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蜡样芽胞杆菌聚合酶链式反应实验室检测技术进展

黄永亮 综述#金雄章 校审

!广西壮族自治区百色市乐业县疾病预防控制中心
!

$**())

"

!!

关键词"芽胞杆菌#蜡状)

!

聚合酶链式反应

!"#

(

!),*"#"

)

-

,.//0,!#1*23!*),()!(,)*,)*$

文献标识码"

%

文章编号"

!#1*23!*)

!

()!(

"

)*2)***2)*

!!

蜡样芽胞杆菌$

T96.::5/6<?<5/

!

T,6<?<5/

%是一种革兰阳性

需氧芽孢杆菌!广泛分布于植物和土壤等环境中!它是一种食

源性致病菌!通常引起食物中毒的
T,6<?<5/

为呕吐型和腹泻

型两类!常在世界范围内引起食物中毒-

!2*

.

#检测
T,6<?<5/

的

传统方法是培养法!但其敏感性低且耗时长#聚合酶链式反应

$

>&̂

%!是一种
WL%

扩增技术!当存在模板
WL%

"底物"上下

游引物和耐热
WL%

聚合酶时!经过多次+变性
2

复性
2

延伸反

应,的循环过程!模板
WL%

就可得到大量扩增#

())3

年!

T,

6<?<5/

的全基因组测序已经完成!并在其
*#

个基因序列中确

定了
D6?!

"

!+

等
!+

个不同的
WL%

重复片段/根据
T,6<?<5/

不同性质的重复片段可分为
*

组-

3

.

(

%

组是
D6?!

"

*

!每株具有

从
3

"

!!#

高度可变的拷贝数!是染色体之间的非保守区域!该

区域的基因编码与炭疽芽胞杆菌及苏云金芽胞杆菌具有高度

的同源性/

T

组在
D6?3

"

#

区域!其保守性介于
%

组和
&

组之

间/

&

组分布在
D6?1

"

!+

!为高度保守基因区域#根据
T,6<?<2

5/

特异性基因片段中的开放阅读框架部份序列设计引物!可

*

***

*

国际检验医学杂志
()!(

年
(

月第
**

卷第
*

期
!

A07GH9DC<I

!

4<D?59?

J

()!(

!

K8:,**

!

L8,*



进行
>&̂

检测#现将
T,6<?<5/

的
>&̂

检测技术进展作如下

综述#

$

!

常规
>&̂

常规
>&̂

是一种级联反复循环的
WL%

合成反应过程#

WL%

模板通过热变性!引物复性结合到单链靶序列上!在热稳

定
WL%

聚合酶催化下!复性引物引导新生的
WL%

链延伸聚

合反应#常规
>&̂

需要确定待扩增目的序列片段!根据这一

序列设计
!

对相应的引物!引物设计首先考虑选择特异性高的

靶基因#

@.=

等-

$

.选取产催吐毒素
T,6<?<5/

的
"T&

基因作

引物!并用
T,6<?<5/

的其他基因
TC!

"

&T(*3

"

"T>

"

"$;*&

"

"T>&(

等作对比!建立常规
>&̂

!对
!#)

株
T,6<?<5/

!其中
3)

株为产催吐毒素型同时进行检测!结果
"T&

引物准确率最高

$

"1,$Z

%!其 敏 感 性 和 特 异 性 分 别 为
!))Z

和
"#,1Z

#

C9?7s0<Q2T:906S

等-

#

.用
(*M

和
!#M?̂ L%

两者之间区域内的

基因片段!设计
!

对引物即
!*+1K

(

$b2;&&VV;V%&%&d

&&;&&&2*b

和
!!+̂

(

$b2;VVL&&&&%VV& ;̂%2*b

进行常

规
>&̂

!并通过多种方法同时检测
T,6<?<5/

进行对比分析后

认为!

(*M

和
!#M?̂ L%

两者之间区域的基因能够鉴别
T,6<?<2

5/

的群内菌种#常规
>&̂

扩增后需做凝胶电泳鉴定!比较繁

琐!同时扩增产物极易受到污染造成假阳性#

%

!

限制性片段长度多态性
2>&̂

限制性片段长度多态性
2>&̂

$

>&̂ 2̂ 4H>

%即先通过
>&̂

扩增
WL%

片段!再选择适当的限制性核酸内切酶!消化
>&̂

产物!经电泳可得到有特异性的电泳谱带!从而达到鉴定不同

基因型的目的#

G<0/<0

等-

1

.采用
>&̂ 2̂ 4H>

技术鉴定蜡样芽

胞杆菌群!他们以
%/

3P

作为靶基因进行扩增!扩增产物为
*#(

D

F

片段!对
!(

株
T,6<?<5/

"

($

株苏云金芽胞杆菌"

($

株蕈状

芽孢杆菌和
(

株炭疽芽孢杆菌进行扩增!随后用
M95*%!

消化

产物!经电泳谱带鉴别!结果除蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆

菌无法区分开来外!其他菌株都能鉴别出来#由于该法扩增后

需要对产物进行消化!增加了操作的复杂性!临床上应用不多#

&

!

随机扩增多态性
2>&̂

随机扩增多态性
2>&̂

$

%̂>W2>&̂

%技术!是由美国科学

家
d.:.9=/

和
d<:/S

于
!"")

年分别研究提出的!又称任意引

物
>&̂

#是指在对模板顺序一无所知的情况下!通过随意设

计或选择
!

个非特异性引物!在
>&̂

反应体系中!首先在不严

格条件下使引物与模板
WL%

中许多序列通过错配而复性#

H<<

等-

+

.选取
!)

个碱基$

$b2;V;%V&;&%;2*b

%作为引物!

经过扩增复性后!用琼脂糖凝胶电泳分析!在所检测的
T,6<?<2

5/

菌中全部得到
!

个特异性的
),"!RD

区带#该方法敏感!在

污染的食品中!可以检测出数量较少的
T,6<?<5/

的细胞!但

),"!RD

的区带有时与
),++RD

的枯草芽孢杆菌区带不易辩

认!可以通调整电泳条件如琼脂糖凝胶含量!列入参考菌株也

有助于与其他同源菌株的区别#与常规
>&̂

相比!

%̂>W2

>&̂

简便易行"省时省力!不需要限制性内切酶片段长度多态

性分析的预备性工作(如克隆的制备"同位素标记"

M857S<?0

印

记反应及分子杂交#

%̂>W2>&̂

易于程序化!利用一套随机

引物可得到大量的分子标记!并可借助于计算机系统进行

分析#

'

!

多重
>&̂

多重
>&̂

$

=5:7.

F

:<P2>&̂

!

C2>&̂

%是在同一
>&̂

反应体

系里加上
(

对以上引物!同时扩增出多个核酸片段的
>&̂

反

应!其反应原理"反应试剂和操作过程与常规
>&̂

相同#由于

T,6<?<5/

有多种不同特性的基因!只针对
!

种基因作单一

>&̂

!有时会漏检#

>9?R

等-

"

.用
T,6<?<5/

的
%/

3P

和
%

36T:

基因作诊断标记!建立多重
>&̂

!并检测不同种类的食品作为

评价#结果
B

?8EH

扩增产物中!所有的
T,6<?<5/

试验株均得

到
3))D

F

的
WL%

片段!

%/

3P

基因得到
31$D

F

!他们观察来自

("

个其他致病菌的
WL%

片段!没有出现非特异性扩增#多重

>&̂

是一种操作简单"快速"有效的方法#

(

!

实时荧光定量
>&̂

实时荧光定量
>&̂

$

?<9:27.=<>&̂

%是一种在
>&̂

反应体

系中加入荧光基团!通过对
>&̂

扩增反应中每一个循环产物

荧光信号的实时检测!从而实现对起始模板定量及定性的分

析#其化学原理包括探针类和非探针类两种-

!)

.

!都需要加入

荧光物质作为监测信号#常用于检测
T,6<?<5/

的荧光物质有

两种(荧光染料和荧光探针#

d<S?:<

等-

!!

.采用荧光染料

$

M_T̂ ;?<<0A

%作为荧光基团!以腹泻$

!#$G

"

#(81

"

9

/

4V!

%和

呕吐$

9$;

%毒素基因为靶基因设计引物!建立多重实时荧光定

量
>&̂

!该方法的最低检出限量为
!)!&4U

)

B

#他们对
**1

株

菌进行检测!并用常规
>&̂

"免疫及细胞毒性试验确证!结果

相关性良好#在同一个反应体系里!同时对不同的靶基因进行

扩增!能全方位地检测
T,6<?<5/

!多重检测与实时
>&̂

结合

后!省 去 了 用 电 泳 确 认 的 分 析!使 操 作 简 单 化#最 近!

4<?0r0I<Q2L8

等-

!(

.用
T,6<?<5/

的
!#M?̂ L%

靶基因设计引

物!采用
V9

f

C90

荧光探针!建立了量化的测定
T,6<?<5/

方

法#他们构建了
(

条标准曲线!一条的
WL%

从
T,6<?<5/

培养

物的连续稀释系列中提取!另一条是从消毒食物产品接种稀释

系列中提取!

(

条标准曲线的
3

( 值分别为
),""#"

和
),""$+

!

线性范围都是
!,#$g!)

!

"

!,#$g!)

#

&4U

)

=H

!他们对该方

法进行测试!没有出现非特异性扩增#实时荧光定量
>&̂

实

现了从定性到定量的飞跃!而且与常规
>&̂

相比!由于采用完

全闭管荧光检测!有效解决了
>&̂

污染问题!具有特异性更

强"自动化程度高等特点#

)

!

结
!!

语

T,6<?<5/

食物中毒病原菌的检测方法!目前仍以传统培养

方法为主!耗时长$

%

3+S

%!重复性差!无法精确定量!

()

世纪

")

年代!随着分子生物学的发展以及
>&̂

技术的出现!使得

T,6<?<5/

的检测在数小时内就能完成#

>&̂

检测需要特异性

高的靶基因!引起食物中毒绝大多数是产腹泻毒素型和产呕吐

毒素型蜡样芽孢杆菌!而这两型的基因具有高度的特异性#因

此!根据临床症状选择特异性高的靶基因作为引物!可进行

>&̂

快速检测#但由于
>&̂

方法需要一定仪器!操作繁琐且

费用高!目前还不能在基层广泛应用#随着中国国力的增强和

检测技术的不断完善!

>&̂

特别是实时荧光定量
>&̂

将会有

更广泛的应用前景#

参考文献

-

!

.

@.=GT

!

G<80

B

\̂

!

>9?R_T

!

<79:,488I

F

8./80.0

B

9//86.97<IO.7S

<=<7.627

JF

<8]T96.::5/6<?<5/.0 @8?<9

-

G

.

,488ID8?0<>97S8

B

W./

!

()!)

!

1

$

$

%(

$$$2$#*,

-

(

.

&S9[</GX

!

>.?</EM

!

K.[80.%C,;<0<7.6I.[<?/.7

J

!

907.=.6?8D.9:

?</./7906<90I78P.

B

<0.6

F

?8].:</8]T96.::5/6<?<5/./8:97<I]?8=

]88I.0T?9Q.:8[<?7S?<<I<69I</

-

G

.

,A07G488IC.6?8D.8:

!

()!!

!

!31

$

!

%(

!(2!#,

-

*

.

&S8.@T

!

H.= \M

!

H<<@

!

<79:,E

F

.I<=.8:8

B

.69:.0[</7.

B

97.80]8?

857D?<9R8]]88I

F

8./80.0

B

695/<ID

J

T96.::5/6<?<5/9=80

B

7S<

O8?R<?/979:869:68=

F

90

J

.0()!)

-

G

.

,G>?<[ C<I >5D:.6

\<9:7S

!

()!!

!

33

$

(

%(

#$21*,

*

3**

*

国际检验医学杂志
()!(

年
(

月第
**

卷第
*

期
!

A07GH9DC<I

!

4<D?59?

J

()!(

!

K8:,**

!

L8,*



-

3

.

@?./78]]<?/<0MC

!

V85?9//<LG,A07<?/

F

<?/<IWL%?<

F

<97/D6?!2

D6?!+8]T96.::5/6<?<5/

B

?85

F

D967<?.9]8?=7S?<<I./7.067

B

?85

F

/

O.7SI.]]<?<07<[8:57.809?

J

90I]5067.809:

F

977<?0/

-

G

.

,C8:T.8:

E[8:

!

()!!

!

(+

$

(

%(

"#*2"+*,

-

$

.

@.=GT

!

@.=GC

!

>9?R_T

!

<79:,E[9:597.808][9?.85/>&̂ 9//9

J

/

]8?7S<I<7<67.808]<=<7.678P.0

F

?8I56.0

B

T96.::5/6<?<5/

-

G

.

,G

C.6?8D.8:T.87<6S08:

!

()!)

!

()

$

1

%(

!!)12!!!*,

-

#

.

C9?7s0<Q2T:906SG4

!

Mr06S<Q;

!

;9?9

J

E

!

<79:,E[9:597.808]

F

S<2

087

JF

.690I>&̂ 2D9/<I9

FF

?896S</]8??857.0<909:

J

/./8]T96.::5/

6<?<5/

B

?85

F

]88ID8?0<./8:97</

-

G

.

,%0780.<K90H<<5O<0S8<R

!

()!!

!

""

$

*

%(

#"121)",

-

1

.

G<0/<0;T

!

4./R<?L

!

M

F

9?/tV

!

<79:,VS<

F

8//.D.:.7

J

8]I./6?.=.2

097.0

B

O.7S.07S<T96.::5/6<?<5/

B

?85

F

5/.0

BBJ

?T/<

f

5<06.0

B

90I

>&̂ 2̂ 4H>

-

G

.

,A07G488IC.6?8D.8:

!

())$

!

!)3

$

!

%(

!!*2!(),

-

+

.

H<<G

!

@O80;\

!

>9?RG_

!

<79:,% %̂>W2>&̂ =<7S8I]8?7S<

?9

F

.II<7<67.808]T96.::5/6<?<5/

-

G

.

,G C.6?8D.8:T.87<6S08:

!

()!!

!

(!

$

*

%(

(132(1#,

-

"

.

>9?RM\

!

@.=\G

!

@.=G\

!

<79:,M.=5:790<85/I<7<67.8090I.I<02

7.].697.808]T96.::5/6<?<5/

B

?85

F

D967<?.95/.0

B

=5:7.

F

:<P>&̂

-

G

.

,GC.6?8D.8:T.87<6S08:

!

())1

!

!1

$

1

%(

!!112!!+(,

-

!)

.王娟!方存磊
,

实时荧光
>&̂

检测军团茵研究进展-

G

.

,

国际检验

医学杂志!

()!)

!

*!

$

"

%(

"#32"##,

-

!!

.

d<S?:<E

!

W.I.<?%

!

C8?9[<RC

!

<79:,W<7<67.808]T96.::5/6<?<5/

O.7S<07<?8

F

97S8

B

<0.6

F

87<07.9:D

J

=5:7.

F

:<P?<9:27.=<>&̂ D9/<I

80M_T̂ ;?<<0A

-

G

.

,C8:&<::>?8D</

!

()!)

!

(3

$

*

%(

!(32!*),

-

!(

.

4<?0r0I<Q2L8A&

!

;59?II80 C,W<7<67.8090I

f

5907.].697.808]

/

F

8.:9

B

<90I

F

97S8

B

<0.6T96.::5/6<?<5/

!

T96.::5//5D7.:./90IT92

6.::5/:.6S<0.]8?=./D

J

?<9:27.=<>&̂

-

G

.

,488IC.6?8D.8:

!

()!!

!

(+

$

*

%(

#)$2#!),

$收稿日期(

()!!2!)2)"

%

!综
!!

述!

细菌性阴道病实验诊断方法的研究进展

刘
!

锐 综述#沈佐君 审校

!安徽医科大学附属省立医院,安徽省临床检验中心#合肥
(*)))!

"

!!

关键词"阴道病#细菌性)

!

加特纳菌)

!

诊断

!"#

(

!),*"#"

)

-

,.//0,!#1*23!*),()!(,)*,)*#

文献标识码"

%

文章编号"

!#1*23!*)

!

()!(

"

)*2)**$2)*

!!

细菌性阴道病$

TK

%是妇科最常见的疾病之一!在健康妇

女中
TK

患病率为
!+,"Z

!在妇科门诊有异常阴道分泌物的患

者中为
3*,*Z

!远远高于阴道滴虫与霉菌感染发病率之和!在

性乱人群中检出率为
*#,1Z

!在妊娠期患病率为
!(Z

"

((Z

-

!

.

!但本病患者约
!)Z

"

$)Z

无临床症状-

(

.

!主要依靠实验室

诊断#本文参照国内外有关研究文献!就
TK

的实验诊断方法

及其进展作一综述#

$

!

概
!!

述

TK

是由于阴道内微生态平衡失调!以阴道乳酸杆菌减少

或消失!革兰阴性菌和厌氧菌增多为主要微生物特点的临床症

候群#以前曾命名为非特异性阴道炎"加特纳菌性阴道炎

$

;9?I0<?<::9[9

B

.0.7/

%#

!"$$

年有研究者从非特异性阴道炎

患者的阴道分泌物中分离出阴道嗜血杆菌!认为是本病的病原

菌!因而称此病为阴道嗜血杆菌性阴道炎$

68?

J

0<D967<?.5=

[9

B

.0.7./

%#

!"+)

年研究者通过
WL%2WL%

杂交试验"电镜观

察及细菌外膜生化分析证实此菌是一独立新菌种!并命名为阴

道加特纳菌$

;9?I0<?<::9[9

B

.09:./

!

;K

%!改称此病为加特纳菌

性阴道炎#但由于
;K

并不是导致该病的唯一病原体!还有其

他厌氧菌和支原体等存在!尤其此病的炎性表现并不明显!分

泌物中白细胞稀少!也无脓细胞存在#因此!在
!"+3

年的瑞典

国际会议上被正式命名为+细菌性阴道病,#在阴道正常菌群

中!厌氧菌与需氧菌的比例为
$k!

!而在
TK

患者阴道中其比

例可达
!))k!

到
!)))k!

#通过对
TK

患者的阴道分泌物进

行培养后发现!

TK

患者阴道中分离到的菌种大约是正常阴道

中菌种的
(

倍!其中普沃氏菌属"卟啉单胞菌属"消化链球菌

属"动弯杆菌属"阴道加特纳菌属和不产
\

(

N

(

的乳杆菌都与

TK

有关-

*

.

#该病可以引起许多妇产科并发症!如早产"胎膜

早破"绒毛膜炎"产褥感染"新生儿感染等-

32#

.

!甚至与妇科肿瘤

有关-

1

.

#

;K

能刺激
\AK

在单核
2

巨噬细胞系统"

V

淋巴细胞

中的表达!增加
\AK

的易感性-

+

.

#另外!

TK

患者中交叉感染

支原体"真菌"滴虫非常普遍-

"

.

#因此!

TK

的检测对女性生殖

系统疾病的诊断和防治具有重要的意义#

%

!

TK

的诊断标准

%=/<:

法是传统诊断
TK

的金标准-

!)

.

!该方法规定符合下

列
3

项中的
*

项者!可诊断为
TK

!其中第
3

项是必备的($

!

%稀

薄均质的阴道分泌物/$

(

%

F

\

%

3,$

/$

*

%胺试验阳性/$

3

%在阴

道分泌物中镜检出线索细胞$

6:5<6<::

%#线索细胞是
TK

的特

征性改变!

VS8=9/80

等-

!!

.证实线索细胞是单项诊断
TK

的最

可靠指标!其敏感度$

ML

%为
"+,(Z

!特异性$

M>

%为
"3,*Z

!阳

性预示值$

>K>

%

+","Z

!阴性预示值$

>KL

%

"",)Z

#

%=/<:

法

简单易行!但易受人为因素及与
TK

感染无关的因素影响!主

观性强!操作费时!已逐渐被其他方法所取代#

&

!

TK

实验诊断

&,$

!

细菌代谢产物检测法

&,$,$

!

唾液酸酶$神经氨酸酶%法
!

唾液酸酶由阴道菌群中的

厌氧菌如双路普雷沃菌$

>?<[87<::9D.[.9

%和类杆菌等产生!该

酶活性与毒力因子很相似!可以破坏黏蛋白!增强细菌黏附性!

而且通过损害
A

B

%

的免疫反应性来对抗其他毒力因子#该法

的检测原理是!人工合成唾液酸酶底物!并以其酶与底物反应

后显示颜色的不同来诊断
TK

!其
ML

和
M>

分别达到
"$,#Z

和
"#,*Z

!阳性预测值$

>K>

%和阴性预测值$

>KL

%分别为

"$,#Z

和
"#,3Z

-

!(

.

#该法操作简便快速!技术易于掌握!不需

要特殊的仪器设备!敏感性和特异性较高!大大地提高了
TK

的诊断水平和效率!是一种较好的辅助诊断方法!适宜推广应

用#不足之处是!唾液酸酶法是通过颜色的变化来判断结果!

而多数国产试剂盒的阳性结果呈红色!易导致对一些血性标本

*

$**

*

国际检验医学杂志
()!(

年
(

月第
**

卷第
*

期
!

A07GH9DC<I

!

4<D?59?

J

()!(

!

K8:,**

!

L8,*




