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用分子生物学技术诊断巴尔通体感染

栗冬梅!俞东征!刘起勇!海荣!郭炳衡

!!!摘要"!目的!应用聚合酶链反应"S*D#技术建立巴尔通体的检测鉴定方法并用于诊断临床疑

似猫抓病合并双侧支气管肺炎患者$方法!根据!&F!#%F8DNUV/F基因序列较其他属细菌 长%而

且位于这段基因序列中的2DNUV>6@2DNUU>.基因间隔区具有高度变异性%2DNUV>6和2DNUU>.基 因 序 列

在巴尔通体属中完全保守%设计引物&同时应用文献发表的#对引物直接扩增!例临床可疑猫抓病患

者全血基因组?NU$将研究设计引物的S*D产物直接测序%并进行序列分析$结果!%对引物扩增

全血基因组?NU均获得巴尔通体特异基因片段%根据其中#对引物扩增产物大小与阳性对照不同%

可初步确定样本与 阳 性 对 照 菌 株 是 不 同 巴 尔 通 体&序 列 分 析 结 果 显 示%研 究 设 计 引 物 /V>6’E((<@

/U>.’OO(-扩 增 产 物 核 苷 酸 序 列 与 中 国 云 南 省 巴 尔 通 体 一 分 离 株 对 应 位 置 的 序 列 相 一 致%同 源 性

!$$)$结论!应用S*D技术从血液中直接扩增特异基因片段%可以快速检测巴尔通体感染&测 序

及序列分析结果进一步提供了此种致病巴尔通体在中国南北方均存在的线索$

!关键词"!巴尔通体&聚合酶链反应&序列分析&猫抓病
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!!巴尔通体是一群革兰染色阴性*氧化酶阴性*营
养条件要求苛刻*兼性细胞内寄生的需氧杆菌%曾引

起巴尔通体 病"[.820-6>01,1%又 称*.88,l-病%包 括

c805.热 和 秘 鲁 疣#*战 壕 热*典 型 猫 抓 病 "7.2@
178.27+4,16.16%*F?#等 老 传 染 病 的 爆 发%#$世 纪

O$年代后发现巴尔通体与心内膜炎+!,*杆菌性血管

作者单位’!$##$&北京%中国 疾 病 预 防 控 制 中 心 传 染 病 预 防 控

制所"栗冬梅*俞东征*刘起勇*海荣#&北京武警总队医院"郭炳衡#

通讯作者’刘起勇!H:.,>’>,3I,50-;+,*?*’70:’7-

瘤@紫癜+#,*菌血症+%,*非典型*F?等新发传染病有

关+!,$巴尔通体感染的临床表现复杂多样%病 原 体

分离培养困难且无特异表型%故根据临床表现及病

原学诊断较为困难$随着分子生物学发展%越来越

多的核酸检测方法应用于巴尔通体的检测%其中聚

合酶链反应"S*D#技术由于其简单*快速*敏感且能

够特异扩增目的基因%与其他分子生物学技术结合%
已广泛应用于传染病病原的分离鉴定及分型%较适

用于常规临床检测$本研究通过建立 以S*D为 基
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础的巴尔通体感染检测方法!检测!例发热肺炎患

者全血?NU!扩增出巴尔通体特异基因片段!现将

结果报告如下"

材料与方法

!’病 例 情 况#患 者 男 性!(K岁!北 京 居 住!发 病

前有猫抓伤史"临床表现为发热$咳嗽伴胸痛%查体

发现猫抓伤侧腋窝及腹股沟淋巴结肿大!肝脾肿大%
肥达氏及外斐氏试验阴性%常规血培养阴性%[超提

示肝脾有血管瘤%临床诊断为双侧支气管肺炎!猫抓

病待查%经抗生素治疗患者肺炎痊愈出院"

#’阳 性 对 照 菌 株#巴 尔 通 体 菌 株 D/###FR
&a6-[.-J#UZ#KKO"&’$D/##!FR &a6-[.-J#

UZE&!OEE’$D/##(FR&未测序’分离自中国云南鼠

类宿主动物血液!由云南省地方病防治所提供"中

国疾病预防 控 制 中 心 传 染 病 预 防 控 制 所 应 用S*D
及测序技术证实为巴尔通体"

%’全血?NU提取#取血&$$,>加 入!$)F?F
终 浓 度 为 !)!#$:;(:>蛋 白 酶 d 终 浓 度 为

$’#:;(:>!E$$,;(:>DN.16终 浓 度 为(O,;(:>!
混匀!((\水浴!+!用饱和酚$酚(氯仿&!Q!’$氯仿

抽提数次%取 上 清 液 加!(!$体 积%:0>(YN.U7!等

体积 冰 异 丙 醇!混 匀!P#$\沉 淀%$:,-%!#$$$
8(:,-离心!$:,-!弃去管中液体!用!:>K$)乙醇

洗?NU沉 淀#次!!#$$$8(:,-离 心!$:,-!室 温

干燥后加#$,>去 离 子 水 溶 解?NU!P#$\保 存 备

用"

E’引物#从a6-[.-J中查找巴尔通体!&F!#%F
8DNU 基 因 间 隔 区 &V/F’序 列!通 过 ?NU1,1
&=681,0-#’(’序列分析软 件 作 多 序 列 比 对!设 计 引

物/V>6’E((<@/U>.’OO(-扩增!&F!#%F8DNUV/F1
中2DNUV>6和2DNUU>.基因间隔区序列!扩增片段大

小%$$!($$A<&图!’"同 时 选 用 文 献 中 发 表 引 物

&表!’!扩增巴尔通体的特异基因片段"

(’S*D反应及产物检测#反应体 系#(,>!模 板

?NU加!,>!!$,:0>(Y引 物!,>!/.I?NU聚 合

酶!’(,>!!$i A39968#’(,>!#$::0>(YR;
#‘

!’(,>!#’(::0>(Y4N/S#,>!加 去 离 子 水 至

#(,>!反应使用D0A0757>68a8.4,6-2E$型S*D基

因扩增仪&F28.2.;6-6公司产品’"反应循环参数见

表!"反应用 试 剂 均 购 自 北 京 华 美 生 物 工 程 公 司"
取(,>扩增产物!加入!,>电泳载样液!!)琼脂糖电

泳&EM(7:’E$:,-!紫外灯下观察并拍照"为避免

标本污染引起假阳性反应!标本处理区$反应液制备

区$S*D扩增区 以 及 产 物 分 析 在 不 同 区 域 进 行!加

样移液器分 开 专 用!S*D反 应 同 时 设 空 白 对 照&去

离子水’"

!! 粗 线 代 表 引 物 /V>6’E((<@/U>.’OO(- 相 对 位 置!参 照

S?:9-B9A,9&a6-[.-J注 册 号Y%(!$!’!&F!#%F8DNUV/F序 列 设

计

图!!引物/V>6’E((<@/U>.’OO(-设计示意图

表!!S*D反应引物

引物 序列
退火
温度
&\’

S?:9-B9A,9
扩增片段
大小&A<’

[+*F’KO!<)E* (+@aaa aU* *Ua */*
U/aa/aa@%+ EO %O$

[+*F’!!%K-)E* (
+@UU/ a*U UUU UaU
U*Ua/UUU*U@%+ EO %O$

[+’%!!<)(* (+@*/* /// *// *Ua
U/aU/aU/**@%+ EO !&%

[+’E(#-)(* (+@UU* *UU */a Ua*
/U*UUa***/@%+ EO !&%

/V>6’E((<" (+@a*/ /a/ Ua* /*U
a//aa//Ua@%+ (( E(!

/U>.’OO(-" (+@/a* //a *UU Ua*
Uaa/a*/*/@%+ (( E(!

!!" 本研究所用

!!&’S*D产物核苷酸序列测定及同源性比较#本

研究设计引物/V>6’E((<@/U>.’OO(-扩增产物核苷

酸序列由上海生工生物工程技术公司测定"网上利

用核苷酸序列比对程序[YUF/#’$&美国国家生物

技 术 信 息 中 心!BBB’-7A,’->:’-,+’;0=’!与

a6-[.-J中注 册 的 核 苷 酸 序 列 进 行 同 源 性 比 较"
用?NUF/UD软件进行双序列 及 多 序 列 同 源 性 比

对"

结!!果

!’S*D检测结果#%对引物以全血基因组?NU
为模板!均扩增出阳性产物!阳性对照均扩增出特异

基因片段!空白 对 照 均 无 扩 增 带"引 物[+*F’KO!@
[+*F’!!%K-扩增;>2U基 因%O$A<片 段&图#’%引

物[+’%!!<@[+’E(#-扩 增 出!&F!#%F8DNUV/F
N+@末端!&%A<片段&图%’%本研究设计引物扩增出

E(!A<片段!符合巴尔通体2DNUV>6@2DNUU>.基因间

隔区预测带大小&图E’"

#’测序及同源性比较结果#
&!’核 苷 酸 序 列#引 物 /V>6’E((<@/U>.’OO(-
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S*D扩增产物测序结果!序列长E(!A<"!!K(A<为

部 分%#@端 2DNUV>6 基 因 序 列"K&!E!$A<为

2DNUV>6@2DNUU>.基 因 间 隔 区"E!!!E(!A<为 部 分

(#@端2DNUU>.基 因 序 列"其 中 划 线 部 分 为 /V>6’
E((<@/U>.’OO(- 引 物 序 列$a6-[.-J 注 册 号 为

UZE&E"E!%图(&’

!!R!!$$A<?NUY.4468分 子 量 标 准$!(#!样 本$%!阳 性 对 照

%巴尔通体菌株D/###FR&$P!空白对照

图!!a>2U扩增产物!)琼脂糖电泳图

!!R!!$$A<?NUY.4468分 子 量 标 准$!(#!样 本$%!阳 性 对 照

%巴尔通体菌株D/##(FR&$P!空白对照

图"!引物[+’%!!<@[+’E(#-扩增产物!)琼脂糖电泳图

!!R!!$$A<?NUY.4468分子量标准$!!样本$#!阳性对照%巴

尔通体菌株D/##!FR&$P!空白对照

图#!引物/V>6’E((<@/U>.’OO(-扩增产物

!)琼脂糖电泳图

!!%#&同源性比较!网上将序列输入[YUF/分析

程序在a6-[.-J中搜索"进行最大同源性比较’结

果发 现 该 序 列 与 中 国 云 南 省 分 离 到 的 巴 尔 通 体

D/###FR%a6-[.-J!UZ#KKO"&&相 对 应 的 基 因 片

段 序 列 完 全 一 致$应 用 ?NUF/UD( 软 件 中

R6;U>,;-程 序"将 这 一 序 列 与 汉 赛(五 日 热(杆 菌

样(伊 丽 莎 白 等!%种 巴 尔 通 体 对 应 序 列 比 对"用

F>0B@U7738.26=681,0-109*>312.>] 方法进行同源

性分析"结果显示这段序列与以确认的其他巴尔通

体的同源性为(K’E)!K$’()%表#&’

图$!2DNUV>6和2DNUU>.基因部分核苷酸序列及

间隔区核苷酸序列

表!!测定序列与其他巴尔通体2DNUV>6@2DNUU>.基因

间隔区对应位置序列比较

巴尔通体种 宿主
引物序列

长度
%A<&

核苷酸
同源性
%)&

a6-6[.-J
注册号

S?/E,:,M++ 鼠 E$( K$’( UL#&"KO(
S?I+-B)-++13A1<?I+-B)-++ 田鼠 %&$ K$’E Y%(!$#
S?@,1A)E++ 鼠 ($! &"’" UL#&"KOE
S?L&+-@,-, 人 EO$ &"’O Y%(!$$
S?,AB,@+=, 兔 %O$ &"’K Ub%!#($&
S?I+-B)-++13A1<?,E&.9-B+B 牛 EK$ &K’K Ub%!#($E
S?(,=+AA+C)EM+B 人 #%O &E’( Y#&%&E
S?I+-B)-++13A1<?(9ET:)CC++ 狗 E!" &%’% Ub!&K"OO
S?H)B:+,9 鼠 %E# &#’" UL#&"KO&
S?T)9:A9E,9 猫 E#( &#’# Ub%!#E"$
S?@E+()=)E&M 鼠 E!& &$’% Ub%!#($(
S?:9-B9A,9 猫 E(! (O’K Y%(!$!
S?9A+R,(9@:,9 鼠 E(! (K’E Y%(!$%

!!为了解已知巴尔通体此段序列的变异程度"及

不同种巴尔通体之间的同源性"我们按同样方法将

这!% 种 巴 尔 通 体 作 同 源 性 比 较’结 果 发 现

S?@E+()=)E&M与 S?9A+R,(9@:,9 同 源 性 最 高 为

"#’&)$S?(,=+AA+C)EM+B与S?,AB,@+=, 同 源 性 为

(O’()"最 低$S?I+-B)-++的 % 个 亚 种 同 源 性 为

OK’O)!"!’E)%表%&’
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表!!!%种巴尔通体2DNUV>6@2DNUU>.基因间隔区序列同源性!)"

,AB,@+=, (O’( K%’! &&’O &K’$ &(’( &(’O &K’" K!’% &O’# &O’# K$’% &(’%
(,=+AA+C)EM+B &!’K &(’E &#’E (O’( ("’$ ((’! &&’# &$’% &$’K &%’# &#’E &E’(
H)B:+,9 %(’E E&’E KE’& &&’! &O’! &E’& K%’K K%’K K!’! K!’! &#’% &(’#
9A+R,(9@:,9 (&’& ("’$ (E’( K$’E &&’$ K$’E O%’% &K’" &"’& &!’K &$’" "!’$
I+-B)-++13A1<?I+-B)-++ (&’" &&’" (%’O (!’# OK’O OO’" K$’! &&’# &%’K &O’K K$’E &E’$
I+-B)-++13A1<?(9ET:)CC++ (&’K &&’K ((’E (#’% !&’# "!’E &#’& (O’( &K’( &#’! &!’E K!’$
I+-B)-++13A1<?,E&.9-B+B (&’K &%’K (E’! ($’E !#’# O’E &O’K &#’$ &E’# &(’O &"’O &E’O
@E+()=)E&M (!’O (&’# ((’# #$’" E(’( ($’& E#’" &&’E &O’( &!’$ &!’& "#’&
@,1A)E++ %(’O &O’K E#’! &E’K &#’K &K’$ &#’E (O’$ &K’( &%’" &&’# &O’"
L&+-@,-, E%’K &#’# E!’" (K’& (%’# &$’E (!’% ("’( (!’! K!’E KE’$ &&’K
T)9:A9E,9 EO’$ K!’& E&’E &#’& (K’# &K’# (O’$ &!’! &!’( %$’E O"’$ &"’!
:9-B9A,9 (!’" KE’& ($’% &E’E &(’( K#’# &E’O &E’E &#’" %!’K !!’! K$’#
/E,:,M++ EK’" (E’E EO’$ !!’& E(’$ EK’! E%’E K’( (&’E (!’E (%’$ ((’!

!!注#对角线以上为序列同源性的一致性!)"$以下为差异性!)"

讨!!论

巴尔通体 属 于 变 形 菌 纲!DE)@9)(,=@9E+,"%.亚

群 !"A.:, .E)@9)(,=@9E+, "% 根 瘤 菌 目

!%:+R)(+,A9B"$与 根 癌 土 壤 杆 菌!"/E)(,=@9E+&M
@&M9C,=+9-B"%布 鲁 氏 菌 等 具 有 较 高 同 源 性&E’(目

前$已发现的巴尔通体有!"个种$还有一些未定种$
其中 已 知 K 种 可 致 人 类 疾 病$包 括 杆 菌 样!S?
(,=+AA+C)EM+B"%五 日 热 !S?L&+-@,-,"%汉 赛 !S?
:9-B9A,9"%伊 丽 莎 白 !S?9A+R,(9@:,9"%克 氏 !S?
=AEE+H/9+,9"%文 氏 巴 尔 通 体 伯 格 霍 夫 亚 种 !S?
I+-B)-++ 13A1<?(9ET:)CC++"%格 拉 范 姆 !S?
/E,:,M++"巴尔通体(

由于细菌分子遗传学及分子生物学检测方法的

发展$越来越多的致病巴尔通体以及巴尔通体感染

所导致的不良预后被发现$人们对这种病原微生物

的研究越来越重视(但巴尔通体培养较为困难$营

养条件苛刻$需要细胞培养或在含有全血或血红素

的高营养培 养 基 上$%(!%K\含()*c# 的 潮 湿 环

境下培养至少(!E(天$且无明显的表型特异性$因

而从病原学角度诊断较为困难(近些年发展起来的

S*D和序列测定技术为临床采样检测病原体$鉴定

致 病 微 生 物 提 供 一 种 有 效 且 实 用 的 手 段(!&F
8DNU%;>2U%+28U%!&F!#%F8DNUV/F%8<0/%

8,A*%921e基因等都被探索用于检测鉴别巴尔通体(
引物[+*F’KO!<@[+*F’!!%K-可 扩 增 各 种 巴

尔通体片段&(’$扩增与巴尔通体同源性较高的根癌

土壤杆菌%布鲁氏菌等都无扩增产物$具有属水平特

异性$在国外已较为广泛用于巴尔通体感染的实验

室诊断与调查研究(巴尔通体!&F!#%F8DNUV/F
长约"$$!!($$A<&&’$较其他细菌长&K’$根据其N)@
末端约#$$A<核苷酸序列设计的引物具有高度特异

性$不同巴尔通体扩增产物大小不同$对汉赛巴尔通

体扩 增 片 段 为!&%A<&O’$对 五 日 热 巴 尔 通 体 为

!EOA<*对根癌土壤 杆 菌%布 鲁 氏 菌 等!%种 细 菌 均

无扩增产物$且可从临床血样中直接扩增出巴尔通

体特 异 基 因 片 段(本 研 究 设 计 的 引 物/V>6’E((<@
/U>.’OO(-扩增2DNUV>6@2DNUU>.基因间隔区$引物

序列在编码2DNUV>6和2DNUU>.基因序列中$此段序

列在不同种巴尔通体中具高度变异性&&’$理论上不

同种巴尔通体扩增产物大小不同(用该引物扩增布

鲁氏菌%大肠埃希菌%小肠结肠耶尔森菌%幽门螺杆

菌%军团菌等阴性对照菌均无特异扩增带$根据!&F
8DNU基 因 序 列$巴 尔 通 体 与 布 鲁 氏 菌 同 源 性 较

高&E’$及!&F!#%F8DNUV/F高 度 变 异 性 特 征$可

证明本研究设计引物具有较高特异性(

%对引 物 均 扩 增 出 与 预 测 带 大 小 相 符 的 扩 增

带$提示扩增 产 物 为 巴 尔 通 体 特 异 基 因 片 段$根 据

;>2U基因设计的引物[+*F’KO!<@[+*F’!!%K-可以

扩增出巴尔通体约%O$A<基 因 片 段$具 有 属 水 平 特

异性*#个根据!&F!#%F8DNUV/F基因设计的引

物可鉴别部 分 不 同 种 巴 尔 通 体$因 此$结 果 中;>2U
基因扩 增 出 的 基 因 片 段 与 阳 性 对 照 大 小 一 致!图

#"$而另#个根据!&F!#%F8DNUV/F基因设计的
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引物扩增 出 的 基 因 片 段 与 阳 性 对 照 有 差 异!图%"

E#"这提示样本与阳性对照菌可能是不同种的巴尔

通体$
为 进 一 步 验 证 本 研 究 设 计 引 物/V>6’E((<@

/U>.’OO(-的特异性"我们选择其扩增产物进行测

序"并做核苷酸序列比对分析$结果显示"与中国云

南巴尔通体分离株D/###FR对应基因片段完全一

致"同源性!$$)"与其他种巴尔通体核苷酸同源性

在(K’E)!K$’()之间$
同许多细菌 一 样%"&"巴 尔 通 体!&F!#%F8DNU

V/F具有高度变异性"而且较其他细菌都长’该基因

序列包括(个区域"即((@端高变区"KKA<2DNUV>6

基 因 编 码 区"2DNU 基 因 间 隔 高 变 区"K&A<
2DNUU>.基因编码区和%(@端高变区%K&$两个2DNU
编码区在巴尔 通 体 属 内 具 有 完 全 保 守 性"2DNU基

因间隔区核苷酸序列长度及组成在种水平上具有大

量变异"因而本研究选择在2DNU基因间隔区设计

引物"旨在这段序列的扩增产物能够通过片段大小

区别不同种巴尔通体$已知汉赛)五日热)伊丽莎白

等!%种巴尔通体!&F!#%F8DNUV/F基因序列全

长之间的同源性在E$’()!O#’()之间%&&$我们进

一步将 这!%种 巴 尔 通 体 的/V>6’E((<@/U>.’OO(-
引物之间的序列作比较"同源性在(O’()!"#’&)$
这段序列如此大的变异程度"正是我们在设计引物)
试图寻找较为理想的用于巴尔通体分类鉴定的特异

基因序列的初衷$但是"我们也发现同样长度的扩

增片段"核苷酸序列可以不同"而这在电泳图上是无

法识别的$也就是说根据产物片段的大小只能作出

部分结论*从 电 泳 图 上 看"不 同 长 度 扩 增 带 是 不 同

种)基因型或者分离株巴尔通体"相同长度的扩增带

不能肯定是同一种巴尔通体$目前"就此段基因序

列而言"在种水平还是进一步具有分型或是鉴别不

同菌株的意义"鉴于目前巴尔通体此段基因序列数

目较少"所能 提 供 的 信 息 有 限"我 们 还 不 能 得 出 结

论"这方面研究工作还在进行中$那么对于那些长

度相同的片 段"可 以 通 过 所 扩 增 模 板 来 源!宿 主 动

物)媒介生物)临 床 患 者 等#)临 床 诊 断 及 样 本 种 类

!血液)病灶组织)穿刺液等#等因素初步作出判断$
因为巴尔通体的种类与以上因素密切相关$不易鉴

别的样本还 可 以 最 终 通 过 测 序 及 序 列 分 析 技 术 解

决$随着测序技术的不断成熟"及一些生物公司准

确)快捷)相对低廉的测序服务"在临床实验室检测

中"应用S*D产物直接测序的方法鉴定 病 原 体"将

是一个发展方向及可应用手段$
对于巴尔通体这种难培养病原菌"本研究应用

分子生物学方法从患者血液中检测到其基因片段"
结合临床表 现 及 流 行 病 学 史 可 确 诊 为 巴 尔 通 体 感

染"在分子细菌学水平上证实我国存在人类巴尔通

体感染$测序及序列分析方法证实了本研究设计引

物/V>6’E((<@/U>.’OO(-的特异性和敏感性"在未能

培养出病原体的情况下"可以通过直接采血样进行

S*D"并 扩 增 出 巴 尔 通 体 特 异 性 基 因 片 段"S*D方

法快速)简便"可 用 于 临 床 诊 断 及 分 子 流 行 病 学 调

查$此外"从序列分析看"这例北京患者感染的巴尔

通体与中国云南省鼠类宿主中分离出的巴尔通体是

同一种"虽然这种巴尔通体尚未定种"但为这种致病

巴尔通体在中国北方)南方的分布"及不同宿主动物

!猫)鼠#的携带提供了病原学线索"为进一步对巴尔

通体流行病学)病原学)致病机理及相关研究奠定了

基础$
!对中国疾病预防控 制 中 心 传 染 病 预 防 控 制 所 景 怀 琦)

邵祝军)蒋秀高)尹焱)郑汉)殷继明)陈凯及云南省地方病防

治所王鹏等老师和同学提供的帮助"一并致谢#
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