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幽门螺杆菌阿莫西林耐药株缺乏青霉素
结合蛋白基因外突变特征

沈靖 邓大君 柯杨 张建中

实验室研究·

【摘要】 目的研究实验室诱导的耐阿莫西林(AMO)幽门螺杆菌(H，划o“)的青霉素结合蛋
白基因(p幼)突变情况，探讨p幼基因突变与耐药性形成的关系，比较AMo耐药菌株和敏感菌株的

蛋白表达谱，为筛选与H．纵。以耐药相关的蛋白提供线索。方法 体外诱导敏感菌株H．圳ori
26695产生AMO耐药，测定耐药菌株5个PBP的全基因的点突变情况；同时运用蛋白质组学技术，

比较AMo耐药菌株和敏感菌株的蛋白表达谱。结果 (1)体外诱导获得MIc为8肛西mI的耐药菌1

株(AM07)，其耐药表型经一80℃冻存或在不含AM0的培养基上多次传代后会丧失；(2)AMo’全部

待测序列和出发菌株26695相应的靶序列完全相同，未检出基因点突变等结构变异；(3)对26695和

AM0‘的蛋白表达图谱进行比较发现：11个蛋白斑点在表达量上有显著变化。结论 H．列ori

AMo耐药性的形成主要是一种不稳定的表型变化，可能不是由声坳基因结构变异所致。实验中耐

药株和敏感株差异表达的蛋白在H．驯。以的耐药形成过程中发挥着怎样的作用还有待进一步研究。
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【Abstract】 Objective To inveStigate the relationship between point mutation of penicillin_binding

protein gene(p6p)and amoxicillin resistance(AM0’)of H毒Zi∞6口c￡Pr缈zori (H．．≠b厄ori)as well as to

compare the protein profiles under proteomic technology to get the candidate resistance—related proteins．

Methods (1)AMO。strains were selected from the sensitive H．p∥o“strain 26695 by serial passage

technique in vitro．(2)Point mutations of five putative resistance genes(HP0597，HPl565，HPl542，

HPl556，and HP0160)were analyzed by denaturing high—perf。rmance liquid chromatography(DHPLC)

and DNA sequencing． (3)Proteins samples were separated by two—dimensi。nal electrophoresis(2一DE)．

Protein profiles were compared between the AM0’strain obtained in Vitro and its sensitiVe parent strain

26695．Matrix—assisted 1aser desorption／ionization time—of—fli曲t mass spectrometry(MALDI—ToF—MS)

was performed to identify the proteins of interest． The proteins were searched by software MASCoT and

identified by peptide fingerprint map using the program MS—F1T of Protein Prospect． Results (1)An

AM0。strain(MIC 8_￡上g／m1)was obtained．Complete loss of the resistant phen。type was observed after

cultivation in the absence of AMO or st。rage at 一80℃． (2)DHPLC and Sequencing result showed no

point mutations in five声6声genes in the AM0‘strain when compared with the corresponding PCR pr。ducts

from its parent strain 26695． (3) Protein profiling showed that eleven protein spots were differently

expressed between 26695 and the AMO。strain．Of these protein spots in the AM0。strain，two new spots

(Spot 1 and Spot 2)were observed with。ne(Spot 3)was up—regulated three—fold and the remained ones

(Spot 4—11)were down—regulated． ConcIusion AMo resistance of H．p吵。一might be resulted from

unstable phenotype change rather than point mutations of户幼geneS．These differentially regulated proteins

in AMo。strain might play a r。le in development of resistance to AM0 in H．声yZ。应．
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随着抗生素的普遍使用，耐药性幽门螺杆菌

(H．缈zo以)的比例越来越高’1’⋯。H．细zori耐药性

的形成往往是导致H．声vzori清除治疗失败的主要原

因。研究表明H．声vzo以的甲硝唑和克拉霉素耐药

性形成与基因点突变密切相关‘3’“。检测到的阿莫

西林(AMo)耐药率较低，对其耐药机制的研究极

少b培。，尤其与包含AMO方案的临床H．剐。一根除
治疗中的根除率明显下降无合理解释。有报道耐药

菌株中未检测到|3一内酰胺酶活性，其耐药性形成可

能与青霉素结合蛋白(PBP)变化有关∞，8|。本研究

通过体外诱导敏感菌株产生AMO耐药株，测定耐

药菌株PBP全长编码基因的点突变情况，研究∞p

基因突变与耐药性形成的关系；并利用双向电泳和

蛋白质组学技术比较出发菌和诱导耐药菌的蛋白表

达谱，对H．彤。ri的AMO耐药机制进行初步探讨。

材料与方法

1．材料：

(1)菌株来源：国际标准菌株H．劬幻ri 26695

来自中国疾病预防控制中心传染病预防控制所(中

国H．剐ori菌株库)。
(2)主要试剂和仪器：H．列。疵专用培养基(哥伦

比亚琼脂)及抗生素(Oxoid公司)、阿莫西林(—州O，
中国药品及生物制品检定所)、DNA合成酶(声亿酶，

上海生工生物工程技术有限公司)、3—3一胆酰胺基丙基

二甲氨基丙磺酸盐(CHAPS)、尿素、硫脲、二硫苏糖

醇、丙烯酰胺、N，N7一亚甲基双丙烯酰胺、三氟乙酸、胰

蛋白酶(蛋白组学纯，经甲苯磺酰苯丙氨酰氯甲酮处

理)(Sigma公司)、固相pH梯度预制胶条(pH值3～10

NL，24 cm)、I．Mw蛋白质标准品(Phannacia公司)、碘

乙酰胺(Fluka公司)、乙腈(光谱纯，Fisher公司)、

zipTip C18(Millipore公司)；P1nG200智能型热循环仪

(MI Rese缸ch公司)；W瓠咂1M DNA片段分析系统

(D}Ⅱ，LC，manSgenornjc公司)；双向电泳系统

(IPGph矗rM等电聚焦电泳仪，垂直电泳系统，

Powed∞kⅢ图像扫描仪，2一D Image MaSter凝胶图像

分析软件)(Phamlacia公司)；ReflexTMⅢ型质谱仪

(Bruker公司)。

2．方法：

(1)H．剐。以的培养及耐药菌株的诱导：采用
含有8％～10％羊血的哥伦比亚琼脂培养基，抗生素

为H．缈zori selective supplement，在5％02、10％

CO，、85％N2的混合气体培养箱中37℃培养72 h，

用平板掺入法进行药敏检测。H．缈幻“的AMO最

低抗生素抑菌浓度(MIC)>1肛g／ml时视为耐药。

本文中的MIC均指MIC。。。

AMO耐药性的体外诱导∞1：取溶于PBS的

AMo掺人到培养基中，制成不同浓度的抗性平板。

以H．列ori 26695为出发菌，将109CFU抽l的稀释

菌液100肛l接种于含AMo 0．01肛g／ml的平板上，经

抗性平板连续3次或3次以上传代后，将H．缈zo，．i

分为三部分：一部分保存于一80℃，复苏后再传至相

同浓度的抗性平板上；一部分在不含AMO的。平

板上连续传代3次，再传至相同浓度的抗性平板上；

其余传至更高浓度的抗性平板。

(2)PCR扩增加p基因：采用酚：氯仿法抽提

H．缈zo一染色体DNA∽1。以H．声∥Dri 26695染色

体DNA为模板，设计13对引物(表1)，分别扩增耐

药菌株的HP0597、HPl565、HPl542、HPl556、

HP0160等基因，其中HP0597编码PBPl；HPl565

编码PBP2；HPl542编码PBP4；HPl556编码PBP

(GenBank中为PBP，本文编号为PBP3)，可在基因

组数据库(TIGR genome database)中查到H 0|；

HP0160来自文献[11]，编码一种新的PBP(本文编

号为PBP5)。以H．缈zo疵26695的DNA为阳性对

照，PCR循环：95℃5 min—，(95℃1 min；Tm

1 min；72℃1 min)×35个循环—，72℃10 min。

PCR产物经2％琼脂糖电泳鉴定扩增效果。

(3)DHPLC法测定耐药菌株加p基因靶片段

的点突变：将出发菌株与耐药菌株的同一目的片段

PCR产物等摩尔浓度混合，与各自混合前PCR产

物同时进行变性和复性处理。程序为：95℃5 n-in，

95℃一30℃缓慢降温(一1℃／min)。片段长度和点

突变测定通过DHPLC技术在WAVEⅢDNA片段

分析系统上完成。色谱柱为DNASep分析柱；采用

自动进样，进样量为2“l PCR产物；流动相为

0．1 mol／L N一三乙基乙酰胺(TEAA，色谱纯)和不同

浓度的乙腈梯度洗脱，梯度由控制软件wAVE

Maker 4．0根据待测核苷酸序列自动生成，流速

0．9 m1／min；检测器为紫外检测器(260 nm)。

(4)测序：将耐药菌株的HP0597，HPl556，

HPl565，HPl542，HP0160全部靶片段进行测序(华

大基因研究中心)，与H．声∥o一26695的标准序列

进行对照¨“。

(5)双向凝胶电泳(2一DE)：采用三氯醋酸／丙酮

沉淀法提取出发菌株和AMO‘菌全菌蛋白，用

 



168· 空堡煎鱼痘堂壁查!!!!笙!旦箜21鲞箜!塑 g!也』堡也i!堕i!!!堡些!!!!z!鲤!!y!!!!：堕!：!

Bradford法进行蛋白定量。采用24 cm长pH值

3～10 NL的IPG干胶条，经水化、第一向等电聚

焦、平衡后，于12．5％的聚丙烯酰胺凝胶上进行第二

向SDS～PAGE电泳，通过硝酸银染色观察结果。

2一DE胶经扫描后应用2一D Image Master软件进行图

像分析。

(6)胶内酶解及MAI，DI—TOF-MS鉴定：将目的蛋

白斑点切下，经脱色、胰蛋白酶酶解、ZipTip C18脱盐

得到样品，送中科院化学所质谱中心进行MAI．DI—

TOF_MS分析，获得检测样品的肽指纹图谱。

(7)数据库检索：根据各肽段的M／z比数据，利

用MS—FIT软件(http：／／prospector．ucsf．edu)，在

NCBI的H．缈￡o疵蛋白数据库中搜索理论上酶解肽

段能与之相匹配的蛋白。

结 果

1．AMO耐药性的体外诱导：出发菌H．缈zo以

26695经药敏检测MIc为0．02 m彰L，为AMo敏感

菌(AM08，MIC≥1．0 mg／L判为耐药)。经过在

AMO抗性平板上传递40多代，历时近6个月，最终

得到了MIC为8肚g／ml的耐药菌1株(AMO‘)。研

究中发现：耐药菌株经一80℃冻存后，再复苏至原抗

性平板上不能存活，而在与之对照的O平板上能够

存活；耐药菌株在O平板上连续传代后再传至原抗

性平板上也不能存活。

2．诱导耐药菌株AMO。PBPs基因的点突变测

定：在50℃非变性条件下，出发菌26695和诱导

AMO。菌各自对应的13个靶序列均为保留时间相

同的单一色谱峰。根据H．州。一26695靶片段，用
wAVEMaker 4．0软件预测各个PCR产物的部分变

性温度，在部分变性温度条件下按照点突变方式对

13个不同片段进行测定，发现H．声vzori 26695和

AMo‘及其混合PCR产物的各个片段DHPLC色谱

图完全相同(图1)。在±1℃另外2个不同的部分

变性温度下测定，这3种产物的色谱图仍然相同。

测序结果显示，AMO。的靶序列与GenBank中公布

的出发菌株H．声∥ori 26695的待测序列一致

(GenBank accession No． 依 次 为AE000573、

AE000654、AE000653、AE000652和AE000511)‘121，未

发现点突变等DNA序列结构变异。

表1 扩增加p基因的引物序列及退火温度(Tm)

基因 扩增
片段

产物大小
(bp)

引物 引舻嚼器5赠筘
声6pla(1980 bp)HP0597F1 544

HP0597F2 850

HP0597F3 625

HP0597F4 305

p6p2(1767 bp) HPl565F1

HPl565F2

HPl 565F3

p6p3(1848 bp) HPl556F1

HPl556F2

HPl556F3

声印4(411 bp) HPl542

声6p5(921 bp) HP0160F1

HP0160F2

617

720

741

757

822

815

577

725

512

Forward：5’一TGTGGCTAAA(yI、GGAAGAAA一3

Reverse：5’一CCAACA从ACGATGTCAAAA，3’
Forward：5 7一AGTTTTGACATCGTTTTGTT一3’

Reverse：5’一GTTGTATTCTTTAGGCTGGA一3’

Forward：5 7一TCCAGCCTAAAGAATACAAC一3

Reverse：5’一GTTTGGGTAACTACGGATAA一3’

Forward：5 7一AAACGCCCTTTTCGGTCTAA一3’

Reverse：5 7一GCTATCCGCCCTCCTACGGT一3

58

58

58

58

Forward：5 7一AAATACAGCAAGCCTAAATCTC一3’ 60

Reverse：5 7一GGTTCTAGCCTACACGGGAC一3’

Forward：5’一GCCCGTAGCAATGAGTCCCG一3 60

Reverse：5’一CAAGAATTAGCCACCTTAGAAGTA一3’

Forward：5’一TTGGTGCTTGGCAGCACTAC一3’ 60

Reverse：5’一AAAATACTCGGCTTTCTCGC一3’

Forward：5’一AGTTTGGGTTGAAAAGAGC(>3’ 61

Reverse：5’一AAAGCCGTTGTGGAAGACAT+3

Forward：5’一GCTAATGACTTGAAAGGTGG一3’ 59

Reverse：5‘一CAAAATGGCATAAGAACAGG一3’

Forward：5。一GCTCA A ATACACCTCATAGCC一3 55

Reverse：5’一TCTCATGCGTTGTGAAAATC．3

Forward：5’一CTCTATAAAGGCTGGATTGGA一3 58

Reverse：5’一TGGTAATACAGGGATGAGCAC一3

Forward：5’一TAGATTGGGGTTTTACTGATT 3’ 59

Reverse：5’TTTGACATCCATACCGACTT一3’

Forward：5 7一GAAAGACGGAGCGAGTTGTG一3’ 64

Reverse：5 7一GGGATTTCTGCTTGGGTGGT一3

57 7、58．7、59．7

56．5、57．5、58．5

56．6、57．6、58 6

55．1、56．1、57．1

56．4、57 4、58．4

57．3、58．3、59．3

54 9、55．9、56．9

56 9、57．9、58．9

56、57、58

55 1、56．1、57．1

56 4、57．4、58．4

56 5、57．5、58．5

54．3、55．3、56．3

5．23

5．45

4 86

4 93

5．01

4．73

4．82

4．67

5．07

4．89

5．05

4．74

4．55
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注：l：26695；2：AMo。：3：26695+AM0’

图1 声坳基因13个PCR产物在部分变性温度下测定的DHPLC色谱图

3．出发菌26695和AMO‘菌全菌蛋白差异表达

图谱：在出发菌26695和诱导的AMO‘菌蛋白质的

双向电泳图谱中(图2)，大部分蛋白斑点集中在pl

4～9．5、相对分子质量(M，)10×103～100×103范

围内。经2一D Image Master软件分析平均每块2一DE

胶上可检测到1134个蛋白斑点，蛋白斑点的pI和

分子质量(Mw)根据18个已知蛋白的pI和Mw来

确定。从培养和提取全菌蛋白到进行2一DE，每株细

菌各重复测定2～3次。

比较，发现11个蛋白斑点在表达量上有显著变化，

各斑点的pI、MW和相对含量见表2。图3是部分

差异表达蛋白点的放大图，其中1个蛋白斑点(Spot

3)在AMO‘中的表达量是26695中的3．3倍，2个

蛋白斑点(Spot 1和Spot 2)只在触ⅥO‘中表达，而

在26695中未检出；8个蛋白斑点(Spot 4～11)在

26695中的表达量高于AMO‘，分尉是前者的2．3～

14．2倍不等。

表2 出发菌和诱导菌中差异表达的蛋白

错(掣潞)淼)蛋白名称序号(M，×103)(26695／AM口)
800”、

3个差别显著的蛋白斑点经胰蛋白酶进行胶内

酶解，用MALDI—ToF—MS对抽提的酶解片段做精

确的分子质量测定，获得这些蛋白的肽指纹图谱(图

4)。根据各肽段的M／z比数据，利用MS—FIT

program，在NCBI的H．声y幻，．i蛋白数据库中搜索

理论上酶解肽段能与之相匹配的蛋白，搜索结果如

下：Spot 1为推断蛋白，由HP0205编码；Spot 2为

核酸外切酶Ⅶ的大亚单位，由HP0259编码；Spot 4

为氨肽酶，由HP0570编码。其余的8个蛋白斑点

中有2个(Spot 5和Spot 6)可以从http：／／www．

注：A：26695；B：AM口；图中的数字对应于表2中的蛋白点序号 mpiib-berl；n．mpg，de／2D—PAGE／的H．声影。疵26695
图2 H-加以全菌蛋白双向电泳银染图谱 双向电泳图谱中查到相对应的并已鉴定的结果：

对出发菌26695和耐药菌AMo‘蛋白2一DE谱 Spot 5为硫氧还蛋白，由HP0824编码；Spot 6为无

 



机焦磷酸酶，由HP0620编码。
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注：A：26695；B：AMo。

图3 部分差异表达蛋白点放大图

质持比(M，z)

图4 Spot 4的肽质量指纹图谱

讨 论

目前H．缈幻以的耐药问题日趋严重，临床上对

甲硝唑和克拉霉素耐药的病例多改用含AMO的方

案，虽然AMo的耐药性仅有少数报道，但正象肺炎

链球菌对该药由多年前的缺乏耐药性到如今的敏感

性下降一样，H．缈￡。ri对AMO的耐药性存在着潜

在的危险，而近年来对包含AM0方案的临床

H．力vZori根除治疗中的根除率明显下降也引起了

广泛关注，因此探讨AMO的耐药机制很有必要。

曾经有国外学者尝试诱导H．列ori敏感菌株
产生AMO耐药未成功的报道m川。我们在实验中

发现，体外诱导H．缈￡o以敏感菌株产生对AMo的

耐药性的确非常困难。本研究用H．缈Zo以26695

和J99进行尝试，耗时近6个月才获得26695的

AMOr。这与DeLoney和ScHller‘53同Paul等旧1的

报道结果相似。我们同样用H．缈zo“26695作为

出发菌株，诱导对克拉霉素的耐药株，达到MIC

5．0 mg／L仅需约20 d。该结果说明，H．夕yzori客观

上不易产生AMO耐药。

我们诱导的AMo‘菌，与Dore等哺1和Han

等n53报道的临床耐药菌株一过性AMO耐药

(transient resistance)一样，其耐药表型经一80℃冻

存或在不含AMo的平板上连续多次传代后丧失。

但DeLoney和Schiller‘51同Paul等‘83报道的实验室

诱导耐药菌株的耐药性非常稳定，也许AMo耐药

在不同菌株涉及至少两种不同的机制，分别在不同

的情况下激活，致使分别产生稳定的和不稳定的耐

药性。AMo耐药存在不稳定提示我们：H·圳ori
对AMo的耐药很可能只是一种表型变化雨非基因

型改变，进行间隙性多疗程用药可有效克服AMO

耐药性形成对疗效的影响。临床上AM0。菌检出

率比甲硝唑和克拉霉素的耐药菌要低得多，这可能

与它的耐药表型相对不易形成和形成后不稳定有

关。一般情况下，从现场取来的胃活检标本都要在

冻存条件下运回实验室进行H．彬。疵的分离、堵
养、鉴定和药敏检测，AMo耐药性有可能随着冻存

和传代而丧失，这样得到的AMO耐药率很可能不

能反映真实的耐药情况。

DHPLC是近年来发展起来的快速检测点突变

或单核苷酸多态性的新技术n6|。本实验中，

H．由v￡o以26695和AM01的p幼基因的PCR产物

在50℃条件下进行DNA长度测定时，二者对应的
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靶序列保留时间相同，说明它们的核苷酸长度相同，

耐药菌株的靶序列未发生明显的插入或缺失突变。

在部分变性温度检测条件下，H．声彬。疵26695和

AMO。的待测序列的保留时间和峰型一致，二者杂

交后的保留时间和峰型与杂交前相比没有变化，说

明AMO’的矽p的全部13个片段均未发生点突

变。测序结果也显示：耐药菌株和出发菌株的待测

序列相同，未检出基因点突变等结构变异，说明

DHPLC可部分替代测序，用于高通量的基因点突变

分析等。综合以上研究结果，认为本实验中

H．缈zo以阿莫西林耐药性的形成不是由加声基因

突变所致。

一般情况下细菌对青霉素类的耐药性是通过以

下几条途径实现的：①产生8一内酰胺酶，破坏此类抗

生素的13一内酰胺环，使抗生素失活¨引；②改变细菌

外膜蛋白，降低膜通透性，减少药物吸收n8I；③染色

体介导改变此类抗生素的作用靶点一PBP。PBP的

改变包括结构和数量的变化，例如与药物亲和力降

低，产生缓慢结合的PBPs，出现诱导性PBPs等儿9I。

尽管在已经测序的两株H．缈幻以的基因组中发现

有B一内酰胺酶样的基因存在旧0|，目前报道的

H．声∥o以AMO‘菌，均未检测到p一内酰胺酶

活性‘10，11]。

Dore等"，2¨分离到的临床耐药菌，对其他青霉

素类药存在交叉耐药，缺少敏感菌含有的4种PBP

中的PBP—D。DeLoney和Schiller∞1发现：耐药菌对

B一内酰胺类抗生素的摄取下降，PBPl一阿莫西林亲和

力下降。Paul等∽。在诱导耐药菌中检测到了加p1

和加声2基因突变，进一步的转化实验表明：突变的

砷声1基因不足以引起高水平的耐药，MIC仅为

0．5～1弘g／m1。从上述的研究看AMO耐药性很可

能与PBP有关，本实验中耐药菌的5个加声基因的

靶序列与出发菌株序列相同，未检出基因点突变等

结构变异。

蛋白质组学是后基因组时代新兴的研究领域，

2一DE是目前使用最广泛的蛋白分离技术。我们运

用2一DE和MALDI—TOF—MS等蛋白质组学技术比

较了耐药菌株和敏感菌株的蛋白表达变化，发现11

个蛋白斑点在表达量上有显著变化，其中2个蛋白

斑点(Spot 1和Spot 2)只在AMo。中表达，而在出

发菌株26695中未检出，1个蛋白斑点(Sp。t 3)在

AMO‘中的表达量明显增加，是出发菌株26695中

的3．3倍。Spot 1为推断蛋白，由HP0205编码，只

在AMO‘中表达，编码的是参与各类细胞活动的

ATP酶的AA A-超家族，这些细胞活动包括膜的融

合、蛋白质水解和DNA复制等。该蛋白可能通过

促进耐药菌胞膜的融合，降低膜的通透性，减少药物

吸收，从而导致耐药；Spot 2为核酸外切酶Ⅶ的大亚

单位，由HP0259编码。8个蛋白斑点(Spot 4～11)

在AMO‘中的表达量明显下调(表2和图2)。

Spot 4为亮氨酰氨肽酶，由HP0570编码；Spot 5和

Spot 8为硫氧还蛋白(trxA)，由HP0824编码；

Spot 6为无机焦磷酸酶，由HP0620编码；Spot 7是

HP0697的预测编码区，可能与丙酮代谢有关；

Spot 9是由HPlll8编码的7一谷氨酰转肽酶(ggt)；

Spot 10为由HPl203编码的转录终止因子NusG；利

用Expasy搜索引擎在SwISS一2DPAGE数据库中未

检索到Spot 3和Spot 11，为未知蛋白(表2)。上述

差异表达的蛋白究竟在AMO的耐药中起着怎样的

作用，它们在耐药菌和敏感菌中的表达差异与耐药

性形成是一种因果关系还是一种伴随现象，有待进

一步研究。
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黑热病一例报道

路宝川 段明友

患者，男，14岁，维吾尔族。因“间断发热，腹胀半年，加

重5 d，'入吐哈石油医院。患者于人院前半年元诱因出现发

热，无明显规律性，未测体温，可自行缓解，腹胀，无寒颤，未

诊治；于入院5 d前出现发热加重，最高体温达39．9℃，伴有

寒战、乏力、纳差、头晕、腹痛、咳嗽、咳痰；曾于多家医院就

诊，给予对症治疗后，效果不明显；于2007年1月29日转入

我院。自发病以来体力下降，体重减约3妇。入院后详细询

问病史，患者于8个月前在野外捕获一只野生小黄羚，并与

其同吃同住，形影不离。查体：体温38．9℃，呼吸20次／min，

脉搏92次／min，血压120／80 mm Hg(1 mm Hg=

0．133 kPa)。发育、营养中等，中度贫血貌，全身未触及肿大

淋巴结，咽部轻度充血，胸骨无压痛，心肺听诊无异常，腹部

膨隆，无腹壁静脉曲张，肝上界位于右锁骨中线第6肋问，肝

右肋下5 cm，质中，触痛阳性，叩击痛阳性，巨脾(I线8 cm，

Ⅱ线20 cm，Ⅲ线3 cm)，神经系统体查无异常。实验室检

查：血常规示：wBc 2．7×109／L，LYM 66．8％，GRN 24．5％，

RBC 2．68×10”／L，HGB 64 g／L，PLT 149×109／L。大／J、便

常规正常；肝功能总蛋白104．7 g／L，自蛋白26．5 g／L、球蛋白

78．2 g／L，两种蛋白比值0．34，肝功能转氨酶及血清胆红素均

正常；c一反应蛋白17．10 mdL，IgG 3．11∥L，IgA 1．47 dL，

作者单位：839009新疆维吾尔自治区哈密市吐哈石油医院

·疾病控制·

IgM 2．31 dL．类风湿因子89．30 U／ml，抗O 3 IU／ml，补体

C3、C4正常，血沉137 mm／h，自身抗体检测均正常。骨髓穿

刺涂片显示有核细胞增生活跃，网状巨噬细胞内有大量利什

曼原虫无鞭毛体。腹部B超检查肝增大，巨脾；诊断为黑热

病。治疗给予葡萄糖酸锑钠静脉滴注1．2 g／d，连用6 d；重组

人粒细胞集落刺激因子升高白细胞治疗；2周后患者症状缓

解，病情好转后出院。随访1个月后血常规正常，10个月后

患者肝脾回缩至正常。

黑热病是由杜氏利什曼原虫引起的慢性地方性传染病，

由白蛉通过叮咬人体传播。该病具有地区特点，近年来我国

陕西、山西、河北等省有少数散发病例；新疆、甘肃、四川等省

(自治区)发病率明显回升。临床特点为长期不规则发热、消

瘦、贫血，肝脾进行性肿大及全血细胞减少，可在肝、脾、淋巴

结及骨髓中找到病原体，其中骨髓穿刺是最安全可靠的确诊

检查方法，阳性率80％～90％。本例主要临床表现为发热、

贫血、肝脾肿大、全血细胞减少，骨髓检查找到利杜体；在给

予葡萄糖酸锑钠治疗后，患者症状迅速缓解。该患者为本地

区建国以来第一例黑热病病例，提示对于类似长期不规则发

热的患者，应详细询问病史，在排除一般的发热性疾病时，应

怀疑黑热病的可能，以免漏诊、误诊。

(收稿日期：2007—10．11)
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