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非O1非O 1 39群霍乱弧菌多重PCR和
SYBR Green实时PCR检测方法的建立

李凤娟阚飙王多春

·实验室研究·

【摘要】 目的建立检测非Ol非0139群霍乱弧菌的多重PCR和SYBRGreen实时PCR方

法。方法分别以霍乱弧菌的外膜蛋白基因(ompW)、01和0139群O抗原编码基因(咖)设计引

物，建立多重PCR和SYBRGreen实时PCR方法，评价两种方法检测非01非0139群霍乱弧菌的

特异性、重复性和一致性及最低检测菌量。结果建立了检测非01非0139群霍乱弧菌的多重

PCR和SYBRGreen实时PCR方法，根据特异性条带(多重PCR)和特异性熔解温度(SYBRGreen

实时PCR)，两种方法均能特异性检测非01非0139群霍乱弧菌，并能鉴别其他弧菌(5种)和肠道

杆菌(3种)；两种方法的最低检测菌量分别为7×104 cfu／ml(多重PCR)和7×102 cftdml(SYBR

Green实时PCR)，差异有统计学意义(P<0．05)；对实时PCR的重复性检测，批内变异系数(CV)为

0．22％～0．92％，批间cv为0．27％～1．41％；经370株非01非0139群霍乱弧菌的检测，两种方法的

一致性均为100％。结论建立的两种方法其特异性、敏感性及重复性均好，可适用于不同条件下

非0l非0139群霍乱弧菌的检测和鉴定。
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【Abstract】 Objective To develop methodology of both multiple PCR and real-time SYBR

green PCR for the detection of V／brio cholera*(矿cholera*)serogroups non—01 and non-0139．

Methods The outer membrane protein gene(ompW)specific for矿cholera*，as well as O antigen帕

genes specific for both O I and O 1 39．were used for the design ofthe PCR primers．Both multiple PCR

and real—time SYBR green PCR systems were used to detect both 01 and 0139．Specific册genes and

ompW were developed to evaluate their specificity，limit of detection，reproducibility and consistency．

Results We established multiple PCR and real．time SYBR green PCR methods．According to the

specific electrophoretic bands(multiple PCR)and the specific melt curve temperature(real-time

SYBR green PCR)．both methods could specifically detect the non一0 l，non-O l 39矿cholerae，and to

differentiate them from O 1．O l 39矿cholerae．other five Vibrios and 3 intestinal bacteria．The detection

limits were 7×104 cfu／ml(multiple PCR)and 7×102 cfu／m1(real—time SYBR green PCR)，witll

statistically significant difference seen(P<0．05)．For the reproducibility of real-time SYBR green

PCR．the external COC：mcient variation ranging from 0．22％to 0．92％while the internal coefficient

variation ranging from 0．27％to 1．41％．370 strains ofnon．0l，non．0139矿cholerae，were detected。

with both consistency rates as 1 00％．Conelusion Both multiple PCR and real—time SYBR green

PCR could detectnon．01。non一0139矿cholera*，rapidly，specifically，and reproducibly，that could all

be used for the detection and identification ofnon．Ol。non一0139 under different conditions．
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非01非0139群霍乱弧菌是指除01和0139群

霍乱弧菌以外的霍乱弧菌血清群⋯，其广泛存在于

环境，尤其是水体和海产品中，可引起夏秋季腹泻和

食物中毒，临床表现为轻症胃肠炎或严重的腹泻。

非01非0139群霍乱弧菌引起的腹泻在世界许多地

区均有流行和散发乜'3|，但由于其临床感染程度没有

0l群、0139群霍乱弧菌严重，因此常被忽略。鉴定

非Ol非0139群霍乱弧菌，要求其不与01群和

0139群分群血清凝集，而与其他群的分群血清凝

集，但目前绝大多数实验室无01、0139群霍乱弧菌

诊断血清之外的其他群血清产品。对非Ol非0139

群霍乱弧菌的鉴定，传统方法是采用生化检测鉴定

为霍乱弧菌，然后用01、0139群血清凝集试验排除

01、0139群霍乱弧菌，则认定为非01非0139群霍

乱弧菌。但该方法操作复杂，费时费力，达不到快速

检测的要求。因此有必要开发和建立一种更高效且

能弥补传统方法缺陷的检测方法。为此本研究以霍

乱弧菌的外膜蛋白基因(ompW，霍乱弧菌共有基
因)、01群0抗原基因(01．帕)、0139群O抗原基因

(0139一帕)为目的基因，建立了用于检测非01非

0139群霍乱弧菌的多重PCR和SYBR Green实时

PCR方法，并评价两种方法的特异性、最低检测菌量

和一致性。

材料与方法

1．实验菌株：非01非0139群霍乱弧菌370株

(均经生化鉴定为霍乱弧菌，并用01、0139群血清凝

集排除01、0139群霍乱弧菌)；01、0139群霍乱弧

菌各30株；副溶血弧菌、拟态弧菌、创伤弧菌、麦氏

弧菌、弗尼斯弧菌各2株；单胞菌、大肠埃希菌、痢疾

杆菌各5株。菌株均为本实验室保存。

2．主要仪器和试剂盒：包括FX96型

荧光PCR仪(美国BIO—RAD公司)，

PTC一200型PCR扩增仪(美国MJ

RESEARCH公司)，凝胶成像仪(美国

BIO—RAD公司)、电泳仪及电泳槽(北京

六一电泳设备厂)，5415R型高速低温离

心机(德国Eppendorf公司)；2×Taq

PCR MasterMix(天根科技有限公司)，

SYBR@Premix Ex TaqTM、DL2000 Marker

(TaKaRa大连公司)，GoldVeiw DNA染

料(北京赛百盛基因技术有限公司)。

3．引物：多重PCR及SYBR Green

实时PCR引物序列见表l，由上海生工

生物工程有限公司(北京)合成。

4．DNA模板制备：从霍乱弧菌培养平皿上挑取

单菌落，溶于200 gl纯水中煮沸10 min，冰浴10 min

后，以12 000 r／min离心10 min，取上清即为提取的

DNA。

5．PCR体系和反应条件：

(1)多重PCR组成成分：在20 ul体系中，2×

Taq PCR MasterMix 10 gl，Ol、0139帕和ompW上

下游引物(10 I，tmol／L)各l pl，DNA模板1¨l，其余用

水补足。反应条件：94℃预变性5 min，然后94℃

30 S，55 oC 30 S，72 oC 1 min，进行30个循环，最后

72℃延伸7 min。PCR扩增产物上样于1％琼脂糖

凝胶中电泳，用凝胶成像仪拍照。

(2)SYBR Green实时PCR：每份样品在2个反

应体系中检测完成，在每个体系(20 u1)中，SYBR@

Premix Ex Taq州(2×)各10“1，一管中0I／0139帕

引物上下游(10 I，tmol／L)各0．4 ul，另一管中ompW弓I

物上下游各0．4“l，每管中DNA模板各2“l，其余用

水补足。采用TaKaRa公司产品说明书中的两步法

PCR扩增标准程序作为循环参数。

6．特异性检测：对经生化及01、0139群血清鉴

定的5株非01非0139群霍乱弧菌和01、0139群霍

乱弧菌各60株，弗尼斯弧菌、创伤弧菌、麦氏弧菌、

副溶血弧菌各2株，单胞菌、大肠埃希菌、痢疾杆菌

各5株，分别采用多重PCR和SYBRGreen实时PCR

方法进行检测。

7．最低检测菌量：取新鲜非Ol非0139群霍乱

弧菌单菌落接种LB肉汤，37℃培养至A值约为0．9，

然后以LB肉汤采用涂平板法计数系列稀释液的菌

量10倍系列稀释；同时用水煮法制备系列稀释液的

表1霍乱弧菌多重PCR及SYBR Green实时PCR相关引物序列

引物 引物序列 产瑟度梨黧
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DNA作为模板，分别采用建立的多重PCR和SYBR

Green实时PCR方法检测。根据能观察到的最弱

PCR电泳条带(多重PCR)和特异的熔解温度峰值及

Q≤35的荧光曲线(SYBR Green实时PCR)，确定样

品的检测下限，即为最低检测菌量。

8．重复性和一致性检测：采用SYBR Green实时

PCR检测同一批次和不同批次的10倍稀释标准品

108～101cfu／ml后，根据D值的变异系数(CV，s／；X

100％)评价其重复性。对经生化及Ol、0139群血

清鉴定的370株非0l非0139群霍乱弧菌，分别

利用建立的多重PCR和SYBR Green实时PCR方

法检测。两种方法分别能鉴定为非01非0139群

霍乱弧菌的百分比，即为该方法检测的一致性百

分比。

结 果

1．检测方法的建立：在多重PCR中，针对一个

核酸样品，当出现588 bp霍乱弧菌ompW的唯一电

泳条带，则判断为非01非0139群霍乱弧菌阳性；而

同时出现813 bp(01．帕)和588 bp(ompW)或同时出

现382 bp(0139一帕)和588 bp(ompW)的电泳条带，

则判定为Ol或0139群霍乱弧菌阳性。在SYBR

Green实时PCR中，针对一个核酸样品的2个反应

体系，当ompW反应体系中出现Ct<、35的荧光曲线

和特异性熔解温度峰值(T。=84．5℃)，同时帕反

应体系中荧光和特异性熔解温度峰值曲线均不起

峰时，即判断为非01非0139群霍乱弧菌阳性；当

出现荧光曲线(＆≤35)和特异性熔解温度峰值

(T。=78．0℃或79．5℃)时，即判断为01或0139群

霍乱弧菌阳性。

2．特异性分析：使用本研究菌株分别利用建立

的两种方法进行检测。在多重PCR中，受试的3株

非01非0139群霍乱弧菌出现588 bp的唯一条带

(图1中7～9)，01和0139群霍乱弧菌各3株，分别

同时出现588 bp与813 bp和588 bp与382 bp的条带

(图l中1。3和4～6)，而5种其他弧菌(副溶血弧

菌、拟态弧菌、创伤弧菌、麦氏弧菌、弗尼斯弧菌各2

株)和3种肠杆菌(嗜水气单胞菌、大肠埃希菌、痢疾

菌各5株)，多重PCR检测均未出现ompW、01一帕和

0139-咖基因的特异条带，图1中10一17条带显示8

种菌的检测结果(副溶血弧菌、拟态弧菌、创伤弧菌，

麦氏弧菌、弗尼斯弧菌、单胞菌、大肠杆菌、痢疾杆菌

各1株)。

SYBR Green实时PCR的特异性检测表明，受试

的01群、0139群霍乱弧菌含有ompW引物管和帕

引物管的样品均检测到Ct<35的荧光曲线(图2A

中的l、2)，但熔解温度峰值有所不同，01群霍乱弧

菌的两管熔解温度峰值分别为78．0℃和84．5℃(图

2B中1)，0139群霍乱弧菌的两管熔解温度峰值分

别为79．5℃和84．5℃(图2B中2)；对于受试非01

非0139群霍乱弧菌，只在含有ompW弓I物管的样品

中检测到Ct<35的荧光曲线，而帕引物管的检测为

阴性(图2A中3)，且ompW和帕引物管的熔解温度

峰值分别为84．5℃和阴性(图2B中3)；其他受试的

弧菌和肠杆菌，其熔解温度峰值均与非Ol非0139

群霍乱弧菌相区分(图2中4～6)。

000 bD

豁8醢

jf．：M：Marker：1～3：01阱镬^L弧菌N】696lf01韬叶，删1、

40—42(01／l,)lI型)、吴江一2(01稻叶型)代表株；4～6：0139群霍乱

弧菌M045、FJ97129、HL08001；7～9：非01非0139群霍乱弧菌；

10～17：除霍乱弧菌外的其他弧菌与肠杆菌代表株

图1多重PCR检测霍乱弧菌

3．确定最低检测菌量：多重PCR在菌液浓度为

7×104 cfu／ml时，可观察到最弱PCR电泳条带(图

3)。SYBR Green实时PCR在菌液浓度为7×102

cfu／ml时，有特异的熔解温度峰值，且有Ct<、35的荧

光曲线；而菌液浓度为7×101 cfu／ml时，特异熔解温

度峰值不明显，且荧光曲线Ct>35(图4)。两种方

法最低检测菌量的差异有统计学意义(P<0．05)。

4．重复性和一致性分析：利用SYBR Green实时

PCR检测同一批次和不同批次的10倍稀释标准品

108～101拷贝后，批内Q值CV为0．22％～0．92％，批

间Q值CV为0．27％～1．41％，表明本研究建立的实

时PCR具有良好的重复性(表2)。采用两种方法检

测370株非01非0139群霍乱弧菌其一致性均为

100％。

讨 论

本研究建立的多重PCR和SYBR Green实时

PCR方法在特异、快速检测非01非0139群霍乱弧

菌的同时，可有效区分01、0139群霍乱弧菌，且能

鉴别霍乱弧菌与其他弧菌和肠道杆菌。两种方法的

一致性均为100％。

本研究建立检测非01非0139群霍乱弧菌方法

的思路，是对受试菌鉴定到霍乱弧菌(ompW)的同

时，排除01和0139群霍乱弧菌(O抗原的特异帕

 



注：I：01群霍乱弧菌代表株；2：0139群霍乱弧菌代表株；

3：非Ol非0139群霍乱弧菌代表株；4～6：其他弧菌代表株

图2检测霍乱弧菌ompW和l毋的实时PCR扩增曲线

注：M：Marker；1～8：非Ol非0139群霍乱弧菌，刈应的模板菌

液浓度分别为7×108～7×101 cfu／ml

图3多重PCR对非Ol非0139群霍乱弧菌

最低检测菌量的确定

基因)。在多重PCR和SYBR Green实时PCR的引

物设计上，根据特异性条带(多重PCR)和特异性熔

解温度(SYBR Green实时PCR)，两种方法均能特异

地检测非01非0139群霍乱弧菌，鉴别01、0139群

霍乱弧菌，可将霍乱弧菌与其他弧菌和肠道杆菌相

区分，且单一样品检测时间均<2 h。由于SYBR

Green实时PCR方法是利用荧光染料(SYBR Green)

与双链DNA分子结合发光的特性指示扩增产物，但

SYBR Green无特异性，无法识别特定的双链∞。。而

本研究采用两管法，在2个反应体系中检测一份样

品，其特点是无需另外设计荧光探针和优化条件，简

便易行，成本较低，对定量PCR仪亦无选择。但缺

点是专一性不如探针法，需要根据2个反应体系中

的检测结果加以判断。

注：I～8：非01非0139群霍乱弧菌，对应的模板菌液浓度分别

为7×108～7×101 cfu／ml；9～11：阴性对照

图4实时PCR对非Ol非0139群霍乱弧菌

最低检测菌量的确定

表2非01非0139群霍乱弧菌批内和批间＆值CV的确定

目前世界各地非01非0139群霍乱弧菌引起的

腹泻并不少见，尤其在发展中国家。但由于01和

0139群霍乱弧菌引起的霍乱更易导致流行【7]，且常

规实验室缺少非01非0139群霍乱弧菌的血清，因

此更多情况下仅注意对0l和0139群霍乱弧菌鉴

定，而忽略了非01非0139群霍乱弧菌感染的可能

性。本研究建立的两种方法，为不同条件的常规实

验室鉴定非01非0139群霍乱弧菌提供了选择。

01、0139群霍乱弧菌的主要毒力因子是

cholera toxin(CT)随]，由ctxAB编码，另一个毒力因子

是毒素协同菌毛(toxincoregulatedpilus，TCP)，在霍
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乱弧菌肠道定植中起着重要作用。在非01非0139

菌株中，除可能存在CT和TCP外，还含有的外膜蛋

白、脂多糖、肠毒素、蛋白酶、溶血素和磷脂酶等，对

宿主细胞造成破坏甚至最终引起细胞死亡。因此

后续工作将上述毒力因子也加入到检测体系中，判

断非01非0139群菌株的毒力情况，将更具有流行

病学实际意义。
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本刊常用医学词汇缩略语

读者·作者·编者

本刊对以下较为熟悉的一些常用医学词汇将允许直接用缩写，即在文章中第一次出现时，可以不标注中文和英文全称。

A值 吸光度值

AIDS 艾滋病

ALT 丙氨酸氨基转移酶

AST 天冬氨酸氨基转移酶

BMI 体重指数

CHD 冠心病

c， 可信区间

COPD 慢性阻塞性肺疾病

CT 计算机断层扫描技术

DBP 舒张压

DNA 脱氧核糖核酸

ELISA 酶联免疫吸附试验

FPG 空腹血糖

GMT 几何平均滴度

HAV 甲型肝炎病毒

HBV 乙型肝炎病毒

HCV 丙型肝炎病毒

HDV 丁型肝炎病毒

HEV 戊型肝炎病毒

HBcAg

HBeAg

HBsAg

Hb

HC

HDL．C

HFRS

HI

HIV

HPV

ICU

IDD

IFG

LDL．C

M值

MRI

MS

MSM

0R

乙型肝炎核心抗原

乙型肝炎e抗原

乙型肝炎表面抗原

血红蛋白

臀围

高密度脂蛋白胆固醇

肾综合征出血热

血凝抑制试验

人类免疫缺陷病毒

人乳头瘤病毒

重症监护病房

碘缺乏病

空腹血糖受损

低密度脂蛋白胆固醇

中位数

磁共振成像

代谢综合征

男男性行为者

比值比

PBS

PCR

艘
IU二PCR

SARS

SBP

SCr

T2DM

TC

TG

UA

WBC

WC

降Z田

WHtR

WHO

抗一HBs

抗一HBc

抗一HBe

磷酸盐缓冲液

聚合酶链式反应

相对危险度

反转录聚合酶链式反应

严重急性呼吸综合征

收缩压

血清肌酐

2型糖尿病

总胆固醇

甘油三酯

尿酸

白细胞

腰围

腰臀围比值

腰围身高比

世界卫生组织

乙型肝炎表面抗体

乙型肝炎核心抗体

乙型肝炎e抗体

 


