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应用实时荧光ＰＣＲ检测各种环境标本中的嗜肺军团菌
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　　摘　要：目的　评价实时荧光ＰＣＲ在检测各种环境标本中嗜肺军团菌的应用效果。方法　选择针对犿犻狆基因的引物和探

针，优化实时荧光ＰＣＲ的反应条件，并对嗜肺军团菌和其他非嗜肺军团菌进行检测，验证方法的敏感性、特异性和重复性。将实

时荧光ＰＣＲ检测各种环境标本中嗜肺军团菌的效果与传统培养法进行比较。结果　实时荧光ＰＣＲ法最低检测限达６ＣＦＵ／

ｍＬ。该方法特异性好，嗜肺军团菌呈现阳性结果，而非嗜肺军团菌均为阴性结果。重复性好，Ｃｔ值变异系数较小。从菌株核酸

的提取至检测完成仅需２ｈ左右。实时荧光ＰＣＲ法和传统培养法的检测嗜肺军团菌的阳性率差异有统计学意义（犘＜０．０５），实

时荧光ＰＣＲ检测敏感性优于传统培养法。结论　实时荧光ＰＣＲ具有较好的敏感性、特异性和快速的特点，适于各种环境标本中

嗜肺军团菌污染状况调查及应急事件的快速检测。
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　　军团菌在自然界广泛存在并可导致高病死率
［１］，已成为世

界性的公共卫生问题，引起普遍关注。现已分离到军团菌属共

有５２种，７２个血清型，其中与人类关系最为密切的是嗜肺军

团菌［２］。而嗜肺军团菌传统的实验室诊断主要依靠细菌培养、

生化反应和血清学鉴定，所耗时间比较长，易受其他微生物和

杂质的干扰，难以适应疫情处理快速诊断的要求。目前关于嗜

肺军团菌ＰＣＲ检测方法的报道中主要的目标基因包括主要的

目标基因包括１６ＳｒＲＮＡ、５ＳｒＲＮＡ及犿犻狆基因。其中犿犻狆基

因的表达产物是迄今所公认的嗜肺军团菌的主要毒力因子之

一，为嗜肺军团菌所特有［３］。本研究选用文献报道的针对犿犻狆

基因的实时荧光ＰＣＲ检测方法，通过预实验优化反应条件后，

对各种环境标本中嗜肺军团菌进行检测，检测结果与传统细菌

培养方法进行比较，通过大量的实验数据来对实时荧光ＰＣＲ

方法直接检测环境标本中嗜肺军团菌的效果进行评价。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　嗜肺军团菌ＬＰ１ＡＴＣＣ３３１２５，其他非嗜肺军团

菌标 株 包 括：变 形 杆 菌 ＡＴＣＣ３３４２０、金 黄 色 葡 萄 球 菌

ＡＴＣＣ２５９２３８、大 肠 杆 菌 ＡＴＣＣ２５９２２、白 色 念 珠 菌

ＡＴＣＣ１０２３１、沙门氏菌ＡＴＣＣ１４２０８。

１．１．２　主要试剂　ＧＶＰＣ、ＢＣＹＥ培养基和嗜肺军团菌诊断血

清均购自英国Ｏｘｏｉｄ生物公司，全自动核酸提取试剂盒（Ｍａｇ

ＭａｘＴＭ９６ＶｉｒａｌＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ）和核酸检测试剂盒（ＡｇＰａｔｈ

ＩＤＴＭＯｎｅｓｔｅｐＲＴＰＣＲｋｉｔ）均购自 ＡＢＩ公司。引物和探针

均由北京六和通公司合成：上游引物５′ＧＣＴＴＧＣＡＡＴＧＴＣ

ＡＡＣＡＧＣ３′；下游引物５′ＣＣＴＴＴＡＧＣＣＡＴＴＧＣＴＴＣＣ

３′；探针５′（ＦＡＭ）ＣＴＧＣＡＡＣＣＧＡＴＧＣＣＡＣＡＴＣＡＴＴＡ

（ＴＡＭＲＡ）３′。

１．１．３　主要仪器　生物安全柜（型号ＴｈｅｒｍＦｏｒｍａ），高效过

滤器（型号ＧＭ０．３３Ⅱ），ＡＢＩ公司的全自动核酸提取仪和荧

光定量ＰＣＲ仪。

１．２　方法

１．２．１　传统培养检测方法　将水样摇匀后静置１５ｍｉｎ，取

２００ｍＬ水样（冷却塔底泥标本用５０ｍＬ无菌水溶解并离心）
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经０．４５μｍ孔径的滤膜过滤后，剪碎滤膜与１０ｍＬ灭菌蒸馏

水混合并振荡５ｍｉｎ，取１ｍＬ振荡后的液体加同体积酸处理

液（ｐＨ２．０ＨＣｌＫＣｌ缓冲液）作用１０ｍｉｎ后，取０．１ｍＬ接种军

团菌选择性培养基（ＧＶＰＣ），３７℃培养４８～７２ｈ后每日观察

结果，并挑取可疑菌落转分离培养基（ＢＣＹＥ）分纯和普通血平

板培养鉴别。对在血平板上未生长而ＢＣＹＥ上生长的可疑菌

落做乳胶凝集试验，乳胶凝集试验阳性的菌株再做进一步生化

实验分型。

１．２．２　实时荧光ＰＣＲ检测方法　（１）模板处理：采用热裂解

法和自动核酸提取试剂盒制备ＤＮＡ模板。热裂解法：取培养

方法中的滤膜洗脱液，经４５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，

吸取上清液加入灭菌 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ；吸掉上清液，加入１００μＬｄｄＨ２Ｏ清洗，１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ。吸掉上清液，加入２０ｍＬｄｄＨ２Ｏ彻底混匀。１００℃

裂解１５ ｍｉｎ，立即放入 －２０ ℃ 冰箱，冷冻 １５ ｍｉｎ；取出

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。取上清液进行扩增。自动核酸提取

法按照试剂盒操作说明书进行。预实验比较两种核酸提取方

法，选择效率较高的进行各种水体标本批量检测。（２）实时荧

光ＰＣＲ扩增反应体系和反应条件：总反应体系为２５μＬ，包括

酶５μＬ，２×ｂｕｆｆｅｒ１２．５μＬ，上、下游引物各０．５μＬ，探针０．５

μＬ，模板ＤＮＡ５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５μＬ。反应条件为９５℃１０ｍｉｎ，

１个循环；９５℃１５ｓ，５５℃４５ｓ，４０个循环。（３）引物与探针最

佳浓度优化：以相同ＤＮＡ浓度的ＬＰ１菌为ＰＣＲ反应模板，引

物浓度（２０μｍｏｌ／Ｌ）和探针浓度（１０μｍｏｌ／Ｌ）不变，将引物量和

探针量排出５个组合［引物加入量（μＬ）探针加入量（μＬ）］：

０．１５０．３０、０．２５０．４０、０．３５０．５０、０．４５０．６０、０．５００．５０。对５

个稀释度的ＬＰ１型军团菌标准菌液进行检测，通过比较Ｃｔ值

和荧光强度增加值（ΔＲｎ）来优选引物和探针的最佳浓度。（４）

实时荧光ＰＣＲ方法验证：敏感性验证，取菌量为３×１０６ＣＦＵ／

ｍＬ的ＬＰ１型军团菌标准菌株，用双蒸水进行１０倍稀释，从

１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７、１０－８稀释液中吸取

１００μＬ到ＢＣＹＥ培养基上，用Ｌ棒及时涂布均匀，每个稀释度

做３个平皿，于含５％ＣＯ２ 的培养箱，３７℃培养３～５ｄ后进行

计数。同时再取每个稀释度的菌液各１ｍＬ，制成１００μＬ的模

板，用于ＰＣＲ敏感性试验。特异性验证，对上述嗜肺军团菌

ＬＰ１型标准菌株２个不同稀释度和５株非嗜肺军团菌株提取

ＤＮＡ，进行实时荧光ＰＣＲ检测，验证方法特异性。重复性验

证，取上述３个嗜肺军团菌ＬＰ１型菌株不同稀释度检测结果，

计算Ｃｔ值变异系数验证检测体系的稳定性。（５）实时荧光

ＰＣＲ结果判定：荧光定量ＰＣＲ检测以Ｃｔ＜３７并且扩增曲线呈

Ｓ型为阳性判定原则。其中Ｃｔ＜３５且扩增曲线良好可直接判

定为阳性，Ｃｔ为３５～３７之间需要重复实验，２次实验均能得到

良好Ｓ型扩增曲线方可判定为阳性。

１．３　统计学处理　数据采用Ｅｐｉｄａｔａ３．０２软件建立数据库，

使用ＳＰＳＳ１３．０进行数据统计处理。率的差异比较用χ
２ 检

验，犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　热裂解法和自动核酸提取试剂盒制备ＤＮＡ模板效果比

较　分别用热裂解法和自动核酸提取试剂盒提取ＬＰ１型军团

菌标准菌株３个稀释度的ＤＮＡ进行实时荧光ＰＣＲ反应。结

果如图１所示（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），

用热裂解煮沸法提取 ＤＮＡ的 Ｃｔ值分别为１９．５８、２２．４１和

２８．０４，用试剂盒提取 ＤＮＡ的Ｃｔ值分别为２２．５９、２６．７５和

３０．３１，前者结果优于后者。考虑热裂解法方法简便、成本低的

因素，在本研究后续的批量实验中，模板ＤＮＡ的提取均采用

了热裂解法。

２．２　引物与探针最佳浓度优化　将５个引物量和探针量的组

合对５个稀释度的ＬＰ１型军团菌标准菌液进行检测，通过比

较Ｃｔ值和荧光强度增加值（ΔＲｎ）优选出引物和探针的最佳组

合为引物、探针各加入０．５μＬ。

２．３　方法敏感性评价　利用活菌进行评价：ＬＰ１型菌株不同

稀释度平皿培养结果显示，其中接种菌液稀释度为１０－１、１０－２

的平皿不可计数，１０－３、１０－４、１０－５、１０－６稀释度的平皿中，菌落

数分别为２５８８、５９０、５３、６ＣＦＵ／ｍＬ，１０－７、１０－８稀释度的平皿

中未检出菌落。不同稀释度提取模板经荧光定量ＰＣＲ检测，

检测结果如图２所示（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”），１０－７、１０－８稀释度检测结果为阴性，１０－１、１０－２、１０－３、

１０－４、１０－５、１０－６稀释度均呈现较好的Ｓ型曲线，１０－６稀释度

Ｃｔ值为３５．７８，从而可知实时荧光 ＰＣＲ的最低检测限为６

ＣＦＵ／ｍＬ。

２．４　方法特异性评价　实时荧光ＰＣＲ检测２株嗜肺军团菌、

５株非嗜肺军团菌检测，结果见图３所示（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”），本反应体系对嗜肺军团菌有良好的

特异性，而其他５株非嗜肺军团菌均为阴性结果。

２．５　方法重复性评价　取１０倍系列稀释的ＬＰ１型军团菌标

准菌株３个不同稀释度（１０－２、１０－３、１０－４），提取ＤＮＡ进行实

时荧光ＰＣＲ检测，每个浓度做３个重复试验。检测结果如图４

所示（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），计算各浓

度Ｃｔ值的变异系数，分别为０．４８９％、０．２４６％、０．３４３％，证实

该方法具有较好的重复性。

表１　　两种方法检测各种环境标本中嗜肺军团菌结果比较

标本类型 样本数（狀）
传统培养

阳性数（狀） 阳性率（％）

实时荧光ＰＣＲ

阳性数（狀） 阳性率（％）
χ
２ 犘

河湖水 ３０ ２ ６．７ ６ ２０．０ ２．３０８ ０．１２９

喷泉水 ３０ ４ １３．３ ７ ２３．３ ０．６７７ ０．４１１

淋浴热水 ８３ ４７ ５６．６ ６０ ７２．３ ４．４４４ ０．０３５

冷却塔水 １１３ ３８ ３３．６ ８１ ７１．７ ３２．８１８ ＜０．０１

冷却塔底泥 ４８ １６ ３３．３ ３０ ６２．５ ８．１８１ ０．００４

合计 ３０４ １０７ ３５．２ １８４ ６０．５ － －

　　－：无数据。

２．６　两种方法检测各种环境标本中嗜肺军团菌结果比较　从 各种标本类型的阳性率来看，两种方法检测阳性率差距比较明
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显，实时荧光ＰＣＲ检测阳性率是传统培养的１．２８～２．９９倍，

见表１。对５种环境标本两种检测方法的阳性率分别做χ
２ 检

验，结果显示，河湖水和喷泉水这两种类型标本两种检测方法

的阳性率差异没有统计学意义（犘＞０．０５），而淋浴热水、冷却

塔水和冷却塔底泥这三种类型标本两种检测方法的阳性率差

异有统计学意义（犘＜０．０５），实时荧光ＰＣＲ检测阳性率高于

传统培养。两种方法检测总阳性率差异有统计学意义（χ
２＝

８３．６９８，犘＜０．０１），实时荧光 ＰＣＲ检测总阳性率高于传统

培养。

３　讨　　论

嗜肺军团菌主要存在于水和土壤中，污染的水和土壤以气

溶胶的形式被人体吸入可能是军团菌感染的主要途径，军团菌

也可在医院、宾馆等单位的供水系统、温泉水、空调的冷却塔等

检出，并可能是引起暴发流行的原因［４］。李达等［５］报道包括河

湖水、喷泉水、淋浴热水和冷却塔水在内的多种水体检出嗜肺

军团菌，阳性率在６．７％～６０．２％，而且淋浴热水和冷却塔水

阳性率分别高达６０．２％和３５．８％，随着经济发展，热水系统和

中央空调等人工水环境越来越普及，军团菌污染对人群健康的

潜在威胁越来越严重。

目前，嗜肺军团菌的检测主要靠分离培养等传统方法，培

养军团菌要求特殊培养基，培养难度大、时间长［６］，对实验人员

的技术要求比较高且费事，标本中其他微生物能抑制其生长，

样本预处理过程中会导致部分细菌死亡，另外有些活的细菌出

现“活的非可培养状态”，因此传统培养法虽然特异性好，但阳

性率低，仅为５０％～６０％
［７］。近年来，实时荧光ＰＣＲ已广泛

应用于生物、医药等各个领域，有文献报道Ｔａｑｍａｎ实时荧光

ＰＣＲ检测嗜肺军团菌以达到快速检测的目的
［８］。本研究以针

对嗜肺军团菌犿犻狆基因的引物和探针，选用 ＡＢＩ公司的 Ａｇ

Ｐａｔｈ一步法ＰＣＲ试剂盒，通过预实验优化模板提取方法、引物

与探针最佳浓度组合等反应条件。热裂解煮沸法提取 ＤＮＡ

的效率优于试剂盒提取ＤＮＡ的效率，可能的原因是，本研究

所用的全自动核酸提取试剂盒试剂盒以磁珠吸附的原理可以

用于提取ＲＮＡ和ＤＮＡ，此提取方法的优势是特异性高，操作

简便，提取时间短（１５ｍｉｎ），但相比于其他方法，此方法因裂解

时间短，提取效率不是很高，本课题组的经验也证实其提取效

率低于ＱＩＡＧＥＮ提取试剂盒和热裂解煮沸法。因此，在大批

量检测嗜肺军团菌浓度高的标本时（例如临床痰标本等），可以

考虑使用该试剂盒提取ＤＮＡ，当检测嗜肺军团菌浓度低的各

种环境标本时，为了降低假阴性，提高检出率，还是建议优先使

用热裂解煮沸法。实验结果显示，本方法检测敏感性高，利用

ＬＰ１型标准菌株不同稀释度进行检测验证最低检测限达６

ＣＦＵ／ｍＬ；对２株嗜肺军团菌和５株非嗜肺军团菌检测结果显

示，本方法有较好的特异性；稳定性好，３个不同稀释度ＬＰ１型

军团菌标准菌株重复３次实验，Ｃｔ值变异系数较小；实行完全

闭管式操作，减少了扩增产物的交叉污染［９］；操作简单，无需凝

胶电泳，结果判别直观明了，使用 ＡＢＩ７５００整个过程（加样在

内）仅需２ｈ，较传统培养法而言大大减少了检测时间。

预实验肯定了Ｔａｑｍａｎ实时荧光ＰＣＲ检测嗜肺军团菌的

可行性和优点，但实际应用的角度来看，尚需通过大量的实验

数据来评价实时荧光ＰＣＲ方法直接检测环境标本中嗜肺军团

菌的运用效果。本研究将实时荧光ＰＣＲ对５种类型环境标本

中嗜肺军团菌的检测结果与传统细菌培养方法进行比较，结果

显示：５种环境标本中，所有传统细菌培养方法阳性的标本，经

实时荧光ＰＣＲ检测均为阳性，且实时荧光ＰＣＲ检测阳性率是

传统培养的１．２８～２．９９倍，两种方法检测总阳性率差异有统

计学意义（犘＜０．０５），实时荧光ＰＣＲ检测敏感性优于传统培

养法。淋浴热水、冷却塔水和冷却塔底泥这三种类型标本两种

检测方法的阳性率差异有统计学意义，实时荧光ＰＣＲ检测阳

性率高于传统培养。说明实时荧光ＰＣＲ方法对淋浴热水、冷

却塔水和冷却塔底泥这三种嗜肺军团菌污染状况严重的标本

的检测效果良好，具有较好的实际应用意义。同时，实时荧光

ＰＣＲ特异性高的特点，也解决了环境标本中其他微生物能抑

制嗜肺军团菌生长和“活的非可培养”的问题［１０］；对死的细菌

不能培养出来而实时荧光ＰＣＲ则能检测出来，解决了环境标

本及时上送和妥善保存中存在的问题。

综上所述，本课题组认为，应用实时荧光ＰＣＲ法检测各种

环境标本中的嗜肺军团菌具有高度敏感性和特异性，且快速、

稳定，可用于空调冷却水等各种环境标本中嗜肺军团菌的快速

检测，为军团菌病预防控制工作提供科学依据，尤其对应急样

本的检测及在军团菌病暴发流行时准确、快速地确定传染源方

面有较大的应用前景，不失为一种简易、快速、敏感、特异、定量

检测嗜肺军团菌的有效方法。
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ｅｒｓａｎｄａｍｉｎｏｒｇｒｏｏｖｅｂｉｎｄｅｒｐｒｏｂｅ，ａｎｏｖｅｌｔｙｐｅｏｆＴａｑＭａｎ

ｔｒａｄｅｍａｒｋｐｒｏｂｅ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００４，２８７（１／２）：１７９

１８６．

［１０］ＹáｎｅｚＭＡ，ＣａｒｒａｓｃｏＳｅｒｒａｎｏＣ，ＢａｒｂｅｒáＶＭ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＬｅｇｉｏｎｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａｉｎｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓｂｙｉｍｍｕ

ｎｏｍａｇｎｅｔｉｃｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｄｏｔＡｇｅｎｅ［Ｊ］．ＡｐｐｌＥｎｖｉｒｏｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００５，７１（７）：３４３３３４４１．

（收稿日期：２０１４０２１０）
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