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#摘要$!目的!建立一种可同时检测肝(胆汁(啮齿类三种螺杆菌的多重 QLM方法) 方法!根据已公布的

肝(胆汁(啮齿类三种螺杆菌 "(JCMKO基因序列设计三对特异性引物进行多重 QLM并对反应条件进行优化) 结果

!三对引物能分别扩增出特异性的 *") 18($(* 18($%* 18 目的条带) 最佳退火温度为 '%l#镁离子浓度为 %3&

--509N#>KPQ浓度为 %&&

!

-509N#引物浓度为 &3(%'

!

-509N) 在此条件下多重 QLM同时检测的肝(胆汁(啮齿类

三种螺杆菌敏感度均为 "& Y;) 结论!本实验建立的多重 QLM是一种敏感(特异(高效的方法#为同时检测啮齿动

物中肝(胆汁(啮齿类三种螺杆菌奠定了良好的基础)

#关键词$!肝螺杆菌$胆汁螺杆菌$啮齿类螺杆菌$多重 QLM
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!!啮齿动物螺杆菌%C5>FD7RF0/451.47FC&属革兰氏 阴性菌#通常寄居于啮齿动物消化道内#包括盲肠(



结肠以及肝胆管系统 -".

) 自从 "##% 年首次发现鼠

型螺杆菌以来#目前已陆续分离到包括有肝螺杆菌

%"+1/B@D%B0+C>+P%0/B$O&( 胆 汁 螺 杆 菌 % "+1/B@D%B0+C

D/1/O&(啮齿类螺杆菌%"+1/B@D%B0+CC@T+(0/$J&在内的

至少十三种啮齿动物螺杆菌 -%.

) 啮齿动物螺杆菌

的感染会严重影响实验动物的品质#其中肝螺杆菌

可自然感染多个品系小鼠并直接导致急(慢性肝炎

的产生#并对 O9\LC小鼠肝癌发生有促进作用 -$.

#

胆汁螺杆菌则易引起各种肠炎疾病#并与肝炎发生

相关#例如多灶慢性肝炎 -*.

#而感染啮齿类螺杆菌

也会导致小鼠肝炎(盲肠结肠炎等多种肠肝疾病#

另外胆汁螺杆菌与啮齿类螺杆菌的同时存在#会引

起 JLIU小鼠腹泻 -'.

) 因此#若误将感染螺杆菌的

动物用于科研或生物安全性评价等试验中#较易引

起实验数据混乱#对结果产生较为严重的干扰#甚

至引发更严重的后果 -%.

)

啮齿动物螺杆菌的诊断检测#目前有很多种方

法#包括传统的分离培养法(+NOJO(QLM等 -(#).

)

QLM诊断是螺杆菌分子诊断最优势的方法#其因快

速(敏感(特异等优点而得到广泛的应用#主要有普

通 QLM( 巢 式 QLM( 多 重 QLM( 荧 光 核 酸 酶 QLM

等 -G.

) 多重 QLM是以普通 QLM反应体系为基础#

但升级为同时加入多对引物#同时扩增出多条目的

片段#以达到同时检测多种病原体#快速(高效的新

型方法 -#.

) 本实验旨在建立一种敏感(特异(高效

的多重 QLM方法#以达到可同时检出肝(胆汁(啮

齿类三种螺杆菌的目的#为快速诊断提供良好的

基础)

J3材料和方法

JOJ3材料

"3"3"!质粒'分别包含肝(胆汁(啮齿类三种螺杆菌

"(J CMKO片段的三种阳性质粒模板由上海实验动

物研究中心保存)

"3"3%!试剂'质粒抽提试剂盒购自天根生化科技

%北京&有限公司#P.g UKO聚合酶#QLM1BYYFC#Z;%

r# >KPQ# "&& 18 UKO0.>>FC-.CcFC均购自宝生物

工程%大连&有限公司#琼脂糖购自西班牙 [/5jF<7

公司#V50>W/F?

PZ核酸染料购自上海赛百盛%J[J&基

因技术有限公司)

JOH3方法

"3%3"!引物的设计与合成'根据 VFD[.Dc 中已发

表的肝(胆汁(啮齿类三种螺杆菌 "(J CMKO序列#

参照文献分别设计合成三对特异性引物 -"&#"".

)

"3%3%!普通 QLM'使用质粒抽提试剂盒对本室保存

的阳性重组质粒进行 UKO提取#作为单重 QLM的

模板进行扩增) 反应体系为 %&

!

N#其中包括 QLM

1BYYFC(>KPQ%&&

!

-509N(P.g +&3"' T(引物各 &3'

!

-509N(模板 $ D;# 去离子水补足至 %&

!

N) QLM

产物经 "k琼脂糖凝胶电泳检测) 并将 QLM产物回

收后纯化后测序#与比对)

单重 QLM的敏感度测定方法如下'分别测定

肝(胆汁(啮齿类三种质粒模板浓度#将浓度调整至

" D;9

!

N#再以此为基础#进行 "& 倍梯度稀释#终浓

度为 " D;("&

H"

D;("&

H%

D;(("&

H$

D;("&

H*

D;("&

H'

D;(

"&

H(

D;("&

H)

D;("&

HG

D;#各取 "

!

N作为模板#分别

进行 QLM扩增#从而测定单重 QLM的敏感度)

"3%3$!多重 QLM条件优化'根据单重 QLM的反应

体系#将三对引物等比混合加入到同一个反应体系

中进行扩增#根据扩增结果对反应条件和体系进行

优化#包括退火温度#Z;

% r浓度#>KPQ浓度#引物浓

度等)

"3%3*!多重 QLM条件电泳检测'取 "&

!

NQLM产

物#在浓度为 %k的琼脂糖凝胶中 "&& W电压电泳

时间 #& -/D#以确保不同大小的扩增产物可以区分

开) 目的条带在凝胶成像系统中分析)

"3%3'!多重 QLM特异性检测$为检测引物的特异

性#相互之间是否会产生交叉反应#本试验设计了

如下引物和模板组合#对多重 QLM的特异性进行检

测#具体组合情况见表 %)

表 J!螺杆菌属 "(JCMKO基因 QLM扩增引物

0;<RJ!P6F<FgBFD4F<5Y8C/-FC<B<F> 75.-80/Y="(JCMKO;FDF5Y6F0/451.47FC<

目的基因

P.C;F7;FDF<

引物序列

QC/-FC<FgBFD4F<

退火温度

ODDF.0/D;7F-8FC.7BCF

目的片段

P.C;F71.D>

肝 "2>+P%0/B$O

[$G,_VLOPPPVOOOLPVPPOLPLPV

[$#,MLPVPPPPLOOVLPLLLL

'&l *") 18

胆汁 "2D/1/O

Q),_LPOPVOLVVVPOPLLVVL

Q1,MPLPLLLOPOLPLPOVOOOOVP

'$l $)* 18

啮齿类 "2C@T+(0/$J

RC",_PPVLVOVVLPPVPLLPPV

RC%,MPPOVOVPVLPLPOLLVOOPO

'&l $%* 18
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表 H!多重 QLM特异性检测方法
0;<RH!<8F4/Y/4-B07/80FEQLM>F7F47/5D -F765>

组合

L5-1/D.7/5D

" % $ * ' ( )

引物

QC/-FC<

肝

R@6@

胆汁

R@1@

啮齿类

R@C@

肝

胆汁

R@6@#R@1@

肝

啮齿类

R@6@# R@C@

胆汁

啮齿类

R@1@# R@C@

肝

胆汁

啮齿类

R@6@# R@1@# R@C@

模板

PF-80.7F<

肝

胆汁

啮齿类

R@6@# R@1@# R@C@

肝

胆汁

啮齿类

R@6@# R@1@# R@C@

肝

胆汁

啮齿类

R@6@# R@1@# R@C@

肝

胆汁

啮齿类

R@6@# R@1@# R@C@

肝

胆汁

啮齿类

R@6@# R@1@# R@C@

肝

胆汁

啮齿类

R@6@#R@1@# R@C@

肝

胆汁

啮齿类

R@6@# R@1@# R@C@

注'R@6@'"2>+P%0/B$O$R@1@'"2D/1/O$R@C@'"2C@T+(0/$J

K57F' R@6@'"2>+P%0/B$O$ R@1@'"2D/1/O$ R@C@'"2C@T+(0/$J

"3%3(!多重 QLM敏感度测定'取梯度稀释好的三

种质粒模板各 "

!

N加入到已优化好的 QLM体系

中#进行 QLM扩增) 根据电泳结果对多重 QLM体

系进行敏感度的测定)

H3结果

HOJ3普通 /!*

%3"3"!测序'将测序结果与 VFD[.Dc 所发表的肝(

胆汁(啮齿类三种螺杆菌序列进行对比#同源性达

##k以上)

%3"3%!敏感度检测'电泳结果展示#在单重 QLM中

肝螺杆菌的敏感度达到 "&

H(

D;#胆汁螺杆菌和啮齿

类螺杆菌的敏感度均达到 "&

H'

D;%图 " H$&)

Z@"&& 18 UKON.>>FCZ.CcFC#"'阳性对照$%'空白对照$$'" D;$ *'

"&

"

D;$''"&

H%

D;$('"&

H$

D;$ )'"&

H*

D;$G'"&

H'

D;$#'"&

H*

D;$

"&'"&

H)

D;$""'"&

HG

D;

图 J3普通 QLM肝螺杆菌敏感度

Z@"&& 18 UKON.>>FCZ.CcFC#"'Q5</7/]F45D7C50$%'KF;.7/]F45D7C50$

$'" D;$ *'"&

H"

D;$''"&

H%

D;$('"&

H$

D;$

)'"&

H*

D;$G'"&

H'

D;$#'"&

H*

D;$"&'"&

H)

D;$""'"&

HG

D;

-=ERJ!JFD</7/]/7=7F<75Y76FQLMY5C>F7F47/5D "2>+P%0/B$O@

HOH3多重 /!*反应体系和条件的优化

根据上述试验设计#我们 主 要 对 退 火 温 度#

Z;

% r浓度#>KPQ浓度#引物浓度等进行了调整) 通

过优化以上条件#最终确定最佳退火温度为 '%vL

%见图 *&#Z;

% r浓度为 %3& --509N%图 '&#>KPQ浓

度为 %&&

!

-509N%图 (&#引物浓度为 &3(%'

!

-509N

%图 )&@

Z@"&& 18 UKO0.>>FC-.CcFC#"'阳性对照$%'空白对照$$'" D;$ *'

"&

"

D;$''"&

H%

D;$('"&

H$

D;$)'"&

H*

D;$G'"&

H'

D;$#'"&

H*

D;$"&'

"&

H)

D;$""'"&

HG

D;

图 H3普通 QLM胆汁螺杆菌敏感度

Z@"&& 18 UKO0.>>FC-.CcFC#"'Q5</7/]F45D7C50$ %'KF;.7/]F45D7C50$

$'" D;$ *'"&

"

D;$ ''"&

H%

D;$ ('"&

H$

D;$ )'"&

H*

D;$ G'"&

H'

D;$ #'

"&

H*

D;$ "&'"&

H)

D;$ ""'"&

HG

D;

-=ERH!JFD</7/]/7=7F<75Y76FQLMY5C>F7F47/5D "2D/1/O@

HOP3多重 /!*特异性试验

用优化好的多重 QLM反应条件#对不同的引物

和模板组合进行扩增#每个反应都能扩增出预期的

目的条带) 加入单一模板时均只有一个目的条带#

加入双模板时均为两个目的条带#加入三种模板

时#所有三个目的条带均能有效扩增出) 表明本文

建立的多重 QLM方法对三种螺杆菌能进行有效的

扩增#具有较好的特异性%图 G&)

HOQ3多重 /!*敏感性试验

对优化好的多重 QLM方法进行敏感性试验#从

图 # 可以看出肝(胆汁(啮齿类三种螺杆菌敏感度均

可达到 "&

H'

D;#即 "& Y;) 和单重 QLM相比#胆汁螺

杆菌和啮齿类螺杆菌的敏感性相当#而肝螺杆菌的

)$中国比较医学杂志 %&"% 年 "% 月第 %% 卷第 "% 期!L6/D \L5-8 ZF># UF4F-1FC%&"%#W50@%%@K5@"%



Z@"&& 18 UKO0.>>FC-.CcFC#"'阳性对照$%'空白对照$$'" D;$ *'

"&

"

D;$''"&

H%

D;$('"&

H$

D;$)'"&

H*

D;$G'"&

H'

D;$#'"&

H*

D;$"&'

"&

H)

D;$""'"&

HG

D;

图 P3普通 QLM啮齿类螺杆菌敏感度

Z@"&& 18 UKO0.>>FC-.CcFC# "'Q5</7/]F45D7C50$ %'KF;.7/]F45D7C50$

$'" D;$ *'"&

"

D;$ ''"&

H%

D;$ ('"&

H$

D;$ )'"&

H*

D;$ G'"&

H'

D;$ #'

"&

H*

D;$ "&'"&

H)

D;$ ""'"&

HG

D;

-=ERP!JFD</7/]/7=7F<75Y76FQLMY5C>F7F47/5D "2C@T+(0/$J@

敏感性稍低#大约降低了一个数量级) %图 #&

Z'"&& 18 UKON.>>FCZ.CcFC

" S('*#l#'&l#'"l#'%l#'$l#'*l@

图 Q3不同退火温度对多重 QLM的影响

-=ERQ!P6F/DY0BFD4F5Y>/YYFCFD7ODDF.0/D;

7F-8FC.7BCFY5C76F-B07/80FEQLM@

P3讨论

文献显示 -"#%#)#"( .

#目前我国的大小鼠已存在不

同程度的螺杆菌感染#尤其是肝螺杆菌和胆汁螺杆

菌的感染已广泛存在于实验室以及一些大小鼠养

殖基地) 而且已有报道这类细菌不仅在人或动物

的胃炎(消化性溃疡(胃恶性肿瘤的发生发展中起

Z'"&& 18 UKON.>>FCZ.CcFC

" S('"3%' -Z#"3' -Z#"3)' -Z# % -Z# %3%' -Z# %3' -Z

图 S3不同 Z;

% r浓度对多重 QLM的影响

-=ERS!P6F/DY0BFD4F5Y>/YYFCFD7Z;

% r

45D4FD7C.7/5D Y5C76F-B07/80FEQLM@

Z'"&& 18 UKON.>>FCZ.CcFC

" S*'"'&

!

Z#%&&

!

Z#%'&

!

Z#$&&

!

Z

图 W3不同 >KPQ浓度对多重 QLM的影响

-=ERW!P6F/DY0BFD4F5Y>/YYFCFD7>KPQ

45D4FD7C.7/5D Y5C76F-B07/80FEQLM@

到致病作用#也可能与肠道(胆道(肝脏的炎症性疾

病和一些肿瘤的发生相关 -").

) 但啮齿动物螺杆菌

感染的动物大多数以慢性(潜伏性感染为主 -).

#无

明显症状#故对啮齿动物是否携带菌种的观察及检

测造成了一定难度) 因此#建立一种快速(敏感(特

异的诊断方法显得尤为重要)

多重 QLM作为一种快速省时#特异性强#灵敏

度高而且较为可靠的病原检测方法#近年来在很多

领域都有着较为广泛的应用#尤其体现在对各种病

原微生物的检测) 高正琴(张强 -"G. 等建立的肝螺杆

菌多种毒力基因的多重 QLM检测方法#不仅解决了
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图 X3不同引物浓度对多重 QLM的影响
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图 Z3多重 QLM特异性
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肝螺杆菌体外培养的困难#操作也较传统的细菌学

分离培养法大幅度简化#为其后续大规模检测应用

中节省了大量时间) 李晨等 -"#. 通过对水产病原菌

的多重 QLM检测认为#相比一般的生化检测方法#

多重 QLM明显的优势体现为省时(灵敏#但对比特
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图 ^3多重 QLM敏感度分析
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"'KF;.7/]F45D7C50$ %' R@6F8.7/4B<$ $' R@1/0/<$ *' R@

C5>FD7/75D$''R@6F8.7/4B<iR@1/0/<$('R@6F8.7/4B<i R@

C5>FD7/?D$)'R@1/0/<iR@C5>FD7/B-$G'R@6F8.7/4B<i/0/<

iR@C5>FD7/B-
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异性和敏感度同样优异的基因芯片技术#多重 QLM

的前期材料准备简单和成本较低在实践应用中更

便于广泛推广) 另外#细菌学多重 QLM检测普遍显

示 -G,"".

#针对免疫学交叉反应较为明显的干扰#多重

QLM的单管操作对特异性结果的显示更为精准)

通过大量与形态学(生理学(生物化学(免疫学等方

法比较的实验结果明确展示 -"(,%&.

#多重 QLM方法是

一种值得推广#具有较好发展前景的病原检测方法)

本实验建立的肝(胆汁(啮齿类三种螺杆菌多

重 QLM检测方法#能够快速而准确地检测啮齿动物

回盲内容物中是否存在上述三种螺杆菌#该方法不

仅具备了普通 QLM准确(敏感的优势#而且大大提

高了检测效率#节省了试剂#为大范围的流行病学

调查提供了技术支持)

多重 QLM方法建立很重要的一步在于 QLM反

应条件的优化#据文献查阅以及预实验#确定对多

重 QLM影响较大的条件主要包括退火温度#Z;

% r浓

度#>KPQ浓度#引物浓度#其中退火温度的优化又更

为重要#退火温度的测定#直接决定了 QLM反应的

结果 -"%,"'.

) 退火温度过高或过低#都会导致后续条

件优化的困难以及菌种检测) 本实验通过对以上

几种条件分别进行单一变量优化#最终获得了最佳

扩增效果)
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在 QLM方法建立过程中#特异性的验证也是必

不可少的一环#本实验通过不同的引物和模板组合

进行交叉检验#结果证明了本文构建的多重 QLM方

法特异性完全符合要求)

另外#在对多重 QLM敏感度的检测中发现#建

立的该多重 QLM体系对肝(胆汁(啮齿类三种螺杆

菌的敏感度分别为 "& Y;("& Y;("& Y;#而在此前进行

的普通 QLM中三种螺杆菌的敏感度分别为 "Y;(

"&Y;("&Y;) 两组数据对比可发现#构建的多重 QLM

中各对引物扩增时的互相竞争并不明显#故采用多

重 QLM也可得到较为良好的效果) 由此可见#该多

重 QLM方法具有可行性)

通过多种比较#可表明#本文建立的螺杆菌多

重 QLM检测方法具有高效(敏感(特异的优点#可以

应用在啮齿动物螺杆菌检测中)
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