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鼠棒状杆菌 PLM检测方法的建立及其应用
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!摘要"!目的!建立鼠棒状杆菌 PLM检测方法并应用于临床样本检测) 方法 !用脑心浸出液培养基复苏(

培养鼠棒状杆菌%45C=DF1.47FC/B-_B7<46FC/# L@_B7<46FC/&并提取基因组 ZKR作模板$根据 cFDV.D_ 中 L@_B7<46FC/

的 "(J 基因序列设计合成引物#建立鼠棒状杆菌 PLM检测方法并进行敏感性和特异性的评价$人工感染昆明鼠#建

立小鼠棒状杆菌感染模型#采集肝脏和肾脏#提取 ZKR进行检测) 结果!成功建立了鼠棒状杆菌 PLM检测方法#

该方法可检测到 "&& 个阳性质粒$对小鼠沙门氏菌(肺炎链球菌和巴氏杆菌无交叉反应$全部 G 个人工感染样本全

部检测为阳性) 结论!建立的鼠棒状杆菌 PLM检测方法灵敏度高(特异性好#可作为鼠棒状杆菌感染的快速检测

方法)

!关键词"!鼠棒状杆菌$PLM检测方法$"(J 核糖体 MKR
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7540/D/4.0<.-80F<@.=563>9! cFD5-/4ZKR ?.<FE7C.47F> .<7F-80.7FT5CPLM TC5- L@_B7<46FC/%ROLL""$&( &
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+M=8 K3?>9,!L5C=DF1.47FC/B-_B7<46FC/$ PLM-F765>$ "(J CMKR

!!棒状杆菌属细菌是一种人畜共患的多种型传

染病病原菌) 鼠棒状杆菌病呈世界性分布#特别是

在常规鼠群中#隐性感染非常普遍#发病率和死亡

率高# 暴发流行时可导致动物群覆没#在实验动物



的病原菌控制中是小鼠和大鼠病原菌必检项目)

目前国内外对鼠棒状杆菌的检测研究很少#主要进

行病菌分离培养 -" H*.

#国家标准 cV9O"*#%(3# H

%&&" 规定也是进行病菌分离培养 -'.

#还有进行血清

学检测的报道 -( H).

) 这些方法操作复杂(时间长(灵

敏度低#容易造成漏检) 本实验采用 PLM技术#根

据 cFDV.D_ 发表的鼠棒状杆菌 "(J CMKR基因#设

计了特异性引物#建立了准确(快速检测鼠棒状杆

菌 PLM方法#并能很好地应用于临床样本的检测)

IN材料和方法

IQIN菌株+培养基和培养条件

鼠棒 状 杆 菌 标 准 菌 株 % L@_B7<46FC/# ROLL

""$&(&#购于美国模式菌种收集中心# 小鼠肺炎链

球菌(沙门菌和巴氏杆菌由湖南出入境检验检疫局

保存) 用脑心浸出液对 L@_B7<46FC/菌种进行复苏(

传代和液体培养) 细菌用 %'& -U锥形瓶于 $)q(

%&& C8-恒温振荡培养)

IQGN细菌 2$+提取

取 "& -U过夜培养液 '&&& C8-离心 "& -/D# 去

上清液) 加 " -UO+悬浮沉淀# 并加 &3" -U%&o

JZJ# '&

%

U"&-;9-U蛋白酶 #̂ 混匀# ''q孵育 "

6) 加 &3% -U' -509UK.L0# &3% -ULORV9K.L0溶

液# 混匀# ('q孵育 %& -/D) 加入等体积酚x氯仿x

异戊醇%%'x%*x"&# "%&&& C8-离心 "& -/D# 将上清

液移至干净离心管) 用等体积氯仿'异戊醇%%*x"&

再抽提一次# 取上清液移至干净管中) 加 " 倍体积

异丙醇# 颠倒混合# 室温下静止 "& -/D) "%&&& C8-

离心 "& -/D#弃上清) )&o乙醇漂洗后# 吸干#溶解

于 &3" -UO+# H%&q保存备用)

IQTN引物设计与 /!*反应

根据表 " 中 L@_B7<46FC/"(J CMKR基因序列#利

用 PC/-FC+E8CF<<$ 引物设计软件来设计引物#宝生

物%大连&有限公司合成) 引物和序列如下'上游引

物'cLRRLcLcRRcRRLLOORLL# 下 游 引 物'LLLc

cLRcOLOLOLROcRcO#扩增片段大小为 %&& 18)

表 I!引物和探针设计时所参照的菌株
0:;SI!J7C./D<B<F> T5C>F</;D/D;8C/-FC<.D>

8C51FT5CL@_B7<46FC/>F7F47/5D

菌株

J7C./D

cFDV.D_ 登录号

cFDV.D_ .44F<</5D DB-1FC

ROLL"'()) Z$)G&3%

LIP"&$*%$O eG%&($3"

LIP"&$*%$ eG"G)"3"

LIP"&$*%$ RY*$G&(&3"

IQUN/!*扩增体系及退火温度筛选

采用 c5O.b

(

cCFFD Q.<7FCQ/E% 8C5-F;.& PLM

试剂盒#体系如下'

c5O.b

(

cCFFD Q.<7FCQ/E# %e!!"%3'

%

U

上游引物#"&

%

-509U &3'

%

U

下游引物#"&

%

-509U &3'

%

U

ZKR模板#"$3& D;9

%

U %

%

U

]

%

N #3'

%

U

扩增条件为'#*q 预变性 ' -/D$按以下条件进

行 $& 个循环扩增'#*q *& <#*Gq p'(q *& <#)%q

*& <$最后 )%q延伸 ' -/D) 温度梯度 PLM仪为

V/5-F7C.OcC.>/FD7)

IQZN阳性定量标准模板的制备

"3'3"! 模板扩增'按 "3* 对提取的 L@_B7<46FC/

ROLL""$&( ZKR进行常规 PLM扩增#退火温度选

择 "3* 中最佳退火温度)

"3'3%! PLM产 物 纯 化 和 克 隆' 将 PLM产 物 用

O.̂.M.%大连&公司 ZKR纯化试剂盒纯化并连接到

8c+Q

(

,O+.<=载体 %PC5-F;.& 上#转化至感受态

WQ"&#) 经 UV9氨苄9IPOc9e,c.0平板蓝白筛选后

挑取重组成功的白色菌落进行培养#用 O.̂.M.%大

连&公司小批量质粒 ZKR纯化试剂盒进行质粒

提取)

"3'3$!重组质粒鉴定'以质粒为模板#进行 PLM扩

增鉴定是否重组成功)

IQWN方法敏感性的分析 !测定提取质粒的浓度#

计算每微升质粒中的分子数) 将质粒稀释使其在

%

%

U中分别含有 " w"&

(

(" w"&

'

(" w"&

*

(" w"&

$

("

w"&

%

("&

"拷贝数) 按 "3* 进行 PLM扩增#退火温度

选择 "3* 中最佳退火温度)

IQ[ N 方法的特异性分析N 按 "3* 方 法 以 L@

_B7<46FC/(小鼠肺炎链球菌(小鼠沙门菌和巴氏杆菌

的 ZKR为模板#确定方法的特异性)

IQXN鼠棒状杆菌感染模型建立及样本采集!按每

只 ' w"&

(个细菌量通过腹腔注射方法分别感染 * 只

JP[级昆明小鼠#发病后采集肝脏和肾脏#按标准 -'.

进行分离培养和常规方法提取组织 ZKR) JP[级

昆明小鼠来源于湖南斯莱克景达实验动物有限公

司%JLê %湘&%&"" H&&&$&#体重为 "G p%%;#在中

南大学实验动物学部进行实验 % JYê %湘& %&"" H

&&&"&)

GN结果

GQIN/!*扩增和退火温度的筛选!以 L@_B7<46FC/
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%ROLL""&$(&ZKR为模板#采用 *Gq p'(q的退火

温度#成功扩增出与预期大小一致的 %&& 18 的条

带$在不同退火温度 %''3%('*3$('$3*('%3*('"3'(

'&3'(*#3((*G3)& 下均能扩增出目的条带#但在以

'*3$q最好%图 "&#因此选择 '*q作为本方法的最

佳退火温度)

图 I!温度梯度 PLM扩增

-<DSI!OF-8FC.7BCF;C.>/FD7PLM.-80/T/4.7/5D

泳道 Q'"&&18 PLM-.C_FC$泳道 " HG'退火温度依次为

''3%q('*3$q('$3*q('%3*q('"3'q('&3'q(*#3(q(*G3)q

U.DFQ'"&&18 PLM-.C_FC$ 0.DF" HG' 76F7F-8FC.7BCF/<CF<8F47/XF0=

''3%q('*3$q('$3*q('%3*q('"3'q('&3'q(*#3(q(*G3)q

GQGN重组质粒的鉴定N以重组质粒为模板进行

PLM扩增#"3'o琼脂糖凝胶电泳) 结果显示产物

大小与目的插入片段大小一致#重组成功%图 %&)

图 G!重组质粒 PLM鉴定

-<DSG!I>FD7/T/4.7/5D 5T76FCF45-1/DF> 80.<-/>

Q'"&&18 PLMQ.C_FC$K'阴性对照$"'重组质粒

Q' "&&18 PLM-.C_FC$ K'DF;.7/XF45D7C50$

"' 76FCF45-1/DF> 80.<-/>

GQTN不同模板拷贝数的 /!*扩增!在反应体系中

分别加入(" w"&

*

(" w"&

$

(" w"&

%

(" w"&

"

(" w"&

&拷

贝数的质粒时#" w"&

*

(" w"&

$

(" w"&

% 可见特异性

产物#显示本方法检测低限为 " w"&

%拷贝%图 $&)

GQUN检测方法的特异性分析!利用建立的方法对

小鼠沙门菌(肺炎链球菌和巴氏杆菌 ZKR进行检

测#结果显示方法对小鼠沙门菌(肺炎链球菌和巴

氏杆菌无交叉反应#未出现扩增条带#只检测出鼠

图 T!不同模板拷贝数的 PLM扩增

-<DST!PLM.-80/T/4.7/5D 5T>/TTFCFD7

458/F<5T76F7.C;F7;FDF

Q'"&&18 ZKR-.C_FC$泳道 ' H" 模板分别为为

" w"&

*

(" w"&

$

(" w"&

%

(" w"&

"

(" w"&

&

U.DFQ' "&&18 ZKR-.C_FC$U.DF' H"' 458/F<5T76F7.C;F7

;FDF/<CF<8F47/XF0=" w"&

*

(" w"&

$

(" w"&

%

(" w"&

"

(" w"&

&

棒状杆菌%图 *&)

图 U!方法的特异性检测

-<DSU!MF<B07<5T<8F4/T/4/7=7F<7

Q'"&&18 -.C_FC$" H$'分别为小鼠肺炎链球菌(

沙门氏菌和巴氏杆菌$L'鼠棒状杆菌

Q' "&&18 PLM-.C_FC$ 0.DF" H$' <7CF8754544B<8DFB-5D/.F#

<.0-5DF00..D> 8.<7FBCF00.$ Q' L@_B7<46FC/

GQZN小鼠棒状杆菌模感染型建立及样本采集和检

测!小鼠注射 ) > 后全部发病#出现被毛逆立#精神

萎靡不振# "% > 时全部死亡#小鼠肝脏和肾脏出现

化脓性坏死灶) 取死亡小鼠的肝脏和肾脏病灶进

行细菌分离培养和 PLM方法检测均为阳性)

TN讨论

目前鼠棒状杆菌的检测主要包括 % 种方法'分

离鉴定和血清学检测 -" H).

#还没有利用分子生物学

技术检测的研究报道) 与细菌分离鉴定和血清学

检测相比#PLM方法具有操作简单(特异性强(灵敏

度高和检测时间短等优点) 本研究根据鼠棒状杆

菌 "(J CMKR的核酸序列#设计的引物能特异性的

扩增出大小 %&& 18 的 ZKR条带%图 "&#而对小鼠沙

门氏菌(肺炎链球菌和巴氏杆菌无交叉反应%图 *&$

$'中国比较医学杂志 %&"% 年 # 月第 %% 卷第 # 期!L6/D WL5-8 QF># JF87F-1FC%&"%#d50@%%@K5@#



以重组质粒为模板进行灵敏度试验的结果表明建

立的方法体系能够检测到 "&& 个拷贝的模板 ZKR#

具有较高的敏感性) 通过对试验感染样本的检测#G

个样本全部为阳性#显示本方法可以很好的应用与

临床病变组织样本的检测)

"(J CMKR基因在其碱基组成(核苷酸序列(高

级结构及生物功能等方面表现出进化上的高度保

守性#被广泛用于物种的分类鉴定和系统发育的研

究工作中 -G.

#本研究利用鼠棒状杆菌的 "(J CMKR

基因对其进行检测鉴定)

鼠棒状杆菌能在机体抵抗力下降时导致大鼠

和小鼠发病甚至死亡#也影响实验结果的解释及评

价#因此在实验动物微生物等级及监测中是大鼠和

小鼠的必检项目#必须为阴性 -#.

) 常规的检测方法

都是从气管分泌物和回盲段内容物中对棒状杆菌

进行直接分离培养#这种方法在隐性感染小鼠中的

检出率分别为 "o和 $o#在诱发感染发病小鼠中的

检出率也只有 "#o和 "%o的#对自然发病的小鼠检

出率为 %%o和 &

-"&.

#可见直接从气管分泌物和肠道

内容物中分离培养的方法不适合对小鼠棒状杆菌

监测和检测) 通过选择性培养基增菌培养后有可

能提高检出率 -"" H"%.

)

在小鼠棒状杆菌病中内脏表现为广泛性的化

脓性病变#尤其是肝和肾的病变最为明显 -"$.

#因此#

本实验以肝脏和肾脏作为检测对象来探讨所建立

的方法的适用性) 结果表面# 对病变肝脏和肾脏#

PLM方法和分离培养方法都能检出#但 PLM方法操

作更简单#所需时间更短) 对其他临床样本的适用

性有待于通过与培养方法的比较来进一步研究

证实)
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