
生堡煎堡塞堂塑查!坚堡!旦笙!里鲞笙!塑￡垄些!墅i堂堂垡!!!型!Q塑!塑!：!壁!坐：! ·48l·

·实验室研究·

嗜肺军团菌环介导等温扩增快速检测方法的
建立与应用

朱水荣王志刚 张政卢亦愚梅玲玲 占利

【摘要】 目的建立一种适合基层检验部门及小型实验室使用的快速检测嗜肺军团菌的方法。

方法应用环介导等温扩增技术(LAMP)，针对嗜肺军团菌mip基因设计5条引物(2条内引物、2条外

引物及1条环引物)，并对LAMP反应条件和反应体系进行优化。为验证该方法的特异性、敏感性，针

对种系背景明确的12株嗜肺军团菌实验对照菌株、45株嗜肺军团菌地方分离株、6株非嗜肺军团菌、

1l株其他细菌以及59份外环境水样本进行检测，并将其结果与传统培养分离方法及定量PcR方法比

较。结果所检测的菌株样本中不同血清型嗜肺军团菌经I，AMP检测均呈绿色为阳性，非嗜肺军团

菌及其他菌株检测均呈橙色为阴性。实验结果表明，LAMP方法的检出率高于传统培养分离方法及

定量PcR。应用该方法从菌株核酸的提取至检测完成仅需1．5 h左右，该体系检测灵敏度为5 cfh／皿，

而且其检测结果在日(灯)光下通过肉眼即可判断。结论实验建立的LAMP方法能够快速、灵敏、特

异地检测嗜肺军团菌，适合基层检验部门及小型实验室与现场监测等使用。

【关键词】 嗜肺军团菌；环介导等温扩增技术；建立与应用
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印plication

军团菌病是由军团菌感染而引起的一种急性呼

吸道疾病⋯。现已发现90％以上的军团菌肺炎都是

由嗜肺军团菌引起的。目前对军团菌的检测主要依

赖于传统培养方法、生化和血清学鉴定方法，这些检
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验方法较为繁琐，费时费力，报告检验结果至少需要

14天以上，难以适应快速检验的要求。No协mi等Ⅲ

开发出的一种新的DNA环介导恒温扩增法

(100p-mediated isothennal锄plification，LAMP)，因
其具有操作简便易行、结果判读可靠等特点，可在基

层实验室使用并被广泛应用于各种病原微生物的快

速检测。本研究针对嗜肺军团菌m西基因设计一套
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LAMP引物，对嗜肺军团菌进行检测，优化反应条

件，验证方法的特异性和灵敏度，并实际应用于外环

境水样本的直接检测。

材料与方法

1．材料：①菌株：12株种系背景明确的实验对

照株嗜肺军团菌(LPl、LP3一LPl3)及6株非嗜肺其

他军团菌(L 6n勰，Mni钾、L fD础e∞^、L d“mQ所i、
L和，7舭n托、L m记如如i、L，o^如n厶)DNA模板均由

中国疾病预防控制中心(CDc)提供；45株嗜肺军团

菌地方株由本实验室分离，其他11株非军团菌实验

对照株为浙江省CDc菌种室保存。②外环境水样：

分别由衢州、舟山、东阳市CDC上送。③培养基：军

团菌基础培养基(BCYE)及选择培养基(GVPC)购

自广州乐通泰试剂有限公司。④主要试剂与仪器：

DNA提取试剂盒及dNTP、DEPC处理水购自

Tal觚a宝生物rT程(大连)有限公司；Bst酶购自纽
英伦生物技术有限公司；甜菜碱、MgS04、Mncl：、钙

黄绿素购自Sigma公司。Mx3000p荧光定量PcR仪

购自美国S仃2她ge鹏公司；cO：培养箱购自美国

Tllemo公司；MiniR眦Ge．100型凝胶电泳仪及成像

仪购白Bio—Rad公司；恒温水浴箱购自嘉兴市中新

医疗仪器有限公司；、Ⅷ．2微型涡漩混合仪购自上
海沪西分析仪器厂；DB一20金属裂解仪购自英国

Techne公司；浊度仪DensiIIlat bioM甜eu)【购自法国

梅里埃公司；军团菌胶乳凝集试剂盒购自广州乐通

泰试剂有限公司。⑤引物(F3、B3、FIP、BIP、LB)：针

对嗜肺军团菌m如基因保守序列，设计L√6山口引物

5条，由瞅aRa生物公司合成(表1)。
表1 帅基因LAMP扩增引物序列

引物 引物序列(5’一3’)产l砒∈度(bp)

F3 GCAA=rG TCAACAGCAATG G 19

B3 AAC 1’TG TrAAGAACG TCTTTCA 22

F伊TCC CCA A^T CGG CAC CAA TGC GAT GC 39
CACATC A：rTAGCT

B口√蛆℃AAG(论A TAG ATG 1TAATC CGG G(汀 43
T久AAGC CAATrG AGCG

LB AAGCAATGGCTAAAGGCAT(jCAA 23

2．方法：

(1)菌株培养：军团菌地方株划种于GVPC／

BcYE选择／基础培养基平板上培养3天后，挑取单

个菌落制备模板；ll株非军团菌其他菌株均划种于

普通营养琼脂平板上培养，挑取单个菌落制备模板。

(2)模板制备：采用热裂解法和DNA提取试剂

盒方法制备DNA模板。热裂解法：挑取单个菌落

于装有100 pl DEPC处理水的印pendorf管中，放于

金属裂解仪中100℃10 min后，12 000 r／min离心

5 min，取上清，4℃保存备用；DNA提取试剂盒方法

按操作说明书进行。外环境水样：取浓缩水样各

l ml，1500 r／min离心15 min，取上清，再12 000 r／min

离心5 min取沉淀后，加100¨l DEPc处理水，

12 000 r／min离心5 min，去上清再加入100 ul的裂解

液于100cC水浴15 min，取上清4℃保存备用。

(3)嗜肺军团菌的稀释与计数：取菌量为5×

107 c纠ml的LPl型嗜肺军团菌，用灭菌双蒸水进行

10倍稀释，从10一～10。o稀释液中吸取100¨l到

BCYE基础培养基上，用L棒及时涂布均匀，每个稀

释度做5个平皿，于含5％CO：的培养箱，37℃培养

3～5 d后进行计数。同时再取每个稀释度的菌液，

制成100“l的模板，用做LAMP敏感性试验。

(4)LAMP扩增反应：①I，AMP扩增体系和反应

条件：总反应体系为25“l，包括Bst酶、埘s．Hcl、
KCl、(N}L)：S04、Mgs04、Tritonx．100、钙黄绿素、

MnCl：、dNTP、弓I物(F3、B3、FIP、BIP、LF、LB)、甜菜

碱、模板等。②反应条件：58—65℃30—60 min，

80℃2。8 min。③引物、MnCl：、钙黄绿素最佳浓度

优化：以相同DNA浓度(LPl)为LAMP反应模板，引

物浓度(20¨mo儿)不变，将引物量从0．15～0．45斗l

以O．1肛l递增；钙黄绿素、Mncl：浓度(10肛lo儿)不
变，钙黄绿素、MnCl：量从0．5一l“l以0．1 pl递增，优

选引物、钙黄绿素及Mncl：等的最佳浓度。

(5)LAMP方法验证：①敏感性检验：取上述10

倍系列不同稀释度活菌菌液100 ul(LPl)分别用水

煮法或试剂盒提取法提取DNA，用以进行方法敏感

性检测。②特异性检验：对种系背景明确的实验对

照菌株12株嗜肺军团菌及6株非嗜肺军团菌、45株

嗜肺军团菌地方株以及11株非军团菌其他菌株的

聊蛆提取液，用LAMP反应系统进行检测，验证
LAMP方法的特异性。

(6)LAMP阳性结果判定：肉眼观察产物颜色

变化。出现明显绿色判定为阳性，橙色为阴性，橙绿

色则通过2％琼脂糖进行凝胶电泳(或取相应

LAMP产物2“l再次L舢岬，观察颜色变化)观察条

带是否出现，电泳条带明显者判定为阳性，不明显者

判定为阴性。每次试验均做阴阳性对照。

(7)外环境水样本检测：对分别来自舟山、衢

州、东阳市CDC的59份冷却塔／冷凝水样本，分别采

用传统分离培养法(部分工作为相应下级CDc实验

室人员所做)、荧光定量PCR法和L怂佃法进行检
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测，并对结果进行分析。

结 果

1．L—6山口方法建立与条件优化：经改变内外引物的

比例、反应温度、反应时间、帅、甜菜碱、钙黄绿素、
MgS04、MnCl：等浓度，目测颜色变化并电泳有否产物扩

增，最后得到该方法最佳反应体系(25 p1)：1．6肛mo儿

FIP、1．6“mol／L BIP、0．2肛mol／L F3、0．2 pmol／L B3、

0．4 umo儿LB、O．6 mmol／L dNTP、0．8 mol／L甜菜碱、
20 I砌ol／I。Tris—HCl(pH值8．8)、10咖ol／L KCl，
10 lll】mol／L(NH4)2S04、4 mmol／L MgS04、O．1％

秭toIlx．100、25岬洲L钙黄绿素、O．5 mmol，L MnCl2。
2．内外引物比例：参照文献[3—7]方法，以4：l一

10：1的比例对所要研究的嗜肺军团菌实验体系进行

内外引物最佳比例试验，结果表明，本方法最佳内外

引物的浓度比例为8：1。

3．反应温度与时间：试验发现其中温度影响最

大，当反应温度达到58℃时出现阶梯状条带，而反

应温度为60℃时则达到最佳扩增效果。结果表

明，该方法的最佳反应条件分别为60℃1 h，80℃

2 min。

4．环状引物：通过多次重复实验加以验证该引

物是否对本实验有影响，结果表明，在模板浓度较低

时加入环状引物的PcR管其颜色更绿，也即环状引

物加与不加对目测结果有影响(否则颜色不明显)，

但不影响电泳结果。

5．特异性试验：特异性试验结果见图l一4(图

中相同血清型菌株均为不同来源株)，仅中国CDC

提供的12株嗜肺军团菌及45株嗜肺军团菌地方株

出现绿色或经电泳图片出现LAMP特有的阶梯状扩

增条带，6株非嗜肺军团菌及ll株非军团茵其他菌

株均未出现绿色或相应电泳条带(表2)。

注：M：M锄k盯；l_4．L6n卯m口n妇，Ldu，n够i，L幻啊Fk俄^，L
护嗍耐i；5—9．LPl；11—16：LP3一LPl2；lO：阴性对照
图l部分菌株LAMP特异性检测电泳结果

6．敏感性试验：试验发现随着菌液浓度的降

低，生成的颜色渐淡，其特异性条带亮度也逐渐变

·483·

注：M：M盯kcr；l一4：LPl；5：LP2；6：LP3；8～lO：LP9；11～

13：LP4；14一16：LPl2：7：阴性对照

图2部分嗜肺军团茵地方株LAMP检测电泳结果

注：M：Marker；l、2、5—7：冷却塔水样二次I AMP兰占果；3、4、

9—11：冷却塔水样一次LA^佃结果；8：阴性对照

图3部分冷却塔水样LAMP检测电泳结果

注：l：阴性对照；2_4：L6僦啪，l池，Ldu盯锄讥LzD咖^军
团菌；5、6：LPl；7、8：LP3；9、lO：LP9

图4部分军团菌L√蝴P检测结果

表2不同菌株LAMP检测结果

菌株 miP基因 菌株 miP基因

LPl + L，，l如d砝i 一

LP3 + 蛳以∞厶 一

LP4 + L如昭6e口如 一

LP5 + Lg口r"mn豇 一

LP6 + 0157．H7大肠埃希菌8823“ 一

LP7 + CMCC大肠埃希菌44825 一

LP8 + A丁CC大肠埃希菌25922 一

LP9 + CMCC弗劳地枸橼酸菌4800l —

LPlO + ATCc金黄色葡萄球菌25923 一

LPll + ATcC绿脓假单胞菌27853 一

LPl2 + CMCC产酸克雷伯菌46101 一

LPl3 + CMCC伤寒沙门菌50097 一

嗜肺军团菌矩腓 + cMCc福氏2a志贺菌51573 一

L6咄"l口n妇 一 CMCC表皮葡萄球菌28008 一

Ldl‘r蟛i — 流感嗜血杆菌地方株 一

注：+：阳性；一：阴性
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弱，至菌液稀释10。8扩增无产物，结果显示该法最低

检测限为5 c甜ml(表3)。

表3 LAMP敏感度检测

7．外环境样本检测：59份水样本，经不同方法

进行检测，发现I，AMP法检出率最高，其次为定量

PCR，检出率最低的为传统分离培养方法，其中分离

培养阳性的水样另外2种方法检测也均为阳性，一

致性为100％(表4)。

表4不同方法检出率比较

注：括号外数据为检出的样本数；括号内数据为检出率(％)

讨 论

本研究中根据嗜肺军团菌的m咖基因设计

LAMP引物5条，具体方法主要参照Tom妇等b1报

道，在LAMP反应体系中加入适量MgsO。、MnCl：、

钙黄绿素，反应结果在日(灯)光下通过肉眼观察绿

色是否生成而进行判定，实现反应及产物检测一步

完成。该方法是在Notomi等【21的方法基础上加以改

进的最新方法，结果在日(灯)光下通过肉眼观察是

否产生绿色钙锰复合物来判断靶基因存在与否，它

比以往通过肉眼观察有否产生白色焦磷酸镁沉淀更

易于判断。由于LAMP扩增的反应体系较为复杂，

因而对影响整个反应的主要成分，如甜菜碱、

MgS04、Mncl：、钙黄绿素的浓度和内、外引物及环状

引物的浓度比例均要进行优化，各成分的最佳浓度

是因具体试验结果来确定的。经试验，本体系中最

为适宜的内外引物浓度比为8：1。Nagamine等⋯研

究认为，在LAMP扩增体系中加入未变性的模板并

不影响扩增结果，模板DNA的变性在等温扩增中并

不是必须步骤。但本试验表明，试验前模板仍需变

性，否则大大降低靶基因物的生成量，使得生成颜色

不明显，导致结果难以判断。Nag锄ine等阳1报道，环
状引物能使反应时间缩短至l／2或更少而且可以加

大产量。本次试验时也给军团菌设计了一个环状引

物LB，在反应体系中加入特定的环状引物后，确实

加快了反应的速度，而且也加大了反应的生成量，使

阳性产物与阴性产物的颜色形成鲜明的对比，反应

结果更易于用肉眼判断。本研究中还对不同反应温

度与时间(55—65℃30 IIlin至l h，80℃2～8 min)

进行了探索，结果发现，当反应温度为60℃时则达

到最佳扩增效果。试验表明，本方法的最佳反应条

件分别为60℃1 h，80℃2min。总之，本方法经对

上述各反应条件进行优化后，一是特异性好，扩

增嗜肺军团菌共57株均呈绿色阳性结果，而扩增

非嗜肺军团菌及其他非军团菌菌株均呈橙色阴

性结果；二是灵敏度高，用本体系直接对不同稀

释度军团菌DNA提取液进行检测，其灵敏度达到

5 cfil／ml，稍优于定量PCR法检测嗜肺军团菌的检测

限10 c甜ml¨0|，明显大于用普通PcR法检测军团菌

的检测限103cnl／ml【11]。

将本方法实际应用于外环境水样本中嗜肺军团

菌的检测，并与传统培养方法及定量PCR方法相

比，结果表明，前者检出率明显高于传统培养方法，

稍优于定量PCR方法。本次水样本中DNA提取时

分别采用直接水煮法及阱啦提取试剂盒2种方法，
经比较直接水煮法优于DNA提取试剂盒法；分析原

因可能由于部分水样本中含菌量极少，而DNA提取

试剂盒方法步骤多，可能导致部分DNA丢失或降

解。值得注意的是，部分水样本因含菌量较少，其

LAMP结果颜色生成并不明显，但电泳条带仍存在，

故取一次LAMP产物2 Hl再次L舢胛，结果颜色明
显易于判断。本方法检测成本低，不需要使用昂贵、

精密的仪器设备，仅需金属裂解仪／恒温水浴装置；

耗时短，在恒温条件下进行反应，l h左右即可完成，

大大缩短了该菌的检测周期(从菌株核酸的提取至

检测完成仅需1．5 h左右)；日光下通过肉眼目测反

应体系颜色变化即可进行结果判断，实现反应及产

物检测一步完成，操作简便。

综上所述，本研究建立的嗜肺军团菌LAMP检

测方法具有特异性强、灵敏度高、方便快捷、成本低等

特点，具有在基层／／J、型实验室、现场监测／夕卜环境水的

卫生学评价、临床诊断／应急等方面广泛使用的优势，

为嗜肺军团菌的检测提供了一种新的技术方法。
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人附红细胞体病一例

郭丽萍毕丽鑫 吕静李继红刘树卿阎锡新

患者男性，72岁，河北省平山县农民。2008年11月2日

发热(>38℃)，伴有寒战。同时有双下肢肌肉疼痛，但不影响

行走、站立等活动，热退时疼痛减轻。经当地医院“抗炎”治

疗l周，病情无好转前来就诊。患者1年前家中10余头猪患

病死亡，曾为病猪接生。入院查体：体温38．1℃，贫血貌，全

身皮肤及巩膜黄染，眼睑轻度浮肿，两肺呼吸音低，左肺底可

闻及少许细湿哕音，心率100次／min。肝缘肋下触及1．5 cm，

质软，轻压痛，脾未触及，双下肢中度指凹性水肿。白细胞计

数19．8×10礼。中性粒细胞84，2％，红细胞3．45×lO“／L，血

红蛋白11．7 g／L，红细胞压积32．1％，网织红细胞3．9％。尿常规

检查：潜血(+)，蛋白(+)；肝功能检测：总胆红素41．6 pmo儿，

直接胆红素19．O pmo儿，间接胆红素22．6¨mol／L，白蛋白

249／L。血沉103 n邶恤。血培养3次均阴性。骨髓穿刺涂

片检查呈感染性骨髓像。胸部CT：两侧胸腔少茸包裹积液

伴右下肺组织膨胀不良，心包积液，右肺中叶少许慢性炎症，

右肺中叶内侧段及左肺上叶舌段多发纤维条索。患者先后

诊断为“肺炎?败血症?胆囊炎?成年人still病等”。入院

后给予抗感染及对症治疗，体温始终不降。20日末梢血涂片

直接镜检发现：红细胞表面可见大小不一、黄褐色闪闪发光

的圆形小体，大部分红细胞呈棘形、齿轮状、星芒状或不规则

状外观；瑞氏染色：油镜下可见红细胞表面有蓝色的圆形、泪

滴形或不规则形具有折光性的小体，标本送石家庄市疾病预

防控制中心确认红细胞表面的附着物为附红细胞体(附红

体)，油镜(1000×)下计数loo个红细胞发现染有附红体的

红细胞占85％左右；为重度感染(凡染有附红体的红细胞<

DoI：lO．3760／c眦j．is蚰．0254一“50．2009．05．017

作者单位：050000石家庄，河北医科大学第二医院呼吸内科(郭丽

萍、吕静、李继红、刘树卿、阎锡新)；保定市第三人民医院(毕丽鑫)

·疾病控制·

30个为轻度感染；30～60个为中度感染；>60个为重度感

染)。确诊后立即给患者口服四环素，同时静脉点滴阿米卡

星和华蟾素，2周后患者体温降至正常。出院后继续口服四

环素，1个月后随访患者血中附红体基本消失。患者出院诊

断为人附红体病。

附红体病是一种人畜共患传染病。患者主要临床表现

为发热、贫血、黄疸及红细胞压积降低，另外可有乏力，易出

汗，嗜睡，白细胞增多，肝、脾肿大，淋巴结肿大，胸腔、腹腔及

心包积液等。由于该病临床所见病例甚少，目前尚未引起足

够重视，大多数I}缶床医生对该病缺乏认识。人体感染附红体

后又多呈潜伏状态，常规的检查也很容易忽视。此外，由于

其临床表现多种多样(长期发热、贫血和肝脾肿大)，常与感

冒、疟疾、黑热病、血液病等疾病的症状相似，而容易造成误

诊和漏诊。对于经常接触牲畜的人，尤其是儿童，在该病流

行的夏秋季节凡有不明原因发热者，伴贫血、黄疸、四肢酸痛

等症状时，应注意该病的可能。

本例患者特点为长期发热，临床表现有贫血、肌痛、黄疸

及红细胞压积降低，白细胞增多，并出现肺(肺炎、胸膜炎)、

肝(肿大、黄疸、低蛋白)、肾(血尿、蛋白尿)等多器官损害，虽

经多种抗生素治疗但无效，后经血涂片发现附红体，又经流

行病学调查得知患者有病猪接触史，诊断才得以证实。

目前，附红体病尚无规范的治疗方案。但是青霉素、链

霉素治疗效果不佳。可选用四环素、强力霉素、庆大霉素、丁

胺卡那霉素、左旋氧氟沙星等，有报道华蟾素和青蒿素也有

效，一般疗程7。lOd。本例患者为重度感染，虫体清除较困

难，采取联合用药，总疗程长达1．5个月。～般来说，对于轻

中度感染，如果及时治疗，预后较好。
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