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建立环介导等温扩增"
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%快速检测
;

族链球菌"
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%的方法并探讨此方法在临床诊

断中的应用价值&方法
"

培养
\;'

!提取病原体
%FA

!设计
\;'!,'$"&'8JFA

基因间隔区
1A2?

引物!优

化并建立
1A2?

检测
\;'

的方法&分析
1A2?

法检测
\;'%FA

灵敏度!并与聚合酶链反应"

?EJ

%法进行

对比&分析
1A2?

法检测
\;'%FA

的特异度&结果
"

1A2?

法可在
!N

内实现
\;'%FA

的可视化检测!

检测限为
"-Q

O

!灵敏度高于
?EJ

法"

"--Q

O

%&

1A2?

法检测
#-

例经
?EJ

法确诊的
\;'

感染的临床样本!结

果均为阳性!凝固酶阴性葡萄球菌(大肠埃希菌(淋病奈瑟菌(白色念珠菌的检测结果均为阴性&结论
"

1A2?

检测
\;'

快速(简便(灵敏高且特异度强!检测不需任何设备!借助荧光笔肉眼直接判读!有望成为社区及基层

医院广泛开展的新方法&
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族链球菌$

\;'

%为

人类的致病菌以来'经过几十年的研究'发现
\;'

可

引起新生儿败血症*肺炎*脑膜炎'甚至死亡&感染后

存活的新生儿'还有可能有严重的神经系统后遗症'

包括脑积水*智力障碍*小头畸形*耳聋等(

"

)

&同时'

\;'

还可引起孕妇感染'引起早产*胎儿发育不良$低

体质量儿%*胎膜早破及晚期流产(

&$#

)

&目前
\;'

已被

认为是围产期严重感染性疾病的主要病原菌&

\;'

从直肠或者阴道黏膜部位可上行进入子宫引起胎儿

的宫内感染+在分娩的过程中'新生儿经过母体
\;'

污染的产道'而获得感染&细菌可入侵新生儿血液引

起肺炎*败血症*脑膜炎等严重侵袭性感染&具有发

#
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病率*病死率*致残率都高的特点(

,$@

)

'严重危害妊娠

妇女及新生儿的健康&

检测
\;'

有助于临床对上述疾病的诊断和治

疗&目前传统的培养法是诊断
\;'

感染的-金标

准.'然而此法耗时长'

I+N

以上
\;'

培养难度高'灵

敏度低&免疫学检测方法操作简单'但需培养后进

行'时间长'灵敏度低&微生物自动分析鉴定系统具

有全面*自动化的特点'但检测时间长'成本高'设备

昂贵&荧光
?EJ

法检测
\;'

具有灵敏度高'特异度

好的特点'已成为临床快速诊断的重要手段&但
?EJ

技术需依赖特定设备和仪器'需要专门的人员进行操

作'无法在基层的实验室广泛开展&因此'目前亟须

建立操作简单*快速*灵敏度高*特异性强且适用于基

层单位广泛开展的
\;'

检测方法&环介导等温扩增

$

1A2?

%是一种不同于常规聚合酶链反应$

?EJ

%的

体外核酸基因扩增新技术&

1A2?

主要利用两对或

三对特异性引物和具有链置换活性的
;67%FA

聚合

酶'在恒温条件下的连续快速扩增&此技术可以在
!

N

内扩增出
!-

@

&

!-

!-倍靶序列拷贝'具有更高的灵敏

度*特异性和扩增效率(

!-

)

&目前
1A2?

已应用于肿

瘤基因检测(

!!$!"

)

*结核分枝杆菌(

!&

)及病毒(

!I

)的快速

检测&本研究拟建立环介导等温扩增快速检测
\;'

的方法并探讨此法在临床应用中的价值&

E

"

材料与方法

E*E

"

材料
"

1//

P

=.

P

0

%FA

扩增试剂盒和
1A2?

法荧光检测试剂盒购于日本荣研公司&临床分离
!

株
\;'

和凝固酶阴性葡萄球菌*大肠埃希菌*淋病奈

瑟菌*白色念珠菌各
!

株&

E*F

"

方法

E*F*E

"

\;'

培养
"

临床分离菌株
\;'

在
3(;\;'

选择性培养基上培养&

E*F*F

"

引物设计
"

采用
?8B.58V>

P

0/858Z586B/9#

软件'根据
\;'!,'$"&'8JFA

基因间隔区基因设计

1A2?

引物$

\59;=9W

!

%c"-I##"*!

%'委托上海生工

生物工程有限公司合成&引物序列如表
!

所示&

表
!

""

\;'!,'$"&'8JFA

基因间隔区

"""

1A2?

引物
%FA

序列

引物 序列$

#j

&
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% 片段大小$
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%
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E*F*G

"

%FA

提取
"

将生殖道拭子样本转移到
!*#

.1

离心管$

! .1

保存液%'

&----8

"

.B9

离心
!#

.B9

'弃上清'根据
A00?85

P

0

%FA 2B9B B̂7

试剂盒

$美国天根公司%说明书进行
%FA

提取&

E*F*H

"

1A2?

反应
"

使用去离子双蒸水溶解引物至

如下工作浓度!

C&

$

#

"

./0

"

1

%'

;&

$

#

"

./0

"

1

%'

CD?

$

I-

"

./0

"

1

%'

;D?

$

I-

"

./0

"

1

%&反应体系
"#

"

1

!

"̀

反应缓冲液$

J2

%'

!"*#

"

1

+

C&

*

;&

*

CD?

*

;D?

各
!

"

1

+

;67%FA

聚合酶
!

"

1

+钙黄绿素$

C%

%

!

"

1

'去离

子水
I*#

"

1

'

%FA"

"

1

&使用浊度基因检测仪
1A$

#--

进行实时检测 $

,&_

'

!N

%&在紫外荧光笔的照

射下'根据反应试管是否有可视化绿色荧光判断阳性

结果&

E*F*I

"

1A2?

产物琼脂糖凝胶电泳
"

取
#

"

1

1A2?

产物与
"

"

11/=LB9

O

;KQQ58

混合'加入电泳

胶加样孔&依次加完所有
1A2?

产物后'接着新的

加样孔内加入标志物'盖上电泳槽的上盖'电压调至

恒压
!!-Z

&

&-.B9

后即可上凝胶电泳成像仪'观察

电泳结果&

E*F*J

"

?EJ

反应
"

\;'!,'$"&'8JFA%FA

检测

的引物序列为!前引物
C"

!

#j$E33 A\E3EA \E3

\\\A\A$&j

+后引物
;"

!

#j$E\3 333E\\ 333

A3333E33\33$&j

&

" "

使 用
?JD'2 @H--

基因 扩增 仪'降 落
?EJ

$

7/K<NL/U9?EJ

%进行条件优化!

@I_

预变性
".B9

+

!-

次循环!

@I_!#6

'

@I

&

,"_&-6

$每
!

次循环降

低
!_

%&进一步
?EJ

反应'

&-

次循环!

@"_!#6

'

,"_&-6

'

H"_&-6

&

E*F*K

"

1A2?

灵敏度分析
"

\;'

基因组
%FA

稀释

到
"-9

O

"

"

1

'

F=9/%8/

P

!---

微量紫外可见分光光度

计$美国
3N58./'<B597BQB<

公司%'配置
"̀ !-

,

Q

O

'

"̀

!-

I

Q

O

'

"̀ !-

"

Q

O

'

"̀ !-Q

O

'和
"Q

O

的
\;'%FA

为标

准品&分别采用
1A2?

和
?EJ

法检测上述标准品'

以评估
1A2?

法的灵敏度&

E*F*U

"

特异度分析
"

采用
A00?85

P

0

%FA 2B9B B̂7

试剂盒提取淋病奈瑟菌'凝固酶阴性葡萄球菌'白色

念珠菌及大肠埃希菌'

#-

例经临床确诊为
\;'

$

?EJ

法检测%的女性尿道分泌物拭子
%FA

&每份
%FA

样

本稀释到
!-9

O

"

"

1

'取
"

"

1

进行
1A2?

反应&

F

"

结
""

果

F*E

"

1A2?

检测
2

O

的灵敏度分析
"

以系列稀释的

\;'%FA

标准品为检测模板进行
1A2?

反应'

1A2?

反应产物琼脂糖凝胶电泳结果及相应的可视

化检测结果见图
!

&

!

&

#

分别为
"`!-

,

Q

O

'

"`!-

I

Q

O

'

"̀ !-

"

Q

O

'

"-Q

O

'和
"Q

O

\;'%FA1A2?

反应结

果&采用
?EJ

法检测
\;'%FA

标准品'检出限为

"--Q

O

'见图
"

&

F*F

"

1A2?

检测
\;'

的特异性分析
"

1A2?

法检

测
#-

例
\;'

感染的的女性尿道分泌物拭子样本结果

均为阳性'淋病奈瑟菌'凝固酶阴性葡萄球菌'白色念

珠菌及大肠埃希菌
%FA

的
1A2?

反应均为阴性&

图
&A

为
\;'

'淋病奈瑟菌'凝固酶阴性葡萄球菌'白

#

H,&"

#
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色念珠菌及大肠埃希菌
%FA

的
1A2?

反的
1A2?

反应结果'图
&;

分别为上述病原体
%FA1A2?

产

物的琼脂糖凝胶电泳结果&

""

注!

\;'%FA!

&

#

样本浓度分别为
"̀ !-

,

Q

O

*

"`!-

I

Q

O

*

"`!-

"

Q

O

*

"-Q

O

*

"Q

O

+

2

为
!---:

P

标志物

图
!

""

琼脂糖凝胶电泳分析
\;'%FA1A2?

产物

""

注!

\;'%FA!

&

#

样本浓度分别为
"̀ !-

,

Q

O

*

"`!-

I

Q

O

*

"`!-

"

Q

O

*

"-Q

O

*

"Q

O

+

2

为
!---:

P

标志物

图
"

""

琼脂糖凝胶电泳分析生殖支原体
%FA?EJ

产物

""

注!

A

为
%FA1A2?

检测结果+

;!

&

#

分别为琼脂糖凝胶电泳检

测
\;'

*淋病奈瑟菌*凝固酶阴性葡萄球菌*白色念珠菌及大肠埃希菌

%FA1A2?

产物

图
&

""

1A2?

检测
\;'

的特异性分析

G

"

讨
""

论

""

1A2?

技术利用两对或三对特殊设计的引物和

具有链置换活性的
;67%FA

聚合酶'在恒温条件下

快速实现基因扩增&此技术与传统的
?EJ

相比较具

有更高的灵敏度和扩增效率&本研究建立
1A2?

检

测
\;'

的方法'快速*方便且不需特殊检测设备'可

检测到
"-Q

O

的
2

O

%FA

'检测灵敏度高于传统的

?EJ

技术$

"--Q

O

%'与以往研究报道一致(

!&

)

&本研究

建立的方法检测了
#-

例经确诊的
\;'

感染的临床样

本'结果均为
\;'%FA1A2?

反应阳性'对淋病奈

瑟菌'凝固酶阴性葡萄球菌'白色念珠菌及大肠埃希

菌的检测结果均为阴性'显示此方法具有高特异度&

目前国外对于孕妇是否进行抗菌药物预防一般

采用两种评估策略!基于风险评定的策略和基于
\;'

筛检的策略&通过对比两种不同策略实施效果达成

共识!采用对
\;'

进行常规筛检策略比通过风险评

定策略更能有效的降低婴儿早期侵入性感染的发生

率&目前亟须建立适用于基层单位广泛开展的
\;'

检测方法&本研究选择钙黄绿素作为荧光指示剂'反

应前加入
1A2?

反应体系'一步反应后无需开盖'

!N

内可直接裸眼准确判断反应结果&
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方法快速*简便'灵敏度高'特异度强且结

果检测不需任何设备'可裸眼直接判断'可望成为社

区及基层医院广泛开展
\;'

检测的新方法&
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