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":)POW+

基因检测在支原体鉴定中的应用

李
!

淳 综述!朱翠明!吴移谋 审校

"南华大学病原生物所!湖南衡阳
7#"''"

$

!!

关键词"基因!

POW+

#

!

支原体!人型#

!

分子生物学

!"#

(

"'$&8:8

&

;

$<==>$":%&/7"&'$#'""$'"$'&:

文献标识码"

+

文章编号"

":%&/7"&'

"

#'""

$

'"/''%(/'&

!!

支原体是能在无生命的培养基中生长的最小原核细胞型

微生物$目前对支原体感染的实验室诊断方法主要是分离培

养和血清学检测#但两种方法均存在一定的缺陷$随着对支原

体研究的不断深入#人们发现#兼有保守性和变异性于一体的

":)POW+

基因在支原体的鉴定和分类%分型方面有着无可比

拟的优势和作用$现就此方面的研究现状作一简要综述$

A

!

AL)POW+

基因的分子特性

":)POW+

是所有原核生物蛋白质合成必需的核糖体

OW+

#它所含信息比
()POW+

多且长度适中#又不像
#&)

POW+

序列太长而不易检测$

":)POW+

基因具有以下几个特

点(!

"

"

":)POW+

基因几乎存在于所有的原核生物中#并且常

作为多基因家族或操纵子存在#其编码基因长度约
"(''.

J

#

包含大约
('

个功能域#足够用于信息学目的的研究)

"

*

$!

#

"在

生物进化过程中#

":)POW+

基因序列变化非常缓慢#在结构

与功能上具有高度的保守性#可以用来标志生物的进化距离和

亲缘关系#评价生物的遗传多态性和系统发生关系#在细菌分

,

(%

,

国际检验医学杂志
#'""

年
"

月第
&#

卷第
"

期
!

K>@_HL.,EB

!

_L>ALP

C

#'""

!

?̀G$&#

!

W?$"



类学中可作为
"

个科学%可靠的指标)

#

*

$!

&

"

":)POW+

基因

具有高度稳定的保守区和可变区#可根据保守区设计通用引

物#也可根据可变区设计特异性引物或探针#用于临床检测$

B

!

AL)POW+

在支原体种系发生和分类中的应用

鉴于
":)P3W+

序列在支原体种系发生分类学中的重大

作用#柔膜体纲委员会推荐使用
":)P3W+

序列来描述任何新

型的支原体$最近有研究显示#扩增
":)P3W+

的变性梯度凝

胶电泳以及扩增
":)P3W+

限制分析!

+O3O+

"在辨别支原体

种属中的作用较大)

&/7

*

$根据
":)POW+

基因序列#支原体目

可以分成
(

类种系发生单位$无胆甾支原体属和厌氧支原体

属被认为是从革兰阳性细菌进化而来的最早的柔膜体纲类细

菌$螺原体属是由早期的无胆甾支原体属分支分裂进化而来#

并且支原体目和尿素支原体被认为含有螺原体属的祖先$

":)

POW+

基因序列对柔膜体纲系统发生和分类中最重要的意义#

就是将不能培养出来的植原体属作为与无胆甾支原体属关系

密切的柔膜体纲特殊的单元分化单位$通过
3W+

同源性%

":)POW+

基因的限制性酶分析#

":)POW+

基因序列描绘了

植原体属分化支中的
"7

个不同的亚分化支$

C

!

AL)POW+

在支原体临床检测中的应用

将
":)POW+

基因用于临床标本中支原体的检测#具有灵

敏%快速%不受使用抗生素的影响%与临床诊断吻合度高等优

点#具有良好的应用前景$有学者用肺炎支原体
":)POW+

基

因
&̀

区互补的
&'

个寡核苷酸探针进行杂交实验#有效地将

其与口腔支原体%唾液支原体和人型支原体区分开$虽然此法

检测生殖支原体亦呈阳性#但根据标本来源不同可鉴别肺炎支

原体和生殖支原体$随着分子生物学的发展#许多实验室已经

开始利用
*2O

或套式
*2O

针对不同特异性靶序列进行支原

体
3W+

的扩增协助诊断)

(/:

*

$

*2O

或套式
*2O

扩增检测支

原体
":)POW+

的关键#是针对不同支原体设计不同的引物$

C$A

!

引物设计
!

!

"

"在
":)POW+

基因的保守区中设计引物(

利用
":)POW+

基因保守区设计的通用引物#一次可扩增几乎

所有支原体
":)POW+

基因片段#克服了传统
*2O

扩增不同

支原体需要设计不同引物的缺点#方便了临床支原体的检测#

引物的设计具体可参考文献)

7

*$!

#

"在
":)POW+

的变异区

中设计引物(根据支原体
":)POW+

的保守序列中存在支原体

属特异性序列#而其多变序列中存在种特异性序列的特点#通

过对多种支原体的
":)POW+

序列进行对比分析后#可以设计

出属特异性引物和种特异性引物$见表
"

$

表
"

!!

":)POW+

基因中特异性引物序列

名称 引物序列 位置 靶支原体

属水平的特异序列

,f)\ (T/!f2+22+!2!f!2+2!2!f!!++22!2/&T "'#8

!

"'((

支原体属

种水平的特异序列

*f78

(T/++fff+22!f2++fff!!ff!/&T

(T/2!2!+f22+!!+22!f2!++/&T

WH

WH

肺炎支原体

(T/!f++2ff++!+!f!!+f2!!/&T

(T/f+2!!2+!22!f2+2!2!f!/&T

WH

WH

羊肺炎支原体

(T/!f+++ff2f2!f!++ff2f2/&T

(T/f!2!f2++!2+!!!22!++ff2f2/&T

WH

WH

人型支原体

(T/f++f22!!!2!!2f2!ff+f/&T

(T/+2++++!2+!!!22!+!!2!f!2/&T

WH

WH

发酵支原体

(T/!+++!f!2ff2!2f++2f+f/&T

(T/f2+f!+!2f2!+f+++f2++2/&T

WH

WH

溶脲脲原体

(T/+f2f!!!f2!!2+2!!!f++/&T

(T/fff2+!!!22!222!++f+!/&T

WH

WH

肺炎支原体

(T/22!2+++f2!22+2!+f+ff/&T

(T/+f2+!!!22!2++2!++f!f/&T

WH

WH

关节炎支原体

(T/f++f2+!++f+ff!++2!22/&T

(T/f!2+!!!22!+222!+!!!/&T

WH

WH

溶神经支原体

,D

J

:

&

&'

(T/f+f22!!2++f2!!2+22++f+/&T

(T/!f!f!!+f!f+2!!!!f22+22/&T

#"#

!

#&&

9&8

!

9:'

猪肺炎支原体

GLI.BL

(T/!+2+!f2++f!2f+!2ff++f!+f2/&T

(T/+++2!22+f22+!!f22!f2!+f/&T

"&::&

!

"&:%%

"7#::

!

"7#9'

生殖支原体)

%

*

)O

&

)O

(T/+f+f!!!f+!22!ff2!2+f/&T

(T/2ff2!+22!!f!!+2f+2!!/&T

"(''

链球菌支原体)

9

*

C$B

!

O!/*2O

扩增特异性靶
OW+

序列或
*2O

和套式
*2O

扩增特异性
3W+

靶序列
!

":)POW+

&

3W+

基因序列表现为

属%种#甚至株层次上差异#因而特异性的
O!/*2O

&

*2O

技术

能特异性地检测出多种支原体#甚至支原体中特定的株$通过

使用敏感度高的套式
*2O

技术#靶向扩增保守
":)P3W+

基

因#可提高支原体检测的特异性和灵敏度#关于套式
*2O

引物

,

:%

,
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期
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的设计具体可参考文献)

%

*$

C$C

!

":)POW+

&

3W+

基因的检测方法
!

!

"

"琼脂糖凝胶电

泳(琼脂糖凝胶电泳是分离
*2O

扩增产物的常规方法$该技

术操作简便快速#可以分辨用其他方法!如密度梯度离心法"所

无法分离的
3W+

片段$当用低浓度的荧光嵌入染料溴化乙

啶!

E@D<B<AI.P?I<BE

#

01

"染色#在紫外光下至少可以检出
"

!

"'>

R

的
3W+

条带#从而可以确定
3W+

片段在凝胶中的位置

并进行物种鉴定$此外#还可以从电泳后的凝胶中回收特定的

3W+

条带#用于以后的克隆技术操作$!

#

"

3W+

测序(在分子

生物学研究中#

3W+

的序列分析是进一步研究和改造目的基

因的基础$目前用于测序的技术主要有
)L>

R

EP

等发明的双脱

氧链末端终止法和
,LhLI

%

f<G.EP@

发明的化学降解法$这两

种方法在原理上差异很大#但都是根据核苷酸在某一固定的点

开始#随机在某一个特定的碱基处终止#产生
+

%

!

%

2

%

f7

组不

同长度的一系列核苷酸#然后在尿素变性的
*+f0

凝胶上电

泳检测#从而获得
3W+

序列鉴定支原体的种类$目前
)L>

R

EP

测序法得到了广泛的应用$!

&

"变性梯度凝胶电泳!

3ff0

"和

温度梯度凝胶电泳!

!ff0

"(长度相同的
":)P3W+

序列由于

含有的碱基不同#各片段变性时所需要的变性剂浓度和
!I

值

也就不同$

3ff0

或
!ff0

就是应用这种差异来区分不同的

支原体基因序列$这种电泳方法在聚丙烯酰胺中加入甲酰基

3ff0

#从正极到负极梯度递加#或是形成温度梯度
!ff0

$

电泳中的
3W+

到达它的变性温度时#双链部分解开#造成泳

动速度发生变化#染色后可以在凝胶上呈现为分开的条带#从

而达到分离效果$每个条带代表
"

个特定序列的
":)P3W+

片段$此技术的关键就是引物
f2

夹的设计#目前#用此技术

分析支原体
":)P3W+

基因时#其
*2O

扩增所用上游引物普

遍使用细菌通用引物扩增
":)POW+

基因
&̀

区#而下游引物

则用支原体的特异性引物进行检测)

9

*

$

3ff0

技术快速简便%

分离效果好#可对等长的
*2O

产物进一步的分离#提高了支原

体分类鉴定的准确性$!

7

"

3W+

多态性分析(

3W+

多态性分

析方法有多种#如单链构象多态性分析!

))2*

"%末端限制性片

段长度多态性分析!

!/OVH*

"等$通过分析揭示样品种类%数

量和种群大小等信息#从而解析样品的结构%功能及动态变化#

达到诊断鉴别样品中是否存在支原体的目的$

":)POW+

基

因保守区是理想的引物目标识别区#而可变区对微生物种类的

鉴别有意义#其变异性导致的
3W+

片段构象很容易被
))2*

证实$

!/OVH*

是对标本中核酸的核糖体序列进行扩增#由于

特异的限制性核酸内切酶在核糖体序列位置的不同#可以产生

具有不同长度的扩增片段#这些带有各种信息的片段被经典荧

光标志#因此可以在
3W+

测序仪上被检测到$!

(

"核酸

!

OW+

"印迹杂交与基因芯片技术(

OW+

印迹杂交又称
W?P@D/

EP>

印迹杂交#

W?P@DEP>1G?@

是
":)POW+

基因序列分析最常

用的技术之一$

W?P@DEP>1G?@

技术的集成化产生了基因芯片

技术$

3W+

芯片的优点是可快速%准确%高效地显示病原体的

遗传信息#已广泛应用于基因序列分析%支原体感染的快速诊

断%变异及耐药机制的研究#以及基因分型%分子流行病学调查

和抗感染药物的研制等$对多态性和突变检测型基因芯片#采

用多色荧光探针杂交技术可以大大提高芯片的准确性%定量及

检测范围$!

:

"扩增性
":)P3W+

限制性酶切片段分析方法

!

+O3O+

"鉴定支原体(

+O3O+

是美国最新发展起来的
"

项

现代生物技术#此方法简单%普遍且不受菌株是否纯培养物的

限制#具有特异性强%效率高的特点#因此可以广泛地用于支原

体的鉴定和系统发育关系的研究$

+O3O+

技术的原理是基

于
*2O

技术选择性扩增
P3W+

片段#如
":)P3W+

#再对
":)

P3W+

片段进行限制性酶切片段长度多态性分析!

OVH*

"$理

论上#研究发现扩增性
":)P3W+

限制性酶切片段分析方法可

以区分鉴定所有的支原体$

D

!

结
!!

语

目前#虽然几乎所有的支原体都可以用
":)POW+

基因分

析加以鉴定#但仍然存在许多相关的问题有待解决(!

"

"由于

":)POW+

基因具有高度保守性的特点#决定了它在实际应用

中易存在污染而造成假阳性的问题$!

#

"虽然
":)POW+

基因

序列分析在临床或公共卫生方面的支原体鉴定作用很大#但是

研究表明
":)POW+

基因序列并不是完美的#并且不是任何情

况都可以应用$对于生长或鉴定有困难的支原体#临床上传统

的实验方法鉴别率高于
":)POW+

基因序列分析$!

&

"虽然

":)POW+

基因序列对于支原体的分类鉴定有很大的作用#但

是它的物种级别的种系发生能力很低#对于一些属的区分能力

也很弱#并且
3W+

亲缘关系的研究必须对这些分类学问题提

供绝对的分辨率$不过#

":)POW+

基因的检测在支原体的鉴

定和分类中还是很有前景的
"

种快速诊断方法$相信随着医

学和分子生物学的发展#这些问题在未来会得到很好的解决$
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