实验结果显示!F.5作

用后!大鼠的毛发(体重均与正常对照组有明显的差

异+$ 周后心功能检测(心脏病理学观察发现心肌有

变性以及坏死病理改变!与正常对照差异明显!为进

一步研究药物作用机制提供基础"

凋亡是缺血和非缺血性心肌病心肌细胞死亡的

形式之一!在 ?DY的发生发展中起到重要作用
,$-

"

]Ǹ与 ]G;_+ 是一对常用的促凋亡和抗凋亡基因!

]Ǹ>]G;_+ 代表凋亡程度!当值在大于 " 时!促进心

肌细胞凋亡" 当值在小于 " 时!抑制心肌细胞凋亡"

模型组病理形态学显示!心肌细胞呈一定量的凋亡!

心脏室壁张力以及心脏指数的改变!凋亡相关基因

]G;_+ 明显降低!提示 F.5能过特定信号通路激活

凋亡家族基因诱导凋亡" 造模后经利心冲剂治疗后!

以上病理及病理生理学的改变均得到一定的改善!利

心冲剂减少心肌细胞凋亡!缓解心肌重构!改善心功

能!降低 ]Ǹ>]G;_+ 比值!从而使得线粒体的通透性

降低!?N6ON63# 释放减少!抑制线粒体依赖性凋亡信

号通路从而对心力衰竭心肌细胞起保护作用"

近年来!慢性心力衰竭的氧化应激机制和抗氧化

剂在慢性心力衰竭病变过程中的防治作用日益引起

关注
,(!*-

" 值得注意的是!细胞凋亡和氧化压力往往

交织在一起!不可分割" 当心肌细胞缺血时!激活心

肌细胞中 =F./D氧化酶 #=F./D :̀M4N636!=Uc$(

黄嘌呤氧化酶等产生 5UC!此外!凋亡可以引起免疫

细胞的激活从而产生 5UC" 实验结果显示!F.5增

高的 5UC 可促进 ?N

+ d

内流!上调 ]Ǹ的表达!线粒体

通透性转变孔的开放!?N6ON63家族的激活!导致细胞

凋亡+利心冲剂能增加心肌细胞以及血清中 CU.

"

的

活性!/-?_"

*

的表达!激活 A?/+ 和 A?/$ 的表达!

从而消除阳离子梯度(降低线粒体膜电位(减少线粒

体 5UC 的生成!加速5UC 的清除!减少心肌细胞的损

伤!改善心脏功能" 对于其作用的分子信号通路仍有

待于进一步的研究"
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+!阳冠明!孙胜涛!李树全<

)

胡萝卜素对 F.5致大鼠心肌组织的超
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科生物有限公司#付光宇$

通讯作者'张国龙!电子信箱' P7:;:8PhVN8PaV:IKNM;<G:K

生物荧光法检测结核分枝杆菌 :5<含量

张国龙!石瑞如!张!霞!王!伟!秦!殊!彭志刚!付光宇

摘!要!目的!建立生物荧光技术检测结核分枝杆菌 F@/含量的方法并观察几种抗结核药物#异烟肼!利福平!乙胺丁醇!

链霉素!卡那霉素$的作用" 方法!结核分枝杆菌标准株 D$'5S的菌悬液!经高温裂解!提取 F@/!用生物荧光技术检测 F@/含

量" 条件稳定后!观察菌数和 F@/浓度的关系!以及加入不同浓度的抗结核药物后 " 周之内 F@/的动态变化" 结果!菌液加入

裂解液后 "&&p煮沸 )KM8!迅速降至室温!加入荧光素酶!$ 0*KM8 时测荧光值" 按上述步骤提取和测定时菌数和 F@/浓度成正

比关系" 含药液体培养情况' 随药物浓度增加!F@/量下降!培养至第 ' 天时!药物的敏感性可以初步进行判断" 结论!所建立

的生物荧光法检测结核分枝杆菌 F@/含量!具有简便(快速(敏感(可重复性强等特点!有望成为结核菌体外药敏试验的一种有

用的方法"
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关键词!结核菌!三磷酸腺苷!生物发光法!药物敏感性试验

>+%'/*+#"),"#,":))(8 +#:5<%7F8,%D(,."-+/*5/D"-,/'%)+)C6

()#*+ &-'$'*+! .)1Y-17-! ()#*+ 31#!0#*+ 0!1! T1* .)-!%!*+ ()R
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K34M7KG:8INM8M8PN8IMI7E3RG7;:6M6NP38I6Z3R3K3N67R34 NI4NQ6:T&! $! * N84 '<1")/'.)!@V3VMPV36IR3;NIMS3;MPVI78MI6#5LA$ ZN6

:EINM834 ZV38 F@/ZN63̀IRNGI34 ZMIV ;Q6M6E7TT3RNI"&&p E:M;M8PT:R) KM87I36N84 IV38 43GR3N634 b7MG\;QI:R::KI3KO3RNI7R3<$ 0*

KM87I36NTI3RN44M8PEM;7KM836G38G338hQK3ZN6T:784 I:E3IV3OR:O3RIMK3T:R5LAI36I<@V3F@/G:8I38I6G:RR3;NI34 Z3;;ZMIV IV387K[

E3R:TENGI3RMN<@V3G:8IR:;G7;I7R36V:Z34 IV3IMK3_43O38438IM8GR3N63M8 IV35LASN;736! ZVM;3G7;I7R3667OO;3K38I34 ZMIV N8IMKMGR:[

EMN;NP38I6R347G34 IV3MRF@/G:8I38I6G:8G:KMIN8IZMIV IV3G:8G38IRNIM:86:T4R7P6<B%#,'/)+%#!@V3EM:;7KM836G38G3N66NQ:TKQG:ENG[
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!!世界卫生组织 +&&# 年统计数据表明!中国是全

球第 + 位的结核病高负担国家!每年新发病例 "$&

万
,"-

" 耐多药结核和广泛耐药结核的传播是我国结

核病控制中的一大难题
,+!$-

" 由于结核菌生长缓慢!

常规药敏试验耗时长!需 + 0$ 个月!影响了耐药结核

病的早期诊断和合理治疗方案的制定
,(-

!因此很有

必要探索一些快速药敏试验的方法" F@/是活细胞

内的一种特殊的能量载体!国际上通常用 F@/的检

测来判断活的微生物水平" 本研究即是以生物荧光

法检测结核分枝杆菌 F@/含量并观察抗结核药物的

影响!为进一步药敏试验的建立奠定基础"

材料与方法

"<菌株情况' 本院检验科冻存的结核分枝杆菌标准菌株

D$'5S#F@??+*%")$!先在改良罗氏培养基上 $'p培养 $ 周!

菌块研磨后置液体培养基 2M44;3ER::\ 'D# 内混悬!调整到麦

氏浊度 &<* 0"<* 后!于 $'p培养 * 天时使用"

+<试剂与仪器' 荧光检测仪#DQPM38N 8̂I3R8NIM:8N;公司产

品!/M_"&+ 型$!裂解液!荧光素酶为其配套产品"

$<F@/测定方法' 菌液 *&

0

;!加入 *&

0

;裂解液!"&&p水

浴煮沸 )KM8 后!迅速降至室温!转移入专用测试管中!加入

"&&

0

;荧光素酶!混匀!$ 0*KM8 时测试荧光值#R3;NIMS3;MPVI7[

8MI6!5LA$"

(<F@/药敏试验法初步探索' 同样浓度的菌液分成若干

份!各 *&

0

;!分别加入异烟肼# =̂D$!利福平#5Y/$!乙胺丁醇

#H2]$!链霉素#C2$!卡那霉素 #B2$* 种药物!每种药物各

设 $ 种浓度和空白对照! =̂D#&

0

P>K;(&<&"

0

P>K;(&<"

0

P>K;(

"<&

0

P>K;$! 5Y/#&

0

P>K;(&<&"

0

P>K;(&<"

0

P>K;("<&

0

P>K;$!

H2]# &

0

P>K;(&<"

0

P>K;("<&

0

P>K;("&<&

0

P>K;$! C2# &

0

P>

K;(&<&"

0

P>K;(&<"

0

P>K;("<&

0

P>K;$!B2# &

0

P>K;(&<"

0

P>

K;("<&

0

P>K;("&<&

0

P>K;$" $'p培养 &("($(*(' 天时分别用

上述方法测定 F@/值"

结!!果

"<结核分枝杆菌 F@/提取条件的探讨' 菌液

*&

0

;加入裂解液 *&

0

;!混匀后!分别置于 +*p((*p

和 "&&p水浴 )KM8!然后降至室温!加入 "&&

0

;荧光

素酶!混匀!于 & 时刻及每分钟测试 " 次 5LA值!直

至 "+KM8" "&&p水浴又分为两组!一组为煮沸裂解

后迅速降至室温!另一组为煮沸裂解后迅速冰浴!保

存于 &p" 各组的荧光值 5LA随时间变化情况见图

"" 图 " 中 F为 +*p d室温!]为 (*p d室温!?为

"&&p d冰浴!.为 "&&p d室温<可见 F@/提取的最

佳条件为 "&&p煮沸裂解 )KM8 后迅速降至室温!加

入荧光素酶 "&&

0

;后 $ 0*KM8 时进行测定"

图 I6不同提取条件下荧光值&1[\(随时间的变化

!

+<菌量与 F@/含量的关系探讨' D$'5S菌液

#浊度 "<& 麦氏单位$!用 'D# 培养基 "& 倍进行等比

例稀释成为 "&

_"

("&

_+

("&

_$

("&

_(

("&

_*

("&

_%

("&

_'

(

"&

_)

浓度!分别按上述最佳提取方法提取并测定 F@/

的荧光值" 可见 5LA与菌量成正比关系#图 +$"

)$*)
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图 !6菌量与 :5<含量的关系

!

$<不同浓度的药物对 F@/含量的影响#药物敏

感性试验的初步探讨 $ ' =̂D(5Y/(H2](C2(B2*

种药物分别存在时!结核分枝杆菌 D$'5S的培养天

数和 5LA值的测定结果见表 $" 不含药物的菌液!

5LA值随培养天数的增加而增加" 含药物的菌液!

5LA值随药物浓度的增加而降低 #图 $F(](?(.(

H$" 以各药物组所采用的最大浓度来分析!以各培

养天数时的含药 5LA值与不含药物的 5LA值的比

值为观察对象所做的曲线见图 $Y" 结核分枝杆菌

D$'5S为各种药物全敏感株!由表 $ Y可知!如果判

断标准设为 5LA比值大于 &<* 为耐药!小于 &<* 为

敏感!那么加入药物后需要 ' 天即可判断结果"

图 J6不同浓度的药物对结核分枝杆菌 NJZ1= 生长的抑制作用

F<̂=D#

0

P>K;$ +]<5Y/#

0

P>K;$ +?<H2]#

0

P>K;$ +.<C2#

0

P>K;$ +H<B2#

0

P>K;$ +Y<* 种药物在培养过程中对 5LA值降低比值的影响

!

讨!!论

结核分枝杆菌常规药敏试验耗时长!远远不能满

足临床需要" 近年来!一些新的方法探索层出不

穷
,*!%-

" 分子生物学方法如测序法
,'-

!基因芯片

法
,)-

!变性高效液相色谱法
,# 0""-

等虽然快速!灵敏!

但均需要昂贵的设备!严重影响了其临床应用" F@/

的检测开始于 +& 世纪 *& 年代!目前已经在基础生物

学!生物代谢!以及微生物的快速检测!肿瘤细胞的药

敏试验等方面得到广泛的应用
,"+!"$-

" F@/作为生物

代谢所必须的能量!可以综合反映生物体的生物活

性!成为指示细胞活性和活细胞数量的良好指标" 结

核分枝杆菌 F@/测定国外有文献报道!国内报道很

少" 本研究建立了生物荧光法检测结核分枝杆菌

F@/含量并在药物敏感性试验中进行了初步的探讨!

所建方法稳定(简便(成本低(可操作性强" 我们正在

观察临床结核分枝杆菌分离株#敏感株和耐药株$中

的应用效果!今后目标是探索痰(胸腔积液(腹腔积

液(脑脊液等生物样本中该方法的应用!旨在将结核

)(*)

!!论!!著!

1234 536!178 +&"&!9:;<$# =:<%!!



菌药敏试验由常规的 $ 个月缩短到 " 周之内!尽早为

临床提供药敏信息" 生物样本的检测!如何充分有效

地防止其他细菌的污染将会成为技术关键"
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补肾益气法治疗慢性再生障碍性贫血的临床研究
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