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TaqMan荧光定量PCR检测和鉴别
不同血清群脑膜炎奈瑟菌方法的
建立及应用

·实验室研究·

朱兵清 徐丽 李马超 任红宇 田国忠 高源 王艳华 祁国明 阚飙 邵祝军

【摘要】 目的建立TaqMan荧光定量PcR检测方法，用于脑膜炎奈瑟菌不同血清群菌株的检

测和鉴别。方法设计合成7对引物和TaqMan探针，脑膜炎奈瑟菌种属特异性的基因为c￡m；不同

血清群的脑膜炎奈瑟菌特异性基因分别为A群(s。cB)、B群(5i。D)、C群(5i口D)、x群(zc6B)、Y群

(删F)、w。群(5川G)。检测和确定不同探针和引物用于脑膜炎奈瑟菌荧光定量PcR检测的特异
性、敏感性，并同时将荧光定量PCR和乳胶凝集方法应用于121份疑似脑膜炎奈瑟菌感染患者的脑

脊液标本的检测。结果 “矾、s以扭、5i缸)(B群)、5i口D(C群)、删6B。何F、剐”G等7对引物和探针能

准确检测和鉴定79株不同血清群的脑膜炎奈瑟菌菌株，检测灵敏性比相应的普通PCR高101～103

倍，每对引物和探针反应体系中，能检测的最低全基因组DNA拷贝数分别为8、8、80、8、8、80、8；检测

121份疑似脑膜炎奈瑟菌感染患者的脑脊液标本，TaqMan荧光定量PCR检测11份阳性，乳胶凝集

方法检测6份阳性。结论TaqMan荧光定量PcR方法能特异地检测和鉴定不同血清群脑膜炎奈瑟

菌，具有较高的灵敏性和快速检测的特点，能提高临床疑似脑膜炎奈瑟菌感染病例的阳性检出率。

【关键词】 脑膜炎奈瑟菌；TaqMan；荧光定量PCR
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【Abstract】 0bjective To establish TaqMan Real—Time PcR method fOr detection and identification

of№issPri＆静zgni咒gi￡澎is．Methods Seven sets of primers and FAM一1abeled probes targeting different
genes of小七issPri口7托P，zi咒gi￡idis were designed and synthesized． c南咀 gene was used for identification of

N．优B咒i咒g缸谢i5 species．SiX serOgruops(A，B，C，X，Y，W135)of N．优8咒i咒gi￡idi5 were detected with

following genes：s口cB(A)，s缸D(B)，si。D(C)，盯6B(X)，町巩F(Y)and妙nG(W135)respectively．

Sensitivity and specificity of Real。Time PCR were asseSSed for different primers and probes．121

cerebrospinal fluid(CSF)specimens from suspected N．m8竹i咒g打翻is invasive meningitis cases were detected

by latex agglutination test and Real—Time PCR assay simultaneously．Results 79 N．m8咒i咒gi￡idi5 iSOlates

of different serogroups could be detected and identified by seven sets of primers and probes in this study．

Real—Time PCR seemed more sensitive than standard PCR bv 101—10。times．The resDective sensitivities for

c￡以4，s口cB，sinD(B)，5i口D(C)，zc6B，删咒F and￡y规G were 8，8，80，8，8，80，8 genomeDNA copiesin each

reaction．of the 121 CSF specimens，11 were positive for Real—Time PCR and 6 for latex a991utination test．

Conclusion Real—Time PCR could rapidly detect and identify N．，”8恕i咒gi￡i矗is of different serogroups and

seemed more sensitive． It c。uld be widely used for diagrlose of invasive meningitis caused by

N．mP”i卵∥￡id如．
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流行性脑脊髓膜炎(流脑)是由脑膜炎奈瑟菌
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(M跚矗口胱咒i行∥￡耐厶，Nm)感染引起的以脑膜炎和
败血症为主要症状的呼吸道传染病，病死率较高，因

而及时诊断和治疗是降低病死率的关键n1 2I。对脑脊

液、血液等标本的细菌培养，不仅耗时，且因抗生素的

大量应用、样品质量和培养条件等因素会大大影响培
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养的阳性率。1。3。。目前Nm特异性基因PCR扩增检

测的方法已逐渐用于流脑病例标本的检测M。7I，荧光

定量P(R方法因具有较高的灵敏性、特异性、耗时短

以及结果不受抗生素的影响等特点，已应用于Nm的

检测’1。31。根据荚膜多糖的结构Nm分为13个血清

群，其中A、B、C、Y、W。和x群菌株引起的病例占流

脑病例的95％以上。我国流脑的流行一直以A群为

主，2003年后开始出现C群流脑的暴发和局部地区

流行，近年来，我国一些地区也出现B、x、w。群等感

染病例的报道-s。10I。建立和应用快速、特异性的荧光

定量PCR检测方法，不仅能提高我国流脑病例的阳

性检出率，而且对于发现和治疗不同血清群Nm感染

的病例，降低病死率，同样具有重要的意义。为此我

们建立了西qMan荧光定量PCR方法，用于检测和鉴

别A、B、C、x、Y和w。等不同血清群Nm，并对其特

异性、敏感性、稳定性等进行了研究，以期应用于疑似

流脑病例标本的检测。

材料与方法

1．菌株和脑脊液标本：本研究共采用129株菌

株、1份人类基因组DNA和121份脑脊液。129株

菌株中，Nm 79株(71株分离自国内20多个省市的

流脑患者和健康带菌者；8株由美国疾病预防控制

中心惠赠)；其他菌株包括流感嗜血杆菌11株、肺炎

链球菌28株及副流感嗜血杆菌、金黄色葡萄球菌、

表皮葡萄球菌、轻型链球菌、大肠埃希菌、铜绿假单
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胞菌、无乳链球菌、酿脓链球菌等11株。所有阳性

对照质控菌株为中国药品生物制品检定所提供，分

别为29019(A群)、29061(B群)、29012(C群)、

29302(X群)、29303(Y群)和29057(W。群)。人

类基因组DNA提取自健康人全血细胞。121份脑

脊液标本均来自全国流脑监测中疑似流脑病例。

2．主要试剂与设备：2×PCR反应混合物为

Stratagene公司产品，超纯水为Gibical公司生产，7

对引物和探针由美国疾病预防控制中心生物技术中

心合成；Taq DNA聚合酶、dNTPs、100 bp DNA

Marker购于TaKaRa生物工程公司，普通PCR引物

由赛百盛公司合成；乳胶试剂盒为生物梅里埃和伯

乐公司产品；Nm分群血清为美国Remel公司产品。

荧光定量PCR扩增仪为Stratagene Mx 3000p，普通

PCR扩增仪为Bio—Rad DNAEngine，凝胶成像仪为

Bio_Rad Geldoc XR，分光光度计为Eppendorf

Biophotometer。

3．试验方法：

(1)Nm接种于巧克力平板(广州迪景公司产

品)，5％CO，，37℃，培养18—20 h。采用革兰染色

镜检、生化鉴定Nm菌株，并进行血清分群。收集巧

克力平板上的菌株，用QIAGEN试剂盒提取菌体染

色体DNA。用QIAGEN试剂盒从200肚l脑脊液中

提取DNA，最后将DNA洗脱于100肚1 AE中。

(2)荧光定量PCR引物和探针设计参照文献[11]，

探针标记FAM荧光基团，引物及探针序列见表1。

表1 Nm种属和血清群特异性引物和探针

注：T为标记BHQl(一种荧光淬灭基团)；Y为C／T兼并碱基；spC6为磷酸化的探针3 7末端
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(3)每个PCR反应体系总体积为20肚1，其中含

2×PCR反应混合物10肛l，上下游引物、探针各2肛l

(终浓度在优化过程中进行调整)，参比荧光Rox

0．3肚l，DNA模板2肛l，超纯水1．7弘l。PCR反应条

件为：50℃2 min；95℃10 min；95℃15 s，60℃

1 min，共50个循环。每次扩增均以Nm全基因组

DNA为阳性对照，超纯水为阴性对照；所有相同的

样品和阴阳性对照都设有两孔以进行平行检测。先

用以rA的引物和探针检测Nm种属特异性基因片

段。如果扩增结果阳性，在6个不同的反应管中用

相应的引物和探针分别检测Nm不同血清群特异性

基因片段。扩增反应的循环域值(C。)通过仪器自

带软件进行计算。

(4)每个基因的上、下游引物反应终浓度分别采

用100、300、600和900 nm01／L，探针终浓度分别采

用100和200 nm01／L，检测相应的阳性对照DNA，

DNA浓度为25 ng／肚1。分析比较各种浓度组合下的

扩增曲线和C，值，选取最优浓度。

(5)用c￡以引物和探针检测Nm A、B、C、29E、

H、I、K、w。、x、Y、z群和不可分群菌株，流感嗜血

杆菌血清型a、b、c、d、e、f和不可分型菌株，肺炎链

球菌血清型3、4、5、6A、6B、7F、9V、14、18C、19A、

19F、23F和未分型菌株，副流感嗜血杆菌，金黄色葡

萄球菌，表皮葡萄球菌，轻型链球菌，大肠埃希菌，铜

绿假单胞菌，无乳链球菌，酿脓链球菌菌株以及人类

基因组DNA。分别用5口cB、si＆D(B群)、siaD(C

群)、zf6B、拶咒F及剐孢G的引物和探针检测Nm A、

B、C、X、Y、w。、29E、H、I、K、z群和不可分群菌株。

(6)用分光光度计测定参考菌株DNA浓度并

调整至10 ng／肚l，用超纯水10倍系列稀释，使其终浓

度为1 fg／肛1～10 ng／肛l，分别用普通PCR川和荧光定

量PCR进行检测。普通PCR产物电泳上样量5肚1；

Nnl

：卢
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荧光定量PCR以双孔均有阳性扩增血线且C，值一

致的最小DNA浓度为引物和探针的最低检测限

度，并将该C，值作为下一步临床标本检测中C：值

的cut—off界值。对反应体系中细菌全基因组拷贝数

的对数和相对应的扩增C，值制作标准曲线，根据

曲线参数评价实验结果的可信度。

(7)用c￡烈引物和探针扩增Nm的阳性对照

DNA(A群，29019)，扩增两批，每批扩增8管，观察

批内和批间的C，值变化以检测其稳定性。

(8)用乳胶凝集和荧光定量PCR方法同时检测

临床脑脊液标本121份。荧光定量PcR检测c，值

小于相应的cut—off值者定为阳性反应。对于相同两

孔C，值相差2以上者重复检测；对于C，值略高者

或仅一个孑L检测结果阳性者，增加一倍模板量再次

检测，以确定是否由污染造成的假阳性。

结 果

1．引物和探针最佳反应浓度：将出现较小C，

值时的引物和探针浓度定为最优反应浓度；如果C，

值差别不大，选择荧光信号较强的为最优反应浓度；

如果C，值和荧光信号均差别不大，选择相近的上、

下游引物浓度。不同基因的引物和探针最佳反应浓

度见表2。在该浓度下，各反应体系均能获得良好

的扩增曲线(图1)。

表2 不同基因的引物和探针的最佳反应浓度(nmol／L)

0 20 30 40 50 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50 10 20 30 40 5()

(：vcles

注：扩增基因从左至右依次为：“m(Nm)，m据(A群)，si。D(B群)，s缸D(c群)，zc6B(x群)，拶nF(Y群)，叫mG(w135群)

图1 最优条件下各反应体系的扩增曲线
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2．特异性：

(1)以rA的引物和探针检测本研究中79株Nm

A、B、C、x、Y、w。、29E、H、I、K、z群和不可分群菌

株均获得阳性，其他非脑膜炎奈瑟菌菌株(50株阴

性对照)及人类基因组DNA未产生阳性扩增曲线。

(2)船招、5如D(B群)、s勉D(C群)、勰拍、驯嚣F、

sv7zG的引物和探针分别能扩增Nm A、B、C、X、Y

和W。群，互相之间未出现交叉扩增。除si口D(C

群)扩增出l株不可分型菌株外，均不能扩增其他菌

群(29E、H、I、K、Z)。

3．灵敏性：本实验中，所有反应体系的标准曲线

R2值均高于0．99，说明实验操作准确，实验结果可

信；扩增效率除sncB、删”F略低于90％外，余均高

于90％，可以认为系统误差较小，结果可靠(表3)。

4．稳定性：用c￡rA基因的探针和引物扩增Nm

阳性对照DNA(A群，29019)时，C，值为19．14～

19．67，循环内和循环问的变化均在1．0以内(表4)。

5．临床标本检测：所有乳胶检测阳性的6份标

本，荧光定量PCR检测结果也均为阳性，分群检测

结果一致；另外有5份标本乳胶凝集法检测结果阴

性而荧光定量PCR结果阳性。与乳胶凝集检测相

比，荧光定量PCR检测具有更高的灵敏性。比较乳

胶凝集检测结果阳性和阴性两类标本的荧光定量

PCR的C，值，未发现明显差异。用荧光定量PCR

和乳胶凝集方法检测的成份分别为Nm的DNA和

荚膜多糖，二者在脑脊液标本中的含量可能不一致。

讨 论

Nm的荚膜转运基因c￡rA和血清群特异的荚

膜合成相关基因s丑cB、si口D(B群)、siaD(C群)、

zc6B、驯咒F、拶咒G等是许多PCR方法检测Nm及

其分型的目的基因‰”，11，12 3。本实验中检测的79

株Nm菌株c￡m扩增结果均为阳性，40株其他菌
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株均为阴性，该基因在Nm种属鉴定上具有良好的

特异性和灵敏性。sncB、sinD(B群)、s如D(C群)、

zc6B、5y起F、驯规G的引物和探针分别能扩增出A、

B、C、X、Y和W。群Nm，互相之间未出现交叉扩

增。对其他群(29E、H、I、K、z及不可分群)Nm的

检测中，除si＆D(C群)扩增出l株不可分型菌株

外，均无阳性扩增，说明PCR分群和血清学分群结

果吻合性良好。至于si口D(C群)扩增出1株不可

分型菌株，原因可能是该菌株具备群特异性的基因，

但是基因中有缺失、插入或滑移错配，使其荚膜不能

正常表达，表现为血清不可分群。13’141。

出现阳性扩增曲线，就可以证明扩增体系中存

在相应细菌的DNA，但是当C，值很高时，就难以确

定该模板是来自待检测标本还是因为操作过程中

DNA的污染。为了避免出现太多的假阳性，选取双

孔均有阳性扩增曲线，且C，值接近的最小DNA浓

度为最低检测限度。因为污染的DNA量较少，扩

增的C，值不具有稳定性¨5’，当C：值略高于cut—off

界值时，可加大一倍模板量再次扩增，如果C，值降

至cut—off值以下，可以认为该标本荧光定量PCR结

果阳性；如果第一次扩增是由DNA污染造成的，加

大模板量也不会对C，值产生明显的影响。

各基因的检测灵敏性不同，相对应的C，值也

不尽相同。因此，在确定样品PCR检测结果时，对

各基因采用了不同的C，值的cut—off界值。

Donald等¨5 o对C，值的稳定性进行研究后发

现，循环内和循环间C，值变化的标准差随反应中

起始模板数的影响很小，故本实验通过检测一种浓

度的DNA(阳性对照)来观察C，值的变化情况，结

果显示循环内和循环间C，值差异均小于1。所以

在对样品采用双孔平行检测时，如果C，值差异较

大(>2)，就认为实验结果不稳定，需要重新检测。

表3 荧光定量PCR与普通PCR检测灵敏度比较

注：基因组拷贝数以Nm全基因大小为2．3 Mb计算得来；尚未建立x群Nm普通PcR检测体系
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表4 鼹次幽公基因检测Nm的c。值

该实验检测到的各基因的灵敏性是建立在对纯

DNA扩增的基础之上，由于在DNA提取过程中存

在一定量的损失，因此该灵敏性不能代表原始标本

中细菌基因组的浓度。另外，临床标本(如脑脊液、

血液)中存在很多难以预知的因子，这些因子可能影

响到PCR扩增反应¨，16 J，因此确定C，值的cut—off

界值尚需要大量临床标本检测结果的支持。

对临床标本所有脑脊液均进行细菌培养，仅有

一份培养阳性，且种属和分群结果与荧光定量PCR

一致。细菌培养和乳胶凝集检测是目前临床上流脑

诊断常用的两种实验室检测方法，根据文中数据比

较，二者的灵敏性都明显低于荧光定量PCR。与普

通PCR灵敏性比较显示，荧光定量PCR也明显优

于普通PCR，且不需要对PCR产物进行电泳，这不

仅节省了时间，也减少了污染的环节‘1 7。。另外，本

实验在原有普通PCR的基础上增加了对x群的分

群检测，提高了实验室对X群Nm的鉴定和检测能

力，有助于分析x群Nm的疾病负担及变化趋势。

普通PCR和乳胶凝集试验也存在标本检测结

果不一致(实验结果未发表)的情况，但与荧光定量

PCR不同的是，普通PCR不能检测出所有的乳胶

凝集试验阳性的标本。分析原因，可能为这两种方

法都受到灵敏性的限制，乳胶凝集试验不能够检测

出DNA浓度高但荚膜多糖含量少的标本，而普通

PCR不能够检测出荚膜多糖浓度高但DNA含量少

的标本；对于后一种情况，荧光定量PCR的应用能

提高其阳性检出率。

本研究中建立的荧光定量PCR方法灵敏、特异

且快速，并能够准确分群，可用于临床疑似流脑病例

标本的检测。
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