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要"目的
!

利用环介导等温扩增"

!"#$

$技术!建立海洋创伤弧菌快速%简便%特异且敏感的检测方法!并对该方法的特

异性和灵敏度进行评价&方法
!

选取海洋创伤弧菌溶细胞素"

--."

$基因作为靶基因!根据
/012314

公布的序列设计
(

条
!"#$

引物#对
(5

株细菌"包括
&*

株弧菌属细菌$进行
!"#$

和聚合酶链式反应"

$67

$扩增!并做特异性比较#对创伤弧菌
#*+

株增菌

液
%*

倍倍比稀释!提取
89"

后进行灵敏度的检测!并与常规
$67

作比较#构建含
--."

基因片段的重组质粒!作为
!"#$

反应

体系的标准阳性对照&结果
!

常规
$67

实验出现假阳性结果!而
!"#$

实验只有海洋创伤弧菌出现阳性扩增!其他样品均为阴

性!无假阳性和假阴性结果!表明引物的特异性较好!加入钙黄绿素和电泳结果相一致#针对
--."

基因建立的
!"#$

技术其最低

检测下限为每个反应
(:%*6;<

!是常规
$67

"每个反应
(:%*

&

6;<

$的
%*

倍!呈现较好的灵敏度&重复实验过程两遍!

$67

和

!"#$

技术检测结果稳定&结论
!

建立了一种用于检测海洋创伤弧菌的
!"#$

检测方法!该方法特异性强!灵敏度高!方便快

捷!特别适合用于现场和床旁的快速检测&

关键词"海洋#

!

创伤弧菌#
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环介导等温扩增#
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海洋创伤弧菌是一种分布于亚热带浅海水域及海产品中

的革兰阴性弧菌#该菌的生长繁殖环境不同于陆地菌种#具有

高盐'高钠'低温'乏氧'寡营养的特点#人主要通过生食生蚝等

海产品感染#从而导致胃肠炎等消化系统疾病(

%

)

#或者经海水

浸泡感染伤口致蜂窝性组织炎或菌血症等#此类感染进展迅

速#病死率高达
,*V

(

&

)

#尤其对肝功能低下的患者易感*海洋

创伤弧菌因其生长繁殖的特殊性#未引起实验室的足够重视#

且缺乏专业培养基对其进行鉴定#使得感染后存在鉴定困难*

传统的鉴定方法主要是分离培养和生化鉴定#这类方法繁琐'

费时'费力#并且存在易受人为和试剂的影响或需要昂贵的微

生物鉴定系统的缺陷(

'

)

*随着分子生物学技术的发展#以聚合

酶链式反应$

$67

&为代表的病原菌核酸快速检测技术得到了

广泛应用#但它们都需要昂贵的特殊仪器'试剂和专业技术人

员#检测成本较高#不适合基层及现场的快速检测(

(

)

*

&***

年

日本学者
9CICK?

等(

,

)发明了一种新型的基因诊断技术#即环

介导等温扩增$

!"#$

&技术*该技术是在链置换型
89"

聚合

+

55,

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),

"

基金项目!全军,十二五-科研重点项目$

2XS%&W*%(

&*

!

作者简介!张丽娜#女#检验技师#主要从事分子生物学研究*

!

#

!

通讯作者#

YAK3?E

!

.H

>

+&Z=

!

%+')HCK

*



酶的作用下#利用特别设计的
(

段引物来识别靶基因的
+

个区

域#恒温条件下$

+*

"

+,[

&

%.

内就可以对目的基因进行高

效'特异的复制(

+A=

)

*此外#该技术无需购置昂贵的
$67

分析

仪#操作简单#可用于现场的快速检测#近年来已得到广泛应

用*本研究针对海洋创伤弧菌溶细胞素$

--."

&基因设计了
(

条引物#建立快速诊断海洋创伤弧菌的
!"#$

技术#可视化判

断结果#并对该方法进行了应用评价*

B

!

材料与方法

B)B

!

菌株来源
!

本实验所用的菌株共
(5

株#其中海洋创伤弧

菌$

#*+

&为韩国首尔大学食品生物技术与毒理营养研究所

S31

P

\C6.C?

惠赠#其余弧菌属细菌来源于中国海洋微生物

菌种保藏管理中心$青岛&#其他菌株均为济南军区总医院临床

分离保存菌株*

B)C

!

仪器与试剂
!

恒温金属浴$济南博科生物科技有限公

司&#低温高速离心机
601IG?JN

P

0,('*7

$德国
Y

FF

01DCGJ

公

司&#荧光凝胶成像分析系统$美国
<L$

公司&#

B6A]7

型基因

扩增仪$日本
2Û Y7

公司&*

2@I89"

聚合酶$

Z<

"

#

!

&购于

90RY1

P

E31D2?CE3M@

公司#三磷酸脱氧核苷酸$

D9B$

#

%*KCE

"

!

&和
89"

标记物均购于大连宝生物工程有限公司#钙黄绿素

购于北京蓝谱科技有限公司#所有试剂均在有效期内使用*

B)D

!

方法

B)D)B

!

细菌培养及
89"

模板的制备
!

按常规操作规程采用

三区划线法取弧菌属细菌接种于
&&%+Y

平板#培养温度为

&Z[

*非弧菌属细菌接种于血平板#培养温度为
'5[

#置于

培养箱中培养过夜*采用煮沸法提取细菌
89"

!取
,*

#

!

双

蒸水$

DD\

&

^

&于
%),K!Y$

管中#调菌液至
%

"

&

个浊度#震

荡
%,@

#煮沸
%*K?1

后立即冰浴
'K?1

#

%'***G

"

K?1

离心
,

K?1

#取上清作为
89"

模板#

_&*[

保存备用*革兰阳性菌则

需要加入溶菌酶后煮沸提取*

B)D)C

!

!"#$

引物的设计与合成
!

根据
/012314

数据库中

收集的
--."

基因序列进行
!"#$

引物设计$

.II

F

!""

F

G?K0GA

0T

F

ECG0G)

>F

"

0

"&#筛选出一套最佳引物$

&

对&#其中两条外引物

为
;'

'

2'

#内引物为
;U$

'

2U$

$引物序列见专利申请内容&#设

计好的引物交由
U1-?IGC

P

01

公司合成*

B)D)D

!

!"#$

反应体系
!

总体积
&,

#

!

#具体组分包括!

%*:

缓冲液'

D9B$

'引物'甜菜碱'硫酸镁$

#

P

Ŝ

(

&'

2@I

酶'钙黄绿

素'

89"

模板等$专利申请内容&#轻微混匀瞬时离心后加入

&*

#

!

灭菌液体石蜡密封#置于恒温金属浴中#反应条件设置

为
+'[

#

%.

%

Z,[

#

,K?1

终止反应*

B)D)E

!

--."

基因的克隆和阳性对照的建立
!

用
!"#$

实验

的两条外引物
;'

"

2'

进行
$67

扩增#反应体系$

&,

#

!

&!模板

&

#

!

'

$G0K?TB3

Q

%&),

#

!

'

;'

"

2'

$

,

#

KCE

"

!

&各
%

#

!

'

DD\

&

^

=),

#

!

*反应条件!

=([ZK?1

#

=([(*@

#

+&[(*@

#

5&[

(*@

#

5&[ZK?1

%共
'*

个循环*扩增产物于
&V

的琼脂糖凝

胶电泳#紫外灯下观察结果#将
&%5M

F

的扩增目的片段切胶回

收后#与
$#8%ZAB

载体连接#

%+[ &.

后
([

冰箱过夜*将

连接产物转入大肠埃希菌
8\,

$

感受态细胞#涂布于含
%**

#

P

"

K!

氨苄青霉素的
!2

培养基中#

'5[

培养过夜后挑取单

克隆菌落摇菌后经
$67

验证送测序#测序成功后提取质粒作

为标准阳性对照*

B)D)F

!

!"#$

反应产物的判断
!

$

%

&肉眼判读结果!反应结

束后肉眼观察结果#反应液由橙色变为绿色则判为阳性#保持

橙色则判为阴性*$

&

&琼脂糖凝胶电泳!

+

#

!

扩增产物与
%

#

!

上样缓冲液混匀点样于含
*)%

#

!

"

K!/CED-?0R

%

型核酸染料

的
&V

琼脂糖凝胶中#

%**L

电泳
&,K?1

#电泳显示
!"#$

特

征性梯状条带则判为阳性#否则判为阴性*

B)D)G

!

$67

和
!"#$

法检测创伤弧菌的特异性分析
!

将
(

株海洋创伤弧菌'

'

株副溶血弧菌'

'

株哈维弧菌'

'

株美人鱼

弧菌'

'

株查格斯弧菌'

&

株海洋溶藻弧菌'

%

株费氏弧菌'

%

株

弗氏弧菌#临床分离的大肠埃希菌'肺炎克雷伯菌'阴沟肠杆

菌'铜绿假单胞菌'不动杆菌'嗜麦芽假单胞菌'金黄色葡萄球

菌'表皮葡萄球菌'肠球菌各
'

株用上述反应体系进行
!"#$

和常规
$67

检测*

B)D)H

!

$67

和
!"#$

法检测海洋创伤弧菌的灵敏度
!

将海

洋创伤弧菌
#*+

株增菌液培养过夜后#进行
%*

倍系列倍比稀

释#从
%*

%

"

%*

= 稀释液中各吸取
&*

#

!

至无菌平皿中#倾注冷

却的
&&%+Y

液体培养基后混匀#每个稀释度做两个平行#

'5[

培养
(Z.

计数菌落数*吸取各浓度稀释液
%K!

#提取
89"

后用上述扩增条件同时进行
!"#$

和
$67

检测*

C

!

结
!!

果

C)B

!

--."

基因的克隆和阳性对照的建立
!

用
;'

"

2'

作为引

物#普通
$67

扩增#电泳显示条带与目的条带大小一致$

&%5

M

F

&#见图
%

*将此条带切胶回收成功与
$#8%ZAB

载体连接#

并转入大肠埃希菌
8\,

$

感受态细胞#涂布于含氨苄青霉素的

!2

培养基中#过夜培养
$67

验证后测序结果显示已成功构建

含
--."

目的片段的重组质粒#可以作为
!"#$

实验的标准

阳性对照*

!!

#

!

89"

分子量标记物
8!&***

%

B

!

--."

基因片断阳性扩增*

图
%

!!

$67--."

电泳结果

C)C

!

$67

和
!"#$

法检测海洋创伤弧菌的特异性分析
!

以

--."

基因重组质粒为标准阳性对照#

DD\

&

^

为阴性对照#

$67

和
!"#$

技术检测上述菌株*结果显示#常规
$67

除
(

株海洋创伤弧菌出现阳性外#

%

株副溶血弧菌'

%

株海洋溶藻弧

菌也出现阳性%而
!"#$

实验只有海洋创伤弧菌出现阳性扩

增#其他样品均为阴性#无假阳性和假阴性结果#表明引物的特

异性较好#加入钙黄绿素和电泳结果相一致*见表
%

*

C)D

!

$67

和
!"#$

法检测海洋创伤弧菌的灵敏度分析
!

海

洋创伤弧菌
# +̂

培养物进行倾注平板计数#已测定的初始菌

液浓度为
&:%*

Z

6;<

"

K!

#

%*

倍倍比稀释的菌液浓度分别为

&:%*

5

'

&:%*

+

'

&:%*

,

'

&:%*

(

'

&:%*

'

'

&:%*

&

'

&:%*

%

6;<

"

K!

*所对应反应体系中的浓度为每个反应
(:%*

(

'

(:%*

'

'

(:%*

&

'

(:%*

%

'

(:%*

*

'

(:%*

_%

'

(:%*

_&

6;<

*对不同稀释

度的模板
89"

进行常规
$67

$

;'

"

2'

作引物&和
!"#$

实验#

发现针对
--."

基因设计的引物最低检测下限为每个反应
(:

%*6;<

#是常规
$67

$每个反应
(:%*

&

6;<

&的
%*

倍#呈现较

好的灵敏度*两种实验方法检测海洋创伤弧菌的灵敏度分析

结果见图
&

#

!"#$

检测海洋创伤弧菌灵敏度显色分析见图
'

+
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+
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$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&*重复实验过

程两遍#

$67

和
!"#$

法检测结果稳定*

表
%

!!

!"#$

法和常规
$67

检测创伤弧菌的

!!!!

特异性分析#

$

$

菌株名称 总菌株数
阳性菌株数

!"#$

实验 常规
$67

海洋创伤弧菌
( ( (

副溶血弧菌
' * %

哈维弧菌
' * *

美人鱼弧菌
' * *

查格斯弧菌
' * *

海洋溶藻弧菌
& * %

费氏弧菌
% * *

弗氏弧菌
% * *

大肠埃希菌
' * *

肺炎克雷伯菌
' * *

阴沟肠杆菌
' * *

铜绿假单胞菌
' * *

不动杆菌
' * *

嗜麦芽假单胞菌
' * *

金黄色葡萄球菌
' * *

表皮葡萄球菌
' * *

肠球菌
' * *

!!

"

!

!"#$

实验%

2

!常规
$67

%

#

!

89"

分子量标记物
8!&***

%

%

!

浓度为每个反应
(:%*

(

6;<

%

&

!浓度为每个反应
(:%*

'

6;<

%

'

!浓度

为每个反应
(:%*

&

6;<

%

(

!浓度为每个反应
(:%*6;<

%

,

!浓度为每

个反应
(:%*

*

6;<

%

+

!浓度为每个反应
(:%*

_%

6;<

%

5

!浓度为每个

反应
(:%*

_&

6;<

%

Z

!阴性对照%

=

!阳性对照*

图
&

!!

两种实验方法检测创伤弧菌的灵敏度分析

D

!

讨
!!

论

!!

随着海洋作业活动的日益频繁#海洋致病菌感染性疾病的

发生逐年增加#但是由于海洋致病菌自身生长特点使其在临床

实验室常规培养条件下难以生长#导致不能正确检出而漏诊#

对此应引起医学实验室的高度重视*在海洋致病菌中创伤弧

菌致病力最强#感染后常导致菌血症及器官衰竭(

%*A%&

)

*本研

究采用
!"#$

技术建立了一种快速检测海洋创伤弧菌感染的

方法*构建了重组质粒作为检测体系的阳性对照#并对此方法

进行了特异性和灵敏度的评价*

本研究的核心技术在于引物的设计#需要考虑以下几个方

面*$

%

&熔解温度$

BK

&值!

;%H

"

2%H

引物区的
BK

值控制在

+(

"

++[

#

;&

"

2&

'

;'

"

2'

则控制在
,=

"

+%[

#

!;

"

!2

引物的

BK

值约为
+*[

*$

&

&引物末端的稳定性!引物作为
89"

合

成的起点#其末端必须要有一定的稳定性#

!

/

为吉布斯自由

能变#该值越小#引物越容易与模板退火结合*设计原则为

;'

"

2'

'

;&

"

2&

'

!;

"

!2

的
'̀

端
!

/

值小于或等于
_(4H3E

"

KCE

#

;%H

"

2%H

的
,̀

端
!

/

值小于或等于
_(4H3E

"

KCE

*$

'

&

/6

百分含量!引物的
/6

百分含量在
(*V

"

+,V

*$

(

&引物之间

的距离!

;&

与
2&

之间的距离$

!"#$

的扩增区域&为
*

"

+*

M

F

#

;&

与
;'

之间的距离为
*

"

+*M

F

#而
;&

的
,̀

端与
;%

的
,̀

端的距离$环引物的区域&为
(*

"

+*M

F

(

%'

)

*

常规
$67

需要配套控温精密的仪器和复杂的实验程序#

检测成本高(

%(

)

*而本研究所用的
!"#$

技术无需
$67

仪#仅

使用一台恒温金属浴即可#操作简单#并且本实验使用
(5

株细

菌检测该方法的特异性#结果显示只有海洋创伤弧菌出现阳性

扩增#其他样品均为阴性#无假阳性和假阴性结果#且该方法特

异性明显高于常规
$67

*另外#

!"#$

检测海洋创伤弧菌的

最低检测限度达到每个反应
(*6;<

#灵敏度是常规
$67

的

%*

倍*

!"#$

检测结果判读有浊度分析'电泳分析'染料比色分

析等多种方式(

%,

)

*但是观察浊度具有主观性及灵敏度低等缺

点#而通过电泳分析或者在反应完成后添加
Sa27/G001

%

荧

光染料来判断反应结果都使反应产物暴露于空气中#极易造成

假阳性#而反应扩增之前加入
Sa27/G001

%

会抑制
!"#$

反

应的进行(

%+

)

*本研究中使用的钙黄绿素检测#将整个反应和

检测融合为一个过程#而且反应完成后不开盖#很好地杜绝了

污染#有效防止了假阳性(

%5

)

*

综上所述#

!"#$

技术快速检测海洋创伤弧菌用时少'操

作简单'特异性强'灵敏度高#且结果判读简单*在
+'[

条件

下扩增
%.

#便可根据颜色变化用肉眼来判定是否存在海洋创

伤弧菌*近年来有报道显示#聚乙二醇可以加速
!"#$

反应

的进行(

%Z

)

#相信采用
!"#$

技术检测海洋创伤弧菌的方法将

会逐渐完善并应用于临床*笔者下一步研究将着重优化反应

体系#提高引物纯度#进一步提高反应的灵敏度#缩短反应时

间#为该方法在临床的推广应用奠定基础*
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方法检测阴性#说明结核分枝杆菌抗体
U

P

#

与
U

P

/

联合检测

对
BAS$̂ B)B2

'结核分枝杆菌快速培养和痰液或肺泡灌洗液

涂片检测结核分枝杆菌感染阴性患者的诊断具有重要意义*

因此#结核分枝杆菌抗体
U

P

#

与
U

P

/

联合检测可以减少漏诊#

做到早发现'早治疗*

综上所述#肺结核实验室快速诊断技术已经取得了较大进

展#其中近几年研发的
BAS$̂ B)B2

诊断肺结核的阳性率'灵

敏度均较高#可见
BAS$̂ B)B2

在检测结核分枝杆菌感染'辅

助结核病诊断方面具有很高的应用价值#值得临床推广*如今

随着医疗设施的不断改进#单一的检测方法已不能满足辅助临

床诊断肺结核的需要*因此#采用快速'简便'灵敏度高的检测

方法对结核病的辅助诊断尤为重要#并且同时联合运用
BA

S$̂ B)B2

'结核分枝杆菌快速培养试验'结核分枝杆菌抗体

U

P

#

与
U

P

/

联合检测和痰液或肺泡灌洗液涂片可大大提高诊

断率#并满足不同临床需要#为结核病的临床诊断与防治提供

科学依据*
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