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应用TaqMan荧光定量聚合酶链反应技术
检测鼠疫耶尔森菌

李伟海荣俞东征张志凯蔡虹
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·实验研究·

【摘要】 目的发展种快速、敏感、特异的枪测鼠疫耶尔森菌方法。方法应用荧光定量聚合

酶链反应(IxlR)技术，引对pMTl质粒上的ca，1基崮，pPcP]质粒上的纠a基因，染色体上的与色素

沉着相关的^川基因和侵袭素z””基因设计raqMall引物探针，进行荧光定量PcR检验，评价方法

的特异性、敏感性；构造并应用上述引物探针的外标对照定量；构造pla的内标对照，采用多重荧光定

量PcR(FAM，VIc荧光检测)，发现假阴性；采用UDG抗污染、R()x参照荧光染料矫正背景噪音，提

高检验能力；榆验模拟鼠疫耶尔森菌强毒株和Ev菌感染的动物脾脏器样本，评价该法住实际工作的

府用。结果设引的引物、探针特异性良好，pIa、fl、hn、s指标的敏感性分驯是最低检出f0拷贝、l拷

贝、l拷贝。结论该方法能快速、灵敏、特异植出鼠疫耶尔森蒲，对鼠疫监铡、预防生物恐怖等方面

具有重要意义。

f关键词】 鼠疫耶尔森菌；实时荧光聚台酶链反应；定量分析
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我国从20世纪50年代起．对鼠疫菌的实验室

诊断使用“四步检验”。目前，鼠疫诊断尚缺乏8 h内

的稳定、快速检验方法。实时荧光聚合酶链反应

(rca】一tlme flu。rescenc8 p01ymerase chain reaction，

RTF—PcR)检测技术是近年来发展起来的定量PcR

技术，具有快速、无需电泳、特异性高、定量准确、抗

污染等优点。本实验采用多重荧光定量PCR技术，

作者单位：1022()6北京，中目疾病预防控制中心传染病预防控

制所

通讯作甘：俞东祉

针对鼠疫菌pMTl质粒上Ⅲ，l、pPcPl的p缸基

囡、染色体基因组^m5和z””基因设计特异

TaqMan引物探针(用FAM标记)‘1’“，并采用外标

定量和pk基因的内对照(VIc标记)等检验鼠疫耶

尔森菌。

材料与方法

1标本菌株：鼠疫苗EV株，中国鼠疫菌18个

，生态型代表菌株20株，假结核耶尔森菌为本实验室

保存；小肠结肠炎耶尔森菌03血清型由中国疾病预
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防控制中心传染病预防控制所(传染病所)腹泻病室

提供。蜡样枯草杆菌(菌号cMcC63530)、枯草芽孢

杆菌(菌号cMcC63301)购自巾同药品生物制品鉴

定所。混合DNA模板(小肠结肠炎耶尔森菌9个

血清型，霍乱弧菌8个血清型，致病性大肠埃希菌8

株混合，副溶血弧菌8株，空肠弯曲菌8株，沙门菌

8株，志贺菌7株)由传染病所诊断实验搴提供。

2．主要设备：ABl7000荧光定量PcR仪，PCR

扩增仪，紫外成像仪，核酸检测仪。

3主要试剂：TaKaRa ExTaqTM PcR聚合酶，

Platinum。 Quantitatjve PCRSuperMix UDG

(invitr艰en公司产品)，ROx参考荧光染料

(invitrogen公_J产品)，普通TaqDNA聚合酶，质粒

提取试剂盒、核酸纯化试剂盒、～T克降试剂盒发感

受态DH5n均购自上海生工生物工程有限公司。

4引物探针及合成：克隆用普通引物见表l，由

赛百盛生物公司台成。标准内对照由博哑公司合

成。荧光定量PcR探针、引物：以染色体^ms、抽a

基因(_卜游引物在zm，基因内，下游在lSl54l内，探

针横跨二者交界处)、pP(、D质粒p如基因、pMTl质

粒“r1基冈为靶序列，根据复合荧光探针没计原

则，用prirner exprcss 2 0设计TaqMan MGB探针、

引物，N(BI(BLAsT)比对，选择同种问保守，异种问

特异的片段设计引物、探针，荧光定量PcR探针5’

端标记FAM，3’端标记淬火基团。内对照探针5’

标记Vic荧光基团，3’标记淬火基团。探针由上海

基康生物公司合成。荧光探针引物略。

表1 克降朋普通PCR引物及序列

引物名称 序 州

百i而■’面面面面赢蕊ii【w五F
R：Gr硝cGGlr硝CAGC衄℃A(；T

打增
基因定位长度

(bp J

栅1质粒447

山普可R F：(；AA蹦xjA(汀GdxxiIA蛆nG p}(，1质粒 248

R：GACIT玎3(E衄飞螂TGIGA
№普F／R F：G阉AG僦xx可=TG觚：A(丁l、 染色体 275

R：(脚DCmT儿：AClB枷B

5模拟感染动物脏器模板制备：掺入法模拟：2

月龄昆明小白鼠6只，无菌解剖取脾，称取脾半只

(O 05 g)，混入系列稀释的Ev疫苗株悬液300一

(拷贝数6～6x 106)，研磨，煮沸10 min，10 000

r／min离心取上清，分装，一20℃保存备检；Ev感染

动物模型：比浊确定Ev菌107／ml，腹腔注射1 ml，

隔夜鼠毙，解剖，取脾半只，注300”l生理盐水研磨，

煮沸lO min，10 000 r／nlin离心取上清，分装， 20℃

保存备枪。强毒株模拟攻山野鼠脏器模板制备：用

鼠疫强毒株感染野鼠，鼠毙，解剖取肝，用活菌平板

计数法计数，肝标本煮沸，离心取上清，10倍系列稀

释，20℃保存备榆。

6．外部定量对照的制备：分别以pla普F／R、F1

普F／R、hms普F／R为引物(扩增片段包括荧光探

针)进行PcR扩增，刖T克隆，连接到PUTm载体

r，转化至DH5n大肠埃希菌中，PcR鉴定挑取阳性

克隆。提取重组质粒(按质粒提取试剂盒操作)。用

核酸测定仪测定浓度后，定量外标，10倍系列稀释，

终浓度在1～108拷抛／，zl之问，取1“l为模板。

7内部对照及探针制备：内对照模板构建：合成

两侧能与引物pIa F／R(荧光)互补结合的序列，中问

央以人为构造的探针互补序列，合成后确定吸光度

(A)值，10倍稀释，定量模板，终浓度为l～108拷

贝／pl，取l”I为模板。内标探针的构建：人为构造一

段系列，Gc含量和目标探针一致，5’，3’端分别用

VIc和淬灭基团标记。联合检测时加入待测模板和

系列稀释的内对照模板，烈荧光(FAM，vIc)探测，

Rox矫止背景。

8荧光定量PcR扩增：采用ABl7000实时

PcR检测仪进行PcR扩增及结果分析。反应体系

1：宅生物荧光定量酶体系25“l：buffer(5×)5，tl；

Mgck(250 mmoVL)0．4 pl；L、下游引物

(400 nmoⅣL)0．4 f￡l；dNTP(荇10 mmol／L)O 8 pl；

TaqDNA多聚酶1．5 u、ROx参考荧光染料1￡tl；模

板1 J-l(联台实验模板各1“1)；探针(400 nm01／I。)

FAM 0．25肛l或VIc 0．25肚l或二者联合；三蒸水应

量调整。反应体系2：mtrovogen体系25”1：

P1atinum”Mix—uDG(uDG；dG／A／cTP 400 Hmol／L；

duTP 800 pmol／I。)12 5 pl；上、下游引物(400

Ilm。l／T。)0 5 fzl；ROx参考荧光染料1 p1，模板或内

对照l pl；探针(400 nm01／L)为FAM或vIc或二者

联合，三蒸水应量调整。两步法扩增条件为55℃

2min；95℃2m-n(热启动一个循环)；95℃lO s，

62℃40 s，40个循环。三步法扩增条件：55℃

2Ⅱ·i11，95℃2 min(热启动一个循环)，95℃10 s、

55℃20 s、72℃30 s，40个循环。

结 果

l定量PcR条件的优化及一致性评价：优化荧

光定量PcR镁离子、探针浓度：M矿+浓度3～
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4 n·mol／L为宜．过高或过低均影响ct值及荧光信号

强度。荧光探针浓度为400 nmoVL为宜、探钊浓度

增高，背景噪音较大，结果小稳定。探讨两步PcR

和E步PCR对扩增的影响，结果显示三步法扩增曲

线波动较大，扩增效果不珥!想。两步法所用时问少，

结果稳定，结果未显示。本实验结果均采JH两步法。

比较不同厂家试剂(宝牛物，inviongen)的扩增效率，

两者扩增效果相同。

2．特异性评价：以鼠疫耶尔森菌1322为阳性对

照，假结核耶尔森茼、小肠结肠炎耶尔森菌03血清

型、巴斯德菌属E禽菌、致病性大肠埃希菌

0157：H7、肠道致病菌混合样本(包括小肠结肠炎耶

尔森菌9个m清型，副溶血弧菌8株，空肠弯曲菌8

株，霍乱弧菌8个血清型的混合模板，沙门菌8株，

志贺菌7株)，混合样本2(包括炭疽疫苗株、枯草芽

孢杆菌、蜡样芽孢杆菌)染色体组为现实模板，评价

四对引物探针的特异性，仅强毒株1322出现特异扩

增，其他模板均阴性。扩增图略。

3敏感性评价结果：

(1)鼠疫1322号10倍系列稀释，以fl探针检

测，最小检出为1：105稀释度，测定核酸浓度以鼠疫

菌染色体组质量换算成拷贝数，相当于12个拷儿

(图1)。

矗

鞋
莨
蜓
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磐
芸
糕

循环数

注：从左至右依次为原蔽，10、102、1 03、104、105倍稀释

图1 鼠疫1322号系列稀释敏感性结果

(2)用人工构造的内部对照模板系列稀释为1～

1000万拷贝，用v，c荧光探测：最低检出为10

拷贝。

(3)f1、hnls、pIa的敏感性评价：fl、hms、pla克隆

的最小检出分别是l、1、10拷贝(PcR体系的检测

拷贝数)。fl和hms的扩增结果见图2。

4．不同生态型代表菌株实验：选取包括中国鼠

疫菌18个生态型的20株代表菌株，fl、pla、inv、hms

指标均出现阳性扩增。

循环数

615

注：上图fI克隆阳性扩增从左到右依次为I驴、105、104、103

102、10(拷贝／f￡1)；下图hms克隆阳性扩增从左到右106、10‘、104

1I】3、102、10(拷m／血)

国2 n、hms克隆的敏感性评价

5．外标对照的构建及定鼍：f1、hms、pla克隆株

系列绘制标准曲线，r在0．95以上。对克隆的中间

稀释拷贝及1322号强毒株的多个稀释定量检测，结

果符合。

6．Ev菌掺入法模拟感染脾脏的检山：用掺入

法模拟和感染脾脏模板，以f1、hms、pla指标枪出的

底限分别为17、l 7、1 7拷贝(PcR体系的检测拷

贝数)。

7．鼠疫强毒株模拟攻击野鼠肝脏的qPcR检

测：用鼠疫强毒株感染野鼠，肝脏模板系列稀释，以

Dla、hms、f1探针检测，最小检出依次为3×103、3×

104、3×103拷贝。如pJa阳性结果见图3。

循环数

注：Dla探针检测阳性的拷贝数趴左至右依次为3x l()7、3×106

3×105、3×104、3×103

图3 鼠疫强毒株模拟攻击野鼠脏器的检测结果
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8．盲法考核评价：从鼠疫耶尔森菌18个生态型

中随机挑选5株；pla、fl、hms的外标克隆；小肠结肠

炎耶尔森菌；假结核耶尔森菌、肠道致病菌混合模

板、水。采取双盲检测评价。检出符合率为100％。

讨 论

长期以来，我国主要使用“四步检验”和血清学

方法(如IHA、RIHA、ELIsA等)诊断鼠疫，其操作

繁琐耗时较长、影响冈素多，不能达到快速诊断的目

的。TaqMan荧光探针定量PcR足新近发展起来

的快速PcR检测方法，该法具有效率高、适应性好、

标记灵活等优点。实时定量PcR荧光信号与产物

模板数成对应关系。但足不设置外标或内标的定

量，即便是使月J定量PcR仪，亦不能达到绝对定最，

只能足定性或相对定量。荧光定量PcR通过检测

ct值(每个反应管内的荧光信号到达设定的域值时

所经历的最小循环数)定革，ct值反映低浓度荧光

值明显扩增的最小循环数，故重现性好，ct值与该

模板的起始拷贝数的对数存在线性关系，起始拷贝

数越多，ct值越小。利用已知拷贝数的外标准品作

标准曲线可对样品定量。

本实验应用TaqMan实时荧光定量技术，选择

鼠疫菌的不同目标基剧(门、p缸、i—，、^”zs)用于枪

测，避免了由于使用单一引物造成的漏榆。采用

PcR热启动Taq DNA聚合酶，Rox参考染料矫正

背景噪音，uD(j扰污染，提高了榆出效率及准确性。

应用f1、pla、hms的外标可精确定量。构造p缸基

因的竞争山标对照(探针用vIC标记)，在检测过程

中平行作内对照的多重荧光检测，可发现样品中存

在强的抑制因素造成的假阴性。为评价检验现场样

品的能力，模拟Ev疫苗株污染／感染脾脏和强毒株

感染野鼠脏器、盲法评价，获得了婵想的结果。

特异性及敏感性：本实验从四个方面保证了特

异性：①在引物设计上，选用引物都位于同种的保守

区，经过NCBI比对(BLAST)，选择异种或属特异性

强的引物，保证引物序列的特异性；②Inv探针设计

方面，设计上下游引物分别位于抽口基因和Isl54l

片段内，探针横跨二者交界处，使该探纠对耶尔森菌

属的小肠结肠炎和假结核耶尔森菌检测特异性增

强，现实应用价值大”14o；③通过TaqMan探针和上

下游引物的三重特异性杂交，只有在退火杂交时一

者均有效结合，扩增／报告才能实现；④本试验采用

假结核耶尔森菌和多株小肠结肠炎耶尔森菌及其他

细菌的现实模板进行特异性捡测评价，fl、h一、inv、
pla探针特异性良好；上述四者的联合检测更保正了

检测的可靠件。该法榆测灵敏性较好，fl、pla、hms

指标最低检出分别是l、10、1拷贝；川鼠疫染色体模

板可检出1：103的稀释度，相当于12个染色体组拷

贝。Inv探针引物受横跨zn口基因和Isl541的位置

限制，设计条件不能完全保证最优，故敏感性稍低。

荧光定量PcR技术可以准确灵敏地检测鼠疫

等病原菌，对鼠疫诊断、监测、评价等方面具有重要

意义，在应对可能出现的生物恐怖袭击，提高处理突

发事件的能力方面应用前景广阔。利用PcR技术

检测病原体的实践中，从环境样品中，如土壤、组织

标本检测致病菌对疾病监测和评价意义更大，由于

二者巾存在大量PcR抑制因素，如何减少抑制，提

高检出是需进一步研究的问题。
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