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·实验研究·

聚合酶链反应和地高辛标记的核酸杂交技术

用于钩端螺旋体的检测

王兆芬 蒋秀高 耿排力 聂一新 李秀文

【摘要】 目的为钩端螺旋体快速诊断和流行病学调查建立一种比较理想的方法。方法根据

钩端螺旋体赖株DNA合成一对，znB引物，用PCR技术对钩端螺旋体菌株、疫区现场动物标本等进

行∥醴B基因扩增，用地高辛(DIG)标记．∥nB基因探针，用琼脂糖凝胶电泳和斑点杂交技术进行检

测。结果纯化钩端螺旋体DNA 5 pg经flaB—PcR扩增后，琼脂糖凝胶电泳可以目测。用DIG标记的

，znB探针可以检测到5蟾及以下的DNA扩增产物。疫区70份蛙肾标本，分离细菌8株，阳性率

11．43％。∥以B扩增阳性14份，阳性率20％；DIG标记探针斑点杂交检测，阳性19份，阳性率为

27．14％。结论PcR一斑点杂交是一种灵敏、特异、快速的钩端螺旋体检测方法，既可用于快速检测

和早期诊断，也可用于疫情监测和流行病学调查。
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The detection of L印fD印幢，u interrOgans by polymerase chain reaction and hybridization of nucleic acid

with digoxiugenin—labled mB probe W4^『(；劢no一如，z+，‘，F4^『G兄“一gao，(、ENG ni一所，N『E H一颤扎，
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【Abstract】 objective To establish a promising and powerful technique for early diagnosis and

epidemiologicalinvestigation on l印tospirosis． Methods 刀nB of L印zospim was amplified by polymerase
chain reaction(PCR)with the pair of 01igonucleotide primers of犯dB and 形以B prObe was labeled with

digoxiugenin．70 kidney specimens coHected from epidemic area of leptospirosis were detected by is01ation，

PCR or I)ot blotting respectively．Then amplification products were analyzed by agarose gel electrophoresis

and I]bt hybridization． ResuIts Results showed that 5 pg of purified DNA of leptospira could lead to a

positiVe PCR by agarose gel electrophoresis and 5 培 by digoxiugenin—labled(DIG) specific probe

hybridization．Among 70 samples of frog kidneys，8 by culture，14 by PCR and 19 by Dot blotting were

positive，with positive rates was 1 1．43％，20％and 27．14％reSpectiveIy．ConcIusion flaB—PCR combined

with Dot blotting of∥口B probe labeled with DIG seemed a high sensitive，specific and rapid technique both

in early diagnoSis ofleptospimsis and in epidemiologicalinvestigation of LPp幻s声im．

【Key words】 L印￡opim；Polymerase chain reaction；DigOxiugenin—labled

近年来钩端螺旋体(钩体)的诊断和检测方法有

了很大进展，由十分困难的分离培养检测菌体，到血

清学检测抗体，发展成为今天的分子生物学技术。

本文采用聚合酶链反应(PCR)结合地高辛(DIG)标

记的核酸探针，建立了一种灵敏、特异的PCR一斑点

杂交实验方法，并对不同含量的钩体和钩体病流行

区的标本进行了试验，以探讨一条适合推广应用的

检测钩体的途径。
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材料与方法

1．实验材料：

(1)钩体菌株：实验所用钩体菌株均由中国疾病

预防控制中心(cDc)传染病预防控制所(传染病所)

提供。

(2)对照菌株：实验所使用的结核分枝杆菌

H。，Rv、莱姆病螺旋体B。。、FP。等由传染病所相关研

究室提供。

(3)主要试剂：PCR试剂盒为华美生物工程公

司产品；DIG标记及检测试剂盒为德国Mannheim

Boehringer公司产品；PCR产物纯化试剂盒为德国
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QIAGEN GmbH产品。

(4)∥nB引物：引物序列为：5 7一ACGATGAAA

GCTCTGTCTTCC一3 7、 5 7一CTGCATATTTTCATA

CGCACC一3 7。引物退火温度为55℃，PCR产物预期

长度为627 bp。由传染病所钩体实验室合成。

(5)组织标本：70份金线蛙肾组织标本，采自安

徽省黄山钩体流行区，由安徽省CDC赠送。

2．实验方法：

(1)菌株培养：实验所用钩体菌株先种于10 m1

含8％兔血清磷酸盐培养基，28℃7—10天后，转种

于EM培养基28℃培养5—10天，生长良好(108条／

m1)的菌液，用于提取染色体DNA。

(2)全细胞DNA的提取：参照文献[1]的方法

并稍加改变。酚、酚／氯仿／异戊醇、氯仿各抽提2次。

(3)组织标本DNA提取：参照文献[2]快速提

取法。

(4)PCR扩增反应及PCR产物纯化回收：反应

总体积20“l。反应扩增参数：预变性95℃5 min，1

个循环；变性94℃1 min，退火55℃1 min，延伸

72℃2 min，共35个循环；最后72℃10 min。PCR

产物的纯化回收按QIAGEN GmbH PCR产物纯化

试剂盒说明书进行。

(5)DIG探针标记：取上述纯化的PCR产物

∥口B 10 ng～3弘g为模板DNA，热变性10 min，用随

机引物法标记DIG探针。探针的敏感性用斑点杂

交的方法进行检测。标记方法按照试剂盒说明书

操作。

(6)斑点杂交及免疫检测：将待杂交的钩体、对

照菌株DNA和蛙肾标本DNA的PCR产物分别置

0．5 ml离心管中100℃变性10 min使成单链，迅速置

冰水中以维持单链状态。用加样器吸2“1点于预处

理的NC膜上，80℃干烤2 h。加预杂交液于68℃恒

温水浴2 h，再加∥以B探针进行斑点杂交16—18 h，

探针终浓度为5～25 ng／m1，杂交温度为68℃。室温

下取出膜，在不同浓度的sDS及SSC溶液中漂洗，

加入抗DIG抗体作用30 min，洗膜后加入显色底物

液避光显色至杂交斑点清晰满意为止。取出膜用蒸

馏水漂洗中止显色，拍照或晾干密封保存。

结 果

扩增。扩增产物以1．5％琼脂糖凝胶电泳检测，5 pg

的DNA肉眼可见扩增信号(图1)。以DIG标记的

特异性∥以B探针进行斑点印迹检测，少于5 fg的纯

化DNA的扩增产物均能见到清晰的斑点(图2)。

M1：Marker(DL2000)；M2：Marker(100 bp PcR ladder)；泳道

1～10被扩增模板DNA依次为：5 ng、500 pg、50 pg、5 pg、500 fg、

50 fg、5 fg、5×10—1垃、5×10 2垃、5×10一3fg

图1 不同含量纯化钩体赖株DNA扩增产物

琼脂糖凝胶检测结果

从左至右被扩增模板DNA依次为：5 ng、500 pg、50 pg、5 pg、

500垃、50垃、5 fg、5×10—1fg、5×10一2fg、5×10一3fg

图2 不同含量纯化钩体赖株DNA扩增产物

斑点杂交检测结果

2．疫区蛙肾标本检测结果：采自安徽省黄山钩

体流行区现场的70份蛙肾标本进行了细菌分离和

尼nB基因的扩增。结果分离到钩体8株，而PCR

扩增则14份阳性(泳道1、2、3、6、7、8、11、12、13、

14、16、17、18、19)，见图3。阳性率分别为11．43％

和20％，差异有统计学意义(P=0．03l<0．05)。

1．∥口B探针的敏感性：将纯化的钩体黄疽出血 M：M。。k。，(DL2000)；泳道卜19：蛙肾组织标本；20：阴性对
群赖型赖株DNA用分光光度计定量后作10倍稀 照；21：阳性对照

释，从5 ng～0．5 fg不同量的DNA用flaB引物进行 图3 疫区蛙肾标本伽B—PcR检测结果
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对70份蛙肾标本PCR产物用Dot blotting检

测，结果阳性19份(图4)。8份分离到细菌和PCR

电泳检测14份阳性者杂交均呈较强信号。电泳检

测未见条带的5份标本，Dot blotting显示了较为明

显的杂交信号。

A～G排1～10：疫区70份蛙肾标本扩增产物；H1：钩体赖株

DNA+EcoRI；H2：正常鼠肾组织标本扩增物；H3：结核杆菌扩增

物；H4：莱姆病螺旋体B31扩增物；H5：空白对照(不加DNA)；H6：

莱姆病螺旋体FPl扩增物；H7：阳性对照(钩体DNA扩增产物)

图4 疫区70份蛙肾标本∥以B的Dot blotting检测结果

讨 论

钩体病是由钩体引起的一种广泛分布的人兽共

患性传染病b’41。该病菌群菌型繁多，l临床表现复

杂，动物宿主多。近年来，随着气候和环境的变化，

洪水时常发生，随时都有暴发钩体疫情的可能。目

前钩体病原体检查方法有直接镜检、分离培养。直

接检查可以达到快速检测和诊断的目的，但菌量过

低时(≤2×104／m1)易漏检。分离培养可确证钩体

的存在，然而此法需时长，短则6—8周，长则2—3个

月，不能快速、早期诊断；且标本极易污染，阳性检出

率较低。血清抗体虽然已经应用，但在感染初期检

测不到。近年随着分子生物学的发展，PCR和核酸

杂交技术在传染病的诊断、检测中已显示出优越性，

其优点是不依赖于病原体的复制，从分子水平上检

测标本中已经存在的病原体有关基因。常见的杂交

方法有：斑点杂交、Southern杂交和原位杂交。

Southern杂交特异性最高，但这种杂交步骤多、时间

长、所需DNA量大(至少10肛g)，所以量小的标本，

无法进行这种杂交，因而降低了它的敏感性。Dot

敏感性很好，但因病原体DNA与真核细胞DNA混

合在一起检测，且病原体DNA只占整个DNA量的

很少一部分，虽然杂交是在高严谨的条件下进行，但
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仍有一定的交叉反应，所以特异性稍差。

PCR能够选择性的扩增位于两个引物之间的

一段特异性的DNA序列。鞭毛是钩体的运动器

官，与钩体的粘附和侵袭有关心’5I。鞭毛蛋白flaB

为其主要成分，由∥nB基因编码。∥nB基因是致

病性钩体普遍存在的高度保守序列№一，我们以此为

目的基因，以黄疸出血型赖株设计了一对flaB引

物。该引物对分别由21 bp组成，PCR产物长

627 bp。待测DNA经PCR扩增后，受到钩体感染

的标本，其钩体鞭毛蛋白基因犯nB得到放大。这时

再用地高辛标记的∥口B探针对标本进行检测，既可

提高检测的敏感性，又能增强检测的特异性。

本项研究结果充分说明了这一点。5 pg的

DNA经PCR扩增后肉眼可见扩增信号，而以DIG

标记的特异性形口B探针进行斑点印迹检测，少于

5 fg的纯化DNA的扩增产物仍能见到清晰杂交斑

点。70份蛙肾组织标本，病原体分离阳性8份，

PCR产物凝胶电泳检测阳性14份，而Dot blotting

检测阳性19份，5份凝胶电泳阴性者，也出现明显

的杂交。表明DIG探针杂交比琼脂糖凝胶电泳敏

感性更高。所以当被检材料中钩体菌量极低时，可

先行犯口B—PCR扩增，再用DNA杂交方法检测。由

于Dot blotting一次可以检测几十份甚至上百份标

本，所以特别适于流行病学监测和调查。该标记物

无放射，也利于推广应用。
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