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%感染的实验

室诊断方法&方法
!

设计合成针对
123456

基因的引物$扩增
123456

基因!构建质粒!
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倍梯度稀释后!以
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!
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#反应作为标准品绘制标准曲线!并检验新建实验室诊断方法的敏感度$采用实验室保存的肺炎支

原体标准株'人型支原体标准株'阴沟肠杆菌标准株'金黄色葡萄球菌标准株'肺炎克雷伯菌标准株和大肠埃希

菌标准株的
;<=

标本!检验新建实验室诊断方法的特异度$将新建立的实验室诊断方法!应用于临床标本的检

验&结果
!

新建实验室诊断方法敏感度较高!其可检测到拷贝数为
$'58
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的
12;<=

$具有较高特异度!可成

功区别于几种病原体
;<=

$将该方法应用于
%%>

份临床咽拭子标本的检测!检出
12

感染
?%

份!阳性率为

@'&A'B

&结论
!

该研究建立的实时定量
!"#

检测
12

感染的方法!具有较高的敏感度和特异度!操作简单!用

时较短!可用于临床
12

感染的实验室诊断&

关键词"流感嗜血杆菌$
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!

实时定量聚合酶链反应

中图法分类号"

#@@>&(

文献标志码"

=

文章编号"

$>A%,?@((

"

%'$7

%

'>,'ACA,'@

456785978

:

;+5

<

-7,9+=>?9@7;?,956A+,@>?-97B8?5A09+>?

C

D5-9+959+E?

FGHB78;?9?=9+-

<

I5?>7

J

@+AD,+-BAD?-K5+-B?=9+7-

"

!"#$%&

$

#

!'()*+%&

,-

.

$

#

)'/0+

%

#

12!3&

4

.%&

$

#

5/21%+63+

$

#

7#'()*+

%

#

7#(538+

$

#

)2/59&

,

:+&

,

$

#

$

$;'

<<

+8+%=3>?3+

4

+&

,

@A+3&>BC+

D

19B

D

+=%89

<

E%

D

+=%8F3>+G%82&+H3AB+=

-

"

?3+

4

+&

,

IA9

D

+G%8

F3>+G+&3$3B3%AGC#&B=+=.=3

#

?3+

4

+&

,

$'''('

#

EC+&%

%

%;'

<<

+8+%=3>?3+

4

+&

,

EC+8>A3&

19B

D

+=%89

<

E%

D

+=%8F3>+G%82&+H3AB+=

-

#

?3+

4

+&

,

$'''('

#

EC+&%

&

L6,985=9

!

"6

*

?=9+E?

!

D8/EFGHI2EJGIGH8.GF8.

:

K2G

L

08EF25M/FJ8K83)*+#-.//0K

:

/M/FJ8K83./GI,F2M/

N

4G0F2FGF2O/!"#38.K/F/5F20

L

1G/M8

9

J2I4E203I4/0PG

$

12

&

203/5F280&M?9@7;,

!

DJ/

9

.2M/.EG2M20

L

GFQ,3454,

I8R20GE/

$

3456

&

L

/0/S/./K/E2

L

0/KG0KE

:

0FJ/E2P/K&DJ/123456

L

/0/SGEGM

9

I232/K

#

FJ/

9

IGEM2KSGE580,

EF.45F/K

#

G3F/.$'38IK

L

.GK2/0FK2I4F280

#

FJ/EFG0KG.K54.O/SGEK.GS0S2FJ$'T$'

7

58

9:

83./G5F280GEFJ/

EFG0KG.KE4HEFG05/

#

FJ/E/0E2F2O2F

:

830/SI

:

/EFGHI2EJ/KIGH8.GF8.

:

K2G

L

08EF25M/FJ8KSGEF/EF/K

%

FJ/;<=

EGM

9

I/E83U

:

58

9

IGEMG

9

0/4M802G/EFG0KG.KEF.G20

#

U

:

58

9

IGEMGJ8M202EEFG0KG.KEF.G20

#

V0F/.8HG5F/.5I8G,

5G/EFG0KG.KEF.G20

#

)FG

9

J

:

I858554EG4./4EEFG0KG.KEF.G20

#

6I/HE2/IIG

9

0/4M802G/EFG0KG.KEF.G20G0KVE5J/,

.25J2G58I2EFG0KG.KEF.G20

9

./E/.O/K20FJ/IGH8.GF8.

:

S/./GK8

9

F/K38.K/F/5F20

L

FJ/E

9

/523252F

:

830/SI

:

/EFGH,

I2EJ/KIGH8.GF8.

:

K2G

L

08EF25M/FJ8K

%

FJ/0FJ/0/SI

:

/EFGHI2EJ/KIGH8.GF8.

:

K2G

L

08EF25M/FJ8KSGE4E/K20FJ/

K/F/5F280835I2025GIEGM

9

I/E&H?,DA9,

!

DJ2E0/SI

:

/EFGHI2EJ/KIGH8.GF8.

:

K2G

L

08EF25M/FJ8KJGKJ2

L

J/.E/0E2,

F2O2F

:

#

2FEK/F/5FGHI/58

9:

04MH/.SGE$'58

9:

12;<=

%

FJ2EM/FJ8KJGKJ2

L

J/.E

9

/523252F

:

G0K584IKE455/EE,

34II

:

K2EF20

L

42EJE/O/.GI

9

GFJ8

L

/025;<=

%

20FJ/G

99

I25GF28083FJ2EM/FJ8K38.%%>5I2025GIFJ.8GFESGHEGM,

9

I/E

#

?%5GE/E8312203/5F280S/./K/F/5F/K84FS2FJFJ/

9

8E2F2O/.GF/83@'&A'B&G7-=AD,+7-

!

DJ/./GI,F2M/

N

4G0F2FGF2O/!"#38.K/F/5F20

L

12203/5F280/EFGHI2EJ/KH

:

FJ2EEF4K

:

JGEJ2

L

J/.E/0E2F2O2F

:

G0KJ2

L

J/.E

9

/52325,

2F

:

#

2E/GE

:

F88

9

/.GF/

#

4E/EEJ8.FF2M/G0K5G0H/4E/K20FJ/IGH8.GF8.

:

K2G

L

08E2E835I2025GI12203/5F280&

N?

:

O78;,

!

1G/M8

9

J2I4E203I4/0PG/

%

!

5J2IK./0

%

!

./E

9

2.GF8.

:

F.G5F203/5F280E

%

!

./GIF2M/

N

4G0F2FGF2O/!"#

!!

流感嗜血杆菌$

12

&为革兰阴性菌#是人类呼吸道

黏膜的常见定植细菌'流行病学调查显示北京地区
(

岁以下急性呼吸道感染患儿
%'''T%''%

年呼吸道
12

携带率为
%>&$B

#随着疫苗的应用
12

携带率有所下
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降#但
%'$'T%'$%

年仍高达
$>&CB

+

$

,

'

12

是儿童时

期细菌性脑膜炎)肺炎和菌血症的重要病原菌之一#

还可导致儿童中耳炎)上颌窦炎)急性会厌炎)化脓性

关节炎和眼内炎等+

%

,

#给儿童健康造成很大威胁'由

于
12

毒力较强#病情变化快#其导致的小儿肺炎属于

较严重的一种类型#病死率没有得到有效控制#各地

的诊治方法也无标准#常有漏诊)误诊情况+

C

,

'

12

的

早期)快速)准确检测#对疾病的早期治疗)疾病的转

归及预后起到非常重要的作用'现有诊断方法#如分

离培养)血清学诊断等不能满足临床需要#需不断探

索早期)快速诊断
12

感染的新方法'近年来#分子生

物学诊断正逐渐成为研究的热点'本研究拟建立一

种
)*+#,-.//0

染料法实时定量聚合酶链反应

$

!"#

&检测
12

感染的方法#以期实现
12

的临床早

期)快速)准确诊断'现报道如下'

$

!

资料与方法

$&$

!

一般资料
!

采集
%'$@

年
?T$%

月就诊于北京儿

童医院的患儿咽拭子标本
%%>

份'本研究通过伦理审

查#患儿家属均知情同意'菌株!肺炎支原体标准株

U$%?

菌 株 $

=D""%?C@%

&)人 型 支 原 体 标 准 株

$

=D""$(@77

&)阴沟肠杆菌标准株$

=D""A''C%C

&)金

黄色葡萄球菌标准株$

=D""%(?%%

&)肺炎克雷伯菌标

准株$

=D""$A'(

&和大肠埃希菌标准株$

=D""%(?%%

&#

含有
123456

基因质粒的大肠埃希菌冻存于本研究室'

$&/

!

仪器与试剂
!

=+Z

公司
!.2EM

"

A(''

型荧光定

量
!"#

仪%高纯度质粒小提试剂盒$康为世纪生物科

技有限公司#货号
"['('')

#生产批号
%'$%$

&%通用

型柱式基因组提取试剂盒$康为世纪生物科技有限公

司#货号
"[%%?7)

#生产批号
@'$CA

&%

!"#

荧光染料

为
\QF.G)*+#U2YF4./

$康为世纪生物科技有限公

司#货号
"[%>'$U

#生产批号
$'%'?

&'

$&'

!

方法

$&'&$

!

构建标准品
!

复苏冻存于
T7']

冰箱的含有

123456

基因的大肠埃希菌#构建质粒#采用康为世纪

高纯度质粒小提试剂盒提取质粒#实验操作参考产品

说明书'对提取的质粒进行定量分析#

$'

倍稀释构建

水平为
$'

7

)

$'

A

)

$'

>

)

$'

(

)

$'

@

)

$'

C

)

$'

%

)

$'58
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"

#

Q

的

质粒作为标准品#保存于
T7']

备用'

$&'&/

!

设计并合成引物
!

针对
12

的
3456

基因设计

引物
12,̂

"

12,#

#引物序列
12,̂

!

=D--"---==,

"=D"==D-=

%

12,#

!

="-"=D=--=---===D,

--DD

'引物由美国
Z0O2F.8

L

/0

公司合成#经
1!Q"

方式纯化'

$&'&'

!

绘制标准曲线
!

以标准品为模板进行染料法

荧光定量
!"#

#绘制标准曲线'荧光定量
!"#

反应

体系!

%_DG

N

MG0

缓冲液
$'

#

Q

#引物
12,̂

"

12,#

各

'&C

#

Q

#

;<=

模板
%&'

#

Q

#

KK1

%

`7&'

#

Q

#总体积

%'&'

#

Q

'反应条件!

(']%M20

%

?(]$'M20

%

?(]

$(E

#

>']$M20

#

@'

个循环%

?(]$(E

#

>']$M20

#

?(]$(E

'采用
=+Z

公司
A(''

型荧光定量
!"#

仪

的
);)

软件分析实验结果并绘制标准曲线'

$&'&1

!

方法学验证
!

$

$

&敏感度!将构建的标准品稀

释为
$'

A

)

$'

>

)

$'

(

)

$'

@

)

$'

C

)

$'

%
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#

Q

#采用和

绘制标准曲线时相同的反应体系和反应条件#检测新

建的实时荧光定量
!"#

的敏感度'$

%

&特异度!以本

实验室保存的肺炎支原体)人型支原体)阴沟肠杆菌)

金黄色葡萄球菌)肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌的

;<=

作为检测模板#验证新建的实时荧光定量
!"#

特异度'$

C

&检验临床标本!采集的
%%>

份儿科患儿

的咽拭子标本#均采用通用型柱式基因组提取试剂盒

提取
;<=

#实验操作参考产品说明书'用新建的实

时荧光定量
!"#

检测
12

的感染情况#反应体系和条

件均参照构建标准曲线时采用的体系和条件'根据

标本扩增的
"F

值
$

C7

)

DM

值与标准品相符#且结合

扩增曲线)溶解曲线#判定为阴阳性'

/

!

结
!!

果

/&$

!

标准曲线
!

$'

倍梯度稀释用标准株提取的质

粒#

$'

7

)

$'

A

)

$'

>

)

$'

(

)

$'

@

)

$'

C

)

$'

%

)

$'58
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"

#

Q

的质

粒标准品#用
12,̂

"

12,#

引物分别扩增标准品#以标

准品水平为横坐标#对应的
"F

值为纵坐标#采用
);)

软件分析实验结果并绘制标准曲线'标准曲线方程!

JaTC&CC(?A>7bC(&@?%$@?

$

$

%

a'&???

&%模板量

与
"F

值具有良好的相关性#能够对模板定量'见

图
$

'

图
$

!!

标准曲线

/&/

!

敏感度
!

$'

倍梯度稀释用标准株提取的质粒#

$'

7

)

$'

A

)

$'

>

)

$'

(

)

$'

@

)

$'

C

)

$'

%

)

$'58
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"

#

Q

的质粒标

准品#用
12,̂

"

12,#

引物分别扩增标准品#检验新建

荧光定量
!"#

的敏感度'新建实时荧光定量
!"#

可

检测拷贝数为
$'58

9:

的基因模板'见图
%

'

!!

注!

$'

7

)

$'

A

)

$'

>

)

$'

(

)

$'

@

)

$'

C

)

$'

%

)

$'

分别代表标准品模板拷

贝量

图
%

!!

标准品扩增曲线

/&'

!

特异度
!

大肠埃希菌)阴沟肠埃希菌)金黄色葡

萄球菌)肺炎支原体)肺炎克雷伯菌和人型支原体标

准株的
;<=

作为检测模板#验证新建实验室诊断方

法的特异度'结果显示以上几种病原体
;<=

均为阴

性#新建实验室诊断方法具有良好的特异度'见图
C

'

(

7CA

(

检验医学与临床
%'$7

年
C

月第
$(

卷第
>

期
!
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!!

注!

=

为
12

标准品%

+

为阴沟肠杆菌标准株%

"

为大肠埃希菌标准

株%

;

为肺炎支原体标准品%

V

为金黄色葡萄球菌标准品%

^

为人型支

原体标准品%

-

为肺炎克雷伯菌标准株

图
C

!!

12

的标准品与其他菌株标准株的溶解曲线

/&1

!

临床标本检测
!

用新建实时荧光定量
!"#

检

测临床标本提取的
;<=

#结果显示#

%%>

份咽拭子标

本
"F

值
$

C7

#

DM

值与标准品相符%结合扩增曲线)溶

解曲线#判定为阳性#阳性检出率为
@'&A'B

'

!"#

阳性产物测序$由生工生物工程股份有限公司完成&

并与美国国立生物技术信息中心$

<"+Z

&已发布的
12

菌株的基因序列比对#阳性率为
?%&CB

'见图
@

'

!!

注!

=

为溶解曲线%

+

为扩增曲线

图
@

!!

临床标本#

12

标准品的溶解曲线与扩增曲线

'

!

讨
!!

论

!!

有研究报道#综合
$?%

个国家的流行病学调查显

示#肺炎仍是导致儿童死亡的首要病因#其中由
12

引

起的死亡占
$>&'B

#我国由
12

感染引起的死亡占

%$&%B

#高于世界平均水平+

@,(

,

'可能由于
12

感染的临

床表现及胸部
c

线征象缺乏特异性#诊断
12

感染往往

需要结合实验室诊断方法+

>

,

'对
12

感染的早期)快

速)准确诊断对指导临床合理规范用药至关重要'

传统的分离培养被认为是诊断
12

感染的金标

准#但培养所需时间较长$

C>

!

A%J

&#难以实现快速

鉴定+

A

,

#对临床早期诊断的意义不大'该方法受培养

条件)标本保存与运输)实验室培养条件等诸多因素

影响'有报道称#经改良培养基后#

12

分离率有所提

高#也仅为
(?&?B

+

7,?

,

'血清学诊断方法主要通过检

测血清中的特异性抗原)抗体滴度的变化等判断病原

体感染#有研究报道其敏感度高于分离培养+

$'

,

'但血

清抗体产生需
@

!

(K

#不能进行快速检测#且容易产

生假阴性'因此#血清学诊断方法常用于回顾性诊

断#不建议作为确诊依据+

$$,$%

,

'

分子生物学诊断技术自
$??'

年首次用于
12

的

鉴定后#因其快速)敏感)特异)简单等优点#受到国内

外学者的广泛关注'目前已报道的分子生物学诊断

12

感染的方法有传统
!"#

)巢式
!"#

)多重
!"#

)高

分辨 率 溶 解曲 线等+
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,
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!"#

用于
12

的检测#并与常规培养法和血清学方法

比较#

!"#

使检出率明显提高'理论上认为实时定量

!"#

较传统
!"#

更敏感#并可实时监测#实验过程中

即可判断结果'实时定量
!"#

较巢式
!"#

#可以减

少核酸污染问题#操作更简便'实时定量
!"#

相较

于多重
!"#

#用时更短#实验条件更易优化#敏感度更

高'有研究显示#以实时定量
!"#

为参考标准#多重

!"#

的敏感度)特异度分别仅为
C'&'B

)

A(&'B

+
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,研究证实#

3456

基因是目前

发现的
12

特异度)敏感度最高#应用最广的基因'本

研究针对
12

的
3456

基因设计引物#保障引物设计的

合理性)可行性'相对于探针法#染料法不需要设计

特异性探针#成本更低#更简单'荧光定量
!"#

相对

于常规分离培养和血清学诊断更加快速)简易'本方

法可检测
12

基因拷贝数为
$'58

9:

的样品#相较于商

品试剂盒+

$A

,

#其具有较高的敏感度#且成本较低'采

用几种不同常见细菌
;<=

标本#验证其特异度#本实

验中几种病原不存在交叉反应#具有良好的特异度'

但所选用的特异性实验菌种较为有限#在后续研究

中#还应选择更多的菌种进行实验#对其特异度进一

步的验证'完善和优化实验条件后#

%%>

份临床标本

检出
12

阳性
?%

份#阳性率为
@'&A'B

'其
!"#

阳性

产物测序与
<"+Z

已发布的
1Z

菌株的基因序列比

对#准确率为
?%&CB

'

综上所述#本研究中建立的实时定量
!"#

检测

12

的实验室诊断方法具有早期)快速)简便)灵敏的

优势#是
12

感染临床诊断)流行病学调查)混合感染

判定的可行手段#具有较高的推广应用价值'
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