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探讨利用环介导恒温扩增技术"
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$建立可以准确快速检测嗜肺军团菌的方法%方法
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选取嗜肺军团菌&

金黄色葡萄球菌&铜绿假单胞杆菌&大肠埃希氏菌&阪崎肠杆菌&单核细胞增生李斯特氏菌&鼠伤寒沙门氏菌&福氏志贺氏菌&副溶

血性弧菌菌株!根据嗜肺军团菌毒力
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基因的
&

个特殊区域!使用
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软件设计
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引物"
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$!提取病原菌基因组
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进行
S1!0

!评价其特异性&最低检测限和稳定性%结果
!

筛选出
/"

(

$*

引物在测定嗜肺军团

菌的
S1!0

反应体系中扩增约
+-/"<

出峰且峰值较高#非嗜肺军团菌菌株没有扩增反应#

S1!0

检测限可达
+--I

H
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S

#
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引物在
+-

次重复检测中几乎同时出峰!稳定性良好%结论
!

建立的
S1!0

检测方法具有特异性强&稳定性高特点!能快速&准确

检测出嗜肺军团菌!具有较大的推广及应用前景%

关键词"嗜肺军团菌#
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荧光环介导恒温扩增#
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快速检测方法
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嗜肺军团菌是引起军团病的病原菌#是一种常见的呼吸道

致病菌)不同个体感染嗜肺军团菌后表现出的临床症状轻重

不一#该菌可引起以肺部为主的全身性感染#也可并发重症肺

炎'

+

(

)目前#针对嗜肺军团菌的检测方法主要是传统培养法和

分子生物学检测法)传统培养法操作繁琐#培养周期长$需要

?

$

+-F

&

'

%

(

%分子生物学检测法主要是提取
Y21

后进行聚合

酶链式反应$

03#

&凝胶电泳分析#或对标中提取的
Y21

直接

采用
03#

法进行检测)这些常见的检测细菌的分子生物学方

法比较成熟#但其对操作人员和实验室有一定的要求#难以在

基层普及和推广'

*

(

)环介导恒温扩增技术$

S1!0

&具有特异

性强*灵敏度高*检测成本低和操作步骤简单的特点#已经被广

泛应用于细菌*真菌*病毒*寄生虫等多种病原体的快速检

测'

=

(

)本研究采用实时荧光
03#

仪开发一种实时荧光
S1!0

技术对嗜肺军团菌的特异基因片段进行扩增#以期建立一种嗜

肺军团菌的快速检测方法)

A

!

材料与方法

A,A

!

菌株来源
!

嗜肺军团菌菌株获赠于广州市微生物研究

所#金黄色葡萄球菌*铜绿假单胞杆菌*大肠埃希氏菌*阪崎肠

杆菌*单核细胞增生李斯特氏菌由广州医科大学附属第三医院

微生物实验室分离和鉴定#鼠伤寒沙门氏菌*福氏志贺氏菌*副

溶血性弧菌菌株购自广州双螺旋基因技术公司)

A,B

!

仪器与试剂
!

ebY$V+

恒温实时荧光
03#

检测仪*细菌

基因组核酸提取试剂盒购自广州双螺旋基因技术有限公司#

TQ6Ua%3@/

(

BE:

全自动细菌鉴定仪购自法国梅里埃公司)

P9:Y21

聚合酶*
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(
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缓冲液购自美国
2UP

公司#

脱氧核糖核苷三磷酸购自大连宝生物工程公司#甜菜碱*密封

液购自美国
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方法
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靶基因的选取与引物设计合成方法
!

选取巨噬细胞感

染增强因子$

/"

(

&基因为嗜肺军团菌的特异基因#在
23PQ

网

站中查找所挑选的基因序列#并对查到的各基因序列进行比

对)采用
S1!0

引物设计软件
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设

计
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套引物#由上海生工生物工程有限公司合成)见表
+

$

*
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引物的筛选及反应体系优化方法
!
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*

+
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套引物均按
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"
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$内引物&!
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"
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$外引物&!
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"
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$环引物&的

比例配制成引物混合液#然后取
+

"

S

混合液进行恒温扩增反

应)
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"

S

反应体系为!引物
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"

S

#

%i

反应液
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"

S

#

P9:

聚合酶
O5

#
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#待检标本
%

"
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#超纯水补足至
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)采用嗜肺军团菌
Y21

$
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&作为阳性对照#

非嗜肺军团菌
Y21

$

+-

?

E@

(

"89

"

/S

&作为阴性对照#以阴阳性

符合率作为初步的筛选依据)反应过程在恒温荧光检测仪中

进行$

&*\

*

=)/"<

&)反应结束后#选择出峰较早*扩增效率

较高且无非特异扩增的引物作为最佳引物进行后续试验)

表
+
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嗜肺军团菌
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(

$+

引物

名称 序列$

*4

$

)4

& 长度$

'

(

&

]* X3X66X66X6166X3311X +.

P* 331616X311X1336X1XX +.

]Q0

$

]+Eg]%

&

3XX613316311631X13X13316XX6X66111333XX1111 =%

PQ0

$

P+EgP%

&

X3113X66331XX66631311X66633311X66X16331X3 =+

S@@

(

] 1663X131X6X136X61633X %+

S@@

(

P 3336XX16XX131X11X3 +O
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嗜肺军团菌
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(
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引物

名称 序列$

*4

$

)4

& 长度$

'

(

&

]* X11X16X11166XX6X136X3 %+

P* 13X6366631666X36X663 %-

]Q0

$

]+Eg]%

&

63XX3133116X361611X13116X631131X3116XX36 =-

PQ0

$

P+EgP%

&

6X6611633XX11X3116XX36XX66111X331166X1X3X =+

S@@

(

] 36116X16X6XX3163XX66X %+

S@@

(

P 6X311X13X3616X1X6XX +.
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嗜肺军团菌
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(
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引物

名称 序列$

*4

$

)4

& 长度$

'

(

&

]* X66X66X6166X3311X6XX %-

P* 66631666XXX331161XX6 %-

]Q0

$

]+Eg]%

&

13X66X36XX3661331X661X63136X63X11616136XX6 =%
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$

P+EgP%

&
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S@@

(
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S@@

(

P 1X36XX16311366XXX1116 %+
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特异性试验方法
!

分别提取嗜肺军团及其他常见病原

菌$金黄色葡萄球菌*鼠伤寒沙门氏菌*阪崎肠杆菌*单核细胞

增生李斯特氏菌*福氏志贺氏菌*大肠埃希氏菌*副溶血性弧菌

和铜绿假单胞杆菌&的基因组
Y21

#按照设计的反应条件进行

扩增#对数据进行分析#评价引物的特异性)

A,C,D

!

敏感性试验方法
!

测量提取的基因组
Y21

浓度#将

浓度为
+<

H

"

"

S

的嗜肺军团菌基因组
Y21

进行
+-

倍梯度稀

释$

+--

*

+-

*

+

(H

"

"

S

和
+--I

H

"

"

S

&后作为模板#加入
S1!0

反

应体系中反应#观察其扩增曲线#最后确认引物最低检测限)

A,C,E

!

重复性试验方法
!

用最佳引物检测浓度为
+<

H

"

"

S

的

嗜肺军团菌基因组
Y21

#重 复 检 测
+-

次#并 与 浓 度 为

+-<

H

"

"

S

的嗜肺军团菌基因组
Y21

的检测结果进行比对)

B

!

结
!!

果

B,A

!

引物设计结果
!

S1!0

引物包括特异结合靶序列上的
&

个特异区域的
%

个外引物和
%

个内引物)内引物
]Q0

包含

]+E

$与
]C

区域互补&和
]%

序列#内引物
PQ0

包含
P+E

$与
P+

区域互补&和
P%

序列#外引物为
]*

和
P*

序列)本研究在内

外引物的基础上引入环引物#缩短了反应时间#提高了灵敏度)

见图
+

)

图
+
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S1!0

引物的组成及对应区域

B,B

!

引物筛选结果
!

*

套引物阴性对照均没有出现扩增#

/"

(

$+

引物在
=-/"<

内没有出峰#

/"

(

$%

和
/"

(

$*

引物在反应

开始后
+-

$

+)/"<

出峰)

/"

(

$*

比
/"

(

$%

出峰时间早#约在反

应开始后
+-/"<

出峰#且峰值较高#因此选出
/"

(

$*

为最佳

引物)

B,C

!

特异性试验结果
!

金黄色葡萄球菌*鼠伤寒沙门氏菌*阪

崎肠杆菌*单核细胞增生李斯特氏菌*福氏志贺氏菌*大肠埃希

氏菌*副溶血性弧菌和铜绿假单胞杆等其他病原菌均未出现扩

增现象#只有嗜肺军团菌发生特异性扩增)

B,D

!

敏感性试验
!

试验结果显示浓度为
+--I

H

"

"

S

的嗜肺军

团菌基因组
Y21

在反应
**/"<

左右出峰#反应结束后有/

V
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+
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型扩增曲线#此浓度为
/"

(

$*

最低检测限)

B,E

!

重复性试验结果
!

/"

(

$*

引物在
+-

次重复检测中几乎

同时出峰#多条扩增曲线重叠#可见稳定性良好)

C

!

讨
!!

论

!!

嗜肺军团菌属于胞内寄生菌#培养鉴定周期长#对大多数

抗菌药物耐药#人群普遍易感染#是医院感染的重要病原菌之

一#其临床表现可为轻重不等的感染症状)因此探讨快速检测

嗜肺军团菌对临床诊断和治疗具有重要意义)近年来
S1!0

技术被广泛地运用于分子诊断技术领域中#其特点是!设备简

单*特异性强*灵敏度高*操作简便*反应快等'

)

(

)目前国内学

者研究的
S1!0

检测方法主要有肉眼观察法和添加荧光染料

法)肉眼观察法主要通过肉眼观察反应浊度的变化#但存在弱

阳性结果难以判断的缺点%而添加荧光染料法的主要缺点是反

应结束后的开盖会导致产物的气溶胶污染'

?

(

)

本研究基于
S1!0

的基本原理#利用
P9:Y21

聚合酶和

针对靶序列设计的两对特殊的内*外引物#特异性识别靶序列

上的
&

个独立区域#启动循环链置换反应)在恒温实时荧光反

应中#内引物杂交在目标
Y21

区#启动互补链合成#再通过外

引物在同一链上互补序列)这样周而复始形成有很多环的花

椰菜结构的茎
$

环
Y21

混合物#从而实现对目的基因快速检

测'

?

(

)本研究建立的
S1!0

方法的主要优点是!$

+

&本研究根

据嗜肺军团菌
/"

(

毒力基因靶序列上的
&

个独立区域设计设

计了
&

条引物#能特异性识别嗜肺军团菌
/"

(

基因#加入环引

物缩短反应时间'

O

(

#在
&*\

的
S1!0

反应体系中恒温反应
+-

/"<

左右便可以出峰#与传统
03#

方法相比反应时间大大缩

短%$

%

&特异性引物能找出标本中相对应的基因序列进行识别

扩增#且在反应结束时可根据有或无/

V

0型扩增曲线则判定为

阳性或阴性#试验具有高度的特异性和较强的直观性%$

*

&试验

选取的嗜肺军团菌和
O

种其他病原菌的
Y21

在
S1!0

体系

中同步扩增#仅有嗜肺军团菌出现阳性结果#试验具有良好的

特异性%$

=

&

S1!0

检测限可达
+--I

H

"

"

S

#试验具有较高灵敏

性%$

)

&稳定性试验中
+-

条反应曲线几乎同时出峰且反应曲线

重叠#试验具有良好的稳定性%$

&

&加入新型荧光染料
Vb6W$.

进行实时荧光动态监测能直观反映整个扩增过程的动态变

化'

.

(

%$

?

&

S1!0

检测方法不需要预先进行双链
Y21

的变性#

不需要热循环仪器'

+-

(

)总之#本研究建立的
S1!0

检测方法

创新性强#引物设计独特#出峰时间早#反应时间缩短#可直观

判断#无需开盖#避免了在扩增后开盖导致的气溶胶污染)本

研究不足之处主要是!$

+

&

Y21

提取过程仍需特别注意污染#

需在生物安全柜中操作#使用滤芯吸嘴等避免污染%$

%

&本试验

只是定性检测#下一步将设计标准曲线尝试用于定量检测%$

*

&

用于试验的标本量比较少#下一步需要对临床标本进行验证)

综上所述#

S1!0

方法具有反应速度快*特异性强*灵敏

度高*方便快捷*能够直观地观察试验结果等优点#可为检测嗜

肺军团菌提供一种新的快速检测方法#有望成为临床的常规检

测方法)
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