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小鼠肥大细胞瘤 P815特异抗原 P1A的克隆与表达

倪　兵 ,吴玉章 ,唐　艳 ,邹丽云 ,万　瑛 ,赵建平　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　克隆小鼠肥大细胞瘤 P815 细胞株的 P1A 基因以制备肿瘤 DNA 疫苗。方法　用 RT-PCR

方法制备P1A基因 , 以哺乳细胞高效表达质粒 pCI-neo为载体 , 构建重组 DNA疫苗。重组体用克隆位点上游

和下游的T7 和 T3 启动子序列为测序引物 , 用自动测序仪测序鉴定克隆的正确性。再将鉴定过的重组质粒

用磷酸钙法转化293细胞 , 用 RT-PCR法鉴定转化细胞中 P1A 基因的表达。结果　正确构建了 P1A/ pCI-neo

重组质粒 ,并且在转化此质粒的 293 细胞中检测出了 P1A的表达。结论　成功地构建了重组 P1A/pCI-neo 肿

瘤疫苗 ,可以进行下一步的肿瘤动物模型的疫苗接种及疗效观察。

　　关键词:P1A;pCI-neo;RT-PCR;克隆;肥大细胞瘤

　　中图法分类号:R392.11;R394.2;R730.262 文献标识码:A

Cloning and expression of specific antigen P1A of mouse mastocytoma cell line

P815
NI Bing , WU Yu-zhang , TANG Yan , ZHOU Li-yun , WAN Ying , ZHAO Jian-ping (Institute of Immunology PLA , Third Military

Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To clone P1A gene from mouse mastocytoma cell strain P815 for the produc-

tion of tumor DNA vaccine.Methods　P1A gene was prepared with RT-PCR and then ligated with the

vector pCI-neo which having high efficient expression in mammals to construct a recombinant DNA vac-

cine.The recombinant was sequenced by automatic sequencer with promoters T7 in upstream and T3 in

downstream as sequencing primers.After the identified recombinant plasmids were transformed into cell

293 with Ca3(PO4)2 , the expressions of P1A in the cells were determined with RT-PCR.Results　The

recombinant P1A/pCI-neo plasmid was constructed successfully and the expression of P1A gene could be

detected in the transformed 293 cells.Conclusion　Our experiments indicate that the recombinant P1A/

pCI-neo tumor DNA vaccine can be constructed successfully which could be used for the studies of tumor

animal model.
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　　近年来 ,随着肿瘤抗原鉴定方法学的进展 ,越来越

多的肿瘤抗原在分子水平得以鉴定[ 1] ,其中 ,CT 抗原

(Cancer-testis antigens)由于在多种肿瘤组织中分布 ,更

有希望发展出适用范围较广的肿瘤疫苗 ,故而倍受关

注。小鼠肥大细胞瘤 P815是应用较为广泛的一种肿

瘤模型 ,该肿瘤模型已鉴定出至少 5种不同的肿瘤
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抗原(P815A ,B ,C ,D , E),其中 P1A肿瘤抗原基因编码

的CTL 表位
[ 2]
目前已鉴定出 ,这种表位是一个九肽 ,

即P815AB(30 ～ 43),含两个 CTL 表位(H-2Ld)。另外 ,

最近几年 DNA疫苗的发展也取得了很大的发展 ,其中

不乏肿瘤 DNA疫苗 ,这些疫苗在一些动物模型中取得

了令人鼓舞的结果[ 3] 。因此 ,本研究拟以哺乳细胞高

表达质粒 pCI-neo 为载体 ,用 RT-PCR从小鼠肥大细胞

瘤P815细胞株中制备 P1A基因 ,再构建 P1A-pCI重组

质粒 ,以制备含 CTL 表位的全长小鼠肥大细胞瘤 P815

DNA疫苗 。期望利用 DNA疫苗所表达的质粒主要通

过MHC-I类途径呈递以及 P815抗原含有 CTL 表位的
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特性 ,使专职 APCs 细胞内抗原提呈途径将重组 DNA

疫苗编码的CTL 表位提呈给 CTLs ,在小鼠肥大细胞瘤

P815模型中取得良好的肿瘤免疫治疗作用;也期望它

能在共享该抗原的其它肿瘤组织中发挥治疗作用 。

1　材料与方法

1.1　细胞及细胞培养
　　P815 细胞:为 DBA/ 2小鼠来源的肥大细胞瘤系 , 购于上海

细胞所 ,采用 RPMI1640 加 10%热灭活小牛血清完全培养基 , 于

37 ℃、5%CO2孵育箱内常规培养。

1.2　试剂
　　Tripure、High Pure Plasmid Isolation Kit 购于 Roche 公司;

AMV、核酸内切酶 、连接酶 、RNA 抑制剂及 polyoligo(dT)15 及质

粒pCI-neo 购于 Pomega公司;Taq 酶及其缓冲液购于 PE 公司 ,

dNTP购于上海生物工程有限公司 ,所有引物均为该公司合成。

1.3　P815细胞总 RNA的提取

　　按购自 Roche的 Tripure 试剂盒的说明书进行操作。过程

简述如下:轻轻从培养瓶中倒出培养基 , 室温下将本试剂直接

加入培养瓶中。吸管吸打数次 , 裂解液转入一聚丙烯离心管。

加入氯仿 ,剧烈振荡 15 s。放置室温 2 ～ 15 min 后 ,离心使相分

离。将水相转入一离心管中 , 加入异丙醇 , 颠倒数次以彻底混

匀。室温放置 5 ～ 10 min 以利于沉淀形成。离心 , 弃上清。 加

入 75%乙醇 , 涡旋洗涤乙醇中的 RNA沉淀。离心 , 弃上清。 空

干 RNA 沉淀 ,重悬 RNA沉淀于 DEPC 处理过的无 RNA酶水中 ,

吸打溶解 RNA沉淀 , 然后于55 ～ 60 ℃中温育10 ～ 15 min。紫外

分光光度计上测定 A260、A280及其比值 , 并进行 RNA 的定量。然

后置-20 ℃保存备用。

1.4　RT-PCR

1.4.1　总 RNA 与 poly (dT)15 退火　　在 EP 管中加入 3 μg

RNA 和3 μl poly(dT)15(0.5μg/μl), 加水至15 μl。 70 ℃ 10 min;

然后 20 ℃放置 10 min。

1.4.2　逆转录反应　　PCR专用管中加入退火产物 15μl , 5×

AMV buffer 8μl , dNTP(10 mmol/ L)3 μl , RNA inhibitor 1μl(40 U),

AMV 3μl(30 U), ddH2O 10μl。 42 ℃放置 1 h。

1.4.3　PCR　　PCR引物根据载体 pCI-neo 和 P1A基因序列用

DNAStar 序列分析软 件进行设计。 上 游引物为:5'-CG-

GAATTCACCCTTTGTGCCATGTCTGATAAC-3' ;下游引物为:5' -GC-

TCTAGAACTTCTTCCGCTGTCCATTTCTTT-3' 。上述黑体带下划线

部分序列分别为 EcoR I和 Xba I 的酶切位点。此两位点与pCI-

neo上的相应多克隆位点相吻合。在 PCR专用管中加入 MgCl2

(25μmol/ L)3 μl 、10 ×buffer(无 MgCl2)5 μl、dNTPs(10 mmol/ L)

1 μl 、上游引物 1 μl、下游引物 1μl、Taq酶(5 U/μl)0.25 μl 、模板

cDNA 3 μl 、无核酸酶 ddH2O 36.75 μl。95 ℃变性 5 min。 94 ℃,

1 min;50 ℃, 2 min;72 ℃, 1 min , 共 35 个循环 , 最后一个循环 ,

72 ℃延伸 10 min。然后置于 4℃终止反应并储存。

　　取部分产物与Marker(λDNA/ Hind Ⅲ)于 1%琼脂糖凝胶上

电泳 ,判断 PCR产物的大小。

1.5　PCR产物在 pCI 上的定向克隆

1.5.1　酚/氯仿抽提 PCR产物　　取 50 μl PCR产物于 EP 管

中 ,酚/氯仿抽提至界面看不到乳白色蛋白质沉淀 , 再用氯仿抽

提两次。上清加 10μl 3 mol/ L NaAc(pH 5.2)和 2倍冰冷无水乙

醇 ,冰上沉淀 1 h。离心 , 弃上清 ,再用 70%乙醇洗涤沉淀。 沉

淀用TE 溶解 , 4 ℃保存备用 。

1.5.2　载体 pCI-neo的扩增及抽提纯化　　用 DMSO法制备高

效感受态大肠杆菌 DH5α,转化后铺 Amp 平板 , 37 ℃培养过夜。

第2 天取一个单克隆小规模培养 , 用 High Pure Plasmid Isolaton

Kit提取质粒。用 EcoR I和 Xba I分别进行酶切鉴定 , 再将鉴定

过的质粒保存备用。

1.5.3　PCR产物和载体 pCI-neo的 EcoR I和 Xba I双酶切及酶

切产物的电泳回收　　在 1%低熔点琼脂糖上电泳分离 PCR

产物 , 手术刀片切割下相应条带并置于 EP 管中。 65 ℃化胶

5 min ,冷却至室温。再分别用酚 、酚/氯仿 、氯仿各抽提 1 次。

再用 NH4Ac和冰冷乙醇沉淀 DNA 片段。 70%乙醇洗涤 , 沉淀

彻底空干 , 最后用 TE 溶解 , 4℃保存备用。紫外分光光度计上

定量两种双酶切产物量。

1.5.4　连接及连接产物的转化扩增　　按 1∶3(P1A∶pCI)的摩

尔比混合 ,并于 16 ℃反应 12 h。置 70 ℃, 10 min 以终止反应。

取 2μl产物在 1%琼脂糖凝胶上进行电泳鉴定。将连接产物转

化感受态 DH5α, Amp 平板筛选。取阳性单克隆进行扩增 ,并抽

提出重组 P1A-pCI-neo质粒。

1.5.5　重组质粒的鉴定　　(1)酶切电泳鉴定:重组质粒分别用

EcoR I和 EcoR I/ Xba I单、双酶切 ,然后在1%琼脂糖凝胶上电泳

鉴定。(2)插入片段及其两侧序列的测序鉴定:双向测序,上游测

序引物为 T7 启动子(5' -TAATACGACTCACTATAGGGAGA -3' ), 下游

测序引物为 T3 启动子(5'-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3' )。抽提

的重组质粒寄送基康公司进行自动测序。

1.6　重组质粒转染 293细胞
　　本实验采用磷酸钙法转染 293 细胞。在 6 cm 平板中接种

细胞 ,细胞数量应以第 2 天产生 40%～ 60%汇合为准。第 2 天

制备 DNA混合物:在 TC 操作台上向 DNA 溶液中加灭菌水至

125 μl ,再加 125 μl 0.5 mol/L CaCl2。在 TC 操作台上竖放一根

14 ml聚苯乙烯管 , 加入 250 μl , 2×HBS , 加入 DNA/ CaCl2 混合

液 ,混匀 , 放置 20 min。加混合物于平板中 , 轻轻摇动混匀 , 置

培养箱中培养。 24 h 后 , 吸出培养基 ,用 1×PBS 洗涤 , 再加3 ml

含G418(800 μg/ml)选择抗生素的新鲜培养基继续培养。以后

每隔 3 d换 1 次含此抗生素的培养基。第 13 天出现细胞克隆 ,

然后500 r/min 离心 10 min ,收集细胞。 1×PBS 洗涤两次 ,收集

细胞备用。

1.7　转染重组质粒的 293细胞中的 P1A 基因稳定表

达鉴定
　　本实验采用 RT-PCR法来确定 P1A的 mRNA 水平稳定表

达
[ 4]
。按照试剂使用说明 , 用 Tripure试剂盒抽提已转化的 293

细胞总 RNA。 为了纯化 RNA , 在 Tripure 试剂所提取的总 RNA

溶液中加入无 RNA酶的DNase Ⅰ ,终浓度为 2μg/ml , 37 ℃保温

60 min 以消化 DNA 分子。然后 , 再进行逆转录反应和 PCR 扩

增。所用引物为:AB375(5' -ATGGGTGCTGGCGCTAACTGT-3' )及

AB376(5'-TCTTCTGGGCTTTGCAACTGC-3' );对照 β-actin 引物为:

BLE7(5' -TGGCGCTTTTGACTCAGGGAT-3' )和 BLE8(5' -AGCC-

CTGGCTGCCTCAAC-3' )。 PCR反应条件为:94 ℃ 5 min 预变性 ,
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94 ℃1 min , 65 ℃ 2 min , 72 ℃ 3 min , 35 个循环 , 最后一个循环

72 ℃延伸 10 min。扩增完毕后 ,取部分产物进行 12%聚丙烯酰

胺凝胶电泳 ,然后用 0.5 μg/ml EB 染色 30 min , 确认目标 DNA

条带。为了进一步证实 PCR扩增产物源于 P1A基因 , 用软琼脂

回收 PCR产物 , 送基康公司测序。

2　结果

2.1　质粒 pCI-neo 的转化 、抽提 、扩增 、酶切及低熔点

琼脂糖凝胶回收结果
　　将质粒用 EcoR I、Xba I、EcoR I/ BamH I、Xba I/ BamH I 分

别进行单 、双酶切后 , 1%琼脂糖电泳的结果均与理论值相符 ,

即单酶切后均为一条带 ,双酶切后均为两条带 ,且 3 h 的酶切时

间足够 ,未见任何杂带 , 证明质粒本身工作正常 , 内切酶完全可

以切开质粒。 EcoR I/ Xba I双酶切物经低熔点琼脂糖凝胶电泳

回收后 ,琼脂糖电泳可见明显目标条带。紫外分光光度计测定

结果为:A260/ A280为1.78;浓度为 0.945μg/ml。

2.2　P815细胞 P1A基因的 RT-PCR结果
　　Tripure试剂盒抽提的总 RNA 紫外分光测定 A260为 0.007 ,

A280为 0.015 , A260/ A280为 2.1 , RNA纯度高。浓度为 0.375 μg/

ml。 RT-PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后 , 可见清楚的 751 bp

的P1A条带和对照的 β-actin 条带 , P1A条带的大小与理论值完

全一样 ,见图 1。

图 1　PCR 产物的 1%琼脂糖凝胶的电泳结果

Fig 1　Result of PCR product in 1% agarose gel electrophoresis

1:β-actin;2:PCR product of P1A;3:Marker(λDNA/ HindⅢ)

2.3　定向克隆结果
2.3.1　重组质粒筛选鉴定及重组质粒酶切鉴定结果　　由于

质粒及 P1A PCR产物消化很彻底 ,且克隆所使用的内切酶为两

个不同的酶 , 所以最后在 Amp平板上可见分布均匀 、形态大小

均一的阳性单克隆细菌;而对照平板上未见任何菌落生长。 挑

取阳性单克隆菌落 ,扩增后用 High Pure质粒提取试剂盒提取质

粒 ,用 EcoR I和 EcoR I/ Xba I单 、双酶切 ,所挑选的 5 个菌落的

质粒酶切后琼脂糖凝胶电泳显示质粒已完全切开 , 呈一条(单

酶切)或两条带(双酶切)。且载体的位置与 pCI 的 EcoR I酶切

物位置一致;插入片段条带与 P1A PCR产物的位置一致。另外

利用空载体作相应的对照。从结果可以看出 ,不管是酶切的和

未酶切的重组质粒的分子量均高于空载体;连接物的电泳结果

也显示有大于线性空载体的条带。这些结果表明克隆已基本

成功 ,见图 2、3。

图 2　重组质粒 EcoR I/ Xba I双酶切在 1%琼脂糖凝

胶上的电泳结果

Fig 2　Restriction mapping of recombinant plasmid di-

gested by EcoR Ⅰ/ XbaⅠ and separated on 1%

agarose gel

1:Marker(λDNA/ Hind Ⅲ);2:Linear pCI(EcoR Ⅰ);

3:PCR product of P1A;4～ 8:Product of recombinant plas-

mid digested by EcoRⅠ/ XbaⅠ

图 3　重组质粒对照酶切图谱

Fig 3　Control restriction map of recombinant plasmid

1 , 9:Marker(λDNA/ Hind Ⅲ);2 , 3:pCI;4 , 5:recombi-

nant;6:Linear pCI(EcoR Ⅰ);7 , 8:Linear recombinant

plasmid(EcoRⅠ);10:P1A PCR product;11 , 12:Digested

product of recombinant(EcoR Ⅰ/ Xba Ⅰ);13:Product of

ligation
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2.3.2　重组质粒测序结果　　重组质粒提取后寄送基康公司

进行测序 ,采用克隆位点上游的 T7 启动子序列及下游的 T3 启

动子序列作为测序引物进行双向测序 , 测序结果与理论值完全

一致。

2.4　转染后的 293细胞 P1A表达结果

　　磷酸钙法转染后 , 293 细胞生长良好。 照上述方法进行

RT-RCR后 , PCR产物在 12%聚丙烯酰胺凝胶上电泳 , 然后用

0.5μg/ ml EB 水溶液染色 ,结果见图 4;PCR产物仍寄送基康公

司进行自动测序 ,测序结果与 Genebank(NM 011635)中相应序列

相吻合。

图 4　PCR 产物 12%聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

Fig 4　Result of PCR product analyzed by 12%

polyacrylamide gel electrophoresis

1:Marker;2:PCR product;3:β-actin

3　讨论

　　1957年 ,Dunm 等首先用化学致癌剂甲基胆蒽在

DBA/2系小鼠体内诱发产生 P815系 ,其后该瘤系成

为肿瘤免疫学领域常用的模型之一。自 1980年以来 ,

Boon主持的比利时 Ludwig 癌症研究所基于该肿瘤模

型做了较为出色和系统的肿瘤免疫学研究。他们先后

证实 P815瘤系至少存在 5种可被相应 CTL 克隆识别

的肿瘤抗原(P815A 、B 、C 、D 、E),并鉴定出这些肿瘤抗

原的编码基因。P1A是目前已知小鼠肿瘤抗原中仅有

的一个与人类肿瘤抗原MAGE基因家族表达相似的肿

瘤抗原基因。该抗原是一个由异常激活的 P1A 基因

编码的九肽(35 ～ 43),其序列为 LPYLGWLVF(H-2Ld),

其中包含 P815A和 P815B两个 CTL 表位 ,可同时被抗

P815A和抗P815B的CTL克隆识别。但在某些肿瘤突

变株 ,P1A基因发生点突变 ,使九肽中第 42位缬氨酸

变为丙氨酸 ,则该表位仅可被抗 P815B的 CTL克隆识

别。现已证明 ,P1A基因可在肥大细胞瘤 P815 、浆细

胞瘤 J558 、纤维肉瘤 MethA等多种小鼠肿瘤中表达 ,而

在正常组织中仅出现于睾丸 、胎盘;在后两者中 , P1A

基因仅出现于无 MHC 分子表达的精原细胞和滋养层

细胞 ,因而不会被相应CTL 所识别 。由于 P1A 基因表

达分布与人类肿瘤抗原 MAGE 、GAGE 、BAGE等基因家

族相似 ,故而近年来对 P815AB抗原的研究较为广泛 ,

并成为一种设计和研究各种肿瘤疫苗方案的理想模

型。另外 ,强力有效的免疫策略对一些疾病如感染性

疾病和肿瘤等是迫切需要的 ,而传统传播途径和分子

免疫途径到目前为止并没有取得太大的成功 。最近关

于不同T 细胞亚群的作用的研究使得解决这个问题有

了一个更加合理的途径。现在已知 ,对多种感染性疾

病特别是病毒感染如 HIV(Human immunodeficiency

virus)的感染以及肿瘤的防治需要产生强有力的细胞

介导的免疫反应(Cell-mediated immunity , CMI)。CMI

反应一般由 CD8+细胞毒性 T 淋巴细胞(Cytotoxic T

lymphocyte , CTL)和 Th1 表型的 CD4+辅助 T 细胞(T

helper , Th)所介导 ,两者各自表现出各种不同的功能

效应 。能产生强大的 CMI的疫苗现在被认为在控制

许多疾病包括 HIV的感染和肿瘤方面有着美好的前

景。

　　在这方面 ,DNA疫苗相对于以前的免疫策略有着

强大的优势[ 5 , 6] :(1)易操作性和稳定性;(2)在体内持

续表达 ,持续刺激免疫系统;(3)除了产生强有力 T 细

胞免疫之外 ,体液免疫功能也较强 ,并且是抗原特异的

中和抗体;(4)可方便地制备出多价 DNA 疫苗;(5)

DNA疫苗在机体内所表达的蛋白将以天然蛋白形式

出现;(6)当在质粒中整合入 CKs(Cytokines)或共刺激

分子基因 ,或与编码这一成分的质粒共注射时 ,将能加

强随后机体对编码抗原的反应 ,或可调节正在起作用

的免疫反应;(7)DNA疫苗风险小。既不会感染 ,目前

也尚未发现其与宿主基因组的整合。DNA 疫苗接种

后 ,将直接转染体细胞和专职 APCs ,并可通过交叉激

活途径激活CTLs[ 7] 。

　　DNA 疫苗本身也是一个非常强的 Th1 型佐剂。

这对于需要强有力细胞免疫的疾病来说是非常必要

的。因此 ,本研究构建了 P1A/pCI-neo 重组 DNA疫苗 ,

并证实了其在哺乳细胞 293中可以较好地表达 ,从而

为下一步的相应肿瘤动物模型的体内接种及随后的疗

效观察打下基础 。如果这种质粒疫苗免疫动物后能取

得较好的肿瘤生长抑制效果 ,则是对肿瘤防治的一大

贡献 。
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文章编号:1000-5404(2000)10-0953-01　 经验与短篇

1例糖尿病并大疱表皮坏死性药疹的护理

Nursing of a diabetic patient with epidermatic necrotic epispasis bullosa

蔡红卫 ,王亚华　　(第三军医大学附属西南医院内分泌科 ,重庆 400038)

　　大疱表皮坏死性药疹是药物性皮炎中最严重的一种形式。

在患有糖尿病的情况下并发大疱表皮坏死性药疹 , 使病情加

重 ,增加了护理工作的难度。根据患者的病情 , 我们制定详细

的护理计划 ,收到了良好的效果 , 现将护理体会报告如下。

1　病例介绍

　　患者 ,女 , 54 岁 , 农民 ,糖尿病史 4 年 ,入院前 5 d 因腰痛在

地摊上买草药煎服 1剂后 , 大约 2 h 后出现全身皮肤瘙痒 ,逐渐

出现皮肤红斑 , 并全身蔓延 , 以腰部 、四肢为主 , 院外对症治疗

无好转 ,转入我院。入院查体 , 体温 36.3 ℃,脉搏 84 次/min , 呼

吸 19次/min。意识清楚 , 精神较差。腰背部 、臀部 、四肢皮肤可

见大片融合成片的红斑 ,其间有大量水泡散在分布 ,部分破溃 ,

表面有较多浆液 , 局部皮肤温度升高 , 颜面 、上胸部皮肤正常。

实验室检查:白细胞 10.9×109/L , 中性88%,血钾 3.21 mmol/L ,

血糖13.43 mmol/ L。经抗菌消炎 、创面处理 、精心护理 , 16 d 后

患者痊愈出院。

2　护理

2.1　皮肤护理
　　皮疹相互融合 、破溃是细菌良好的培养基 , 激素的应用 , 又

使患者免疫状况极为低下[ 1] , 再加上患者本身患有糖尿病 , 破

溃部位不易愈合 ,若护理不当极易导致败血症。 因而加强皮肤

护理 ,保护皮肤不受损伤或感染是护理成败的关键。

　　作者简介:蔡红卫(1967-),女 ,浙江省海宁市人 ,主管护师 ,发表论

文 5篇。电话:(023)68754000-73063

　　收稿日期:2000-03-07;修回日期:2000-07-20

2.1.1　避免各种不良刺激　　保持床单干燥 、柔软 、平整 、无

皱褶 ,随时清除剥脱的皮痂 、皮屑和药痂。 由于该患者腰背部 、

臀部及四肢较重 ,对此嘱患者取俯卧位 , 尽量避免或减少创面

受压。勤剪指甲 ,防止皮肤抓伤。

2.1.2　创面处理　　严格无菌技术操作 , 每日用无菌生理盐

水清洗创面 , 清除痂皮 , 然后用紫草油 、1%龙胆紫溶液及欧可

欣乳膏均匀地涂于破溃处 ,创面处理后采用暴露和远红外线照

射方法交替 ,减少渗出 , 促进皮肤干燥结痂。

2.1.3　建立有效的静脉通道 , 保证激素及抗菌药物的实施。

护理人员应具备娴熟的穿刺技术 ,在布满疱疹的肢体上选择好

静脉 , 为减少反复静脉穿刺造成的皮肤损伤 , 我们采取留置静

脉穿刺针的办法 ,一次穿刺保留 2 ～ 3 d , 穿刺针眼处用小块消

毒纱布覆盖 ,每日更换纱布并消毒针眼周围皮肤。拔输液针头

或换药前 , 先用生理盐水棉球浸湿胶布后揭去 , 以免去胶布时

损伤皮肤。

2.1.4　认真观察刚脱皮后的创面有无水肿 、渗出 、糜烂 , 尤其

要观察皮肤的破损处有无感染先兆发生。

2.2　实行保护性隔离
　　糖尿病患者机体多种防御功能缺陷 , 对入侵微生物的反应

的各阶段都被抑制 ,从而使患者极易感染[ 2] 。为防止该患者发

生各种感染 ,我们安排患者住单人病房 ,保持病房清洁 , 每日用

紫外线灯进行空气消毒。严格控制探视人员 ,避免交叉感染。

2.3　严密监测血糖
　　在使用激素的情况下 , 患者血糖较高 , 以餐后及睡前升高

明显 ,波动在 18～ 25 mmol/ L之间。高血糖使血渗透压升高 , 抑

制白细胞的吞噬功能 , 使机体对感染的抵抗力降低 , 感染又易
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