
!临床检验研究论著!

实时荧光定量
<1)

技术的优化及其在恙虫病东方体诊断中的应用!

何凤屏+

!徐
#

新+

!王江桥.

!柯昌文-

!罗
#

君+

!唐建红$

!周海燕5

!王
#

箭+

!周建英+

!管振祺+

!刘玉兰+

!郑礼杰+

"

+=

广东省韶关市粤北人民医院检验科
#

5+.,.8

'

.=

韶关学院医学院!广东韶关
5+.,.8

'

-=

广东省疾病预防控制

中心!广州
5+,-,,

'

$=

广东省韶关市疾病预防控制中心
#

5+.,.Y

'

5=

广东省韶关市职业病防治院
#

5+.,.Y

#

##

摘
#

要"目的
#

建立一种优化的实时荧光定量
<1)

技术!并用于诊断粤北山区恙虫病东方体"

WF

#基因型%方法
#

采用优化

实时荧光定量
<1)

技术对感染
WF

的患者和鼠类的血液和组织标本检测
WF3&*

载量并分析其基因型!并与未优化实时荧光定

量
<1)

和巢式
<1)

的检测结果进行比较%结果
#

采用优化实时荧光定量
<1)

技术检测
88,

例发热患者!有
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例检测到
WF

!

其中
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例是发热
5J

内的早期患恙虫病患者!以及在
55

份鼠类的标本中有
+.

份能检测到感染
WF

!均为
b@LL@N(

型'未优化实时

荧光定量
<1)

在患病
6J

以上才能检测到
WF

%同时!在鼠类基因扩增片段还显示出与
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ZND

P
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ZNFB-

株国际参考株不同!

经巢式
<1)

分型证实为
ZNRN2NQ@

型!与巢式
<1)

基因分型的结果相符%结论
#

优化实时荧光定量
<1)

技术可作为早期诊断

恙虫病的实验方法!用于快速分析
WF

基因型!适合在基层医院推广应用%

关键词"恙虫病东方体'
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聚合酶链反应'
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近年来#应用分子生物学技术研究恙虫病东方体$

WF

%在

国内外虽然已有一些报道)

+#.

*

#但是各地区的地理环境'流行特

点以及
WF

基因型变异形成了各地区恙虫病的流行特征(由于

目前缺乏敏感性高的恙虫病早期诊断的实验方法#故造成了恙

虫病患者不能早期诊断和及时治疗(对粤北山区恙虫病的研

究在中国未见有报道(因此#本研究采用优化实时荧光定量

<1)

技术#根据
b@LL@N(

型基因序列设计特异性引物和水解探

针#建立了一种早期诊断恙虫病的实验方法#现报道如下(

F

#

材料与方法

F=F

#

材料

F=F=F

#

参考株
#
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株国际参考株由广东

省疾病预防控制中心提供(

F=F=G

#

分离株
#

..$

株感染
WF

的全血标本是从
88,

份发热

患者中筛选的#均来自粤北山区
5

个调查点#其中有
+,Y

份是

发热
5J

内的早期恙虫病患者标本&

.-

株是感染
WF

黄毛鼠的

脾组织标本#

..

株是感染
WF

的褐家鼠的脾组织标本(

.

株地

理纤恙螨匀浆标本(

F=G

#

方法

F=G=F

#
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提取
#

采用
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3&* /@AZ@F

试剂盒对以

上标本提取
3&*

#试剂盒由上海复星公司提供&回收试剂盒购

自上海生工生物公司&荧光定量
<1)

试剂盒由上海复星公司

提供&基因测序由上海
!AE@FDB

S
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生物技术有限公司完成(
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实时荧光定量
<1)

检测
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#
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探针'引物及扩增片段
#

在
%N

`

/NA

探针基础上优化
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物设计的方法并进行改良和优化(引物
+

和引物
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为外引物&

引物
-

和引物
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为群引物(引物
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&引物
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建立标准
3&*

模板
#

用引物扩增恙虫病东方体$
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株%

58;+,

- 外膜蛋白基因片段#琼脂糖凝胶回收试剂盒

回收纯化该片段#将该片段与
%

载体连接#构建
58;+,

- 外膜

蛋白基因重组质粒#将该质粒作为标准
3&*

模板(将模板做

倍比稀释作为荧光定量
<1)

模板#用于建立标准曲线(

F=G=I

#

核酸提取
#

患者外周血核酸$

3&*

%提取采用
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P

3&* /@AZ@F

试剂盒提取
3&*

作模板#采用荧光定量
<1)

检

测
3&*

样本(鼠
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提取!取鼠脾标本约
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$
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过夜&用试剂盒从鼠脾样本中提取
3&*

作模

板#采用已优化的荧光定量
<1)

检测
3&*

样本(

F=G=J

#

实时荧光定量
<1)

反应
#

每个反应体系中含
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/NAeA@ECD2NL<1)/N2FCD/@O

#

5

$

"

外引物和探针混合

物)

+,,

$

"
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-
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$

(B"
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去离子水*#

5=5

$

"

去离子水#

.

$

"3&*

模

板#反应体系为
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$
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(扩增条件!

5,a.(@A

#

>5a+,(@A

#

>5a+52

#

8,a+(@A

循环
$5

次(

<1)

扩增产物纯化!采用

琼脂糖凝胶回收试剂盒#从凝胶中回收
<1)

产物并进行测序(

F=G=K

#

<1)

分型
#

首先采用实时荧光定量
<1)

检测
WF

基

因型#再用巢式
<1)

$

A<1)

%鉴定其
WF

基因型(采用特异性

群引物#

<1)

反应条件!

>$ a 5(@A

#按
>$ a -,2

#

56 a .

(@A

#

6,a .(@A

扩增
-,

个循环&

6. a +,(@A

(以纯化的

<1)

阳性产物
+

$

"

为模板
3&*

#分别加入各型引物对
.

$

"

(

<1)

产物经
.V

琼脂糖凝胶电泳#

[7

染色#紫外灯下观察

结果(

F=G=Q

#

核酸序列分析
#

根据以上
<1)

分型结果#从中选出
$

个代表株!

.

个是从患者全血分离#

+

个是从黄毛鼠脾脏分离#

+

个是从乐昌纤恙螨分离(将其第
+

次
<1)

扩增产物纯化后作

为序列测定模板#以
<1)

群引物作为序列测定引物#进行序列

测定(
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#

间接免疫荧光试验$

!'*

%

#

采用
!'*

检测
88,

例发热

患者的血清抗
WF

抗体和
55

只鼠类的脾组织的抗
WF

抗体#严

格按照说明书进行操作(

G

#

结
##

果

G=F

#

采用荧光定量
<1)

检测
WF

的结果

G=F=F

#

敏感性分析
#

稀释的
WF

$
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株%标准
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%#将其分别加到反应体系中

进行荧光定量
<1)

反应(所建立的标准曲线表明#该方法能

检测发热
-J

内的早期
WF

感染者#最低检测限为
5IB
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"

$
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#

最高检测限为
+=5;+,

5
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"
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(

G=F=G

#

特异性分析
#

采用优化荧光定量
<1)

技术分别在

..$

份血液标本检测到
WF3&*

载量为
+-

%

.,6$5IB

PM

"

$

"

#

在
+.

份感染
WF

鼠类的脾脏组织和
.

份地理纤恙螨标本检测

到
WF3&*

载量为
+$$5>

%

Y6,+8IB
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"

$

"

(

G=F=H

#

重复性分析
#

批内变异系数$

<R

%为
,=,5V

%

+=8V

#

批间
<R

为
+=$V

%

-=+V

#表明所建立的检测方法重复性好(

G=F=I

#

不同感染时相
WF3&*

载量的检测
#

采用优化荧光定

量
<1)

技术分别在
5

'

+5

'

.5J

内检测感染
WF

患者和鼠类的

WF3&*

载量#感染第
5

天患者和鼠类的
WF3&*

平均载量分

别为
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和
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#在感染第
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#在感染第
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Y,,IB

PM

"

$

"

和
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PM

"

$

"

(优化实时荧光定量
<1)

技术能检测发热
-J

的早期感染
WF

患者#最低能检测到
5IB

PM

"

$

"

的模板
3&*

#

感染
WF

的高峰期是在第
6

%

+5

天&未优化实时荧光定量
<1)

在患病
6J

以上才能检测到感染
WF

#最低能检测到
$YIB

PM

"

$
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的模板
3&*

#感染
WF

的高峰期是在第
+5

%

.5

天(

G=G

#

<1)

扩增结果
#

-

株国际参考株和
$

株代表株分离到的

WF3&*

用群引物扩增均出现相应的片段#见图
+

(在
..$

份

患者阳性标本中随机选取
.

份血标本作为粤北代表株#命名为

d7#+

'

d7#.

&在
+,

只感染
WF

黄毛鼠和
.

只
WF

家鼠中随机选

取
.

份鼠脾脏组织和
+

份地里纤恙螨标本作为粤北代表株#分

别命名为
d7#-

'

d7#-T

'

d7#$

(

WF3&*

用型引物扩增均出现

相应片段#见图
.

#

$

份代表株
d7#+

'

d7#.

'

d7#-

'

d7#$

为
ZN#

RN2NQ@

型#代表株
d7#-T

为
%*8Y8

型(

##

/

!

3&*

标记物&

+

!

b@LL@N(

型&

.

!

ZNF

P

型&

-

!

ZNFB

型&

$

!

d7#+

&

5

!

d7#.

&

8

!

d7#-

&

6

!

d7#-

&

Y

!

d7#-T

&

>

!

d7#$

&

+,

!

d7#$

(

图
+

##

WF

群特异性引物
<1)

扩增的电泳结果

##

/

!

3&*

标记物&

+

!

d7#+

&

.

!

d7#.

&

-

!

ZNFB

型&

$

!

ZND

P

型&

5

!

d7#

-T

&

8

!

d7#-

&

6

!

d7#$

&

Y

!

b@LL@N(

型&

>

!

b@LL@N(

型(

图
.

##

WF

型特异性引物
<1)

扩增的电泳结果

G=H

#

WF

基因同源性分析
#

$

株代表株
WF

测序结果表明分离

株同源性为
+,,V

#与
ZNRN2NQ@

型的同源性为
>8=.5V

#与日

本的
ZNRN2NQ@

型在同一分支有很近的亲缘关系(部分阳性鼠

标本的核苷酸序列与
%*8Y8

型的同源性为
6Y=5V

#与泰国的

%*8Y8

型在同一分支亲缘关系也很近(

G=I

#

免疫荧光抗体检测结果
#

在
..$

例感染
WF

患者中有

++8

例显示为抗体阳性#阳性率为
5+=6>V

#在
+,Y

例早期感染

WF

的患者中显示为阴性结果(

++8

例抗体阳性患者的血清型

+

-.$+

+
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年
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结果显示为
b@LL@N(

型#未见
ZND

P

和
ZNF

型(

H

#

讨
##

论

实时荧光定量
<1)

是近年发展的一种定量检测基因变异

的新技术#其应用于恙虫病的诊断已有报道)

5

*

(但是#笔者在

实验中发现未优化的实时荧光定量
<1)

不能检测
WF

的早期

感染者#主要原因可能与形成引物二聚体有关(引物二聚体是

非特异性退火和延伸的产物#它的形成会影响扩增的效率#降

低实验的敏感性(因此#笔者对实时荧光定量
<1)

进行实验

条件的优化)

8#Y

*

!$

+

%设计为
%N

`

/NA#/b7

探针#提高荧光定量

<1)

的专一性#进行特异性扩增#有效提高检测
WF3&*

浓度

的专一性和敏感性#能检测发热
-J

内的早期
WF

感染($

.

%进

行特异性引物设计及优化#当基因和引物二聚体的溶解温度确

定后#在引物二聚体的溶解温度上进行-温度描绘.#维持
+52

高温度的扩增#可避免非特异产物的形成(同时#设计
.

条引

物在
-T

端不能互补#使
.

条引物的
b1

含量一致#减少引物二

聚体的形成#提高实验的特异性和灵敏性(有研究者采用

0FN58

基因序列设计特异性引物的实时荧光定量
<1)

检测可

疑血标本#达到
6-V

的阳性率)

-#$

*

(本研究中建立的优化实时

荧光定量
<1)

用于检测粤北地区
88,

份发热患者$体温为

-Y=5a

以上%的血标本#其中
..$

份检测到
WF3&*

#阳性率达

--=>$V

#其中包括
+,Y

例发热
5J

内的早期
WF

感染者(采用

未优化实时荧光定量
<1)

技术只能检测感染
WF6J

以上的人

群&采用同样的方法在
55

份鼠类的标本中有
+,

份黄毛鼠检测

到
WF

#阳性率为
+Y=+YV

#有
.

份褐家鼠检测
WF

#阳性率为

-=8$V

#各调查点之间差异无统计学意义$

!

$

,=,5

%(荧光定

量
<1)

和
!'*

检测结果为恙虫病
b@LL@N(

型(同时在鼠类基

因扩增片段还显示出与
b@LL@N(

'

ZND

P

'

ZNFB-

株国际参考株不

同#经
A<1)

分型证实为
ZNRN2NQ@

型(可见粤北山区感染人

和黄毛鼠的
WF

至少存在
.

个以上的基因型#即
b@LL@N(

型'

ZN#

RN2NQ@

型相似株#而
%*8Y8

型的相似株还有待于今后扩大样

本进一步研究证实(本研究通过对粤北地区
WF

基因序列同源

性分析#发现感染人和鼠类的
WF

的核苷酸序列同源性为

+,,V

#与
ZNRN2NQ@

型的相似性为
>8=.5V

#提示与日本的
ZN#

RN2NQ@

型在同一分支有很近的亲缘关系(部分鼠类感染
WF

与
%*8Y8

型的相似性为
6Y=5V

#显示与泰国的
%*8Y8

型在同

一分支亲缘关系也很近(

国内学者朱丽娜等)

>

*研究结果显示#实时荧光定量
<1)

具有
WF

种的特异性#其检测灵敏度约为
A<1)

的
+,,

倍#敏感

性较高#重复性好(本文研究结果显示其批内
<R

为
,=,5V

%

+=8V

#批间
<R

为
+=$V

%

-=+V

#表明优化实时荧光定量

<1)

具有良好的重复性(采用优化和未优化的两种实时荧光

定量
<1)

方法检测不同感染时相
WF3&*

载量#提示优化实

时荧光定量
<1)

技术在患病的第
-

天能检测到
WF

#最低能检

测到
5IB

PM

"

$

"

的模板
3&*

#而未优化实时荧光定量
<1)

在

患恙虫病的第
6

天以后检测到
WF3&*

#最低只能检测到
$Y

IB

PM

"

$

"

的模板
3&*

#显示优化实时荧光定量
<1)

的灵敏性

高于未优化的方法$

!

%

,=,5

%(

<ND@2

等)

+,

*在
.,,>

年以
S

DB["

基因序列为检测目标构建

了高度敏感的实时荧光定量
<1)

(

.,,>

年
0BAFGN

M

NABA

等)

++

*

应用实时荧光定量
<1)

检测了
WF

的
+80D)&*

基因在血中

的量#结果表明该基因的含量与病情严重程度呈正相关(笔者

采用优化实时荧光定量
<1)

技术检测不同感染时相的患者和

鼠类标本#分别在
5

'

+5

'

.5J

内检测到
WF3&*

#其载量与患病

的严重程度有关联(因此#该技术可作为早期检测
WF

的实验

室诊断方法(

本研究采用
!'*

检测
..$

例感染
WF

的患者中有
++8

例显

示为抗体阳性#阳性率为
5+=6>V

#提示血清抗体在患病的后

期或恢复期才能被检测到)

Y

*

#恙虫病早期快速诊断需依靠分子

生物学技术(因此#建立早期诊断
WF

的敏感实验方法#为临床

早期诊断和早期治疗恙虫病提供新的途径是很有必要(实时

荧光定量
<1)

实验条件的优化具有更准确'更可靠'灵敏度更

高的检验结果#且能快速进行基因分析#自动化程度更高)

+.

*

(

本研究证实了优化实时荧光定量
<1)

技术在恙虫病早期诊断

中的应用#是一种准确'可靠'快速的实验方法#适合在基层推

广应用(
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