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&&!摘&要"&目的&细菌培养)组织学)免疫学及普通 1';方法等在病原菌的检测方面都存在一定的不足#不

能满足临床的需要#探索快速可靠的败血症和化脓性脑膜炎等细菌性感染疾病诊断的新方法是目前亟待解决的关

键问题* 方法&分析细菌 !#J 4;8E基因序列#在高度保守区自行设计通用引物和探针#以及革兰阳性和阴性分型

探针#对 !$ 种标准菌株)$Q 种临床培养分离株)乙型肝炎病毒)新型隐球菌及白色念珠菌)人基因组98E等进行了

荧光定量检测# 分析三种探针检测结果的相关性* 结果&细菌 !#J 4;8E基因荧光定量1';具有较好的敏感性和

特异性#最低能检测到 !" 个拷贝的 !#J 4;8E基因#即相当于 $ 个细菌#与病毒)真菌及人基因组98E等无交叉阳

性反应$!$ 种标准菌株)$Q 种临床培养分离株均进行三种探针的荧光定量检测&通用探针均为阳性#!% 株革兰阳性

菌株通过革兰阳性探针%F

g

14,S.探针'检测为阳性#!A 株革兰阴性菌株通过革兰阴性探针%F

`

14,S.探针'检测

为阳性#反之均为阴性#吻合率 !""\* 结论& 建立了用通用引物和分型双荧光探针的细菌荧光定量1';定量)分

型方法* 其检测方便#快速)敏感性和特异性高#符合率好#同时进行定量和分型#在病原菌检测方面具有推广及应

用价值* !中国当代儿科杂志#>??@#A?$B%&ZN> CZNB"

!关&键&词"&通用探针$革兰阳性探针$革兰阴性探针$荧光定量$细菌

!中图分类号"&;QA&&!文献标识码"&E&&!文章编号"&!""% %̀%Q"%$""%'"# "̀AQ$ "̀U
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?-43)*?7R(.4.?@6-?,L!#J 4;8EC.*.2.-.:-.2 S>-(.F43/H

04,S.T.4.0,?)-)<.-,-(.!A F

`
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&&败血症是一种严重的全身感染性疾病#常危及

患儿生命#早期诊断非常重要* 细菌培养)组织学)

免疫学方法虽广泛应用于病原菌的检测#但都存在

一定的不足!!#$"

* 近年来#聚合酶链反应%1';'广

泛应用于临床诊断#使得临床细菌感染快速)准确诊

断成为可能 !! lQ"

* 运用细菌 !#J 4;8E基因保守区

设计引物#进行普通1';的扩增#通过电泳)限制性

酶切)反相杂交等分析扩增产物的方法!]#U"

#都由于

存在操作繁琐#不能实时荧光定量#没有很好的防止

污染方法等问题#从而未能很好地运用于临床的检

($QA(
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测* 我们在细菌 !#J 4;8E基因保守区内自行设计一

对通用引物和三条探针#分别为通用荧光探针)革兰

阳性探针和革兰阴性探针#建立了实时荧光定量1';

细菌定量和分型的新方法#对 !" 种标准菌属的 !$ 个

标准菌株#以及 !A种临床培养菌属的 $Q 个临床培养

菌株#分别进行了通用探针)革兰阳性探针和革兰阴

性探针的荧光定量1';检测#现将结果报告如下*

AJ材料与方法

A7AJ材料

!7!7!&标准菌株&&选择临床引起败血症和化脓

性脑膜炎%化脑'的常见细菌 !" 种菌属 !$ 个菌株#

其中革兰阳性菌株为 # 株#革兰阴性菌株为 # 株%表

!'* 标准菌株由军事医学科学院微生物)流行病学

研究室提供*

!7!7$&临床培养菌株&&选择临床常见细菌 !A 种

菌属 $Q 个菌株#其中革兰阳性菌株为 !$ 株#革兰阴

性菌株为 !! 株%表 $'* 临床培养菌株由浙江省儿

童医院细菌室及感染实验室提供*

表 AJ各标准菌株名称及检测结果

菌属 菌种
_*14,S.

%-

O

m:'

F

g

14,S.

%-

O

m:'

F

`

14,S.

%-

O

m:'

革兰阳性菌

&葡萄球菌属 金黄色葡萄球菌 !A7$% m"7$] !#7aA m"7]U ]"7"" m"

表皮葡萄球菌 $"7]Q m"7U% $!7"# m"7!a ]"7"" m"

溶血葡萄球菌 !a7#$ m"7A% $"7!A m"7aA ]"7"" m"

&链球菌属 肺炎链球菌 $$7!U m"7#] $!7%A m"7]U ]"7"" m"

&芽胞杆菌属 枯草杆菌 !U7a% m"7Q] !#7$% m!7"% ]"7"" m"

&微球菌属 藤黄微球菌 !%7$# m"7%A !a7!U m"7#A ]"7"" m"

革兰阴性菌

&埃希菌属 大肠埃希菌 !]7$] m"7$a ]"7"" m" !]7a$ m"7!%

&克雷伯菌属 肺炎克雷伯氏菌 !A7%U m"7QA ]"7"" m" !A7]% m"7U%

&肠杆菌属 产气肠杆菌 !]7aU m"7%A ]"7"" m" !#7!$ m"7A$

&假单胞菌属 绿脓杆菌 $$7AU m"7]! ]"7"" m" $$7%] m"7A$

&志贺氏菌 鲍氏志贺氏菌 !A7$# m"7Q] ]"7"" m" !#7%A m"7!a

&沙雷菌属 粘质沙雷菌 $!7U% m"7UQ ]"7"" m" $$7]A m"7!A

&&注&-

O

值小于 ]" 为阳性#-

O

值 ]" 为阴性$基本准线值&"7"$

表 >J各临床培养菌株及检测结果

菌属 菌种
_*14,S.

%-

O

m:'

F

g

14,S.

%-

O

m:'

F

`

14,S.

%-

O

m:'

革兰阳性菌

&葡萄球菌属 金黄色葡萄球菌 !U7#% m"7Qa !U7$a m"7#A ]"7"" m"

表皮葡萄球菌 !a7#% m"7]% $"7!a m"7A% ]"7"" m"

溶血葡萄球菌 $"7$% m!7!$ $$7"a m"7]a ]"7"" m"

人葡萄球菌 $Q7A% m"7A# $$7]U m"7aA ]"7"" m"

腐生葡萄球菌 $Q7"a m!7"% $!7]a m"7]# ]"7"" m"

&链球菌属 肺炎链球菌 $"7]$ m"7#A $"7#a m"7%! ]"7"" m"

溶血性链球菌 $Q7"# m"7$# $$7UA m"7#A ]"7"" m"

无乳链球菌 !A7Ua m"7%# !A7$] m"7$% ]"7"" m"

&李斯特菌属 产单核李斯特菌 !]7U% m"7U$ !]7%% g"7]# ]"7"" m"

&棒状杆菌属 类白喉棒状杆菌 !#7$! m"7a$ !A7!" m"7$] ]"7"" m"

&丙酸杆菌属 痤疮丙酸杆菌 !a7$# m"7#A !%7aa m"7$% ]"7"" m"

&分枝杆菌属 结核杆菌 $Q7]A m"7%% $Q7!# m"7$U ]"7"" m"

革兰阴性菌

&埃希菌属 大肠埃希菌 !#7U% m"7]# ]"7"" m" !#7"$ m"7U%

&克雷伯菌属 肺炎克雷伯氏菌 !%7A" m"7]] ]"7"" m" !%7!A m"7U#

&肠杆菌属 阴沟肠杆菌 $$7"# m"7]! ]"7"" m" $$7a% m"7$]

&嗜血杆菌属 流感嗜血杆菌 $U7"% m"7U] ]"7"" m" $]7%# m"7%]

&奈必菌属 脑膜炎球菌 $$7"a m"7$# ]"7"" m" $Q7!A m"7!%

&拟杆菌属 脆弱拟杆菌 !A7$# m"7UQ ]"7"" m" !%7!a m"7Q]

&假单胞菌属 铜绿色假单胞菌 !A7$] m"7AA ]"7"" m" !#7%A m"7U%

&变形杆菌属 普通变形杆菌 !a7U% m!7$Q ]"7"" m" $"7U$ m"7#]

&不动杆菌属 醋酸钙不动杆菌 !%7UA m"7$% ]"7"" m" !%7$a m"7]$

&枸橼酸杆菌属 费劳地枸橼酸杆菌 $!7"% m"7#% ]"7"" m" $"7a] m"7$%

&沙门菌属 鼠伤寒沙门菌 $Q7"# m"7]" ]"7"" m" $$7U% m"7#!

&&注&-

O

值小于 ]" 为阳性#-

O

值 ]" 为阴性$基本准线值&"7"$

(QQA(
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!7!7Q&对照品&&乙型肝炎病毒)新型隐球菌及白

色念珠菌)人基因组98E等均由浙江省儿童医院细

菌室及感染实验室提供*

!7!7]&仪器&&1MUA"" 荧光定量1';仪#购自美

国EBZ公司*

!7!7U&试剂&&R3e 酶)28R1?购自 REYE;E公

司#R3e=3*探针由FM8M'P;M公司合成*

A7>J方法

!7$7!&标准菌株及临床培养菌株的98E提取&&

用无菌棉签分别刮取小量平板上的不同菌株置于各

自的 ! /X无菌水离心管中#各取 U"

!

X菌株液加等

量的抽提裂解液 % !" //,6̂XR4)HI'60I A7##

U //,6̂XM9RE#"7U\J9J#"7$$

!

/膜过滤处理'#

置 !""f煮沸 !" /)*#!$ """ 4̂/)* 离心 U /)*#取

U

!

X上清作为1';模板*

!7$7$&通用引物%通用探针%革兰阳性探针和革兰

阴性探针设计&&从 F.*B3*c 中筛选不同临床细

菌的 !#J 4;8E基因序列#应用 =.CE6)C* 软件分析

其基因序列#寻找不同细菌种属间的保守片段#分析

生物进化树的规律#根据引物和探针的设计原则#在

这些细菌保守区域筛选到一对通用引物和通用探针#

并在该引物的扩增的区域内筛到两条能广泛代表革

兰阳性菌和革兰阴性菌的特异性保守探针%表 Q'

!#"

*

表 NJ引物和探针的寡核苷酸序列

名称 序列%UiHQi' 位置

上游引物 %1#a"V' RFRFREF'FFRFEEERF'F #a"HA"%

下游引物 %1%$a;' 'ER'FRRRE'FF'FRFFE' %$aH%!!

通用探针%_*14,S.' R'REER''RFRRRFER''''E'F %""HAA%

F

g探针%F

g

14,S.'

EFEFERERFFEFFEE'E''E AQ"HA]a

F

`探针%F

`

14,S.'

EFEFER'RFFEFFEERE''F AQ"HA]a

!7$7Q&实时荧光 1';反应体系&&反应体系

U"

!

X#引物和探针浓度分别为 "7]

!

/,6̂X和

"7$

!

/,6̂X# 2ER1# 2FR12'R12RR1浓度各为

$""

!

/,6̂X#=C'6

$

浓度 Q7U //,6̂X#R3e 酶 $7U _#

模板为 U

!

X#1';整个反应液%不包括模板'必须用

"7$$

!

/膜过滤处理!A"

* 荧光定量反应在 EBZ

U A"" 检测仪进行* 1';反应程序为& a]f预变性

Q /)*后#a]f $" ?)#$f #" ?为一个循环#共循环

]" 次*

!7$7]&重组质粒的构建及滴度浓度的稀释&&用

一对外引物 1U$AV%UiH'EF'EF''F'FFREERE'FH

Qi'和 1!!$#;%UiHEFFFRRF'F'R'FRRF'HQi'扩增

标准的 :?+*C.*D$U A$Q 菌株#1';产物为 #"" S0#

回收 1';产物后克隆入 0=9!%HR载体#抽提重组

克隆质粒#用引物 =!Q;对重组的阳性克隆进行测

序#确定构建质粒的准确性* 重组质粒纯化后#于紫

外分光光度计上进行定量#根据重组质粒的碱基长

度计算其分子质量#根据其分子质量计算其浓度#进

而计算出每微升所含的拷贝数#分级 !" 倍稀释从

$ [!"

a至 $ [!"

" 拷贝^

!

X#检测荧光定量 1';的敏

感度*

!7$7U&标准菌株金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌滴

度稀释&&取标准菌株金黄色葡萄球菌%'

R

!A7$%'

和大肠埃希菌%'

R

!]7$]'的抽提模板用无菌双蒸水

分别进行 !"

!̀

)!"

$̀

)!"

Q̀

)!"

]̀

)!"

Ù和 !"

#̀倍 #

个滴度稀释#用通用探针和各自的特异性探针进行

荧光定量1';*

>J结果

>UAJ细菌 AB\&;H7基因荧光定量=!;的特异性

与敏感性

对 !$ 种标准菌株)$Q 种临床培养分离株进行

了荧光定量1';的检测#通用探针检测结果均为阳

性$其中 !% 株革兰阳性菌通过F

g

14,S.探针检测结

果均为阳性#而用 F

`

14,S.探针检测均为阴性$!A

株革兰阴性菌通过F

`

14,S.探针检测均为阳性#而

用F

g

14,S.探针检测均为阴性%表 !#$'* 病毒)真

菌及人基因组 98E等均无阳性扩增曲线* 用重组

质粒滴度稀释#可以检测到 !" 个拷贝的量#即相当

于 $ 个细菌量#其'

R

值%-(4.?(,62 :>:6.#每个反应管

内的荧光信号达到设定的域值时所经历的循环数'

为 Q%7$*

>U>J三种探针检测标准菌株和临床培养菌株的相

关性及分型

对上述 QU 株临床上常见的败血症感染菌分别

进行了通用探针)革兰阳性探针和革兰阴性探针的

同时检测#结果通用探针全部为阳性#且 '

R

值均表

现为比较统一的一个范围%!U l$Q'之间%表 !#$'*

在F

g

14,S.探针组中#!% 株革兰阳性菌株均为阳

性#且每个阳性的'

R

值与_*14,S.探针检测对应革

兰阳性菌的'

R

值相当#两者的变异系数'5均小于

!"\%表 ]'$ !A 株革兰阴性菌株通过F

g

14,S.探针

检测均未有阳性的信号* 在 F

`

14,S.探针组中#!A

株革兰阴性菌株均为阳性#且每个阳性 '

R

值与

_*14,S.探针检测对应革兰阴性菌的 '

R

值相当#

两者的变异系数 '5均 k!"\%表 U'$同时用 F

`

14,S.探针检测 !% 株革兰阳性菌株均未有阳性的

信号*

(]QA(
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&&表 TJ #̀=&"4-探针与K

a

=&"4-探针检测革兰阳性菌

!

O

值相关性比较

革兰阳性菌株
_*14,S.

%-

O

'

F

g

14,S.

%-

O

'

标准差

%:'

变异系数

!-T%\'"

金黄色葡萄球菌3

!A7$% !#7aA "7$!a !7$%

表皮葡萄球菌3

$"7]Q $!7"# "7]]U $7!U

溶血葡萄球菌3

!a7#$ $"7!A "7Q%a !7aU

肺炎链球菌3

$$7!U $!7%A "7!a% "7a

枯草杆菌3

!U7a% !#7$% "7$!$ !7Q!

藤黄微球菌3

!%7$# !a7!U "7#$a Q7Q#

金黄色葡萄球菌 !U7#% !U7$a "7$A# !7A%

表皮葡萄球菌 !a7#% $"7!a "7Q# !7%!

溶血葡萄球菌 $"7$% $$7"a !7$% #7"]

人葡萄球菌 $Q7A% $$7]U "7a] ]7"A

腐生葡萄球菌 $Q7"a $!7]a !7!Q! U7"%

肺炎链球菌 $"7]$ $"7#a "7!a "7aQ

溶血性链球菌 $Q7"# $$7UA "7Q]# !7U$

无乳链球菌 !A7Ua !A7$] "7$]A !7]$

产单核李斯特菌 !]7U% !]7%% "7$!$ !7]]

类白喉棒状杆菌 !#7$! !A7! "7#$a Q7A%

痤疮丙酸杆菌 !a7$# !%7aa "7!a! !

结核杆菌 $Q7]A $Q7!# "7$!a "7a]

&&3&为标准菌株

&&表 DJ #̀=&"4-探针与K

C

=&"4-探针检测革兰阴性菌

!

O

值相关性比较

革兰阴性菌株
_*14,S.

%-

O

'

F

`

14,S.

%-

O

'

标准差

%:'

变异系数

!-T%\'"

大肠埃希菌3

!]7$] !]7a$ "7]% Q7Q

肺炎克雷伯氏菌3

!A7%U !A7]% "7$#$ !7]%

产气肠杆菌3

!]7aU !#7!$ "7%$A U7QQ

绿脓杆菌3

$$7AU $$7%] "7"#Q "7$%

鲍氏志贺氏菌3

!A7$# !#7%A "7$A# !7#$

粘质沙雷菌3

$!7U% $$7]A "7#$a $7%#

大肠埃希菌 !#7U% !#7"$ "7Qa# $7]Q

肺炎克雷伯氏菌 !%7A !%7!A "7QA] $7"Q

阴沟肠杆菌 $$7"# $$7a% "7#U $7%a

流感嗜血杆菌 $U7"% $]7%# "7!U# "7#$

脑膜炎球菌 $$7"a $Q7!A "7A#Q Q7QA

脆弱拟杆菌 !A7$# !%7!a "7#U% Q7A!

铜绿色假单胞菌 !A7$] !#7%A "7$#$ !7UQ

普通变形杆菌 !a7U% $"7U$ "7##U Q7Q!

醋酸钙不动杆菌 !%7UA !%7$a "7!a% !7"A

费劳地枸橼酸杆菌 $!7"% $"7a] "7"aa "7]A

鼠伤寒沙门菌 $Q7"# $$7U% "7Q] !7]a

&&3&为标准菌株

>7NJ标准菌株金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌滴度

稀释定量结果

金葡菌'

R

!A7$% 各滴度稀释品用_*14,S.探针

和 F

g

14,S.探针进行荧光定量 1';$大肠杆菌

'

R

!]7$] 各滴度稀释品用 _*14,S.探针和 F

`

14,S.

探针进行荧光定量 1';%表 #'* 在 "7"$ 处划基本

准线#金葡菌'

R

!A7$% 各滴度稀释品通过通用和革

兰阳性探针定量1';#发现稀释的拷贝数和检测的

'

R

值呈负相关#F

g

14,S.探针能检测到 !"

Ù倍值

%'

R

QA7%#'$大肠杆菌'

R

!]7$] 各滴度稀释品通过

通用和革兰氏阴性探针定量 1';#发现稀释的拷贝

数和检测的'

R

值也呈负相关#但在 !"

Ù倍和 !"

#̀

倍之间数值的跨越有点大*

&&表 BJ组合探针检测两株标准菌株稀释品的结果

组合探针
滴度稀释品的检测'

R

值

!"

!̀

!"

$̀

!"

Q̀

!"

]̀

!"

Ù

!"

#̀

_*14,S.探针

H金葡菌'

R

!A7$%

$"7!$ $Q7%# $A7!] Q$7$% ]" ]"

F

g

14,S.探针

H金葡菌'

R

!A7$%

$"7U% $]7A $A7%A Q$7Q] QA7%# ]"

_*14,S.探针

H大肠杆菌'

R

!]7$]

!#7%# !a7Q% $Q7#a $#7%$ Q!7!! ]"

F

`

14,S.探针

H大肠杆菌'

R

!]7$]

!#7"Q !a7$ $]7"! $A7%A Q!7%U ]"

NJ讨论

!#J 4;8E基因是细菌染色体上编码 4;8E相

对应的98E序列* 该基因具有以下两大特点&

$

多

拷贝&!#J 4;8E编码基因以多拷贝形式存在于所有

细菌染色体基因组中#每个细菌约含 U l!" 个拷贝#

这使得对该基因的检测具有敏感性*

%

多信息&!#J

4;8E编码基因内部结构由可变区和保守区组成*

保守区为所有细菌所共有#有.分子化石/之称* 可

根据保守区设计各种细菌的通用引物#也可根据可

变区设计特异引物和探针#用于细菌分型* !#J

4;8E编码基因的这些特点使之成为较理想的细菌

基因分类的靶序列#逐渐成为细菌鉴别)分类的金标

准!%#!""

*

实时荧光定量1';技术具有准确性高)重现性

好等特点#已广泛用于基因表达研究#病原体检测等

诸多领域!!! l!Q"

* 实时荧光定量 1';技术的基本原

理是#1';扩增时在加入一对引物的同时加入一个

特异性的荧光探针#该探针为一寡核苷酸#两端分别

标记一个报告基因和一个淬灭荧光* 当探针完整

时#报告基团发射的荧光信号被淬灭基团吸收$随着

1';的进行#当引物延伸至探针位置时#R3e 酶发挥

其 UiHQi外切活性将探针 Ui端的荧光分子从探针上

切割下来#淬灭分子失去对荧光分子的淬灭作用#从

而使荧光分子发出荧光#切割的荧光分子数与 1';

产物的数量成比例* 因此根据 1';反应液的荧光

强度即可计算出初始模板的数量* 在先前的研究

中#我们以细菌 !#J 4;8E基因为靶序列#设计通用

(UQA(
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引物及R3e=3*探针#建立了细菌 !#U 4;8E基因荧

光定量1';诊断新生儿败血症方法!!]"

* 同时也可

根据设定的特异性荧光探针用于基因的突变检测和

分型分析* 我们分析了临床常见菌的 !#J 4;8E基

因序列#筛选到一对通用引物 1#a"V)1%$a;#并且

在此基础上设计并筛选通用探针)革兰阳性和革兰

阴性探针* 用于细菌 98E荧光定量的检测和细菌

的革兰阴阳性菌的分型*

细菌 !#J 4;8E基因荧光定量1';具有很高的

特异性和敏感性* QU 株标准菌株和临床培养菌株

通过通用探针定量 1';均为阳性#而病毒)真菌及

人基因组98E等均无阳性扩增曲线$用F

g

14,S.探

针检测全部 QU株菌株#其中 !% 株革兰阳性菌结果均

为阳性#而革兰阴性菌株均为阴性$用F

`

14,S.探针

检测全部 QU 株菌株#其中 !A 株革兰阴性菌结果均

为阳性#而革兰阳性菌株均为阴性* 特异性革兰阴

阳性探针也具有很好的特异性* 本研究结果证明本

组引物序列和探针对细菌 !#J 4;8E基因具有高度

特异性* 同时我们用构建的重组质粒作为灵敏度检

测#发现能检测到 !" 拷贝的 !#J 4;8E基因 %'

R

Q%7$'即相当于 $ 个细菌的量#具有很高的敏感性*

通用探针和各自的特异性阴阳性分型探针具有

很高的相关性* 从表 ] 和表 U 的分析结果可以看

到#!% 株革兰阳性菌通过 F

g

14,S.探针和 _*14,S.

探针平行检测#发现其检测的 '

R

值相当#两者的变

异系数均小于 !"\$同样的 !A 株革兰阴性菌通过

F

`

14,S.探针和 _*14,S.探针同时检测#其两者得

'

R

值也相当#且两者的变异系数均 k!"\* 表明该

!#J 4;8E细菌基因荧光定量 1';及分型是可靠

的#且只要通过做三种探针中的两种探针荧光定量

检测#基本可以对细菌进行定量和分型#起到了一举

两得效果* 我们又对其中的两株标准菌株金葡菌

'

R

!A7$% 和大肠杆菌'

R

!]7$] 分别进行了稀释滴度

试验#以检测其与通用探针的相关性和敏感性#结果

发现特异性的探针能随着滴度的依次降低其 '

R

值

成依次增高#呈负相关性* 且各自的量与通用探针

的量基本吻合* 进一步说明了该定量和分型系统的

可靠性和准确性#用革兰阴阳性双探针法是完全能

用于细菌的定量和革兰阴阳性分型*

与传统的细菌培养法比较#采用荧光定量 1';

扩增细菌的方法不仅灵敏度高且检测耗时少#整个

过程可在 $ lQ (完成* 同时在定量中进行分型#在

分型中进行定量#提高了检测的可靠性和准确性*

更重要的是此方法不受标本中存在抗菌药物或其他

抑菌物质的干扰* 因此建立的细菌 !#J 4;8E基因

双探针荧光定量 1';及分型方法具有快速)特异)

灵敏)准确可靠等特点#可望用于临床各种细菌感染

性疾病的快速诊断*
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