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耶尔森菌多重实时荧光
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"摘要#

!

目的
!

建立多重实时荧光
FZO

同时检测沙门菌'志贺菌'弯曲杆菌'耶尔森菌的方法&方法
!

通过设

计针对沙门菌'志贺菌'弯曲杆菌和耶尔森菌的双寡聚核苷酸引物!来建立这
'

种病原体的多重
FZO

检测体系&结

果
!

建立的多重
FZO

体系可同时特异性扩增
'

种病原体的
M[-

片段&沙门菌和弯曲杆菌的特异性和敏感度都是

!%%#%,

!志贺菌和耶尔森菌的敏感度是
!%%#%,

!特异性分别是
**#+,

和
*)#&,

&最低检测限均为
!%

+

>0

3

91=

(

DV

&结论
!

该体系可快速'有效'准确检测出样品中
'

种病原体的存在!可用于肠胃道相关病原体感染的辅助

评价&
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沙门菌.志贺菌.弯曲杆菌.耶尔森菌是感染性腹泻的常见

致病菌#可导致细菌性痢疾.食物中毒.伤寒等肠道传染病*

!."

+

)

在我国#

$%,

"

)%,

细菌性食物中毒是由沙门菌引起的*

+

+

)志

贺菌是细菌性痢疾的主要病原体#人群普遍易感#全球每年约

有
!%%

万人死于此病#在我国的发病率一直处于较高水平#尤

其以婴儿和儿童更为易感*

'.(

+

)弯曲杆菌广泛分布于自然界#

可通过食物.水传播#其感染率近些年来在世界各地呈普遍上

升趋势#在一些发达国家#弯曲杆菌感染引起的腹泻甚至超过

了沙门菌和志贺菌#成为最常见的腹泻致病菌*

&

+

)耶尔森菌是

人兽共患性细菌#也是一种危害严重的食源性致病菌#在发达

国家和发展中国家都有非常高的流行性)因此#建立快速.经

济.灵敏.特异的检测方法对于疾病的防治具有十分重要的

意义)

多重
FZO

技术是在常规
FZO

技术的基础上发展的新型

技术#可在同一体系同时扩增多个病原体核酸片段)目前国内

外对病原体的研究已广泛采用多重
FZO

方法*

$.*

+

#相较于常规

的培养法.血清学方法#它更加方便.灵敏.省时#但国内研究中

并未见这
'

种病原体同时检测的报道)本研究建立同时检测

沙门菌.志贺菌.弯曲杆菌.耶尔森菌的多重
FZO

方法#采用实

时荧光
/:

T

S:<

探针和双启动寡聚核苷酸$

MFX

&技术#有效提

高扩增的特异性和扩增效率#结果判断实时.安全#达到快速准

确同时检测沙门菌.志贺菌.弯曲杆菌.耶尔森菌的目的#对于

胃肠道菌群的鉴别检测具有很好的实用价值)

$

!

材料与方法

$#$

!

菌株来源
!

沙门菌.志贺菌.空肠弯曲菌.小肠结肠炎耶

尔森菌.乳酸杆菌和双歧杆菌来自美国典型菌种保存中心

$

-/ZZ

&)

$#/

!

标本来源
!

!'(

份临床标本来源于郑州大学第一附属医

院和河南科技大学第一附属医院)

$#'

!

仪器与试剂
!

细菌基因组
M[-

提取试剂盒购自
k9:

;

1<

公司$

kW-:D

3

M[-Y6004 9̂6

&%分子生物学试剂.

/:

T

M[-

聚

合酶.

8[/F

由华美生物工程有限公司提供%引物.探针由上海

W<?9650

;

1<

公司合成%

FZO

产物纯化试剂盒和
/.-

克隆试剂盒

购自大连
/:a:5:

公司%培养基购自英国
X2098

公司)

-]W

$(%%

荧光定量
FZO

仪购自美国
V9A161>7<040

;C

公司)
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方法

$#1#$

!

MFX

引物和
/:

T

D:<

探针的设计
!

本体系中需同时

检测
'

段目的基因#若采用普通引物#引物间极易形成二聚体#

,

$**"

,

检验医学与临床
"%!(

年
!%

月第
!"

卷第
"%

期
!
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!
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!
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作者简介!梁红#女#本科#高级工程师#主要从事分子诊断研究)



特异性低#且体系不易调配至适合所有目的基因的扩增)故本

体系将采用退火温度范围宽且特异性强的
MFX

引物)检索

N1<]:<a

中相关基因序列#做同源性对比后#最终选择在以下

基因中选择各病原体的靶序列#见表
!

)并根据
Z7@<

等*

*

+来

设计
MFX

引物#先确定短
+J

端#长度为
&

"

!(B

3

#

NZ

水平为

'%,

"

)%,

#反向延伸
!)

"

"(B

3

为其
(J

端#

/D

%

&(_

)在其

中序列设计出相应的
/:

T

D:<

探针#并以不同荧光标记区分#

序列见表
"

)

表
!

!

各病原体引物的靶基因

病原体 靶基因

沙门菌
6165:6790<:61=@B@<96]

$

665]

&

;

1<1

志贺菌
9<?:=90<

3

4:=D98:<69

;

1<H

;

1<1

弯曲杆菌
D1DB5:<1

3

50619<

;

1<1

耶尔森菌
:66:>7D1<69<?:=90<40>@=

$

:94

&

3

50619<

;

1<1

表
"

!

MFX

引物和探针设计结果

病原体 碱基序列$

(J

"

+J

& 荧光通道 片段大小$
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3

&

沙门菌 上游引物!

ZN/N--NN/-N/Z-NN--N/WWWWWZ-ZN--/ Z̀ ( !"%

下游引物!

//N//-/ZZ-ZZ-ZZ-Z--/WWWWWNZZ-/Z//

探针!

N/Z/N/NZ--ZZ-//NZN-/-

志贺菌 上游引物!

Z/NNNZNZNNZ-N--N-WWWWWNZ-N--N OXI !+*

下游引物!

/---/Z/NZ/N//Z-N/Z/Z-WWWWWZNZ-/Z-Z

探针!

N-NNN/NNZ/N-ZZNNZ/

弯曲杆菌 上游引物!

/Z---/ZN/NN//Z-NN/WWWWWNN--N/N G-S !!'

下游引物!

/-Z--Z-////NZ-/-/Z-NN-WWWWWZN--/Z//N

探针!

-///Z/Z--Z//--/N-

耶尔森菌 上游引物!

Z--//NZN/Z/N//--/N/N/-WWWWW/NZZN--NN UWZ !*&

下游引物!

-/--N///N--/ZZN/Z--ZWWWWW-N-//ZZ/Z

探针!

N-/-/NZ/Z---N/ZN/N/Z

$#1#/

!

质粒标准品的构建
!

将已知阳性目的菌培养物用细菌

M[-

提取试剂提取
M[-

#并以其为模板进行常规
FZO

扩增#

产物用
FZO

产物纯化试剂盒和
/.-

克隆试剂盒分别回收目

的扩增片段#并将其克隆入
3

SM!*./

载体中#转化于大肠杆

菌
KS!%*

感受态细胞中#培养后收集菌体#碱变性法提取质

粒#然后由上海
W<?9650

;

1<

公司测序)

$#1#'

!

样本的制备
!

培养物!将培养物转移至生理盐水中#

(%%%5

"

D9D

离心
!%D9<

#弃上清液后溶解于
"%%

#

V

生理盐水

中#按
M[-

提取试剂盒说明书步骤提取
M[-

)临床标本!收

集的粪便标本置
e"%_

保存待用)处理及
M[-

提取均按核

酸提取试剂盒说明书步骤进行)收集洗脱体积为
(%

#

V

#

!%

#

V

用于
FZO

扩增)

$#1#1

!

FZO

扩增体系设定
!

FZO

扩增试剂采用一步法预混

试剂#反应体系共
"(

#

V

#包括!

"gFZO]@AA15!"#(

#

V

$

"%

DD04

"

V /59=.HZ4

#

3

H )#+

#

!%% DD04

"

V Ẑ4

#

& DD04

"

V

S

;

Z4

"

#

%#%%",

明胶#

'%%

#

D04

"

V8[/F=

&#

(

#

D04

"

V

各引物

探针混合物
!#(

#

V

#

"L/:

T

M[-

聚合酶
!#%

#

V

#待测样品

!%

#

V

)

FZO

反应条件!

*(_

预变性
!%D9<

#

'%

个循环步骤包

括
*(_

变性
)=

#

&%_

退火和延伸
+'=

)

$#1#2

!

结果判定
!

反应结束后#根据荧光图谱确定各目的基

因的基线和阈值#所有阴性对照曲线低于阈值线#样本扩增曲

线与阈值线的交叉值记录样本的
Z6

值#若反应曲线呈对数增

长#而且
Z6

$

++

#则表明为阳性#否则判为阴性)

/

!

结
!!

果

/#$

!

特异性

/#$#$

!

引物和探针
!

引物与探针经过
]V-Y/

检索#具有针

对病原体唯一性)

/#$#/

!

培养物检测
!

$

!

&将肠道正常菌群$乳酸杆菌.双歧杆

菌&培养物$

'

种目标菌阴性&进行特异性评价#用本体系引物

探针分析#均无荧光扩增信号$图
!

&)显示特异性良好)$

"

&

分别采用已知沙门菌.志贺菌.空肠弯曲菌或小肠结肠炎耶尔

森菌阳性的培养物材料进行分析#扩增显示单一条带#所有阳

性结果符合$图
"

&)$

+

&将
'

种菌培养产物随机
"

种.

+

种等量

混合#取样品抽提
M[-

后#用本体系引物探针分析#所有阳

性.阴性符合$图
+

.

'

&)$

'

&将
'

种菌培养产物等量混合#取样

品抽提
M[-

后#用本体系引物探针分析#所有阳性符合#显示

'

条荧光扩增信号#且曲线形态标准.平滑$图
(

&)

图
!

!

阴性样本检测荧光图谱

表
+

!

质粒最低检出量&

Z6

'

病原体
!%

&

>0

3

91=

"

DV !%
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>0
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91=

"

DV !%

'

>0

3

91=

"

DV !%

+

>0

3

91=

"

DV

沙门菌
""#'& "(#$' "*#!) +"#"%

志贺菌
""#&* "(#*' "*#+! +"#(+

弯曲杆菌
""#&$ "(#'$ ")#)" +"#'&

耶尔森菌
"+#%! "(#$* ")#)$ ++#%(

,
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年
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月第
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卷第
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期
!
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!

X>60B15"%!(

!

U04#!"

!

[0#"%



图
"

!

弯曲杆菌样本检测荧光图谱

图
+

!

弯曲杆菌和沙门菌混合样本检测荧光图谱

图
'

!

沙门菌*志贺菌*耶尔森菌混合样本检测荧光图谱

图
(

!

'

种病原体混合样品检测荧光图谱

/#/

!

灵敏度
!

最低检出量采用已知浓度质粒
M[-

进行梯度

稀释$

!%

"

"

!%

*

>0

3

91=

"

DV

&来确定#检测最低
'

个稀释度重复

!%

次#最低检出量均为
!%

+

>0

3

91=

"

DV

#见表
+

)

/#'

!

标准曲线
!

多重
FZO

体系检测标准品质粒稀释度线性

范围
!%

+

"

!%

&

>0

3

91=

"

DV

)

5

"

%

%#*$

#重复性好#各项参数均在

偏差范围内)各质粒标准曲线参数见表
'

)

/#1

!

临床标本检测
!

!'(

份临床标本分别用培养法和多重实

时荧光
FZO

法进行检测#沙门菌和弯曲杆菌的特异性和敏感

度都是
!%%#%,

#志贺菌和耶尔森菌的敏感度是
!%%#%,

#特异

性分别是
**#+,

和
*)#&,

)

表
'

!

各病原体质粒标准曲线参数

病原体
Y40

3

1

斜率
.̀9<615

截距
5

"

\AA,

扩增效率

沙门菌
e+#%*( +)#%%! %#**& !!%#'("

志贺菌
e+#++* '!#)+" %#**! **#"$"

耶尔森菌
e"#*'( '!#"*) %#*$% !%)#($$

弯曲杆菌
e+#%)) '%#*%' %#**+ !!%#$)$

'

!

讨
!!

论

!!

细菌性肠胃炎是临床最常见的疾病#每年夏.秋季是其发

作的高峰期#由于温度.湿度大#食物易腐败.变质#导致细菌极

易欺辱肠胃#临床表现多为恶心.呕吐.腹痛.腹泻.发热等)临

床鉴别是哪种细菌感染需做细菌培养.生化检测.血清鉴定等#

至少需
"'7

才能得到结果)而多重实时荧光
FZO

可实现一

管多检#可缩短检测时间至
+7

#大大提高了检测效率)但多重

FZO

体系中难以克服的问题是#多引物间会形成二聚体#与单

重
FZO

相比#引物与模板的错配概率大大增加)双启动寡核

苷酸技术是将
FZO

引物分为两段独立的特异性区域#中间由

寡聚次黄嘌呤碱基进行桥接#增强了引物间的兼容性#减少非

特异性#能有效地提高
FZO

反应的敏感度与特异性#还可极大

提高扩增效率*

!%

+

)

本研究所建立的多重实时荧光
FZO

体系#

'

种细菌质粒

的最低检测限为
!%

+

>0

3

91=

"

DV

%扩增效率为
**,

"

!!%,

%回

归系数接近
!#%%

%相较于同类方法文献*

!!.!"

+数据一致#结果

可靠)特定细菌组合检测未有非特异性结果产生%经临床标本

验证#与金标准培养法相比#沙门菌和弯曲杆菌检测的特异性

都为
!%%#%,

#志贺菌为
**#+,

#耶尔森菌为
*)#&,

#阳性检出

率高于培养法#灵敏度为
!%%#%,

)该方法的优势在于它不同

于常规
FZO

扩增#不需要进行反应后凝胶电泳分析#在反应进

行中即可通过特定标记荧光值实时监测反应情况#可避免开管

检测#有效降低污染风险%同时敏感度高.特异性好.检测耗时

短的特点#使得操作更加简便.直观.安全.可靠)该方法的应

用将有助于临床上快速鉴别特定细菌感染#进行针对性防治#

使得其临床应用前景十分广阔#为多重实时荧光
FZO

方法在

细菌性肠胃炎检测的商品化奠定了良好的基础)
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血管内膜损伤#改善基底膜胶原蛋白的生物合成)本研究中#

治疗组与对照组治疗后的
Z5

与
]L[

水平均明显降低$

H

$

%#%(

&#同时治疗后治疗组的
Z5

与
]L[

水平明显低于对照组

$

H

$

%#%(

&#说明了羟苯磺酸钙可降低糖尿病肾病的慢性肾功

能不全的
Z5

与
]L[

水平#其作用机制尚需进一步研究)同

时治疗后治疗组的血清
\/

水平明显降低#

[X

水平明显升高

$

H

$

%#%(

&#与治疗后对照组对比差异也有统计学意义$

H

$

%#%(

&#表明羟苯磺酸钙可能通过促进血管内皮细胞合成或释

放
[X

合成实现对肾脏的保护作用#也可能与羟苯磺酸钙降低

血清
\/

水平有关#因为
\/

与
[X

二者相互制约)

维生素
M

是一种脂溶性维生素#在肝脏中转化为
"(.

羟基

维生素
M

#在肾脏进
.

步羟化成为
!

#

"(.

羟基维生素
M

#通过活

性形式
!

#

"(.

羟基维生素
M

发挥其生物学功能*

!(

+

)研究显示

维生素
M

的基因多态性与
"

型糖尿病有关#维生素
M

可以通

过调节胰岛
]

细胞内的维生素
M

受体以及胰腺组织中的维生

素
M

来源的钙结合蛋白促进
]

细胞合成和分泌胰岛素*

!&

+

)本

研究中#治疗后两组的血清
"(.

羟基维生素
M

表达明显增加

$

H

$

%#%(

&#同时治疗后治疗组的血清
"(.

羟基维生素
M

表达

明显高于对照组$

H

$

%#%(

&)

综上所述#羟苯磺酸钙在糖尿病肾病患者中的应用可能通

过纠正
\/

与
[X

表达紊乱#提升血清
"(.

羟基维生素
M

表达

的作用来减轻肾脏损伤#从而有效发挥治疗作用)
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