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"摘要#

!

目的
!

探讨环介导等温扩增技术"

V-SF

%作为快速检测方法对金黄色葡萄球菌快速检测的可行性和

可靠性&方法
!

建立
V-SF

反应体系!优化反应条件!进行灵敏度和特异度试验&结果
!

筛选出了
V-SF

反应检

测金黄色葡萄球菌
%>;

基因的最佳引物组!最佳反应温度为
&"_

!

V-SF

和
FZO

检测
%>;

基因的最低检测限分别

为
!#'$

'

!'#$

3;

(

#

V

!检测金黄色葡萄球菌的特异度为
!%%,

&结论
!

V-SF

具有操作简单'敏感度高'特异性强的

特点!能够满足基层实验室'应急检测或现场检测等方面的使用需求&

"关键词#

!

环介导等温扩增技术$

!

金黄色葡萄球菌$

!

快速检测
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金黄色葡萄球菌属于葡萄球菌属#广泛分布于空气和水

中#是一种条件致病菌#也是引起院内感染的常见微生物#可引

起化脓.败血症.脓毒症等严重并发症*

!."

+

)但是目前对于怀疑

金黄色葡萄球菌的患者#检测标本以明确病原菌和耐药性的所

需时间一般为
+

"

(8

#在此之前的抗菌药物治疗只能凭经验用

药#所以迫切地需要一种能快速.准确地确定是否为金黄色葡

萄球菌的检测方法)环介导等温扩增技术$

V-SF

&是
"%%%

年

日本荣研会社的
[060D9

等*

+

+开发出来的一种
M[-

恒温扩增

方法#具有高特异性.高灵敏性.简便.快速和低成本的特点#被

广泛应用于包括微生物.寄生虫检测在内的诸多领域)金黄色

葡萄球菌的特异性基因为
%>;

基因#本研究旨在建立一种快速

检测金黄色葡萄球菌的
V-SF

方法#优化反应条件并对该方

法进行评价)

$

!

材料与方法

$#$

!

菌株来源
!

标准菌株
-/ZZ"(*"+

#采集
"%!'

年
!

"

+

月

本院送检的痰液.尿液.血液.胆汁和腹水等标本进行细菌培

养)用法国梅里埃全自动细菌分析仪鉴定之后#留取菌种

备用)

$#/

!

仪器与试剂
!

VOH."(%

细菌培养箱$上海一恒科学仪器

有限公司&.朗普
M[-

扩增试剂盒$批号
+c%%$

#荣研生物科技

有限公司&#

V-.+"%

朗普浊度实时分析仪$荣研生物科技有限

公司&#细菌
M[-

提取试剂盒$批号
MF+%"

#天根生化科技有

限公司&#

FZO

扩增试剂盒$批号
/̂"%!

#天根生化科技有限公

司&#

!$%.)!$%

凝胶成像仪$美国
]90.5:8

公司&)

$#'

!

方法

$#'#$

!

引物设计
!

从
[Z]W

基因库下载
%>;

基因序列#使用

蓝谱公司
F59D15\2

3

40515U15=90<'

软件设计金黄色葡萄球菌

特异基因
%>;

的
(

组引物#每组引物均包括外引物$

G+

和
]+

&

和内引物$

GWF

和
]WF

&#另外为了提高扩增效率#对引物组还

设计了多对环引物$

V]

和
VG

&#引物由北京奥科生物技术有限

公司合成)

$#'#/

!

菌液制备
!

将标准菌株及冻存金黄色葡萄球菌菌株用

牛肉汤培养增菌#转种于血平板上#置于
+$_

孵箱中孵育
!)

"

"'7

)取
"

"

'

个复苏菌落溶于
!DV

去离子水中制成菌液)

$#'#'

!

M[-

模板制备及
V-SF

扩增
!

按照天根试剂盒说明

书离心菌液后收集沉淀加溶菌酶与蛋白酶
^

消化$

+$_

#

+%

,

"!%+

,

检验医学与临床
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年
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月第
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D9<

&#然后加入无水乙醇和各种缓冲液抽提#洗脱沉淀得到纯

化的
M[-

#提取的
M[-

保存于
e"%_

冰箱备用)

V-SF

反

应条件优化试验及敏感度试验选用标准菌株
M[-

作为模板#

特异度试验用临床标本菌株
M[-

作为模板)

V-SF

反应体

系!根据试剂盒要求#

GWF

和
]WF

各
'%

3

D04

#

G+

和
]+

各
(

3

D04

#

VG

和
V]

各
"%

3

D04

#

]=6M[-

聚合酶
!#%

#

V

#加入去离

子水#加入
"#%

#

V

模板配成
"(

#

V

反应体系)将已配制好.分

装完毕的反应管置于
V00

3

:D

3

浊度实时分析仪装置中#在
&"

_

下恒温
((D9<

#

)%_

下恒温
(D9<

灭活酶终止反应)

V00.

3

:D

3

浊度实时分析仪记录反应中由于扩增产生的浊度$

'%%

<D

&#并绘制浊度曲线)另外#如果需要目测反应结果#在反应

混合液中加入
!#%

#

V

目测荧光试剂#同样配成
"(

#

V

反应体

系#反应结束后管内液体呈绿色#判为阳性%液体仍为橙色则为

阴性)

$#'#1

!

反应条件的优化
!

$

!

&最佳引物组的筛选!将针对
%>;

基因设计的
(

组引物分别进行等温扩增#观察反应中的浊度曲

线#以最先出现指数增加的反应为最优)确定最佳引物组后#

再将最佳引物组和不同环引物进行等温扩增#观察浊度曲线确

定最佳环引物)$

"

&最佳反应温度的筛选!反应混合液在不同

反应温度$

&&

"

&(_

&反应
((D9<

#然后
)%_

灭活
(D9<

#观察

V-SF

反应中的浊度曲线#以最先出现指数增加的反应为最

优#确定最佳反应温度)

$#'#2

!

V-SF

反应的敏感度
!

使用
V-SF

对标准菌株经倍

比稀释的
M[-

进行等温扩增#反应前在反应液内加入
!

#

V

目测荧光试剂#反应
((D9<

后
)%_

灭活
(D9<

#肉眼观察其检

测效果)采用
FZO

对倍比稀释的标准菌株
M[-

进行扩增#取

(

#

V

扩增产物进行
",

凝胶电泳#凝胶成像仪观察结果)

/

!

结
!!

果

/#$

!

金黄色葡萄球菌最佳
V-SF

反应引物
!

由反应曲线$图

!

&可见#在
(

组引物组中#单独使用引物组
'

效果最好#所以引

物组
'

为最佳引物组#另外#使用软件对引物组
'

设计出
+

对

不同的环引物#将引物组
'

和环引物组合进行等温扩增#发现

环引物
!

为最优)

%>;

基因的最佳引物为引物组
'd

环引物
!

#

见表
!

)

!!

注!

!

"

$

为
%>;

基因的不同引物组#分别表示引物组
!

.引物组
"

.

引物组
+

.引物组
'

.引物组
(

.引物组
'd

环引物
!

.引物组
'd

环引物

"

.引物组
'd

环引物
+

)

图
!

!

%>;

基因的不同引物组的反应曲线

/#/

!

最佳反应温度的筛选
!

采用不同的反应温度#进行等温

扩增#扩增反应中的浊度曲线见图
"

#可见
&%_

反应最好#

&"

_

和
&%_

相比差别不是很大)在临床工作中#常需要同时检

测
%>;

和
7*;"

#在同时开展的检测耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌实验中#筛选出的
7*;"

的最佳反应温度为
&"_

#因此#本

研究在
%>;

基因检测中也选了
&"_

作为最佳反应温度)

表
!

!

%>;

的最佳引物序列

引物名称 引物序列$

(J

"

+J

&

%>;G+ --Z-N/-/-/-N/NZ--Z//Z--

%>;]+ Z///N/Z---Z/ZN-Z//Z--

%>;GWF

-/N/Z-//NN//N-ZZ///N/-Z-/.---//-

Z-/---N--ZZ/NZN-

%>;]WF

N//N-/-Z-ZZ/N---Z---NZ-/Z.-/////

//ZN/---/NZ-Z//NZ

%>;VG N/-/Z-ZZ-/Z--/ZNZ///

%>;V] NN/N/-N-N---/-/NN/ZZ

!!

注!

!

"

&

分别表示
&%

.

&!

.

&"

.

&+

.

&'

.

&(_

条件下的浊度曲线)

图
"

!

不同反应温度下的扩增曲线

/#'

!

V-SF

反应的特异度
!

为了观察
V-SF

反应检测金黄

色葡萄球菌的特异度#对
"%

例菌株提取的
M[-

进行
V-SF

检测#由
V-SF

检测结果$如图
+

&可见#使用
V-SF

方法检测

菌株
%>;

基因#只有金黄色葡萄球菌和耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌菌株扩增阳性#其余的均为阴性#因此使用
V-SF

方法检

测
%>;

基因来检测金黄色葡萄球菌的特异度为
!%%,

)

!!

注!

!

"

"%

分别表示耐甲氧西林金黄色葡萄球菌.耐甲氧西林凝固

酶阴性葡萄球菌.头葡萄球菌.粪肠球菌.耐甲氧西林溶血葡萄球菌.鹑

鸡肠球菌.鲍曼不动杆菌.阴沟肠杆菌.大肠杆菌.肺炎克雷伯菌.奇异

变形杆菌.铜绿假单胞菌.黏质沙雷菌.金黄色葡萄球菌.嗜麦芽假单胞

菌.溶血性葡萄球菌.耐甲氧西林表面葡萄球菌.路邓葡萄球菌.溶血性

葡萄球菌.表皮葡萄球菌)

图
+

!

V-SF

反应检测
%>;

基因的特异性

/#1

!

V-SF

反应的敏感度
!

使用
V-SF

及
FZO

方法分别对

倍比稀释的金黄色葡萄球菌
M[-

进行扩增#

V-SF

反应前在

每份反应液内加入
!

#

V

荧光试剂羟基萘酚蓝$

H[]

&#反应完

,

+!%+

,

检验医学与临床
"%!(

年
!%

月第
!"

卷第
"%

期
!

V:BS18Z49<

!

X>60B15"%!(

!

U04#!"

!

[0#"%



毕后肉眼观察其检测效果$图
+-

&%

FZO

扩增产物经
",

琼脂

糖凝胶电泳后凝胶成像$图
+]

&)

FZO

的最低检测限为
!'#$

3;

"

#

V

#

V-SF

的最低检测限为
!#'$

3;

"

#

V

)

!!

注!

-

为
FZO

扩增产物的凝胶成像结果%

]

为
V-SF

扩增产物肉

眼观察结果%

S

为
M[-

标志物%

!

"

$

分别表示浓度为
!'$<

;

"

#

V

.

!'#$<

;

"

#

V

.

!#'$<

;

"

#

V

.

!'$

3;

"

#

V

.

!'#$

3;

"

#

V

.

!#'$

3;

"

#

V

.

%#!'$

3;

"

#

V

的金黄色葡萄球菌
M[-

%

)

为未加入金黄色葡萄球菌
M[-

的

阴性对照)

图
'

!

FZO

及
V-SF

的敏感度

'

!

讨
!!

论

金黄色葡萄球菌是医院感染的重要致病菌#可以产生多种

致病因子#引起肌体局部缺血和坏死或急性胃肠炎等多种机体

病变)近年来随着广谱抗菌药物的大量使用#金黄色葡萄球菌

引起的医院感染及社区获得性感染的比例不断增多*

'

+

)

V-SF

是一种新型的快速.特异性强和灵敏度高的核酸扩增

技术#利用
'

种相异的特异性引物识别目标基因的
&

个特定区

域#在
]=6M[-

聚合酶的作用下#

&%

"

&(_

恒温条件下进行

扩增#

+%

"

&%D9<

后目标基因的数量能达到
!%

*

"

!%

!%个拷贝

数量级*

(.&

+

#实现快速检测目标基因的目的)因其特异度强.敏

感度高.方法简便#现已被应用于很多领域#如微生物.病毒.寄

生虫的检测及动物胚胎的性别鉴定等*

$.!"

+

)

本研究针对金黄色葡萄球菌特异
%>;

基因设计
V-SF

引

物#并用该引物灵敏.快速地检测到金黄色葡萄球菌)整个反

应过程快捷#只需要将反应混合液在恒温水浴锅或金属恒温仪

&"_

条件下保持
&%D9<

即可完成反应)另外#结果判定简

便#既可通过直接观察反应管内有无沉淀生成#也可在反应液

中加入荧光染料#肉眼观察直接判断结果)在验证
V-SF

反

应的特异度中#只有金黄色葡萄球菌可扩增出
%>;

基因#其他

葡萄球菌及非葡萄球菌均没有扩增出来#说明
V-SF

反应通

过扩增
%>;

基因检测金黄色葡萄球菌的特异度为
!%%,

)

FZO

和
V-SF

检测
%>;

基因的最低检测限分别为
!'#$

.

!#'$

3;

"

#

V

#说明
V-SF

的敏感度较
FZO

更高)

现在国内大多数研究者在采用
V-SF

进行检测时#往往

选择对反应结果进行电泳或者在反应完成后添加
Ỳ ]O

N511<

$

荧光染料#这两种方法都使反应产物暴露于空气中#

既污染了环境#还极易造成假阳性#而且电泳法检测
V-SF

反

应产物并不能实时反映
V-SF

反应过程)本研究采用实时浊

度仪和
H[]

检测#反应完成后不开盖#很好地杜绝了污染#有

效防止了假阳性)但此次研究主要是对金黄色葡萄球菌
M[-

进行
V-SF

扩增#没有使用
V-SF

对临床标本进行检测#有

待开展进一步的实验对临床标本进行研究)

总之#

V-SF

方法虽然扩增原理复杂#但其操作简便.用

时少.灵敏度高.特异性强#再加上不需要复杂的仪器设备#能

够很好地满足基层实验室.应急检测或现场检测等方面的使用

需求#有望成为简易的常规检测手段)
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