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利用环介导恒温扩增技术!设计快速检测破伤风梭菌的方法!以便对破伤风梭菌感染进行快速检测&方法
!
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"

%设计针对破伤风梭菌的环介导恒温扩增检测方法&"

#

%对破伤风梭菌恒温扩增法进行特异性试验&"

'

%对破伤风梭菌恒温扩

增法进行灵敏度试验&结果
!
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%设计出针对破伤风梭菌的恒温扩增检测方法&"

#

%本恒温扩增检测方法只扩增破伤风梭菌

*Y7

!对其他菌不扩增!显示出良好的特异性&"

'

%本恒温扩增检测方法的最低检测限为
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!灵敏度高&结论
!

本试验设计的破伤风梭菌恒温扩增检测方法具有较高的灵敏度和特异性!简便(快速!适用于破伤风梭菌现场检验&
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破伤风$

HGHI:N9

&是常和创伤相关联的一种特异性感染疾

病#其病原菌是专性厌氧的破伤风梭菌$

=JF9HM?O?N<HGHI:?

&*

该菌在体内繁殖后会产生外毒素#使人体表现出剧烈的骨骼肌

抽搐#重者常引起呼吸麻痹#导致死亡(

"!#

)

*除可能发生在各种

创伤后#还可能发生于不洁条件下分娩的产妇和新生儿#在战

创伤中污染率更高达
#>A

!

1&A

#混合需氧菌感染时更易于

发生(

'!%

)

*因此#早期检出破伤风梭菌有助于预防破伤风发生#

对临床救治有重要意义*目前破伤风梭菌的检测方法主要有

分泌物涂片镜下初检'厌氧培养后生化鉴定等*直接涂片法快

速'经济#但易与其他梭菌类混淆#特异性和检出率低%厌氧培

养后进行
726

鉴定为目前破伤风梭菌检测的/金标准0#但培

养条件高'耗时长#易错过最佳治疗时间#制约了该检测在临床

的开展#尤其在战伤'抗震救灾等需要现场快速检测的场合不

适用*本研究针对其现场快速检测需要#建立基于环介导恒温

扩增技术$
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&快速

检测破伤风梭菌的方法*

B
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资料与方法

B$B

!

一般资料
!

收集本院普通外科患者
"D

例#有开放性伤口

合并感染史*其中男
@

例#年龄
"(

!

%1

岁#平均
'"

岁%女
(

例#年龄
">

!

%(

#平均
'&

岁*用无菌拭子取患者深部伤口感

染的分泌物待测*

B$C
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方法

B$C$B

!

引物设计
!

基因序列检索自美国国立生物技术信息中
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&%比对软

件!

*Y7g,43=K9"$&

%引物设计软件!日本荣研化学公司网络

在线
57+2

设计软件
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P

JFMGM%$&

*引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成*通过基因比对与筛选#最终选

择破伤风梭菌痉挛毒素基因$
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G:G

&为靶基因#设计
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引物*

Y0.6

搜索到
1

个破伤风梭

菌痉挛毒素基因序列!
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对上述
1

个基因序列进行了比对#并以
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序列为主$
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&#在其

相对保守的区域设计出了
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*Y7

提取
!

细菌
*Y7

提取试剂盒由天根生化

科技$北京&有限公司生产*取待测菌液
&$><5

置于
42

管

中#按照细菌
*Y7

提取试剂盒操作步骤提取
*Y7

*
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扩增方法
!

*Y7!57+2

扩增试剂盒购自日本荣研公

司*
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扩增操作步骤!向
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扩增反应管加入
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双蒸水#混匀#在
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比浊仪$日本

荣研公司&

D>C

恒温扩增
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*根据反应管中反应液浊度

及颜色变化#检测结果*
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"#&##

&*挑取生长良好的单个菌落#用生理盐水溶解#取各稀释

度样本
"<5

#做倾注培养#

'(C

过夜#计数菌落数$

0_g

&#确

定菌液浓度#然后稀释菌液至
"`"&

>

0_g

"

<5

*取已稀释好

的待测菌液
"<5

置于
42

管中#按照细菌
*Y7

提取试剂盒操

作步骤提取
*Y7

#然后进行
57+2

扩增#检测破伤风梭菌

57+2

的特异性*

B$C$F

!

灵敏度试验
!

将破伤风梭菌标准菌株$

0$HGHI:?

#

7B00"@%&D

&用生理盐水进行
"&

倍倍比稀释#菌液浓度为
"̀

"&

"

!

"̀ "&

D

0_g

"

<5(

个梯度#另取各稀释菌液
"<5

于管

中#相同方法提取细菌
*Y7

进行
57+2

扩增#测定最低检测

限#并评价破伤风梭菌
57+2

法灵敏度*

B$C$G

!

凝胶成像
!

琼脂糖!西班牙
.?FSG9H

%

ZGJ5F

;

?=#"#

型

凝胶成像仪!美国
hFOIU

*

57+2

反应产物
>

"

5

#

#A

琼脂糖

电泳#电压
"&&/

#

>&<?:

后凝胶成像*

B$C$I

!

细菌培养鉴定与
57+2

检测的比较
!

用无菌拭子取

患者深部伤口感染的分泌物#接种在高浓度琼脂$

%&

;

"

5

&血平

板$重庆庞通医疗器械有限公司&#置入厌氧培养袋$法国生物

梅里埃&内
'( C

培养
%1K

*挑取单个菌落#一半进行细菌

*Y7

提取'

57+2

扩增#条件同前#另一半以法国生物梅里埃

726#&7

$厌氧菌&鉴定卡进行鉴定*最后进行比较#以
726

鉴

定结果为参考#评价破伤风梭菌
57+2

检测法与细菌厌氧培

养鉴定结果的符合度*

B$C$L

!

肉眼判别试验
!

加入日本荣研公司生产的染料$

QJNF!

MG9=G:HOGHG=H?F:MGI

;

G:H

#

_*3

&

"

"

5

"管#其他
*Y7

提取'反应

条件等同前*检测破伤风梭菌
57+2

扩增后的颜色变化#以

便于肉眼判别结果*

C

!

结
!!

果

C$B

!

特异性试验
!

57+2

检测方法可对破伤风梭菌进行特

异性扩增#对创口感染中其他常见菌如!产气荚膜梭菌'艰难梭

菌'诺维梭菌'溶组织梭菌'败毒梭菌'鲍曼不动杆菌'大肠埃希

菌'金黄色葡萄球菌'铜绿假单胞菌均无扩增*显示该法对破

伤风梭菌有很好的特异性*

C$C
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灵敏度试验
!

破伤风梭菌标准菌株$

7B00"@%&D

&
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"

!

"`"&

D

0_g

"

<5

各浓度检测结果均为阳性#而
"`"&

#

0_g

"

<5

为阴性*说明本破伤风梭菌
57+2

检测方法的最低

检测限为
"̀ "&

"

0_g

"

<5

#其扩增产物电泳明显可见#证明该

方法有较高的灵敏度$图
"

&*通过进一步优化和标准化实验

条件#可对破伤风梭菌实现定量测定*

图
"

!!

不同浓度破伤风梭菌经
57+2

扩增产物电泳结果

C$D

!

扩增反应曲线的
0B

与检测拷贝数的关系
!

在
"̀ "&

"

!

"̀ "&

D

0_g

"

<5

的浓度范围内#各种浓度的在反应曲线上均

有特定的起峰时间和
0B

值#表现为浓度越高#

0B

值越小#浓

度越低#

0B

值越大#显示通过计算曲线的
0B

值可实现对破伤

风梭菌拷贝数的定量测定#见图
#

*

C$E

!

57+2

法与培养法鉴定结果的比较
!

结果显示#以
726

方法鉴定出的破伤风梭菌#其恒温扩增结果均呈阳性%而鉴定

出的其他菌株#恒温扩增结果均呈阴性#表明本研究所述检测

方法与传统
726

培养鉴定法结果一致#具有较高符合度*

图
#

!!

0B

值与检测拷贝数关系

表
"

!!

57+2

法与细菌培养鉴定结果比较

项目
726

鉴定

破伤风梭菌$

%

& 其他细菌$

%

&

恒温扩增$

a

&

% &

恒温扩增$

X

&

& "#

C$F

!

肉眼判别试验
!

加入染料$

_*3

&后#颜色有明显变化#阴

性为淡褐色#阳性为黄绿色#适于肉眼判别结果#见图
'

*

图
'

!!

加入荧光染料后扩增观察

D

!

讨
!!

论

随着分子诊断技术的不断进步#一些新的核酸分析技术相

继问世#

57+2

就是其中之一*

57+2

的基本原理是针对靶

基因的
D

个区域设计两对特异引物#在恒温
D'

!

D(C

扩增反

应#利用高活性链置换
*Y7

聚合酶$

.9H*Y7

聚合酶&#使得

链置换
*Y7

合成在不停地自我循环#产生大量茎环状扩增产

物#从而实现对目的基因的快速检测*检测时间缩短至
'&

!

D&<?:

#而且操作简便*通过浊度仪检测反应过程中获得的副

产物焦磷酸镁所形成的白色沉淀的浊度可判断扩增与否#也可

通过琼脂糖电泳进行检测(

>!D

)

#通过添加环引物还可以倍增反应

速度(

(

)

*

57+2

法也存在自身局限性!对引物的设计要求高#需

设计多对引物%要求扩增的靶序列长度在
'&&8

P

以下%电泳阳

性反应呈现梯度条带#一旦产生非特异性扩增#不易鉴别%由于

该法十分灵敏#因此容易污染#需要注意操作(

1

)

*此外#配合相

应显色试剂#可实现肉眼判读#无需专用检测仪器*

57+2

方法

在国外已经广泛应用于各领域的现场快速检测(

@!"#

)

*

目前#破伤风梭菌的鉴定主要是创口分泌物厌氧培养后采

用
726

或全自动细菌培养鉴定仪鉴定或
203

扩增*厌氧培养

法要求条件较高'耗时长$约
"1

!

(#K

&#往往使患者错过最佳

治疗时间%

726

鉴定或全自动鉴定建立在厌氧培养基础上#检

测时间过长%常规
203

扩增有较好的特异性*但现行的
203

技术及实验室条件要求较高#步骤繁琐#除扩增仪外还需要水

浴锅'离心机'超净台'等仪器#制约了
203

在床旁检验及现场

快速检验中的应用*

本研究所述方法依据
57+2

的基本原理#采用破伤风梭

菌痉挛毒素基因$

=JF9HM?O?N<HGHI:?HGHI:N9HF̂?:

;

G:G

%

ZG:!

.I:U

!

7_">%1#1$"

&为靶基因#经序列比对找到相对保守区段

并设计
57+2

引物#建立破伤风梭菌的
57+2

检测方法*经

+
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实验发现!破伤风梭菌
57+2

法只扩增破伤风梭菌#不扩增其

他创口感染常见菌#有良好的特异性*破伤风梭菌
57+2

检

测方法的最低检测限为
"`"&

"

0_g

"

<5

左右#灵敏度较高*

通过进一步优化和标准化实验条件#还可以对破伤风梭菌实现

定量测定*结果表明#本实验设计的破伤风梭菌
57+2

检测

方法具有良好的特异性和较高的灵敏度#而且操作简便'快速#

有望用于破伤风梭菌的临床现场检验*
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酸盐缓冲液的浓度为
&$"<<FJ

"

5

'

ZV*

的浓度为
"&&&g

"

5

'

过氧化物酶的浓度为
"&&&g

"

5

'胶体金用量为
"$@"

"

;

"

<5

时#体系
#

7%>&:<

最大#此反应体系在
"&<?:

时达到平衡#

故选取磷酸盐缓冲液的浓度为
&$"<<FJ

"

5

'

ZV*

的浓度为

"&&&g

"

5

'过氧化物酶的浓度为
"&&&g

"

5

'胶体金用量为

"$@"

"

;

"

<5

#在恒温水浴
'(C

反应
"&<?:

*

图
#

!!

加入不同浓度葡萄糖后反应体系吸光度

D

!

讨
!!

论

葡萄糖的检测方法主要有红外光谱法'高效液相色谱法'

气质联用以及各式各样的酶传感器等(

>

)

*它们或成本高或要

求在沸腾状态下测定#操作不便#试剂稳定性差*纳米金标记

技术是现代四大免疫标记技术之一(

D!1

)

*纳米金粒子$

ZY29

&

的组装技术及在生物检测中的应用日益引起人们的重视*本

实验就是通过将酶通过简单的物理吸附包被于纳米金的表面#

通过酶促反应催化酶的显色底物产生肉眼可见颜色变化#通过

测定反应后的溶液的吸光度的变化来测定血液标本中血糖的

含量#此反应如图
"

所示的吸光度变化*通过吸光度的变化便

可以计算出血糖的浓度*此方法的准确性有待提高#因为反应

体系中纳米金的颗粒大小不好控制#而且包被酶时无法确定包

被上的酶量是多少*包被后的酶的稳定性大大提高#这是因为

组装纳米金是有序的量子点阵列#具有特殊的物理化学性质#

对于提高生物检测的灵敏度和稳定性具有重大的意义*胶体

金颗粒标记蛋白质是通过异性电荷的吸引产生的结合#这种结

合不影响蛋白质生物活性和免疫活性(

@!"&

)

*胶体金标记酶检

测血糖浓度能够大大提高酶试剂的稳定性#适用于医学快速检

验#具有重要的临床意义#而且纳米金对反应体系未产生明显

干扰#反应过程颜色变化明显#利于观察*
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