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续研究多重荧光探针技术检测不同血清型
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奠定基础'方法
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根据不同血清型荚膜多糖"
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设计引物和探针!用实时荧光定量
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序列!建立不同血清型的
b#W

分型方法!从灵敏度(特异度及

临床分离株检测等方面对该方法进行评价!并与胶乳凝集试验结果比较'结果
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同一血清型
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的
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对数浓度与循环阈值"
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的
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荧光探针技术检测结果与胶乳凝集试验结果一致'结论
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荧光探

针技术是一种简单(快速(具有较高灵敏度和特异度的检测
b#W

血清型的方法!对临床分离株的分型优于乳胶
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群链球菌$

b#W

%为条件致病菌(又名无乳链球

菌(常寄生于女性阴道和直肠(是围产期母婴感染的

主要病原菌之一(可导致新生儿肺炎+脑膜炎+败血症

等(严重者可危及生命)

$".

*

'

b#W

包含多种致病因子(

其中荚膜多糖$

VaW

%为关键致病因子之一'根据
VaW

差异(可将
b#W

分为
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种血清型(包括
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型)
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*

'血清学分型与
b#W

致病性+疫苗有效性(以

及流行病学研究均具有重要意义)
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'传统的血清型

#

+.3

#

国际检验医学杂志
%($+

年
%

月第
.0

卷第
3

期
"

-8<PQDGNB>

!

OBG:@D:

J

%($+

!

R;?&.0

!

S;&3

!

基金项目"深圳市知识创新计划项目$

PVTP%($4(3(.$(44$.'03

%'

""

作者简介"江凡(男(副主任技师(主要从事免疫学及检验方法学研究'

"

#

"

通信作者(

U"AD6?

!

#)OTPT

"

$'.&F;A

'

""

本文引用格式"江凡(王飞玲(刘小月(等
&*D

c

ND8

荧光探针技术检测不同血清型
#

群链球菌的方法建立及评价)

P

*

&

国际检验医学杂志(

%($+

(

.0

$

3

%!

3.+"33%&



分型方法主要是免疫学方法(其中胶乳凝集试验被认

为是
b#W

血清分型的/金标准0

)

'

*

'免疫学检测方法

灵敏度低(大批量标本检测成本高'目前分子分型的

方法多涉及两种不同技术(如聚合酶链反应$

aV9

%和

测序(

aV9

和杂交(

aV9

和酶切等(操作较为复杂(技

术上也要求较高)
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探针技术具有高特异

度+高灵敏度(还可以完全闭管操作等特点)

0
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(本研究

用
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探针检测不同血清型的
b#W

(并对该方法

进行综合评价(为下一步研究多重荧光探针检测不同

血清型
b#W

奠定基础'

B
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材料与方法

B&B
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菌株来源
"
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种血清型的
b#W

标准菌株(均购

于美国典型菌种保藏中心(本实验室临床标本分离的

b#W%0

株'
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"

仪器与试剂
"

哥伦比亚血平板$法国梅里埃公

司%+

b#W

胶乳凝集试剂盒$丹麦哥本哈根血清研究

所%+细胞
eS)

提取试剂盒$北京天根公司%+
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"$((

全自动细菌鉴定仪$美国
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公司%+

N)Q"
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JI

B:

质谱仪$德国布鲁克公司%+
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通用

aV9

扩增预混试剂$美国
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公司%+核酸蛋白分析

仪$美国伯乐公司%+

)#-/4((aV9

仪$美国
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公司%'
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菌株鉴定
"
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种血清型的
b#W

标准菌株和
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株临床菌株均转种于哥伦比亚血平板上(
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培养
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'参照
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胶乳凝集试剂盒的操作程序(对

标准菌株进行血清学验证'用
a=;B86[
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细菌鉴

定仪和
N)Qe-#6;<
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B:

质谱仪对临床菌株进行初步

鉴定'

B&E

"

细菌
eS)

提取
"

根据天根细菌
eS)

提取试

剂盒的操作步骤(提取标准菌株
eS)

(同时提取
$&.

步骤中鉴定结果为
b#W

的临床菌株的
eS)

(外送生

工$上海%公司进行测序分析'用核酸蛋白分析仪将

所有菌株的
eS)

质量浓度调整为
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(保存于
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备用'

B&F

"

引物和探针合成
"

根据
bB8#D8M

数据库里检索

到
$(

种血清型的
b#W

标准菌株的序列结果(用
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:6AB:4&(

软件设计不同血清型
b#W

的
VaW

引物(用

#BDF;8eB76
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软件设计探针'引物和探针由
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公司合成'具体引物和探针分别见表
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不同血清型
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标准菌株
aV9

扩增
"

使用
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仪进行扩增(反应体系为!
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通用
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扩增预混试剂
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(

>>,

%

Z/&3

&

Q

(上游引物+

下游引物+探针各
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%(模板
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'反应条件!
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孵育
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个循环'每株菌株做

.

个重复循环(每次实验均设置阴性对照$

eS)

模板

用
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替代%'阳性结果判断标准为循环阈值
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"

灵敏度检测
"

将
eS)

浓度为
$(8

K

"

&

Q

的标准

菌株(进行
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倍浓度梯度稀释(建立
'

个浓度梯度(

依次为!
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"
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(均按照
$&'

步骤进行扩增(每株

做
.

个重复循环'

B&I

"

特异性检测
"

按照
$&'

的反应体系(加入
$

种

血清型对应的引物和探针(分别加入
$(

种不同血清

型的
eS)

模板$

$

种血清型的引物和探针对应
$(

组

实验%(每组做
.

个重复循环'
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血清学分型的荧光探针

探针 序列$
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"

临床分离株的检测
"

采用胶乳凝集实验(对
$&3

步骤中测序为
b#W

的临床标本进行血清学分型'之

后用
$&'

步骤中的方法对所有临床菌株进行
aV9

扩增'

B&BV

"

统计学处理
"

采用
WaWW%(&(

统计软件进行数

据处理及统计分析(乳胶凝集试验与
*D

c

ND8

荧光探

针技术分型结果的比较采用
!

% 检验(以
!

&

(&(4

表

示差异有统计学意义'

C

"

结
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果

C&B

"

临床菌株鉴定结果
"

%0

株临床菌株经
a=;B"

86[

*N

"$((

全自动细菌鉴定和
N)Qe-#6;<

JI

B:

质谱

鉴定均为
b#W

(测序后
%+

株为
b#W

(另
$

株为化脓链

球菌'

C&C

"

标准菌株
aV9

扩增结果
"

$(

株不同血清型标

准菌株(荧光定量
aV9

扩增的
V<

值见表
.

'

$(

株不

同血清型标准菌株的
.

个重复的标准差均小于
(&4

(

V<

值均小于
.(

(即结果均为阳性(
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荧光探针

技术检测结果与标准菌株实际血清型一致'
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标准菌株
aV9

扩增结果#
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血清型
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血清型
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)

$+&0.j(&.+

.

$/&40j(&$(

""

注!

V<

值取
.

组重复实验的平均值

C&D

"

灵敏度
aV9

扩增结果
"

$(

株标准菌株经过一

系列稀释后(对数浓度与
V<

值呈线性关系(且
@

%

%

(&0+

(斜率
N

均为
X.&4

#

X.&(

(所有标准曲线均显

示出良好的线性关系'此外(以
V<

&

.(

作为阳性判

断标准(用
*D

c

ND8

荧光探针技术检测不同血清型

b#W

的下限为
$

IK

'标准曲线见图
$

'

""

注!

D

#5

依次为
-D

+

-G

+

*#.

型标准菌株(对数浓度
%

换算成代表

eS)

浓度为
$((E

K

(依次类推

图
$

""

标准菌株对数浓度与
V<

线性曲线

C&E

"

特异性检测扩增结果
"

$

种血清型探针只能检

测
$

种血清型的
b#W

(而对于其他的血清型的
b#W

(

扩增反应均为阴性'

C&F

"

临床分离株的检测
"

%+

株被测序鉴定为
b#W

(

其中乳胶凝集试验能够准确分型的有
%.

株(这
%.

株

*D

c

ND8

荧光探针技术分型结果完全一致'剩下的
4

#
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株
*D

c

ND8

荧光探针技术也能够分型'具体分型结

果见表
3

'

表
3

""

%+

株临床菌株胶乳凝集试验和
*D

c

ND8

"""

荧光探针分型结果

编号
*D

c

ND8

荧光探针 胶乳凝集试验

$(3$/+

'

D

'

D

$(3%$%

'

D

'

D

$(4('%

'

D

'

D

$(4$+0

'

D X

$('((/

'

D

'

D

$('(.%

'

D

'

D

$(30+%

'

G

'

G

$(4.%3

'

G

'

G

$(43'+

'

G X

$(4$30

* *

$(4$%$

* *

$('$%.

* *

$(3%0+

+ +

$(34$0

+ +

$(4%3.

+ +

$(4.+$

+

X

$('$4$

+ +

$(4$$.

) )

$(4$'0

) )

$('%$/

$ $

$('.4%

$ $

$(3/%'

/ /

$(4.0/

0 0

$('%$3

(

X

$('3+/

( (

$('4.$

( (

$(3%03

. .

$(4+0.

.

X

""

注!标本编号为本实验室的编号(

X

代表未能够分型的结果

D

"

讨
""

论

""

b#W

是引起孕妇围产期感染和导致新生儿败血

症的主要原因)

$

*

(早期筛查并在分娩期预防性地使用

抗菌药物是目前预防新生儿感染的最主要方法)

$(

*

'

预防性地使用抗菌药物(可能会增加耐药菌产生的风

险)

$$

*

'因此(通过其他防御措施来预防围产期
b#W

感染势在必行'作为
b#W

重要致病因子之一的

VaW

(可诱导机体产生中和抗体(目前相关疫苗的研究

正在进行临床试验)

$%

*

'

b#W

的血清型由
VaW

的基因

决定)

4

*

(了解
b#W

血清型分布(对于制定合理的疫苗

政策至关重要)

$.

*

'此外(血清学分型在
b#W

致病性+

流行病学研究方面也具有重要意义'

传统的血清学分型主要依靠免疫学方法(但该方

法可能无法对
VaW

缺乏或低表达的菌株进行分

型)

$3

*

'本研究中(用胶乳凝集试验对
%+

株
b#W

临床

菌株分型(其中有
4

株无法被分型(这可能正是由于

上述原因所致(但具体原因尚需进一步研究'目前分

子分型方法多涉及两种不同的技术(操作复杂且技术

要求较高'

*D

c

ND8

荧光探针技术具有简单+快速+高

效扩增+高特异度和高灵敏度等特点(而且还可以实

现定量分析)

$4

*

'该技术实行完全闭管式操作(既避免

了开盖引起产物污染问题(减少假阳性(还能避免环

境污染)

0

*

'

本研究应用
*D

c

ND8

荧光探针对
$(

种不同血清

型的
b#W

标准菌株进行检测的结果显示(不同血清

型的
V<

值均小于
.(

(结果均为阳性(该技术检测结果

与胶乳凝集试验完全一致(且
.

个重复的标准差均小

于
(&4

(这说明本研究中建立
*D

c

ND8

荧光探针对

b#W

的分型方法切实可靠'

$(

株不同血清型标准菌

株经过一系列
$(

倍稀释后(其对数浓度与
V<

值呈现

线性关系(

@

% 均大于
(&0+

(斜率
N

为
X.&(

#

.&4

(所

有标准曲线均显示出良好的线性关系'从标准曲线

可以看出(若以
V<

&

.(

作为阳性判断标准(用
*D

c

"

ND8

荧光探针技术检测不同血清型
b#W

的下限在
$

IK

左右(这完全可以满足临床标本检测及流行病学研

究的需求'特异度检测结果表明(

$

种血清型的探针

只能检测对应血清型的
b#W

(不同血清型之间互不干

扰'对临床分离株的检测结果表明(当
b#W

存在

VaW

缺失或者低表达等情况时(

*D

c

ND8

荧光探针分

型方法优于作为传统/金标准0的胶乳凝集试验'

综上所述(本研究建立的
*D

c

ND8

荧光探针技术

在检测不同血清型的
b#W

中(具有高特异度和高灵

敏度的特点'本研究中(对临床标本的检测(仍然是

建立在分离培养的基础上(未对临床标本直接检测进

行研究(运用
*D

c

ND8

荧光探针技术对不同来源的临

床标本进行直接检测(可能灵敏度+特异度有所差异'

若要实现使用
*D

c

ND8

荧光探针技术对临床标本直

接检测(还需要设计保守序列的荧光探针对
b#W

进

行鉴定(同时与分型针结合(采用多重荧光探针技术(

才能实现单管不开盖(一次完成对
$(

种
b#W

血清型

的检测'
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