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技术在微生物鉴定中的应用

于静波 综述!孟冬娅#

!薛文成 审校

"沈阳军区总医院检验科!辽宁沈阳
""&1%&

%

!!

关键词"聚合酶链反应$

!

高分辨熔解曲线$

!

微生物$

!

应用
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目前#在微生物检验中#分子生物学技术的应用逐渐增

多(

"!D

)

#高分辨熔解曲线$

K?

;

KMG9FJNH?F:<GJH?:

;

#

-3+

&技术

就是其中的一种(

(

)

#其分析原理是在标准
203

试剂的基础上

再加入可与双链
*Y7

结合的饱和性荧光染料#扩增结束后即

开始运行
-3+

程序#将
203

产物自低到高$

D&

!

@>C

&逐步

升温#每次升温
&$&#

!

&$"C

#此过程双链
*Y7

解链#荧光染

料脱落#不再产生荧光信号*以温度为横坐标#荧光强度变化

率为纵坐标作图#即可得出对应于特定双链
*Y7

的特征曲

线*本文从以下两种策略就
-3+

在微生物鉴定'分型及细菌

的耐药性基因分析等方面的研究进展综述如下*

B

!

设计通用引物&对比特异性熔解曲线与标准株曲线#或者数

据库$&对细菌进行鉴定

,I<NGJ

等(

1

)于
#&&@

年针对
"D,M3Y7

基因序列
'

个高变

区$

/"

'

/'

和
/D

&设计通用引物#对
>1

种共
"&&

株细菌进行

了
203!-3+

分析*每组中不同的曲线用惟一的字母代码标

识#同一可变区内相似的曲线使用相同的字母代码*结果显示

同一可变区内的不同菌种有相似的曲线#但是当
'

个可变区编

码串联组合分析时#可将受检的
>1

种共
"&&

株细菌准确鉴别#

包括靶基因中只有单个核苷酸差异的炭疽芽孢杆菌和蜡样芽

孢杆菌*随后的验证试验中#作者随机抽取了
%&

个关节液和

脑脊液临床样本#与常规培养鉴定的符合率为
"&&A

*该作者

于
#&"&

年将该技术应用于血培养检测(

@

)

#除
D

"

>#

混合感染或

所建立的数据库中不存在的菌株#其余菌株均被准确鉴定到种

水平*

C

!

设计针对某菌属#种$特异性序列引物&在
203!-3+

分析

中又分以下两种方法

C$B

!

与已建立的标准曲线对比进而鉴定菌种或分型
!

0I9HGJ!

JI:F9

等(

"&

)于
#&"&

年设计针对鸟结核杆菌
#C+">&D

基因的

特异性引物#采用熔解曲线标准化比值方法#准确地区分了
'&

例已知序列的鸟结核杆菌类结核亚种的
,

型'

)

型'

*

型*此

次实验中#作者利用标准化比值成功消除因温度变化导致荧光

强度背景差异所引起的曲线漂移*

,HG

P

KG:9

等(

""

)利用该技术

分析
;

*

-,

基因重复序列的高度多态性#对
+3,7

进行分型#

准确区分了
%%

例
+3,7

中的
#&

种基因型#有两种基因型仅
"

8

P

碱基差异#该方法未能将其区分*利用此策略的还有
3?=K!

IMO9F:

等(

"#

)对化脓性链球菌进行的多位点序列分型#

[F:I9J

等(

"'

)对布氏杆菌的
1

个种进行鉴定*

,HGGM

等(

"%

)用
3B!203!-3+

法对
"#

种血清型的鸡腺病

毒六位体基因的
'

个基因片段进行检测#与限制性核酸内切酶

法的结果进行对比#仅
'&"

!

1@&8

P

区间的产物能准确地将
"#

种血清型区分开*

ZKFMI9K?

等(

">

)通过该方法检测传染性黏液

囊病病毒的
?+#

基因的高度可变区#认为该方法可用于病毒

筛查'分型和发现突变株*

C$C

!

将扩增产物与非标记探针$标准株基因片段&混合#通过

+

11@"

+

国际检验医学杂志
#&""

年
"&

月第
'#

卷第
"(

期
!

6:H[5I8+GO

!

V=HF8GM#&""

!

/FJ$'#

!

YF$"(
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分析
*Y7

杂化双链的存在
!

5?:

等(

"D

)设计针对流感病

毒特异性引物#扩增
+

基因*将分离株与参考株$

-"Y"

或

->Y"

&

203

产物混合杂交后进行
-3+

分析#检测是否存在

杂化双链以区分流感病毒亚种*用
#"

株临床分离株对该方法

进行验证#结果与病毒
-7

基因特异性引物进行的
3B!203

完全相符#

-3+

方法还准确鉴别了
%

株临床分离的突变株*

2?GHWUI

和
6:OMI

(

"(

)在
#&&1

年利用该方法对
1.

*

8

基因中的利

福平耐药决定区进行检测#结果与鉴定利福平耐药性 /金标

准0结果完全相符*同时#作者探讨了不同
*Y7

提取方法对

该方法的影响#与
TI:OGM9HFG

P

和
TI:2IM?OF:

(

"1

)

#&&@

年提出

的结论一致*

-FGU

等(

"@

)也做了类似的实验*

-3+

优点已被认可#但实际应用中还有局限性!$

"

&灵敏

度#理论上该方法可检出一个碱基变异(

"D

)

#但也有文献报道

-3+

不能区分仅一个碱基的变异(

""

)

*$

#

&该方法检测片段长

度范围在
>&

!

"&&&8

P

#但最佳片段长度和熔解决定区的数量

存在争议(

#&!#'

)

*$

'

&

*Y7

扩增缓冲液及扩增产物浓度'解链时

温度漂移等均可能影响熔解曲线形态(

#%

)

*$

%

&当
Z0

含量较

少时#该方法的分析能力较差(

"(

)

*$

>

&

-3+

分析不适合细菌

混合感染(

>

)

*

综上所述#/方法
"

0采用的引物和方法有良好的应用前

景#需进一步优化不同可变区通用引物组合*对于病毒
!

真菌

等非细菌致病微生物的
203!-3+

分析#目前研究重点是筛

选通用引物*/方法
#

0是选择相对特异的引物#主要应用于特

定的种属内菌种鉴定*
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JĜ

(

[

)

$[0J?: +?=MF8?FJ

#

#&&1

#

%D

$

%

&!

"'D@!

"'('$

(

#&

)

3GGOZ-

#

d?HHSGM0B$,G:9?H?T?H

L

I:O9

P

G=?Q?=?H

L

FQ9?:

;

JG!:N=JGF!

H?OG

P

FJ

L

<FM

P

K?9<9=I::?:

;

8

L

K?

;

K!MG9FJNH?F: <GJH?:

;

I:IJ

L

9?9

(

[

)

$0J?:0KG<

#

#&&%

#

>&

$

"&

&!

"(%1!"(>%$

(

#"

)

B?:OIJJ47

#

2GHGM9G:*0

#

dFFO8M?O

;

G2

#

GHIJ$799G99?:

;

K?

;

KMG9!

FJNH?F:<GJH=NMTGI:IJ

L

9?9QFMI==NMIHGOGHG=H?F:FQ

;

G:GTIM?I:H9

?:=F<

P
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