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提 要 用聚合酶链反应 (P C R )检测伤寒患者血液标本中伤寒杆菌
。

根据伤寒杆菌鞭毛抗原

基因 D N A 的核昔酸序列
,

合成 2 对寡核昔酸引物
,

以该基因的 D N A 片段作为模板
,

经首次 P C R

和巢式 P C R 扩增后
,

产物分别为 4 58 b p 和 3 43 b p 的寡核昔酸片段
。

首次 P C R 检测的敏感度可达

10 条伤寒杆菌 D N A 水平
.

对 10 例有伤寒临床表现
、

血培养有伤寒杆菌生长的患者的血液标本进

行了 PC R 检测
,

结果
,

首次 P C R 检测 9 例呈阳性 ,嵌套式 P C R 检测 10 例均呈阳性
。

对其中 3例伤

寒患者的血清和白细胞分别作 P C R 检测
,

结果均呈阳性
。

这些结果提示大部分伤寒患者的血清标

本只需作首次 P C R 检测即可呈阳性
。

由于作者对标本的预处理方法作了改进
,

于 h9 后可获首次

P C R 结果
。
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伤寒在我国和其它发展 中国家仍

是一种常见的传染病
。

提高伤寒的治愈率
、

减

少并发症和病死率的关键是早期诊断
,

及时

对病原进行有效的治疗
。

过去常用肥达试验

( w id a l et s t) 检测患者血清 中特异性抗体
,

但

其检测结果并不十分可靠
。

试验的敏感性和

特异性均存在一定问题 lj[
。

伤寒的确诊有赖

于患者的血液或骨髓标本中培养有伤寒杆菌

生长
。

伤寒杆菌培养的阳性率受患者取血标

本时是否 已用抗菌药物
、

血中菌密度和培养

条件等因素影 响
,

一 般血 培养 阳性 率仅 为

45 % ~ 7 0 %
。

骨髓培养的阳性率较高
,

但对每

个病例都作骨髓培养 尚有困难
,

而且常需 3

~ s d 后 才 有 结 果
,

不 利 于 伤 寒 的 早 期 诊

断 .z[
, 〕

。

R I ; ib 。
等曾用 D N A 探针检测患者血

液中伤寒杆菌
,

发现特异性强
,

但敏感度低
,

容易 出现假阴性 [’]
。

用 P C R 检测患者血中伤

寒杆菌 D N A 有特异性强
、

敏感度高和结果

出现快之优点
,

有利于本病的早期诊断与治

疗
。

我们采用 S o n g 等的方法
〔 5〕 ,

合成 2 对能

扩增伤寒杆菌鞭毛抗原基因 D N A 片段的引

物
,

并用强裂菌剂与加热处理血标本
,

使伤寒

杆 菌 充分 裂 解 释 出 D N A
,

用作 扩 增 的 靶

D N A
,

获得满意的检测结果
。

1 材料与方法

1
.

1 菌 株

用普通营养琼脂培养基培养伤寒杆菌
、

甲型副伤寒杆菌
、

绿脓杆菌
、

变形杆菌
、

大肠

杆菌
、

腐生葡萄球菌和丙二酸盐阴性拘椽酸

杆菌
。

培养 3 d 后收集细菌
,

用 0
.

01 m ol / L

P B S ( p H 7
.

4) 制成细菌悬液
。

用伤寒杆菌作

为标准阳性对照
,

用绿脓杆菌作为标准阴性

对照
。

其它细菌用于作该 P C R 的特异性试

验
。

此外
,

还用恙虫病立克次体作该 P C R 的

特异性试验
。
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1
.

2 血标本

血清标本取 自 10 例有伤寒临床表现
,

如

发热
、

头痛
、

表情淡漠
、

玫瑰疹
、

相对缓脉
、

肝

脾肿大
、

周围血液白细胞数减少
、

嗜酸粒细胞

减少或消失
、

肥达试验阳性等患者
。

于高热时

取 血 3 m l
,

血液 凝 固后离心 分离血 清
,

置
一

20 ℃保存
。

有 3 例患者曾取血 3 m l
,

用 E D
-

T A N a Z

抗凝 (最终浓度为 0
.

5 m ol / L )
,

离心

2 0 0 0 r /m i n
,

1 5 m i n 后吸取红细胞层上面的

白细胞
。

用 4m l 生理盐水离心洗涤 2 次后
,

加

入 0
.

5 m l 双蒸馏水制成悬液
,

置
一

20 ℃保存
。

另外
,

曾用该 P C R 对 10 例非伤寒患者

的血清标本作检测
,

即由福 氏痢疾杆菌所致

的急性菌痢和慢性菌痢各 l 例
,

肺结核病 1

例
,

绿脓杆菌性支气管肺炎 1例
,

隐球菌性脑

膜炎 2 例
,

间 日疟 2 例
,

恙虫病 1例和钩端螺

旋体病 1例
。

1
.

3 引 物

寡核昔酸引物顺序 引物 1 : 5忆 A C T G C
-

T A A A A C C A C T A C T
一

3 , ;
引 物 2 : 5 , -

T T A A C G C A G T A A A G A G A G
一

3’ ; 引物 3 :

5 , 一

A G A T G G T A C T G G C G T T G C T C
一

3 , ; 和

引物 4 : 5` 一

T G G A G A C T T C G G T C G C G T A G

一

3 , 。

参照 s o n g 等的方法 5j[
,

由中国科学院

上海 细胞生物学研 究所 用 D N A 合成仪合

成
。

其中
,

引物 1和 2 用于首次 P C R 扩增
,

产

物为 4 58 b p 片段
,

相当于伤寒杆菌鞭毛抗原

基因中第 1 0 72 至 1 53 0 核昔酸的 D N A 片

段
。

引物 3 和 4 用于以首次 P C R 扩增产物为

模板的嵌套式 P c R 扩增
,

产物为 3 43 b p 片

段
,

相当于伤寒杆菌鞭毛抗原基因中第 1 0 92

至 1 4 35 核昔酸的 D N A 片段
。

1
.

4 标本预处理

在容积为 0
.

s ml 的小离心管中加入裂

解液 10 琳
,

再加入待检的血清或白细胞悬液

5 0 拌 l
,

使 最终 浓度分别为 T r i s 1 0 m m o l / L
,

E D T A N a : 1 m m o l / L 和 T r i t o n X
一

1 0 0 5%

( V / V )
,

经 9 5℃作用 20 m i n 后
,

离心 1 0 0 0 0

r / m i n
,

5 m i n
,

取上清作 P C R 检测
。

1
·

5 P C R 扩增

总体积为 30 川
,

其中
,

10 倍浓度扩增缓

冲液 (含 T r i s
一

H C I 1 0 0 m m o l / L
,

K C 1 5 0 0

m m o l / L
,

M g C 1
2 1 5 m m o l / L ) 3 拌 l

,

dN T P

( 2
.

5 m m o l / L ) 3 拌l
,

引物 1 和 引物 2 ( 2 5

p m o l / L )各 0
.

5 拌 l
,

稀释液 (含明胶 0
.

1%
,

T r i t o n X
一

10 0 0
.

1% ) 1 7
.

7 5 拌l
,

T a q D N A 聚

合酶 0
.

2 5 拜l ( 0
.

7 5 拌 )
,

模板 D N A 液 5 拌l
,

混匀
,

加无菌石蜡油 30 川覆盖
。

在 自动 D N A

扩增仪 ( P e r k i n
一

E lm e r C e t u s ) 中
,

先 经 9 4 oC

变性 s m in
,

然后作 30 个循环扩增
。

每个循环

包括 9 4 ℃ 4 0 5 , 5 5 ℃ 4 0 5 和 7 2 ℃ 1 m i n
。

最

后于 7 2 ℃ 延伸 10 m in
。

每次均作标准阴性

与标准阳性对照
。

1
.

6 产物判断

每份 P C R 产物取 10 拼 l
,

与 0
.

2 5%澳酚

蓝 3 川混匀
,

经在含澳化 乙锭 0
.

5 拜g / L 的

1
.

5%琼脂糖凝胶 中电泳 ( l o o V
, 4 0 m i n )

后
,

在紫外线透射仪上观察 D N A 荧光区带
,

以 G ib 。 。 B R L 的 D N A 分子量标准参照判断

结果
。

若标本在首次 P C R 后于 4 58 b p 处出

现 D N A 荧光区带和在嵌套式 P C R 后于 34 3

b p 处 出现 D N A 荧光区带都判为阳性结果
。

2 结 果

2
.

1 P C R 产物

用标 准伤寒杆 菌 裂 解 释 出 的 染 色体

D N A 和含有伤寒杆菌 D N A 的血清或白细

胞标本作为该 P C R 扩增的模板
,

首次 P C R

和巢式 P C R 后产物在含澳化 乙锭 的 1
.

`

5%

琼脂糖凝胶中电泳后
,

在紫外线透射仪上观

察
,

可分别在 4 5 8 b p 和 3 4 3 b p 处 出现 l 条

清晰的 D N A 荧光区带
。

其它细菌
,

包括绿脓

杆菌
、

变形杆菌
、

大肠杆菌
、

腐生葡萄球菌和

丙二酸盐阴性构椽酸杆菌的 P C R 检测均呈

阴性
。

此外
,

对恙虫病立克次体和正常人的周

围血液白细胞作了该 P C R 检测
,

结果均为阴

性
。

但是
,

甲型副伤寒杆菌的 P C R 检测则呈

弱阳性
。



中山医科大学学报 ( A e a d J S U M S ) 1 9 9 5
,

1 6 ( 4 )

2
.

2 血清标本的 P C R 检测

对 10 例有伤寒临床表现
、

血培养有伤寒

杆菌生长患者的血清标本进行该 P C R 检测
,

结果
,

首次 P C R 检测 9 例阳性
,

检出率为 9/

10
。

嵌套式 P C R 检测
,

则 10 例均呈阳性
,

检

出率达 10 / 1饥

2
.

3 周围血液白细胞的 P C R 检测

对其中 3例伤寒患者分别作血清和血液

白细胞的该 P C R 检测
,

结果均为阳性
。

检测

结果如附表所示
。

附表 P C R 检测 10 例伤寒患者血样本结果 (川例 )

首次 P C R 嵌套 P C R

阳性 阴性 阳性 阴性

血清

白细胞 3 0 3 0

作配对计数资料的 丫检验
,

结果显示首

次 P C R 和巢式 P C R 的检出率无显著性差异

( X
Z
= 0

,

P ) 0
.

0 5 )
。

对 10 例非伤寒患者的血清作首次 P C R

和嵌套式 P C R 检测
,

结果均为阴性
。

3 讨 论

已知编码伤寒杆菌鞭毛抗原的基因为一

段 1 5 3 o b p 的 D N A
。

该 P C R 扩增的 D N A 模

板位于该基因的稳定区内
,

有较高的特异性
,

故该 P C R 可用作病人标本检测
。

已有实验证

明
,

首次 P C R 检测伤寒杆菌的敏感度较嵌套

式 P C R 低
,

但其特异性则较嵌套式 P C R 强
。

用该嵌套式 P C R 检测
,

伤寒杆菌和慕尼黑沙

门菌 ( S a zm o n e z za m u e n c人e n )均可呈阳性
。

慕

尼黑沙门菌是一种临床上少见的急性胃肠炎

致病菌
,

极少发生菌血症
。

其临床表现与伤寒

亦有明显差异
,

故一般认为该 P C R 检测对伤

寒杆菌的特异性 已达到临床标本检测的要

求 [ 5〕
。

为了观察该 P C R 的特异性
,

作者曾对

10 例非伤寒患者的血清标本作检测
,

结果显

示细菌性痢疾
、

肺结核病
、

绿脓杆菌性支气管

肺炎
、

隐球菌性脑膜炎
、

间 日疟
、

恙虫病和钩

端螺旋体病均呈阴性
。

本文研究发现
,

用该 P C R 检测培养的甲

型副伤寒杆菌亦可呈弱阳性
。

这提示伤寒杆

菌和 甲型副伤寒杆菌在这段模板 D N A 片段

内有一定同源性
。

P C R 产物经琼脂糖凝胶电

泳后 在紫外线透射仪 上观察
,

伤寒杆菌的

D N A 荧光区带很清晰
、

明亮
,

而 甲型副伤寒

杆菌的 D N A 荧光区带则较模糊
、

暗淡
,

两者

有较明显差异
。

是否临床上患副伤寒甲病人

的血清标本用该 P C R 检测亦会出现弱阳性

这种情况
,

则有待作进一步研究
。

该 P C R 产物 的特异性 已经 D N A 杂交

证实
,

并已证明检测正常人的白细胞不会出

现假阳性 5[]
。

因为作 D N A 杂交试验需作 Z d

时间
,

我们认为在临床病 人的标本检测中
,

不

必每次都作 D N A 杂交试验
。

最重要的是每

次都做标准阴性与标准阳性对照
。

用首次 P C R 检测连续对倍稀释的伤寒

杆菌悬液表明其敏感度仅可达 10 条伤寒杆

菌左右
。

因此
,

病人应尽量于用杭杭菌药物治

疗前取血液标本进行检测
,

以免因血液标本

中细菌数量较低而出现假阴性
。

在该 P C R 检测中
,

作者采用了较强的裂

菌液
,

使标本中伤寒杆菌充分裂解
,

释出染色

体 D N A
,

增多在 P C R 扩增时的 D N A 模板
。

S o n g 等于嵌套 P C R 后才可在电泳后的琼脂

糖凝胶中观察到产物 D N A 荧光 区带
,

我们

则 可于首次 P C R 后大部分 ( 9 / 1 0) 和嵌套式

P C R 后全部 ( 1 0 / 10) 都可在 电泳后的
.

琼脂糖

凝胶中清晰地观察到产物 D N A 荧光区带
,

提高了该 P C R 检测的敏感度
。

对于临床上高

度怀疑患伤寒的病人
,

若首次 PC R 结果为阴
J

隆时
,

则应以首次 P C R 产物作为模板
,

再作

嵌套式 P C R 检测
,

以免漏诊
。

在该 P C R 检测 中
,

作者 省去了标本

D N A 的提取步骤
,

使首次 P C R 检测时间从

原来的 36 h 减至 g h
,

更快获得检测结果
。

初

步检测结果显示
,

用该 P C R 检测病人血清和
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血液 白细胞 中伤寒杆菌的阳性率相仿
,

故初 3

步认为用血清作检测即可
。
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