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立氏立克次体实时荧光定量聚合酶链反应

检测方法的建立

牛东升 陈梅玲 温博海 李青凤 邱玲 张晶波

·实验研究·

【摘要】 目的 采用TaqMan—MGB探针建立立氏立克次体实时荧光定量聚合酶链反应(PcR)

检测方法。方法依据立氏立克次体外膜蛋白B基因序列设计引物和探针，以克隆的om声B基因片

段为DNA模板，在ABI 7900型荧光定量PCR检测仪上建立实时荧光定量PCR检测方法。结果 建

立的定量标准曲线c￡值与模板拷贝数呈线性关系(R。=0．996)，最低检测浓度为5拷贝／弘1；用荧光

定量PcR方法检测其他相关立克次体和常见非立克次体病原菌，检出结果均为阴性。用该方法检测

立氏立克次体感染的豚鼠血液标本、小鼠脾脏标本及细胞培养标本，检测的结果与立氏立克次体感染

相关。结论研究建立的检测立氏立克次体实时荧光定量PCR方法具有高特异性和高敏感性，适用

于快速检测各种样本中的立氏立克次体和立氏立克次体感染早期的实验室诊断。

【关键词】 立氏立克次体；实时荧光定量，聚合酶链反应；敏感性；特异性
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【Abstract】 Objective To develop areal一time quantitative polymerase chain reaction(PcR)assay for

detecting Ri如已￡￡s如ric矗甜￡5“．Methods The primerS and TaqMan—MGB probe were designed according to

the o优pB gene of R．ri靠以￡s娩．A DNA fragment of o优户B gene amplified from R．ri如以￡5ii by PCR was

used as a standard template for the development of the method．R幅ults 5 copies of om声B fmgments of

尺．r碰以f5撕were detected．The genomic DNAof尺．r如胁f￡5打was detected by the developed quantitative
PCR assay． However，the genomic DNA from another rickettsial or bacterial agent waS nOt determined．

Through this developed method，the positive results were obtained from the animals and cells，artificially

infected with R．ri如已￡如甜．Conclusion The real—time quantitative PCR aSsay seemed to be highly sensitive

and specific which might be used to rapidly detect R．ri如e￡￡si口DNA in Various samples and to early

diagnose patients infected by尺．r诎以如撕．
【Key words】 Ri出e￡￡5缸 ric惫P￡￡s以； Real一time quantitative，p01ymeerase chain reaction aSsay；

Sensitivity；Specificity

立氏立克次体(Ric忌甜拈勉ri如8￡￡矗i)是落基山斑

点热的病原体，为专性细胞内寄生的小革兰阴性菌，

人对其十分易感。目前最常用的实验室诊断方法为

血清学方法检测特异性抗体和聚合酶链反应(PCR)

检测立氏立克次体DNAH 3I。由于高水平的特异性

抗体出现较晚，所以抗体的检测难以作落基山斑点

热的早期诊断¨'5I。PCR是检测病原体的一种简

便、敏感、特异的分子生物学检测技术，但是由于

PCR高度敏感，如检测样本或试剂受到微量的目的

DNA片段污染后很容易产生假阳性结果‘6母。。实时

荧光定量(real—time qantitative)PCR技术是目前最

准确、重现性最好的核酸定量检测方法；本研究依据

立氏立克次体外膜蛋白B基因序列建立了快速检

测立氏立克次体的实时荧光定量PCR方法。

材料与方法
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(wilmington株)感染的鸡胚卵黄囊膜，恙虫病东方

体(Karp株)感染的L929细胞，以及查菲埃立克体

和汉赛巴通体基因组DNA等均为本室保存。采用

标准酚．氯仿法从立克次体感染组织或细胞中提取

DNA作PCR模板。常见非立克次体病原体DNA

由本所分析微生物学实验室宋亚军博士惠赠

(表1)。

表1 特异性分析所用细菌和立克次体菌株或DNA

斑点热群立克次体 j㈣ 非嘉豪漆体
立氏立克次体R株 普氏立克次体M出d E 出血性大肠埃希菌

扇头蜱立克次体3-7-6 莫氏立克次体w】r血鲫0157：H7Ⅱ煳33
派氏立克次体踊10 恙虫病东方体陆p 福氏2a志贺菌30l

斯洛伐克立克次体B株 汉赛巴通体}bI鳓【卜l 嗜肺军团菌12型

西伯利亚立克次体246 贝氏柯克斯体新桥株 牛型布氏杆菌显

小蛛立克次体}(印】ail 查菲埃立克体两，雌 肺炎链球菌31004
马赛立克次体Mtul 炭疽芽胞杆菌A1碾

澳大利亚立克次体H出ps鼠疫耶尔森菌EV76

以色歹Ⅱ蜱传斑疹伤寒 伯氏疏螺旋体太一株
立克次体Q)c

康氏立克次体sevm 鹦鹉热衣原体AR39

黑龙江立克次体晒4

新疆立克次体精河株

2．主要试剂：DNA回收试剂盒购自上海生工公

司，T载体试剂盒购自TaKaRa公司；质粒提取试剂

盒和全血基因组DNA提取试剂盒为德国QIAGEN

公司生产；细胞培养试剂均为Hyclone产品；荧光定

量PCR检测专用96孔板、盖膜和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，引物由上

海生工公司合成，基因测序由上海华诺公司完成。

3．实验动物：6周龄雄性SPF级Balb／c小鼠及

350 g左右雄性豚鼠购至军事医学科学院实验动物

中心。

4．主要仪器：PE2400 DNA热循环仪，ABl7900型

实时荧光定量PCR仪，Beckman C嗡40核酸定量仪。

5．探针和引物：采用ABI Primer Express2．0软

件，依据立氏立克次体om邡基因序列，设计引物
Rr514F(5’一TGA AGA TAC TAC CTT AGG GTT

CAT CAC TA一3’)和Rr589R(5 7一ACC GGC ATT

AAG CGT AAG GTT一3 7)，探针Rr544P(5 7一TGT

TGT TCA TAA CGC TCA C一37)。该引物所扩的

。优邡基因片段为76 bp，序列如下：5 7一

!g垦里g璺!垒曼!垒竺竺!三璺ggg!!竺璺!曼垒竺!璺 a !g!!g!三竺垒!璺垦!g里!里

actccttt垒垒里里!!垒!g生!垒璺!g里曼壁!一3 7，划线者依次为上游

引物、探针和下游引物。

6．标准DNA模板：用PCR方法扩增立氏立克

次体。仇加基因片段，扩增引物为Rrl90F(57一GAC

AAA AAT TAT GGC TCA AAA ACC一3 7)和

Rrl233R(5 7一GTT GCT ACC TTA CCA TTA TCT

ACG．3’)。用DNA回收试剂盒从电泳后的琼脂糖

凝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pMDl8一T载

体，T载体克隆的目的DNA片段作为标准DNA模

板。使用Beckman Du640核酸定量仪测定DNA模

板量，从107拷贝／牡l系列稀释质粒至5拷贝／肛l，作

为绝对定量的标准品。

7．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肚l TaqMan Universal PCR

Master Mix，5弘l引物和探针混合物[100弘l体系中

含引物各3弘l(50肛m01)，探针2弘l(50肛m01)，92弘l

去离子水]，5．5肚1去离子水，2肛l DNA模板。扩增

条件：50℃2 min，95℃10 min，然后以95℃15 s，

60℃l min循环45次。

8．小鼠感染实验：取21只Balb／c小鼠，随机分

为7组，每组3只，以立氏立克次体感染的鸡胚卵黄

囊膜匀浆悬液0．5 m1(约含1×107立氏立克次体)

腹腔注射感染每只小鼠。感染后每天处死一组小

鼠，用试剂盒从收集的小鼠抗凝血和脾脏样本中分

别提取DNA作模板，以荧光定量PCR检测DNA

样本。

9．豚鼠感染实验：取6只豚鼠，以立氏立克次体

感染的鸡胚卵黄囊膜匀浆悬液0．5 mI(约含1×107

立氏立克次体)腹腔注射感染每只豚鼠。感染后每

天测量体温，在发热第1天(感染后第3—4天)心脏

采血，用试剂盒从抗凝血中提取DNA作模板，以荧

光定量PCR检测DNA样本。

10．细胞感染实验：以立氏立克次体感染的鸡胚

卵黄囊膜匀浆悬液感染3瓶生长旺盛的单层Vero

细胞，感染后第3、5、7、9天各吸取培养上清2 ml，用

试剂盒从感染细胞中提取DNA，以荧光定量PCR

检测DNA样本。

结 果

1．标准曲线的建立：稀释的立氏立克次体标准

DNA(0．5×107～5拷贝／肛1)，将其分别加到反应体

系中作荧光定量PCR反应。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

检测的立氏立克次体最低能够检测到5拷贝／肛l的
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模板DNA，立氏立克次体标准品DNA的拷贝数与

循环数(C￡)的相关值(R：)为0．996。

2．特异性分析：用荧光定量PCR分别检测了其

他斑点热群立克次体和非斑点热立克次体，以及其

他11种常见非立克次体病原菌的DNA样本，除恙

虫病东方体有微弱信号外(Q>40)，其他均未见荧

光信号。

注：上图纵坐标E+1为×101，E一1为×101余此类推

图l 立氏立克次体标准扩增曲线的建立

3．立氏立克次体感染小鼠的血液和脾脏标本的

检测：用该荧光定量PCR检测小鼠血和脾脏样本

DNA。结果在感染小鼠的血液中未检测到立氏立克

次体DNA，在感染第2天以后的小鼠脾脏中可检测

到立氏立克次体DNA存在，第5天达到高峰(图2)。

1 2 3 4 5 6 7

感染天数

图2 荧光定量PCR检测立氏立克次体

在小鼠脾脏中的增殖情况

4．立氏立克次体感染豚鼠血液标本的检测：以

荧光定量PCR检测立氏立克次体感染豚鼠的血

DNA样本。结果在发热第1天的豚鼠血液中即检

测到了立氏立克次体DNA(表2)。

表2 荧光定量PCR检测立氏立克次体

在豚鼠血液中的增殖情况

5．立氏立克次体感染vero细胞标本的检测：以

1×107立氏立克次体感染单层vE韵细胞(75 cm2细

胞培养瓶)，感染后第3、5、7、9天换液并取培养上清

提取DNA，以荧光定量PCR检测立氏立克次体在细

胞中的增殖情况。结果显示在第3天的培养上清中

存在大量立氏立克次体，以后检出数逐渐递减(图3)。

旨
＼

鼎
E：

鼗

善

图3 荧光定量PCR检测立氏立克次体

在Vero细胞中的增殖情况

讨 论

对于病原体的快速检测与鉴定的常用分子生物

学方法有PCR和DNA探针杂交，但这两种方法都

存在不足之处，需要相互印证才能确保检测结果的

可靠性。1996年，美国Applied Biosystems公司推

出实时荧光定量PCR技术，是一种将PCR与液相

探针杂交相结合的新的核酸检测技术。其原理是在

PCR扩增的同时加入一个特异性的寡核苷酸探针，

该探针5 7端标记一个报告荧光基团，3’端标记一个

淬灭荧光基团；当探针完整时，报告基团发射的荧光

信号被淬灭基团吸收；随着PCR的进行，当引物延

伸至探针位置，Taq酶的5 7—37外切酶活性将探针

∞鲫∞们加∞如∞∞加

旨＼瓤耳辩善
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的5 7端的荧光分子切下，使淬灭分子失去对荧光分

子的淬灭作用，从而使荧光分子发出荧光。切下的

荧光分子数与PCR产物的数量成正比，因此依据

PCR反应液的荧光强度即可计算出初始模板的量。

该技术实现了PCR从定性到定量的飞跃，与常规

PCR相比，具有特异性更强、敏感性更高、有效解决

PCR污染、自动化程度高等特点。2001年ABI公

司又推出了新型TaqMan MGB探针技术，与常规

TaqMan荧光探针相比，MGB荧光探针3’端结合了

小型凹槽结合物，使得探针的Tm值提高，大大增加

了探针的杂交稳定性。此外，MGB探针还具有荧光

本底低、杂交特异性强、探针长度缩短等优越性。

TaqMan MGB荧光探针的这些优势使定量PCR的

敏感性和特异性得到进一步提高n 0’12]。

我们采用TaqMan MGB探针建立了立氏立克

次体实时PCR快速检测方法，该方法检测立氏立克

次体具有较高的敏感性，最低能够检测5拷贝／肚1的

模板DNA，且立氏立克次体标准品DNA的拷贝数

与循环数呈线性相关(R，=0．996)，即起始拷贝数

越多，Q值越小。利用已知拷贝数的质粒标准品作

出标准曲线[其中横坐标代表起始拷贝的对数，纵坐

标代表C￡值(图1)]，在每次实时荧光定量PCR反

应中，根据待检样品的C￡值，控制计算机即可根据

标准曲线自动计算出待检样品的基因拷贝数，从而

判断待检样品的检测结果。用本方法检测其他斑点

热立克次体的DNA样本结果均为阴性(拷贝数为

0)，用它检测非斑点热群立克次体和其他11种常见

病原体的DNA样本检测中，除恙虫病东方体有微

弱信号外，其他均未见荧光信号，表明该方法具有很

好的立氏立克次体种特异性。

用实时荧光定量PCR法检测感染豚鼠第1天

发热的血标本，结果6份标本中均检测到立氏立克

次体DNA，说明该方法可用于立氏立克次体感染的

早期诊断。用它检测立氏立克次体感染细胞标本，

感染后第3天的细胞培养上清中即可检出大量立氏

立克次体，以后检出数逐渐递减，与文献报道立氏立

克次体感染vero或L929细胞72小时左右，大量立

氏立克次体逃出宿主细胞进入培养液的结果一

致¨引，表明该方法可对立氏立克次体在培养细胞中

增殖作实时监测。采用该实时荧光定量PCR方法

分析立氏立克次体感染小鼠脾脏样本，结果发现感

染后第2天脾脏存在少量立氏立克次体，其后脾脏
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中立氏立克次体量逐渐增多，于第5天达到高峰，随

后逐渐下降。由于Balb／c小鼠并非立氏立克次体感

染的敏感动物，所引起的感染可以被小鼠自身的免

疫系统所克服。

以上实验表明，我们建立的实时荧光定量PCR

方法具有立氏立克次体种的特异性，和高度敏感性

及稳定性，可应用于立氏立克次体感染的早期诊断，

也可用于不同样本中的立氏立克次体的检测，为检

测立氏立克次体生物恐怖剂提供一种快速、敏感的

检测方法。
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