
主堡煎堑瘟堂苤查!!!!生!!旦箜!!鲞箜!!塑堡垒i垒』垦旦ii塑受!!堕!!!里!竺!!!!!y!!：!!!盟!：!!

实时荧光定量PCR检测普氏立克次体

杨晓 陈梅玲 温博海 牛东升 朱丽娜 李青凤 孙长俭
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·实验研究·

【摘要】 目的 采用新型TaqMan—MGB探针建立检测普氏立克次体的实时荧光定量PcR方

法。方法根据普氏立克次体外膜蛋白B的基因(om加)序列设计引物和探针，以克隆的om邡基因

片段作DNA模板，在荧光定量PCR检测仪(ABI 7900型)上建立实时荧光定量检测方法。结果 建

立的定量标准曲线的循环阈值(Q)与模板拷贝数呈良好的线性关系(r=0．999)；与巢式PCR相比

较，荧光定量PCR检测敏感性是其100倍。用荧光定量PCR检测莫氏立克次体及其他相关立克次

体和细菌DNA，检出结果均为阴性。用荧光定量PCR检测普氏立克次体感染的豚鼠血标本，某些样

本检测为阳性，而用巢式PCR检测的结果均为阴性。结论研究中建立的检测普氏立克次体实时荧

光定量PCR具有很高的特异性和敏感性，适合于快速检测样本中微量普氏立克次体DNA，可用作临

床实验室快速确诊流行性斑疹伤寒。
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【Abstr扯t】 objective To develop a quantitative real—time础ymeraSe chain reaction(PCR)for

detecting Ri如e￡￡5缸户rot眦础“．Methods Primers and TaqMan—MGB probes designed based on ompB

gene of R．声ro伽就是娩，were used to develop this method．R鹤ults For the quantitative real—time PCR，

the relationship between the values of threshold c”1e((誓)and the DNA copy number was linear(r=

0．999)and the sensitivity was about 100 times higher than that of the nested PCR for detecting the same

DNA sample．The results of the genomic DNA sampleS of other rickettsial and bacterial agents detected by

reaLtime PCR were all negative． DNAs extracted from blood SampleS of guinea p追infected with

R．声，-ou舰歙杰越were examined bv real一time PCR and the positive results were obtained from some of these

samples．However，the results of sOme samples in nested PCR assay were all negative．ConclusioⅡ These

results suggeSted that the real—time PCR waS highly specific and sensitive for detection of R．pr0让惯赫甜
that was useful for the detectian of tiny DNA of R．户r0侧口z破新in blood Samples from patients suspected of

having epidemic typhus．
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斑疹伤寒是由普氏立克次体(R．声r0伽础娩)
或莫氏立克次体(R．优00韶一)引起的急性感染性疾

病，普氏立克次体引起的感染称为流行性斑疹伤寒，

而由莫氏立克次体引起的称为地方性斑疹伤寒。流

行性斑疹伤寒为虱传播，临床症状较重，主要表现为

高热、头痛、皮疹，甚者神经症状显著，可出现听觉障

碍、神志昏迷直至死亡。地方性斑疹伤寒又称鼠型

斑疹伤寒，由鼠蚤传播，多散发，症状较轻⋯。在我
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国流行性斑疹伤寒和地方性斑疹伤寒均有流行，长期

以来由于两者临床症状的相似性以及普氏立克次体

和莫氏立克次体的高度同源性，两种斑疹伤寒的临床

诊断在很大程度上还依赖于对病史和流行病学资料

的研究和分析。近20年来，我国没有发生流行性斑

疹伤寒大流行，也没有针对性地对易感人群进行预防

流行性斑疹伤寒的疫苗接种，人群对流行性斑疹伤寒

的免疫力正在逐渐削弱，因而在特定条件下流行性斑

疹伤寒在我国有可能再度爆发性流行。因此，我国迫

切需要建立一种简便、快速、敏感而特异的检测方法

作为流行性斑疹伤寒的实验室诊断方法。

目前我国流行性斑疹伤寒的实验室诊断主要包
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括非立克次体特异的外斐氏实验以及斑疹伤寒立克

次体特异性的免疫荧光抗体检测等血清学检测方

法，由于特异性抗体检出多在感染2周以后，这些血

清学检测方法不能用于斑疹伤寒的早期诊断。另

外，血清学检测很难将流行性斑疹伤寒与地方性斑

疹伤寒区分。近年来，在国内外已有文献报道采用

巢式PCR方法来检测普氏立克次体DNA。虽然巢

式PCR方法比血清学方法敏感，但也难以检出流行

性斑疹伤寒患者血样本可能存在的微量普氏立克次

体或普氏立克次体DNA，并且常见的PCR检测的

假阳性或假阴性直接影响到检测结果的可靠性。目

前，一种将PCR与液相探针杂交相结合的检测方

法，即实时荧光定量PCR(quantitative real—time

PCR)已经开始用于病原体的检测心。6J。本研究采用

最新定量PCR技术(TagMan—MGB探针)，依据普

氏立克次体外膜蛋白B基因(o碱癌)设计引物和探

针，建立了快速检测普氏立克次体的实时荧光定量

PCR法。

材料与方法

1．菌株与DNA：普氏立克次体(E株)、莫氏立

克次体(wilmington株)、恙虫病东方体(Gilliam株、

Karp株)、贝氏柯克斯体(新桥株)、立氏立克次体(R

株)、汉赛巴通体(Houston一1)、查菲埃立克体DNA

为本室保存；五日热巴通体DNA为美国加州大学

惠赠。金黄色葡萄球菌(26066)、肺炎链球菌

(31004)、出血性大肠埃希菌(0157：H7 EDL933)、

福氏2a志贺菌(301)、鹦鹉热衣原体(AR39)、伯氏

疏螺旋体(太一株)、嗜肺军团菌(12型)、炭疽杆菌

(A16R)、鼠疫杆菌(EV76)、猪型布氏杆菌(104M)

等细菌DNA样本由本所细菌室或中国疾病预防控

制中心传染病预防控制所惠赠。

2．主要试剂：DNA回收试剂盒购自上海生工生

物公司，T载体试剂盒购自Promega公司，质粒提取

试剂盒和全血基因组DNA提取剂盒均购自德国

Qiagen公司。荧光定量PCR检测专用96孔板和盖

膜以及TaqMan Universal PCR Master Mix由美国

ABI公司生产。TaqMan—MGB探针由上海基康公

司合成，引物由赛百盛公司合成。

3．探针和引物：采用ABI Primer Express 2．0

SOftware和遵循TaqMan—MGB探针设计原则，依据

普氏立克次体。优加序列，设计引物Pr204F(5 7一

AGG ACA ACA AAT GCA GCA GCT A一3 7)和

Pr266R(5 7一AGC ACC AGC AGC TTG ATC AA一

3 7)，探针(5 7一AAC CTT TGA TGG TAT AGG C一

37)。扩增的片段为63 bp， 序列为

垒曼g垒竺垒垒堡垒垒垒!g!垒g竺垒g竺!旦caacctttgatggtataggct!!g垒!竺垒垒99

19!!竖!壁!，下划线部分为引物，加粗部分为探针。

4．制备标准DNA模板：用PCR方法扩增普氏

立克次体om邡基因片段，扩增所用的引物为
Pr65F(57一TTA AAT ATA GGA AAA AAT TAT

GGC T一37)与Pr493R(5 7一GAG CAT TTT GAG

CAT TTA TTG TAT T一37)，用DNA回收试剂盒从

电泳后的琼脂糖胶上回收扩增的目的DNA片段。

依据试剂盒说明书，将纯化的目的DNA片段连接

到pMD—T载体上，该T载体克隆的目的DNA片段

作为标准DNA模板。计算标准DNA模板拷贝数

公式为DNA拷贝数=DNA含量／片段大小×615

(Da)×1．67×10124(gram)。7‘。使用Beckman Du

640核酸定量仪测定DNA模板量，本次实验的

DNA模板为205．074弘g／m1，计算模板的拷贝数为

6×1010／肛l。

5．荧光定量PCR反应体系：采用25肚l反应体

积：每个反应中含12．5肛1通用PCR反应混合物

(TaqMan Universal PCR Master Mix)，5出引物和探

针混合物[100弘l混合物中含引物各3肛l(50肛m洲L)，

探针2出(50 pInol／L)，去离子水92肛1]，5．5肛l去离子

水，2肚1 DNA模板。荧光定量PCR反应在ABI 7900

型实时荧光定量PCR仪(美国ABI公司产品)内进

行，反应条件为先50℃2 rnin和95℃10 rnin，然后以

95℃15 s和60℃1 111in，循环45次。

6．普氏立克次体感染豚鼠：150～200 g雄性豚

鼠9只，由军事医学科学院实验动物中心提供。将

普氏立克次体感染的鸡胚卵黄囊膜(感染程度为

4+，即感染卵黄囊膜涂片染色后显微镜观察，每个

视野观察到≥1000个菌体)加入无菌生理盐水研磨

制备匀浆，并用无菌生理盐水适当稀释匀浆(菌体计

数约含2．3×1010个／ml普氏立克次体)。每只豚鼠

腹腔注射匀浆1 m1，感染后每天测量体温，并于第

3、6、9、12、15和18天分别对豚鼠心脏采血；每份血

样本取200弘1，用德国Qiagen公司的血DNA提取试

剂盒提取DNA，最后一步用40肚l无菌去离子水将柱

中DNA洗脱，获得约40弘1 DNA样本。分别用2肛l

DNA样本作模板行定量PCR检测和巢式PCR

检测。

7．间接免疫荧光(IFA)检测豚鼠血清普氏立克
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次体抗体：采用普氏立克次体感染鸡胚卵黄囊膜制

备12孔普氏立克次体抗原片。用普氏立克次体抗

原片做IFA测定感染豚鼠血清的抗普氏立克次体

的特异性IgG效价。将倍比稀释的感染豚鼠血清

与普氏立克次体抗原片在37℃作用1 h，然后用

0．02％Tween 20的PBS(PBS—T)漂洗3次后吹干；

加入FITC标记的抗豚鼠IgG抗体，37℃作用1 h后

用PBs—T漂洗3次后吹干，然后用荧光显微镜镜检。

在紫外光激发下，被特异性抗体结合的立克次体在

镜下为绿色小球杆菌。镜下能清晰看到立克次体时

的血清最大稀释度为该份血清的普氏立克次体IgG

抗体的效价。

结 果

1．敏感性分析：用无菌去离子水稀释的普氏立

克次体标准DNA，使其拷贝数分别为107、106、105、

104、103、102、10。将其分别加到反应体系中做荧光

定量PcR检测。所测定的反应曲线和标准曲线见

图1。所建立的标准曲线表明，该方法检测的普氏

立克次体最低能够检测到<10个拷贝的模板

DNA，普氏立克次体标准品DNA的拷贝数与循环

阈值(Q)的相关值(，一)为O．999，见图1(A、B)。

依据参考文献[8]，采用巢式PcR扩增普氏立

克次体DNA，所用外引物为pgRpl(5 7一TCA GAA

AGG AGA AAA GAT T一3 7)和pgRp2(5 7一CTT GCG

TAATAA TTC TTT TC一3 7)，内引物为NRpl(5 7一

ACG CAT TAG TCG GGC TTT ATT GTC CC一3 7)

·965·

和NRp2(5’一ACC GTG GAA TAT TGG TCC一3’)，

该巢式PCR检测普氏立克次体目的DNA的最低检

测量为104拷贝(图2)，荧光定量PCR法检测普氏

立克次体的灵敏度约为该巢式PCR法的100倍。

2．特异性分析：用荧光定量PCR分别检测了普

氏立克次体、莫氏立克次体、恙虫病东方体、贝氏柯

克斯体、立氏立克次体、汉赛巴通体、查菲埃立克体、

五日热巴通体、金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、出血

性大肠埃希菌、福氏2a志贺菌、鹦鹉热衣原体、伯氏

疏螺旋体、嗜肺军团菌、炭疽杆菌、鼠疫杆菌、猪型布

氏杆菌等病原体的DNA样本，除普氏立克次体样

本检出强烈信号外，其他立克次体和病原菌DNA

样本均未见荧光信号，即检测结果为0。

3．重复性分析：对同一批次和不同批次的倍比

稀释普氏立克次体标准DNA样品进行检测，根据

＆值的CV(变异系数)对重复性进行了评价。批内

CV为0．5％～1．5％(图3)，批间CV从0．4％～

2．1％(图4)。结果表明所建立的检测方法CV小，

方法的重复性良好。

4．普氏立克次体感染豚鼠血样本的检测：先用

巢式PCR检测感染后第3、6、9、12、15和18天的豚

鼠血样本，均未扩出目的条带。再以实时荧光定量

PCR检测同样的DNA样本，部分样本检测的结果

为阳性，结果见表1。

5．IFA检测感染豚鼠血清普氏立克次体抗体：

用普氏立克次体抗原片做IFA检测，检测普氏立克

次体感染后第6、12和18天的豚鼠血清IgG效价。

(A)荧光定量PcR检测普氏立克次体标准DNA样本；标准DNA拷贝数为10、102、103、104、105、106、107(从左到右)。(B)荧光定量PcR

检测标准DNA样本产生的标准曲线

图1 普氏立克次体荧光定量PCR检测标准DNA样本
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其中5只豚鼠血清特异抗体检测结果为阳性(效价

为1：320～1：5120)，另外4只检测结果为阴性。

表1 荧光定量PCR检测普氏立克次体

感染豚鼠血DNA标本

1：105拷贝DNA样本；2：104拷贝DNA样本；3：103拷贝DNA

样本；4：102拷贝DNA样本；5：10拷贝DNA样本；6：阴性对照；
贝数

7：DL2000 DNA相对分子质量标准

图2 巢式PcR法检测普氏立克次体DNA

横坐标为DNA样本拷贝数1：10；2：102；3：103；4：104；5：

105；6：106；7：107。每一个浓度DNA在同批内做4孔。Cf(循环域

值)值的cV为0．5％～1．5％

图3 检测普氏立克次体的荧光定量PcR的

批内重复性分析
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横坐标为DNA样本拷贝数1：10；2：102；3：103；4：104；5：

105；6：106；7：107。每一个浓度DNA检测4次。＆(循环域值)的

cv为0．4％～2．1％

图4 检测普氏立克次体的荧光定量PcR的

批问重复性分析

注：表中数据为定量PCR检测样本中普氏立克次体DNA的拷

表2 间接免疫荧光法检测感染豚鼠血清的

普氏立克次体抗体

注：表中数据为IFA检测豚鼠血清样本的普氏立克次体抗体

(IgG)的效价

讨 论

实时荧光定量PCR是目前国际公认的特异性

最好、最灵敏、重复性好的核酸定量检测方法。荧光

定量PCR技术有多种，包括Amplisensor法、

Molecula rbeacon法、TaqMan探针法等。9J，其中以

TaqMan探针法最好，显著提高了定量检测的敏感

性、特异性和重复性，同时可在较短的时间内得到准

确的结果。TaqMan—MGB探针是近几年才出现的

新型定量PCR技术，由于这种探针的荧光淬灭基团

是一种基本无荧光本底的小型凹槽结合物(MGB)，

使得定量PCR检测的荧光本底明显降低，从而提高

检测的分辨率。另外，探针结合上这种小型凹槽结

合物后，使得探针的Tm值有近10℃的提高，从而

使探针的杂交稳定性和特异性显著增强∽o。

本文采用了新型TaqMan—MGB探针建立了检

测普氏立克次体的实时荧光定量PCR。普氏与莫

氏立克次体的基因高度同源，在16S rRNA基因的
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1500个碱基中普氏与莫氏立克次体仅有7个碱基

不同u1，难以设计种特异性的引物与探针将它们有

效鉴别。但是本文根据普氏立克次体om加基因序

列设计的特异引物和TaqMan—MGB探针，建立的实

时荧光定量检测方法能特异地检测普氏立克次体

DNA，而不是莫氏立克次体以及其他立克次体和细

菌的DNA，显示出高度的种特异性。用克隆的

om加基因片段作为标准DNA模板建立标准曲线，

循环阈值(Q)与标准DNA拷贝数呈线性相关(，一=

0．999)，显示该方法很好的定量准确性。用该实时

荧光定量PCR检测标准DNA模板，检测灵敏度约

为检测相同目的DNA的巢式PCR的100倍，证明

该方法检测普氏立克次体具有高度敏感性。

我们采用巢式PCR法检测普氏立克次体感染

血样本，检测结果均为阴性。而采用本文建立的荧

光定量PCR法在感染后的第3天二直到第18天

(实验结束)均从某些豚鼠血样本中检出到普氏立克

次体DNA，说明本文所建立的检测普．氏立克次体的

实时荧光定量PCR具有比巢式PCR显著增强的灵

敏度，可以对血标本中的微量普氏立克次体进行快

速检测。另外，该荧光定量PCR检测的结果与IFA

法检测豚鼠血清普氏立克次体特异性抗体的效价有

明显的相关性。由于本文所用的普氏立克次体E

株为作减毒疫苗的弱毒株，受该弱毒株攻击后某些

豚鼠并未建立稳定的感染，表现为血清IFA抗体检

测和定量PCR检测结果均为阴性。

实验证明本文所建立的荧光定量PCR方法具

有普氏立克次体种特异性和高度的检测灵敏度，可

用于临床疑为普氏立克次体感染样本的检测，为流

行性斑疹伤寒的早期诊断。普氏立克次体引起的流

行性斑疹伤寒与莫氏立克次体引起的地方性斑疹伤

寒在传染源、传播媒介和预防措施上是完全不同的

两种疾病‘103，该定量PCR法将在斑疹伤寒疫情出

现时能准确对它们进行快速确认和区分，以便及时

采取针对性的防治措施，控制疫情的发展。
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