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  摘 要:目的 探讨重组酶聚合酶扩增(RPA)技术用于脑脊液(CSF)中肺炎链球菌检测的价值。方法 
利用RPA技术检测CSF中肺炎链球菌。根据肺炎链球菌LepA基因设计RPA反应引物,收集临床确诊和疑

似的52例细菌性脑膜炎患者为研究对象,采集CSF标本并提取DNA,采用RPA技术对临床CSF进行LepA
基因扩增检测。结果 52例患者的CSF标本经微生物培养有19例(36.5%)为阳性,阳性标本中有7例检出

肺炎链球菌,这7例患者CSF标本的RPA检测结果均为阳性。微生物培养为阴性的33例(63.5%)患者中有

7例患者CSF标本的RPA检测结果为阳性。共14例患者CSF标本的RPA检测结果为阳性,从中选取10例

患者CSF标本的RPA扩增产物经纯化后,与肺炎链球菌LepA基因目的片段进行核酸序列比对,其比对结果

一致。结论 RPA技术可用于肺炎链球菌性脑膜炎病原菌的快速检测。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

value
 

of
 

recombinase
 

polymerase
 

amplification
 

(RPA)
 

assay
 

in
 

de-
tecting

 

of
 

Streptococcus
 

pneumoniae
 

in
 

cerebrospinal
 

fluid
 

(CSF).Methods RPA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

Strepto-
coccus

 

pneumoniae
 

in
 

CSF.According
 

to
 

the
 

LepA
 

gene
 

of
 

Streptococcus
 

pneumoniae,RPA
 

reaction
 

primers
 

were
 

designed,52
 

cases
 

of
 

clinically
 

confirmed
 

and
 

suspected
 

bacterial
 

meningitis
 

were
 

collected
 

as
 

research
 

objects,CSF
 

samples
 

were
 

collected
 

and
 

DNA
 

was
 

extracted,and
 

LepA
 

gene
 

amplification
 

of
 

clinical
 

CSF
 

was
 

detected
 

by
 

RPA
 

technology.Results Among
 

the
 

52
 

patients,19
 

(36.5%)
 

of
 

the
 

CSF
 

samples
 

were
 

positive
 

by
 

microbial
 

culture,and
 

7
 

of
 

the
 

positive
 

samples
 

were
 

positive
 

for
 

Streptococcus
 

pneumoniae.The
 

RPA
 

test
 

results
 

of
 

the
 

CSF
 

samples
 

of
 

these
 

7
 

patients
 

were
 

positive.The
 

CSF
 

samples
 

of
 

33
 

patients
 

(63.5%)
 

were
 

negative
 

by
 

microbial
 

culture,of
 

which
 

7
 

patients
 

were
 

positive
 

for
 

RPA.The
 

results
 

of
 

RPA
 

amplification
 

from
 

CSF
 

samples
 

of
 

14
 

patients
 

were
 

positive.After
 

purification
 

of
 

RPA
 

amplification
 

products
 

from
 

CSF
 

samples
 

of
 

10
 

patients,nucleic
 

acid
 

sequences
 

were
 

compared
 

with
 

the
 

target
 

fragment
 

of
 

LepA
 

gene
 

of
 

Strep-
tococcus

 

pneumoniae,and
 

the
 

results
 

were
 

consistent.Conclusion RPA
 

assay
 

can
 

be
 

used
 

for
 

the
 

rapid
 

detec-
tion

 

of
 

pneumococcal
 

meningitis.
Key
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meningitis; Streptococcus
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as-
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  细菌性脑膜炎是由细菌直接侵入中枢神经系统
(CNS)引起的严重感染性疾病,其发病率和病死率居

高不下[1-2]。脑脊液(CSF)微生物培养是临床诊断细

菌性脑膜炎的常规方法之一,同时也是诊断的金标

准,但由于细菌培养时间长,不能满足临床的早期诊

断和指导临床合理用药需求。因此,快速、准确地检

测CSF中的致病菌是神经科医生关注的重点,也是医

学检验需要面临的问题。重组酶聚合酶扩增(RPA)
是一种等温基因核酸扩增技术,因其快速、特异、可靠

等特点成为新的病原微生物分子诊断方法[3-5]。RPA
可在恒温条件下,20

 

min内进行DNA检测,反应效

率高。前期的研究发现,本院收治的肺炎链球菌性脑

膜炎患者较多[6],因此本研究以肺炎链球菌为目的菌

株。LepA蛋白是核糖体延伸因子,在原核生物中具
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有高度的序列保守性[7]。本研究以LepA基因作为鉴

定肺炎链球菌的分子诊断靶点,利用RPA技术检测

CSF中肺炎链球菌,以CSF微生物培养的结果作为

标准,探讨RPA技术的应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2020年5月至2021年5月本

院收治的确诊及疑似细菌性脑膜炎患者52例为研究

对象,其中男32例,女20例;年龄0.5~82.0岁。
1.2 仪器与试剂 PCR仪(Analytikjena

 

德国)、Bio-
Rad电泳仪(Bio-Rad

 

美国)、凝胶电泳仪(Azure美

国)、Cytospin-4型细胞玻片离心仪(Thermo
 

Scientific
 

美国)。瑞氏-姬姆萨染色液(珠海贝索生物技术有限公

司)、TopRed核酸染料(北京博奥拓达科技有限公司)、
DNA提取试剂盒(QIAamp

 

DNA
 

mini
 

Kit
 

德国)、DNA
纯化回收试剂盒(天根生化科技有限公司)、RPA反应

试剂盒(TwistAmpTM
 

Basic
 

Kit
 

英国)。
1.3 方法

1.3.1 引物设计与合成 根据GenBank肺炎链球菌

LepA基因(Genbank
 

accession
 

number
 

NC_018594.1)
的核酸序列及参考文献[8]设计RPA引物,正向引物:
ACAGCTCCGTCTGTTATTTACAAAGTTAATTTGA

 

C;反 向 引 物:AGTCCCCACGCTTACGCTGAGCT
 

AGCTCCATTACT。扩增片段长度均为190
 

bp,引物

由上海生工生物工程有限公司合成。
1.3.2 CSF微生物培养 52例患者均进行常规

CSF微生物培养,按照临床检验操作规程对CSF标

本进行微生物分离鉴定。
1.3.3 CSF细胞学检查和DNA提取 进行腰椎穿

刺取CSF,采用血细胞计数板进行CSF中白细胞计

数。吸取0.5
 

mL
 

CSF置于标本室内,放置在细胞玻

片离心仪内以113×g离心5
 

min制成CSF涂片。待

涂片自然干燥后,滴加瑞氏-姬姆萨染色液,然后加入

缓冲液并吹均匀,静置5
 

min后流水冲洗。干燥后采

用CSF细胞图像诊断分析系统进行分类,计数100个

细胞,计算单个核细胞(淋巴细胞、单核细胞)和多个

核细胞(中性粒细胞)百分比[9]。剩余的CSF在室温

下12
 

000
 

r/min离心10
 

min,弃去上清液;按照试剂

盒中说明书的操作方法提取CSF的DNA,检测核酸

浓度及纯度后置于-20
 

℃保存备用。
1.3.4 CSF

 

RPA检测 将CSF标本的DNA按照

TwistAmpTM
 

Basic
 

Kit试剂盒的说明书进行RPA检

测。反应体系如下:10
 

μmol/L的上、下游引物各2.4
 

μL,重组缓冲液29.5
 

μL,DNA 模板1
 

μL,ddH2O
 

12.2
 

μL,涡旋混匀后简短离心。将上述47.5
 

μL的

混合液移入预装有冻干粉的反应管中并充分混匀,再
加入280

 

mmol/L的醋酸镁溶液2.5
 

μL,混匀后置于

40
 

℃恒温仪中反应4
 

min。将反应管从恒温仪中取

出,上下翻转混匀8~10次,简短离心后再次置于40
 

℃恒温仪中反应16
 

min。
1.3.5 RPA产物的结果判断 按照DNA纯化回收

试剂盒的说明书将RPA反应产物进行纯化,测定核

酸浓度及纯度后,通过1.5%琼脂糖凝胶电泳进行

检测。
1.3.6 RPA产物的验证 根据琼脂糖凝胶电泳检测

的结果,选取部分阳性扩增产物送往上海生工生物工

程有限公司进行测序,通过生物软件VectorNTI分析

临床标本RPA产物的核酸序列与目标核酸序列的一

致程度,验证扩增产物是否为目的条带。
1.4 统计学处理 采用Excel

 

2007软件进行数据

分析。
2 结  果

2.1 CSF微生物培养结果 CSF经微生物培养有

19例(36.5%)为阳性。其中肺炎链球菌为7例;鲍曼

不动杆菌5例;肺炎克雷伯菌2例;脑膜炎奈瑟菌、流
感嗜血杆菌、单核细胞增生李斯特菌、缓症链球菌和

黏质沙雷菌分别为1例。CSF微生物培养阴性者为

33例(63.5%)。
2.2 CSF

 

RPA检测的结果 52例研究对象中,RPA
阳性为14例(26.9%),阴性为38例(73.1%)。CSF
标本的RPA产物电泳图见图1,阳性标本能扩增出清

晰的RPA条带,且条带大小符合预期长度(190
 

bp)。

  注:M为DNA分子质量标准;1~4为CSF标本(患者编号为1、3、

4和6号)。

图1  CSF标本RPA阳性扩增产物电泳图

2.3 RPA与微生物培养结果比较 微生物培养为阳

性的19例(36.5%)患者中,有7例检出肺炎链球菌,
这7例的RPA检测结果均为阳性。微生物培养为阴

性的33例(63.5%)患者中,也有7例的RPA检测结

果为阳性。这7例患者药物治疗史和CSF细胞学检

查结果见表1。有12例患者CSF标本的培养结果为

非肺炎链球菌,其RPA反应均为阴性。
2.4 RPA 产物的测序结果 CSF微生物培养和

RPA检测结果均为肺炎链球菌的7例患者,随机选取

3例(标本编号3、9、14)RPA产物进行测序。CSF微

生物培养为阴性,RPA反应为阳性的7例患者的产物

全部进行测序。共10份RPA的核酸产物与LepA基

因的190
 

bp目标序列进行序列比对,结果见图2。图

中黄色代表相同的序列;蓝色代表相似的序列。测序

时由于荧光染料的干扰,测序结果在引物3'端后面的

10~30个碱基不一定能准确判读。在第45个碱基位

置(箭头所示)以后RPA产物的核酸序列与目标序列

一致,RPA扩增成功并获得目的基因片段。
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表1  培养为阴性、RPA检测为阳性患者的药物治疗史和细胞学检查结果

编号 性别
年龄

(岁)
腰椎穿刺前是否

接受药物治疗
药物名称

细胞学检查结果

白细胞计数

(×106/L)
淋巴细胞

百分比(%)
单核细胞

百分比(%)
中性粒细胞

百分比(%)

1 男 50 是 - 4
 

050 6 15 79

4 女 1 是 头孢哌酮/他唑巴坦 630 17 15 68

5 男 28 是 青霉素、头孢曲松、更昔洛韦 5
 

600 3 15 82

25 男 40 - - 6
 

120 16 7 77

31 男 82 - - 9
 

600 3 5 92

34 男 47 - - 5
 

280 7 11 82

35 女 30 是 - 390 3 24 73

  注:-为不清楚。

  注:图中黄色代表相同的序列;蓝色代表相似的序列;箭头为第45个碱基位置。

图2  PRA产物与目的序列的核酸比对结果

3 讨  论

细菌性脑膜炎的病情进展快,严重威胁人们的生

命健康,需要早期诊断并及时给予有效的治疗。因此

快速、准确的病原菌检测是临床确诊细菌性脑膜炎的

关键。在微生物分子检测方法中,PCR技术为病原菌

的诊断提供了依据,已应用于CNS感染性疾病的诊

断中[10-11]。基因芯片技术在细菌性脑膜炎的诊断中

也可见报道[6,12-13]。但这两种方法都需要特定的仪

器、设备和专业的人员,检测成本较高,在快速检测方

面有不足之处。近年来,RPA技术以其快速、灵敏度

高、特异性强的特点受到人们的关注,已应用于细菌、病
毒和寄生虫等检测研究中[14-17]。RPA技术在恒温条件

下(25~43
 

℃),20
 

min即可实现核酸指数扩增,这种常

温扩增的优点使得该技术不需要精密的仪器,为床旁诊

断提供了可能,满足了临床快速诊断的需求。
LepA蛋白也被称为

 

EF4,是与蛋白质翻译密切

相关的延伸因子,也是一个高度保守的蛋白,其编码

基因LepA在原核生物中具有高度的序列保守性[7]。
有报道采用LepA

 

基因对血液中肺炎链球菌进行了

核酸扩增检测,研究发现肺炎链球菌的8株参考菌株
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和19株临床分离株的检测结果均为阳性,其余54株

非肺炎链球菌菌株的检测结果均为阴性,该研究表明

LepA基因作为肺炎链球菌的检测靶点具有较好的特

异度和灵敏度[8]。
基于上述研究结果,本研究以LepA基因为分子

诊断靶点,利用RPA技术检测临床CSF标本中的肺

炎链球菌,以CSF微生物培养的结果作为标准,探讨

RPA技术的应用价值。
研究表明 RPA 技术检测时间短,恒定40

 

℃、
20

 

min即可完成核酸的扩增,加上CSF
 

DNA的提取

和核酸产物凝胶电泳的时间,可以在1
 

d内得到检测

结果。在本研究中,RPA检出肺炎链球菌的阳性率为

26.9%(14/52),微生物培养技术检出肺炎链球菌的

阳性率为13.5%(7/52)。微生物培养结果为肺炎链

球菌的7份CSF标本,其RPA检测结果为阳性,两种

检测方法结果一致。另外有7份CSF标本,其微生物

培养结果为阴性,但是 RPA检测结果为阳性。这7
例患者在本院就诊前,均有当地医院就诊史,根据患

者的资料信息,笔者认为这7例患者是因为使用抗菌

药物而降低了微生物培养的敏感性,患者CSF的中性

粒细胞百分比为60%以上且中性粒细胞吞噬细菌的

能力强,所以微生物培养结果为阴性,但是CSF中存

在肺炎链球菌的核酸物质,因此 RPA 结果为阳性。
需要注意的是,本研究中的RPA引物是检测肺炎链

球菌的特异性引物,所以微生物培养结果为非肺炎链

球菌的标本RPA检测结果为阴性。
为进一步确认RPA产物序列的正确性,将10份

RPA阳性产物纯化后与LepA基因目标序列进行核

酸序列比对。从图2可知,31号标本有9个位点的碱

基与目的片段的碱基不一致,考虑31号标本中的肺

炎链球菌在这9个位点发生了单个核苷酸的变异,其
余9份RPA阳性产物的核酸序列与目标序列一致。
该结果表明RPA成功扩增出目的基因片段。

RPA技术可快速、准确地检测出CSF中的肺炎

链球菌,有助于临床对肺炎链球菌性脑膜炎的早期诊

断和治疗,也为细菌性脑膜炎其他病原菌的快速检测

提供借鉴。CSF病原菌的检测方法,如微生物培养技

术、革兰涂片染色、免疫学及生化指标检测等方法都

各有优势。RPA技术应该与这些检测方法相互结合,
相互补充,使得病原菌的检测不断向着简单快速、准
确度高、床旁适用的方向发展。
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