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CAR菌TaqMan MGB探针法实时荧光定量PCR快速检测方法的建立与应用

高正琴，岳秉飞，关伟鸿

（中国食品药品检定研究院，北京 100050）

【摘要】  目的　 建立特异、敏感、快速检测CAR菌的TaqMan MGB探针荧光定量PCR方法。 方法 针对CAR菌16S rRNA基因序列设计特异性引物和探针，建立MGB探针荧光定量PCR方法，验证方法的特异性、敏感性和稳定性。对2008~2012年期间采集的1344份临床标本中的CAR菌进行检测，同时进行普通PCR检测作为对照。 结果   CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR方法具有高度特异性，与肺炎支原体、侵肺巴斯德菌、支气管鲍特杆菌、肺炎克雷伯杆菌、大肠埃希氏菌、肺炎链球菌间无交叉反应，检测灵敏度达2.7拷贝。标准曲线显示各浓度范围内具有良好线性关系，相关系数为0.999，斜率为−3.22，TaqMan MGB探针荧光定量PCR效率为104.432%。对1 344份标本进行检测，结果TaqMan MGB探针荧光定量PCR检出510份CAR菌阳性样本。TaqMan MGB探针荧光定量PCR能够直接从标本中检出CAR菌DNA，检测时间仅为40 min。结论  TaqMan MGB探针荧光定量PCR方法具有可靠、特异、敏感的特点，适用于CAR菌的快速检测。 
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Establishment and application of a real-time fluorescence quantitative PCR using TaqMan MGB probe for rapid detection of cilia-associated respiratory (CAR) bacillus
 GAO Zheng-qin, YUE Bing-fei, GUAN Wei-hong
 (National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China)

【Abstract】 Objective  To establish a TaqMan MGB probe-based, sensitive and specific real-time fluorescence quantitative PCR assay for rapid detection of cilia-associated respiratory (CAR) bacillus. Methods  Primers and probes specific to 16S ribosomal RNA （16S rRNA） gene sequence of cilia-associated respiratory bacillus were designed. A TaqMan MGB probe-based, real-time fluorescence quantitative PCR was established. The specificity, sensitivity and stability of the assay were assessed. Then, the established TaqMan MGB probe-based real-time fluorescence quantitative PCR assay was applied to detect cilia-associated respiratory bacillus in 1344 clinical specimens during 2008-2012, and compared with conventional PCR assay. Results The specificity of this established TaqMan MGB probe-based real-time fluorescence quantitative PCR assay was high for detecting cilia-associated respiratory bacillus, 
[作者简介] 高正琴（1976−），女，硕士，副研究员，研究方向：病原生物学。

[通讯作者] 岳秉飞（1960−），男，博士，研究员，研究方向：实验动物学。
and there were no cross-reactivity with Mycoplasma pneumoniae, Pasteurella pneumotropica, Bordetella bronchiseptica, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Streptococcus pneumoniae. The detection limits was 2.7 copies. The correlation coefficient and slope value of standard curve were 0.999 and -3.22, respectively, and the efficiency of TaqMan MGB-based probe-based real-time fluorescence quantitative PCR assay was 104.432%. The TaqMan MGB-based probe real-time fluorescence quantitative PCR assay was preformed to detect cilia-associated respiratory bacillus in 1344 clinical specimens. A total of 510 specimens were positive for cilia-associated respiratory bacillus. This established PCR technique could detect cilia-associated respiratory bacillus DNA from clinical specimens directly, and the detection time was only 40 minutes needed. Conclusion The TaqMan MGB-based probe-based real-time fluorescence quantitative PCR assay established in this study is a reliable, specific, sensitive and useful tool for rapid detection of cilia-associated respiratory bacillus.
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CAR菌（Cilia-associated respiratory bacillus）与慢性呼吸道疾病（chronic respiratory disease，CRD）的发生密切相关。细菌学检查主要靠尸检，通过银染技术做组织学检查，在呼吸上皮纤毛中检出CAR菌可确诊，但生前很少能作出诊断[1-2]。迄今为止，国内外尚未见用TaqMan MGB（groove binder，小沟结合物）探针实时荧光定量PCR（real-time fluorescence quantitative PCR）检测CAR菌的研究报道。本研究利用新一代TaqMan MGB探针技术，建立了一种特异敏感检测CAR菌的实时荧光定量PCR方法，并成功应用于临床标本中CAR菌的快速定量检测。
1  材料和方法

1.1  主要试剂和菌株来源

TaqMan mix、无核酸酶水（nuclease-free water）购自美国ABI公司。细菌基因组DNA提取试剂盒、通用型基因组DNA提取试剂盒、dNTP mixture、EX Taq、agarose、DNA ladder marker购自宝生物工程（大连）有限公司。含有CAR菌16S rRNA（16S ribosomal RNA，核糖体核糖核酸）基因的阳性对照品由本实验室保存，标准质粒DNA浓度为2.7×1011拷贝/µL。肺炎支原体（Mycoplasma pneumoniae）、侵肺巴斯德菌（Pasteurella pneumotropica）、支气管鲍特杆菌（Bordetella bronchiseptica）、肺炎克雷伯杆菌（Klebsiella pneumoniae）、大肠埃希氏菌 (Escherichia coli)和肺炎链球菌（Streptococcus pneumoniae）的DNA由本实验室保存。
1.2  标本来源和DNA提取
2008～2012年采集动物源性标本1 344份。野生成年树鼩捕获自云南昆明野外；灰仓鼠来自新疆自治区；金黄地鼠来自四川成都；小型猪、长爪沙鼠、大鼠、小鼠分别由北京20多家动物养殖中心提供。对于树鼩、小型猪、灰仓鼠、金黄地鼠、长爪沙鼠、大鼠、小鼠活体采集全血，离心收集血清。小型猪活体采集鼻腔分泌物，安乐死后采集脑、气管、淋巴结、心脏、肺脏、肝脏、脾脏、肾脏、肠标本。大鼠、小鼠安乐死后采集肺脏、肝脏、肠标本。各种标本总数及收集年份见表1。用细菌基因组DNA提取试剂盒提取肺炎支原体、侵肺巴斯德菌、支气管鲍特杆菌、肺炎克雷伯杆菌、大肠埃希氏菌、肺炎链球菌DNA。按通用型基因组DNA提取试剂盒说明书操作提取野生树鼩、小型猪、灰仓鼠、金黄地鼠、长爪沙鼠、大鼠、小鼠标本DNA。DNA置于-70 ℃保存待用。

1.3  CAR菌荧光定量PCR引物和TaqMan探针设计
根据CAR菌16S rRNA基因序列（GenBank登录号：L11886.1），经过同源性分析[3~4]，用Primer Expression 3.0软件设计引物和探针。正向引物GZQCAR16STF：5′-GGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAA-3′；反向引物GZQCAR16STR：5′-ACGATCGCAAGGTTGAAACTCA-3′；探针GZQCAR16STP：FAM-CCACATGTTCCACCTCTT-MGB-NFQ。扩增产物片段大小为75 bp。荧光定量PCR引物和TaqMan探针由美国ABI公司合成。
1.4  CAR菌TaqMan MGB探针实时荧光定量PCR
总反应体系为20 μL，包括正、反向引物（各900 nmol/L）和探针（250 nmol/L）共1 µL、TaqMan mix 10 µL、模板DNA 1 µL、nuclease-free water 8 µL。循环参数：95°C 20 s；95°C 3 s，60°C 30 min，共40个循环。用仪器自带SDS软件实时观察PCR荧光扩增曲线并采集数据。
1.5  CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR标准曲线构建
分别取1 µL稀释后的标准质粒（2.7×100～2.7×1010拷贝 / µL）作为模板，同上条件进行TaqMan MGB探针法荧光定量PCR反应。每个稀释度平行重复3次试验。将上述标准质粒与其Ct值进行回归分析，经对数拟合作图形成标准曲线。根据标准曲线能够推断出待测标本中CAR菌的载量。
1.6  CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR方法的敏感性试验
将CAR菌标准质粒（2.7×1011 拷贝/ µL）作10倍倍比稀释，分别取1 µL稀释后的标准质粒（2.7×100～2.7×1010拷贝/ µL）为模板，同上条件进行荧光定量PCR反应，检测建立的荧光定量PCR方法能检出最小标准质粒拷贝数，分析该方法灵敏性。
1.7  CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR特异性试验
以CAR菌标准质粒、肺炎支原体、侵肺巴斯德菌、支气管鲍特杆菌、肺炎克雷伯杆菌、大肠埃希氏菌、肺炎链球菌核酸和无核酸酶水为模板，同上条件进行荧光定量PCR反应，分析该方法特异性。
1.8  CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR重复性和稳定性试验
将CAR菌标准质粒、TaqMan MGB探针荧光定量PCR引物等反复冻融9次，分别取1 µL稀释后的标准质粒（2.7×100～2.7×108 拷贝 / µL）作为模板，同上条件进行TaqMan MGB探针法荧光定量PCR反应。在同1个试验中，每个稀释度标准质粒做3个复孔，以分析组内差异。再以相同标准质粒为模板，连续3天进行3次独立重复试验，以分析组间差异。通过统计计算Ct（在扩增反应中，当荧光信号增长到大于阈值时所对应的循环数，threshold cycle）RSD（relative standard deviation，相对标准偏差）验证该方法的重复性和稳定性。
1.9  CAR菌TaqMan MGB探针实时荧光定量PCR和普通PCR检测实际标本
为了评价本研究建立的TaqMan MGB探针实时荧光定量PCR方法对实际标本检测的实用性，分别以野生树鼩、小型猪、灰仓鼠、金黄地鼠、长爪沙鼠、大鼠、小鼠的标本DNA为模板，同上条件进行实时荧光定量PCR反应。
根据CAR菌16S rRNA基因序列，用Primer Premier 5.0软件设计一对PCR引物，正向引物GZQCAR16SF：5′-ACGGTTACCTTGTTACGACTTAGCC-3′；反向引物GZQCAR16SR：5′-AGTAGGACTCGGTCCTAGTTTGAGA-3′。预期扩增片段大小1490 bp。PCR引物由宝生物工程（大连）有限公司合成。分别以野生树鼩、小型猪、灰仓鼠、金黄地鼠、长爪沙鼠、大鼠、小鼠标本DNA为模板，采用CAR菌普通PCR引物（GZQCA16SF、GZQCA16SR）、反应体系（5 µL 10× PCR buffer，4 µL dNTP mixture，正、反向引物各1 µL，0.25 µL EX Taq DNA聚合酶，5 µL模板DNA，33.75 µL nuclease-free water）和扩增条件（94°C预变性5 min；94°C 30 s，60°C 30 s，72°C 1 min，共30次循环；最后一次循环后72°C再延伸5 min）进行检测。反应结束后，用1%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物。
2  结果
2.1  CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR标准曲线构建
将上述标准质粒与其Ct值进行回归分析，经对数拟合作图形成标准曲线，回归方程为y = -3.22 x + 38.048，斜率为 -3.22，相关系数R2为0.999，扩增效率为104.432%（图1）。
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图1  CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR标准曲线构建
Fig. 1  Construction of standard curve of the TaqMan MGB probe-based fluorescence quantitative PCR for detecting cilia-associated respiratory bacillus 
2.2 CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR敏感性试验
将CAR菌标准质粒（2.7×1011拷贝/µL）进行10倍连续稀释，取不同浓度的标准质粒（2.7×100～2.7×1010拷贝/µL）各1 µL作为样本，按上述TaqMan MGB探针实时荧光定量PCR检测以分析该方法的灵敏度，实验重复3次。结果显示，本方法最低可检测2.7×100拷贝/µL的质粒DNA（图2）。
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图2  CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR敏感性试验
Fig. 2  Results of sensitivity test of the TaqMan MGB probe-based fluorescence quantitative PCR for detecting cilia-associated respiratory bacillus 
2.3 CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR特异性试验
对CAR菌标准质粒、肺炎支原体、侵肺巴斯德菌、支气管鲍特杆菌、肺炎克雷伯杆菌、大肠埃希氏菌、肺炎链球菌核酸和无核酸酶水进行TaqMan MGB探针实时荧光定量PCR检测，分析该方法的特异性。结果CAR菌标准质粒出现特异荧光扩增曲线；而肺炎支原体、侵肺巴斯德菌、支气管鲍特杆菌、肺炎克雷伯杆菌、大肠埃希氏菌、肺炎链球菌和无核酸酶水均未见特异荧光扩增曲线和Ct值升高（图3）。结果表明本方法特异性为100%。
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图3  CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR特异性试验结果

Fig. 3  Results of specificity test of the TaqMan MGB probe-based quantitative PCR assay for detecting cilia-associated respiratory bacillus
2.4  TaqMan MGB探针荧光定量PCR重复性和稳定性试验
将不同拷贝数的CAR菌标准质粒（2.7×100～2.7×109拷贝/µL）、TaqMan MGB探针荧光定量PCR引物等反复冻融9次，然后连续3天测定3次，同一时间重复测定3孔，计算组内和组间差异。结果显示，组内RSD为0.30%～2.31%，组间RSD为0.25%～4.97%，RSD值均<5%（表1）。结果证明该方法具有良好的稳定性和重复性。
表1  CAR菌TaqMan MGB探针实时荧光定量PCR重复性试验
Tab. 1  Results of reproducibility test of the TaqMan MGB probe-based real-time fluorescence quantitative PCR assay for detecting cilia-associated respiratory bacillus 
	重复性
Reproducibility
	质粒
拷贝数
Plasmid
copy number
	Ct值
Ct value

	
	
	1
	2
	3
	平均值
Mean
	SD
	RSD（%）

	组内
Within group
	109
	6.941292
	6.918749
	6.656631
	6.838891
	0.158243
	2.31

	
	108
	10.17955
	10.0809
	10.11566
	10.12537
	0.050036
	0.49

	
	107
	12.70208
	12.66458
	12.39808
	12.58825
	0.165752
	1.32

	
	106
	16.22809
	16.13195
	16.03187
	16.13064
	0.098119
	0.61

	
	105
	18.9407
	18.77414
	18.82155
	18.84546
	0.085819
	0.46

	
	104
	22.42022
	22.47689
	22.20708
	22.36806
	0.142271
	0.64

	
	103
	25.42955
	25.36741
	25.84676
	25.54791
	0.260673
	1.02

	
	102
	28.58017
	28.66657
	28.75462
	28.66712
	0.087229
	0.30

	
	101
	32.84662
	32.1216
	32.34079
	32.43634
	0.371835
	1.15

	
	100
	35.64351
	35.99863
	34.82228
	35.48814
	0.60337
	1.70

	组间
Between group
	109
	5.727565
	6.138215
	6.315386
	6.060389
	0.30154
	4.97

	
	108
	9.350965
	9.645889
	9.682947
	9.559934
	0.181919
	1.90

	
	107
	12.11966
	12.37395
	12.1718
	12.22181
	0.134317
	1.10

	
	106
	15.67615
	15.46553
	15.55852
	15.56673
	0.105553
	0.68

	
	105
	18.30495
	18.22299
	18.43406
	18.32067
	0.10641
	0.58

	
	104
	22.041
	21.96418
	21.93378
	21.97965
	0.05526
	0.25

	
	103
	25.09676
	25.22357
	25.11312
	25.14449
	0.068979
	0.27

	
	102
	28.69818
	28.38183
	28.51313
	28.53105
	0.158931
	0.56

	
	101
	31.92395
	31.82268
	31.97776
	31.90813
	0.078742
	0.25

	
	100
	35.59889
	35.08537
	34.47746
	35.05391
	0.56138
	1.60


2.5  CAR菌TaqMan MGB探针实时荧光定量PCR和普通PCR检测实际标本
用CAR菌TaqMan MGB探针荧光定量PCR检测1344份标本结果可以判定为阳性的标本有510份（表2）。检出的阳性标本用CAR菌普通PCR能扩增出特异性目的片段。CAR菌阳性样本核酸序列测定和基因分型研究结果另文报道。
表2  TaqMan MGB探针荧光定量PCR检测CAR菌
Tab. 2  Results of the TaqMan MGB probe-based fluorescence quantitative PCR for detection of cilia-associated respiratory bacillus
	年代
Year
	标本名称
Specimen name
	阳性率(%)
Positive rate
	年代
Year
	标本名称
Specimen name
	阳性率(%)
Positive rate

	2008
	小型猪血
Minipig blood
	76.67（46∕60）
	2010
	小鼠血
Mouse blood
	34.78（48∕138）

	
	小型猪脑
Minipig brain
	60（15∕25）
	
	小鼠肺
Mouse lung
	32.61（45∕138）

	
	小型猪鼻腔
Minipig nose
	48（12∕25）
	
	小鼠肝
Mouse liver
	14.49（20∕138）

	
	小型猪气管
Minipig trachea
	16（4∕25）
	
	小鼠肠
Mouse intestine
	14.49（20∕138）

	
	小型猪淋巴结
Minipig lymph nodes
	48（12∕25）
	
	大鼠肺
Rat lung
	25（10∕40）

	
	小型猪心
Minipig heart
	56（14∕25）
	
	大鼠肝
Rat liver
	25（10∕40）

	
	小型猪肺
Minipig lung
	16（4∕25）
	
	大鼠肠
Rat intestine
	25（10∕40）

	
	小型猪肝
Minipig liver
	48（12∕25）
	2011年
	野生树鼩血清
Wild yree shrew serum
	35（21∕60）

	
	小型猪脾
Minipig spleen
	20（5∕25）
	
	灰仓鼠血清
Cricetulus griseus serum
	46.67（28∕60）

	
	小型猪肾Minipig kidney
	16（4∕25）
	
	长爪沙鼠血清
Mongolian Gerbil serum
	50.77（33∕65）

	
	小型猪肠Minipig intestine
	32（8∕25）
	2012
	金黄地鼠血清
Gold hamster serum
	35（7∕20）

	
	金黄地鼠气管
Gold hamster trachea
	76.67（23∕30）
	
	小鼠血清
Mouse serum
	100（4∕4）

	
	金黄地鼠肺
Gold hamster lung
	80（24∕30）
	
	小鼠肺
Mouse lung
	100（4∕4）

	
	金黄地鼠肝
Gold hamster liver
	80（24∕30）
	
	小鼠肝
Mouse liver
	100（4∕4）

	
	金黄地鼠肠
Gold hamster intestine
	66.67（20∕30）
	
	小鼠肠
Mouse intestine
	100（4∕4）

	
	小鼠肠
Mouse intestine
	71.43（15∕21）
	合计
	
	37.95（510∕1344）


3  讨论
目前，国内外还未见有野生树鼩、小型猪等CAR菌感染的研究报道。GenBank中也未见有CAR菌的全基因组序列公布。本研究采用TaqMan MGB探针实时荧光定量PCR方法对1 344份临床标本进行检测，结果，从野生树鼩、小型猪、灰仓鼠、长爪沙鼠、金黄地鼠、大鼠、小鼠标本中均检出了CAR菌，其中小鼠、金黄地鼠、小型猪的CAR菌感染较为严重。
CAR菌是一种未分类的、细丝状、革兰氏阴性菌。因CAR菌会同其他呼吸道菌或病毒引发呼吸系统疾病，该菌仅在细胞培养或补充胎牛血清细胞培养基中呈滑动性和增长，故常规细菌学检查阳性率不高[5~10]。间接免疫荧光试验（indirect immunofluorescence assay，IFA）等血清学方法无法对CAR菌的早期感染做出诊断[11]。普通PCR却存在着操作步骤繁琐、容易造成污染、难以准确定量检测等不足。近年来，实时荧光定量PCR技术以其灵敏度高、速度快、特异性强等优点在基因表达水平分析、突变和多态性研究、病原体的定性和定量检测等方面得到广泛应用。与普通的TaqMan探针比较，MGB探针具有两大特点：一是探针3′端标记了自身不发光的淬灭分子，以取代常规可发光的TAMRA 等荧光标记。这使荧光本底降低，荧光光谱分辨率得以大大改善。二是探针3′端增加了一个MGB。MGB可以稳定探针与模板的杂交，提高探针的退火温度，一方面缩短了探针长度，使荧光基团和淬灭基团的距离更近，淬灭效果更好；另一方面，也提高了探针的特异性，使结果更精确，分辨率更高[12]。因此，运用时效性和准确性均比较高的TaqMan MGB探针荧光定量PCR技术阶段性的开展CAR菌监测工作，阻断感染的中间环节，必将有效地预防和控制疾病的发生。
综上所述，本研究以16S rRNA为靶基因，应用TaqMan MGB探针荧光定量PCR技术，实现了对CAR菌的定量分析，并将此方法首次成功应用于临床标本中CAR菌的检测。建立的TaqMan MGB探针荧光定量PCR方法具有准确、可靠、快速检测的特点，可推广应用于动物源性产品、生物制品中CAR菌的检验、食品药品安全检验、环境监测、流行病学调查等诸多领域，为提高CAR菌的检出率提供特异有效的评价手段。

参考文献:
[1] van Zwieten MJ, Solleveld HA, Lindsey JR, et al. Respiratory disease in rats associated with a filamentous bacterium: a preliminary report [J]. Lab Anim Sci. 1980, 30(2): 215-221.
[2] Ganaway JR, Spencer TH, Moore TD, et al. Isolation, propagation, and characterization of a newly recognized pathogen, cilia-associated respiratory bacillus of rats, an etiological agent of chronic respiratory disease [J]. Infect Immun. 1985, 47(2): 472-479.
[3] Schoeb TR, Dybvig K, Davidson MK, et al. Cultivation of cilia-associated respiratory bacillus in artificial medium and determination of the 16S rRNA gene sequence [J]. J Clin Microbiol. 1993, 31(10): 2751-2757.
[4] Kawano A, Nenoi M, Matsushita S, et al. Sequence of 16S rRNA gene of rat-origin Cilia-associated respiratory (CAR) bacillus SMR strain [J]. J vet Med Sci. 2000, 62(2): 797-800. 

[5] Griffith JW, White WJ, Danneman PJ, et al. Cilia-associated respiratory (CAR) bacillus infection of obese mice [J]. Vet Pathol. 1988, 25(1): 72-76.
[6] Kurisu K, Kyo S, Shiomoto Y, et al. Cilia-associated respiratory bacillus infection in rabbits [J]. Lab Anim Sci. 1990, 40(4): 413-415.

[7] Hastie AT, Evans LP, Allen AM. Two types of bacteria adherent to bovine respiratory tract ciliated epithelium [J]. Vet Pathol. 1993, 30(1): 12-19.

[8] Nietfeld JC, Franklin CL, Riley LK, et al. Colonization of the tracheal epithelium of pigs by filamentous bacteria resembling cilia-associated respiratory bacillus [J]. J Vet Diagn Invest. 1995, 7(3): 338-342.
[9] Orós J, Fernández A, Rodríguez JL, et al. Association of cilia-associated respiratory (CAR) bacillus with natural chronic tracheitis in goats[J]. J Comp Pathol. 1997, 117(3): 289-294.

[10] Bergottini R, Mattiello S, Crippa L, et al. Cilia-associated respiratory (CAR) bacillus infection in adult red deer, chamois, and roe deer [J]. J Wildl Dis. 2005, 41(2): 459-462.

[11] Matsushita S, Kashima M, Joshima H. Serodiagnosis of cilia-associated respiratory bacillus infection by the indirect immunofluorescence assay technique [J]. Lab Anim. 1987, 21(4): 356-359.
[12] Heid CA, Stevens J, Livak KJ, et al. Real time quantitative PCR [J]. Genome Res. 1996, 6(10): 985-994.

                                                                    【修回日期】2013-05-13

























































PAGE  
2

