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方法定量检测新型隐球菌基因组
340

#为检测隐球菌性脑膜炎提供重要方法$

方法
!

在国家生物技术信息中心!

4R&.

"查找新型隐球菌各亚型的
.=/5F340

序列#序列比对后设计特异性引物和探针#扩增片

段为
""+L

J

#构建质粒标准品#调整质粒浓度为
"7+6Y"$

^

E>

JN

'

%

-

"

"7+6Y"$E>

JN

'

%

-

共
^

个浓度梯度#分别取
6

%

-

作为模

板#优化反应条件#建立标准曲线#进行敏感性%特异性%重复性评价#并检测临床确诊的
"!

例隐球菌脑膜炎感染菌株$结果
!

建

立的荧光定量
QRS

可以检测
67̂+Y"$

6 拷贝的质粒
340

#对临床分离的各
"$

例其他真菌%细菌%乙型肝炎病毒
340

和人类基

因组
340

均无扩增曲线#重复性良好#

8

个浓度的批间变异系数分别为
67̂9g

%

"7+̂ g

%

"789g

#可准确检测
"!

例新型隐球菌$

结论
!

成功建立检测新型隐球菌的荧光定量
QRS

方法#敏感性和特异性较高#结果稳定可靠#可早期%快速诊断隐球菌性脑膜炎$

关键词"荧光定量
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新型隐球菌是一种条件致病菌$主要通过呼吸道进入肺

部$引起炎性或隐性感染)机体免疫功能降低$侵袭中枢神经

系统$导致隐球菌性脑膜炎)由于该病早期无明显症状和体

征$脑脊液变化不典型$很难与其他疾病相鉴别$易被误诊而延

误治疗)新型隐球菌脑膜炎的确诊主要依据脑脊液墨汁染色

检测新型隐球菌$但早期涂片染色阳性率低$因此建立一种早

期*快速诊断隐球菌的方法至关重要'
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!

材料与方法

?7?

!

一般材料
!

新型隐球菌菌株来自广州市微生物研究所和

检验科临床分离的菌株$脑膜炎双球菌*白色念珠菌*热带念珠

菌*黄曲霉*黑曲霉各
"$

例及乙型肝炎病毒
340

和人类基因

组
340

各
6

例作为阴性对照#检验科%)酵母基因组
340

提

取试剂盒#北京天根%$溶壁酶#东盛生物%$

QF2H)V,V=A

P

=(和

J

(36$5=

载体购自
=0c0S0

$荧光定量
QRS

仪器为
/@FA@A5

*

2;2(b8$$!Q

)
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!

引物和探针
!

在国家生物技术信息中心#

4R&.

%查找新

型隐球菌各亚型的
.=/5F340

序列$比对后找出其共同的保守

序列设计引物和探针$探针
!h

端标记荧光报告基团
T0(

$

8h

端

标记荧光淬灭基团
=0(S0

$序列上游引物!

!h5a== aa0

R==aa0 === aaa =a= =58h

&下游引物!

!h5aaRRR0

aRa000R==0==0Ra58h

)
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P
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探针!

!h5T0(5Ra0

RR=aR000aa0Ra=RaaR=R5=0(S058h

$扩增片段

长度为
""+L

J

)引物和探针由上海生工合成)

?7A
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340

提取和质粒构建
!

新型隐球菌株及隐球菌感染的

脑脊液标本接种在沙保罗液体培养基中$

8<[

振荡培养
6+B

$

取
6H-

离心留沉淀$使用溶壁酶和基因组
340

提取试剂盒

提取
340

)采用上*下游引物扩增
340

模板$应用
QRS

产

物$按照
J

(36$5=

载体试剂盒说明$连接后转入
3%!

,

大肠杆

菌的感受态细胞内$涂板$筛选阳性克隆$华大生物公司测序$

经测序鉴定为目的质粒)使用核酸测定仪测定质粒浓度$计算

-
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质粒拷贝数$运用无菌去离子水进行
"$

倍梯度稀释$每个梯度

做
8

个重复$同时以无菌去离子水为空白对照$以
67̂+Y"$

^

"

67̂+Y"$

6 拷贝作标准曲线)

?7B

!

荧光定量
QRS

反应体系
!

反应体系为
6!

%

-

$

QF2H)V

"67!

%

-

$上*下游引物#终浓度
"$

%

H>M

"

-

%各
$7!

%

-

$探针#终

浓度
"$

%

H>M

"

-

%为
"

%

-

$内参染料
S]b$7!

%

-

$模板
6

%

-

$去

离子水补足至
6!

%

-

$同时做空白对照)反应条件为
#![8$

1

$

#![!1

$

9$[6$1

$

+$

个循环)

?7C

!

标准曲线制作和敏感性
!

将构建的新型隐球菌质粒定量

后$进行
"$

倍的梯度稀释$调整浓度为
"7+6Y"$

^

E>

JN

"

%

-

"

"7+6Y"$E>

JN

"

%

-

$分别取
6

%

-

作为模板$每个梯度做
8

个重

复$按照上述建立的反应条件进行检测$反应结束后以最低检

测浓度值作为检测敏感性$同时仪器自动绘制标准曲线)

?7D

!

荧光定量
QRS

特异性
!

按上述反应条件同时检测脑膜

炎双球菌*白色念珠菌*热带念珠菌*黄曲霉*黑曲霉等
340

$

检测乙型肝炎病毒
340

和人类基因组
340

$观察扩增结果)

提取
"!

例隐球菌患者脑膜炎的脑脊液标本
340

$使用上述引

物和探针进行检测)

?7Q

!

荧光定量
QRS

重复性
!

选取
"7+6Y"$

<

*

"7+6Y"$

!

*

"7+6Y"$

8

E>

JN

"

%

-8

个浓度为模板$每天进行
"

次实验$每次

每个梯度做
8

次重复$连续检测
8G

$使用同一台
QRS

仪器$根

据
R=

值计算
>U

值$观察重复性和稳定性)

@

!

结
!!

果

@7?

!

荧光定量
QRS

标准曲线
!

构建新型隐球菌质粒测序图

及对比结果$以每个反应浓度
67̂+Y"$

^

"

67̂+Y"$

6 拷贝制作

标准曲线$扩增曲线良好$各浓度与
R=

值之间呈很好的负相

关关系$标准曲线
F_Z878!+M>

*

#

A

%

X+!7<8

$相关系数为

$7##̂

$说明具有很好的线性关系)

@7@

!

荧光定量
QRS

的敏感性
!

调整质粒的浓度为
"7+6Y"$

^

E>

JN

"

%

-

"

"7+6Y"$

$

E>

JN

"

%

-

$分别取
6

%

-

作为模板$在

67̂+Y"$

^

"

67̂+Y"$

6 拷贝浓度范围内$起始模板的浓度与

R=

值呈负相关关系和线性关系$因此敏感性为
67̂+Y"$

6 拷

贝的质粒
340

)

@7A

!

荧光定量
QRS

的特异性
!

应用建立的
QRS

方法扩增脑

膜炎双球菌*白色念珠菌*热带念珠菌*黄曲霉*黑曲霉*乙型肝

炎病毒
340

和人类基因组
340

$结果显示均无任何扩增曲

线$说明特异性良好)检测脑脊液提取的
340

$提示均有较好

的扩增曲线$表明设计的引物和探针可准确检测新型隐球菌致

病菌株)

@7B

!

荧光定量
QRS

的重复性
!

选取
8

个浓度进行检测$连续

8G

检测
8

次$每次均做
8

个重复$

67̂+Y"$

< 拷贝的
R=

值为

#

6$7##W$79$

%$

>U

值为
67̂9g

$

67̂+Y"$

! 拷贝
R=

值为

#

6̂ 786W$7+6

%$

>U

值为
"7+̂ g

$

67̂+Y"$

8 拷贝
R=

值为

#

8+78̂ W$7+<

%$

>U

值为
"789g

$

8

个浓度的批间
>U

值均小

于
!g

$说明重复性和稳定性优良)

A

!

讨
!!

论

!!

近年来$由于抗菌药物和免疫抑制剂的大量应用$脑膜炎

的发病率呈上升趋势$特别是病死率高的隐球菌性脑膜炎$其

病情较严重$但早期临床表现*生化指标缺乏特异性$与结核性

脑膜炎*病毒性脑膜炎临床表现相似$易误诊$且晚期缺乏有效

的治疗药物$致残率和病死率极高'

+

(

)目前墨汁染色显微镜检

查和脑脊液培养仍是隐球菌脑膜炎诊断的金标准$但实际应用

中阳性率低$敏感性和特异性差*耗时长$且应进行抗菌药物治

疗的患者不易检出阳性结果$而脑膜炎患者的治疗效果和预

后$与其能否早期诊断和合理治疗密切相关)

以
QRS

为基础的核酸扩增技术已逐渐应用于临床$成为

实验室快速诊断方法$其已广泛应用于真菌性疾病的诊断'

!5<

(

$

也逐渐应用于隐球菌感染的诊断'

5̂#

(

)该方法敏感性高*特异

性强$可以早期从少量标本中检出病原菌$与传统培养法比较$

可快速*可靠*高敏感性和高特异性地诊断感染性疾病'

"$5""

(

)

本研究采用荧光定量
QRS

探针法$通过比对各亚型的

.=/5F340

序列$依据保守序列设计特异性引物和探针$该方

法较普通
QRS

操作简单$自动化程度高$无需后续的电泳$极

大地减少了反应产物的污染$整个反应过程
6B

内即可完成)

特异性强$与其他真菌*细菌*病毒和人类基因组
340

均无交

叉反应)敏感性高$最低可检测
6̂+

个拷贝的质粒
340

$根据

扩增曲线和
R=

值观察结果$通过标准曲线可准确定量起始模

板量)使用该方法检测
!

例脑脊液分离菌株$均有明显的扩增

曲线$说明设计的引物和探针能准确应用于临床标本检测)在

今后的研究工作中$应检测更多的脑脊液标本以评价该方法的

临床应用价值)

本研究建立的
=A

P

(A;

探针法荧光定量
QRS

检测新型隐

球菌基因组
340

$具有良好的敏感性*特异性*重复性$可早期

准确地诊断隐球菌性脑膜炎$为临床诊断和治疗提供重要的

依据)
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6a

与
((Q5"

的表达及癌症预后紧密相关)

((Q5"

导致肿

瘤的原因$可能是
((Q5"

启动子第
"9$<

位点基础序列是
!h5

a058h

$如果插入鸟嘌呤形成
!h5aa058h

$其是转录因子
,@1

的

结合位点$两者结合使得
((Q5"

转录水平增高$促进肿瘤

形成)

本研究存在
6

个局限性!#

"

%语言限制$只纳入了东亚地区

人群而未纳入全球其他地区人群$相关文献较少)#

6

%未考虑

影响因素$包括病例组和对照组的年龄分布*体质量*饮食习惯

等)因此本组尽管不能证实
((Q5"5"9$<L

J

"a

"

6a

多态性与

宫颈癌易感性有关$但也不能排除两者之间不存在相关性)

((Q5<

又称基质溶解因子$是
((Q

家族里相对分子质

量最小的蛋白酶$有广泛的底物特异性$能降解弹性蛋白*蛋白

多糖*纤连蛋白*

)

型胶原'

"!5"9

(

)

((Q5<

过表达与上皮恶性肿

瘤细胞有关)高表达的
((Q5<5"̂"a

等位基因可以改变细胞

表面信号$包括细胞增殖*侵袭*凋亡过程$导致拥有高表达

((Q5<5"̂"a

的个体更易恶性转变'

"<

(

)

c21B

等'

"̂

(研究表

明$印度人
aa

基因型胃癌发病风险是
00

基因型的
"7#

倍)

本研究结果显示$宫颈癌
0

等位基因是保护性因子而
a

是危

险因子)

综上所述$

((Q5<5"̂"L

J

0

"

a

启动子基因多态性与宫颈

癌易感性有关$

0

等位基因是保护性因子)目前的文献尚不能

证实
((Q5"5"9$<L

J

"a

"

6a

与宫颈癌易感性的相关性)
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