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用光生物素标记 D N A 探针鉴定军团菌种
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4

D N A探针过去多用同位素标记
,

但 半衰 期短
,

价格昂贵
,

且防护和操作困难
,

故应用受限
。

近年来

非同位素标记探针大量应用
,

结果十分理想 [ 1 1。 作者

用光生物素标记 D N A 探针的方法
,

对本室保存的标

准军团菌种进行了鉴定
。

对从环境中分离培养到的形

态疑似军团菌的菌落亦进行了鉴定
。

材 朴 和 方 法

试 荆 光生物素液
,

包被有25 个标准军团菌利

单链 D N A 的微小反应板及部分试剂由日本长崎大学

医学部惠赠
。

其余试剂为国产 自配
。

, 种 包括 L e g i o n e l la Pn e u ln O
hP i l a 等 3 0株细

菌
,

其中17 株来源于美国疾病控制中心 ( C D C )
, 3 株

为本室分离
,

10 株为临床分离标本
。

细菌 O N A提取 参照 Eaz ik 等的方法 t ,1
。

DN A光生物斑标记 参照 F o r s t e r等的方法 t a ]。

O N A杂交桂侧 将标记的单链 D N A 与 3 ml 杂交

液混匀
,

加入包被有标准菌种p N A 的微小反应板中
,

每孔 10 。以
,
用胶膜封盖

,

置恒温箱 50 ℃反 应 90 m i on

取出弃杂交液
,

每孔用 4 00 闪 Z x S S C 液冲洗 3 次
,

然

后各孔再加链霉菌抗生物素蛋白
一

过氧 化 物 酶 液 1 00

卜l ,

置恒温箱 3 7℃ l o m in , 弃酶液
,
用 2 x s s c 液冲

洗 3 次
,

再加过氧化酶显色液置恒温箱 3 7℃ ,
3 o m in

观察结果
。

空润水分离军团菌 方法参照 [ .1
。

结 果

30 m in 内 被检的军菌团种
,

在微小反应板的对应

孔里均出现肉眼 可见 的 蓝 色
。

其中 C D C 提 供的

J ge fo 彻U口 琳`ca 。而落
,
不但在对应孔显色

,

在 L绍fo
-

耐协 s fP r “ e sn 坛 亦显浅蓝色
。

后者消失较快
。

空调

水中分离的 5 个疑似军团菌的菌落
,

标准血清诊断法

出现了 1 例假阳性的结果
,

而 D N A 探针法则未出现

假阳性和假阴性
。

讨 论

军团菌属从 1 9 7 7年正式命名以来
,

到现在已发现

了 2 6个种 43 个血清型 t ` 1。 它们的培养特性和理化性质

大部分是相同的
,

但致病性有很大的不同
,
可引起肺

炎
,

包括很多难治性肺炎
,

亦有对人不致病的
。

致病

菌对抗生素的敏感性与其他菌属亦不同
。

长期以来主

要是根据它们的一般特性及血清学方法来鉴定
,

此方

法有假阳性和假阴性存在 6[]
,

还有很多从环境中分离

的军团菌不能得到鉴定
。

近年来
,

根据D N A 一D N A同源性对军团菌种进行

了生物化学鉴定和分类口 J
。

国外已用同位素标记 D N A

探针法检测军团菌种
。

因探针是用同位素标记的
,
不

易在大多数临床实验室应用
。

本文所用方法
,

综合实

验姑果作者认为有如下优点
:

①能避免血清学方法鉴

定时出现交又反应的弊端
,

从而减少假阳性和假阴性

的结果 , ②可快速鉴定每一个军团菌种 , ③结果判断

简单明睐 , ④适用于一般临床实验室
,

有利于推广应

用
。

实验中eL 京go ne 忿不a m纪d a而名在eL g ò 摊 e忿劣 a R川 r玄t
·

e n S] S孔亦出现浅蓝色
,
可能是因为两个军团菌种 D N A

同源性达到 5 7% ~ 67 % ” ] 。 作者体会
,

一个标本同时两

个孔中显色
,

判断结果时应以颜色明显
,

消失时间慢

者为阳性结果 , 实验时要严格按照实验条件特别是杂

交和洗膜时的温度要恒定
、

准确
。
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淋巴显微外科手术的实验和临床研究

裸口负资 朱家恺

( 附属第一医院显微外科 )

四肢淋巴水肿和乳糜尿的病人是由于先天或后天性淋巴道阻塞引起淋巴回流障碍造成肢体 水肿或 淋巴液反

流入泌尿道形成乳糜尿
。

多累及青壮年劳动者
,

严重影响劳动力
。

过去由于淋巴 管管径小
,

管壁薄
,

无法手术

方法去除病因
,

引流淋巴液
,
只用切除或堵塞方法去治疗

,

复发率高
。

作者多 年 来对淋巴显微外科进行深入研

究
,
引进国外技术加以改良

,

在国内首次取得淋巴管静脉吻合术成功
。

其特点是按肢体皮下主要静脉解剖部位
,

找寻集合淋巴管
,

并将肢体分成 2 ~ 4 段
,

分别在各段的远侧皮内注射 活 性染料和找集合淋巴管接上局部的小

静脉
。

采用部分切开缝合法处理淋巴管 , 自制一套辅助 手术器械
,

如对 抗器
、

扩张器
,

减少损伤
、

提高效率 ,

并首创用深淋巴管与静脉吻合手术
,

其位 置 恒定
、

口径较粗
,

容易取得良好效果 , 还在国内首先报告用健侧淋

巴管移植代替用肢体原 已损害淋巴管
,

使消种率提高
。

该成果还收集不少人的集合淋巴管的标本资料进行研究
,

首次提出人的集合淋巴管有较厚的平滑肌
,

部分肌束突入管腔内成肉柱
,

为琳巴管自发性节律性 收 缩的物质荃

础
,

成为推动淋巴流动的内在动力
,

并不像一般认为集合淋巴管壁 很薄
,

很少平滑肌
,

推 动淋巴流动靠外力作

用 , 同时提出病人的巨噬细胞的吞噬功能低落
,

可能是反复 感染或复发 的重要原因
。

应用淋巴管静脉吻合术治

疗淋巴系统疾病已被国内外同行普遍重视和应用
,
可解放一批劳动力并取得明显社会效益

。

该成果获 1 9 9 2年广

东省科技进步二等奖
。

( 冯份容 )


