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　　［摘要］　目的　采用实时荧光定量ＰＣＲ技术，建立并评价一种快速、准确、特异检测类鼻疽伯克霍
尔德菌的定量检测方法。方法　 以类鼻疽伯克霍尔德菌Ⅲ型分泌系统保守基因序列设计引物和探针，
构建重组质粒作为ＤＮＡ标准品，优化荧光定量ＰＣＲ体系，同时进行方法学评价，并与以１６ＳｒＲＮＡ基因
为靶序列的荧光定量ＰＣＲ方法进行对比。结果　 建立了检测类鼻疽伯克霍尔德菌的荧光定量ＰＣＲ方
法，其线性范围为 １×１０１～１×１０１０拷贝／μＬ；其灵敏度为１０拷贝／μＬ；批内变异系数（ＣＶ）为１．４３％ ～
４．６％；对用２４份模拟血液标本和６７份稻田土壤标本分别采用本法和对照方法进行检测，本菌配制的
模拟标本采用两种方法检测均为阳性，且能准确定量，阳性率为１００％，而含有其他常见感染细菌的标
本检测结果均为阴性；土壤标本中有１２份标本采用本法和与细菌培养法均为阳性，但是对照方法未能
检测出其中两份低浓度的土壤标本。结论　 建立的类鼻疽伯克霍尔德菌定量 ＰＣＲ方法具有快速、准
确、灵敏度高等特点，可作为环境中该菌检测和疫区类鼻疽病诊断的有效工具。
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　　 类 鼻 疽 是 一 种 由 类 鼻 疽 伯 克 霍 尔 德 菌
（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ）所致的地方性人兽共患传
染病［１］。类鼻疽致死率高，临床表现多样且缺乏特异

性，容易被误诊为肺炎、肺结核、肺脓肿或其他化脓菌

所致的败血症，又俗称“似百样病”；此外，类鼻疽伯克

霍尔德菌对多种常用抗生素天然耐药，这些特点均给

临床诊断和治疗带来很大困难。该病主要分布于南北

纬２０°之间的热带地区，如澳大利亚北部和东南亚地
区。我国主要分布于海南、广东、广西，海南是中国目

前类鼻疽伯克霍尔德菌分离率最高的地区，其流行的

严峻性并不为人们警觉［２］。

　　快速诊断类鼻疽伯克霍尔德菌感染是治疗和预防
类鼻疽病的关键。虽然传统的培养法方法是诊断类鼻

疽的标准方法，但是需要一定的培养和鉴定时间，容易

错过最佳治疗时机，且准确率还有待提高［３］。免疫学

方法常用的 ＥＬＩＳＡ检测类鼻疽伯克霍尔德菌特异性
抗体，在类鼻疽伯克霍尔德菌感染上也存在诸多问题，

因为在类鼻疽伯克霍尔德菌感染时不能有效地刺激宿

主产生抗体，同时类鼻疽伯克霍尔德菌抗原与马鼻疽

伯克霍尔德菌和其他假单胞菌存在共同抗原，特异性

较差［４］。近年来，类鼻疽伯克霍尔德菌的分子诊断方

法引起研究者的关注。如采用常规 ＰＣＲ检测类鼻疽
伯克霍尔德菌，但常规 ＰＣＲ方法存在操作步骤多、易
污染，目前还不能直接检测临床标本等缺点［５］。而在

进行类鼻疽伯克霍尔德菌自然疫源地调查时，发现该

菌在土壤和水源中的数量与人的类鼻疽的发病率有一

定相关性［６］，上述方法均无法进行准确定量。国外学

者开发了一种以１６ＳＲＮＡ作为靶序列的定量 ＰＣＲ方
法，但其临床应用效果也不理想［７］。本研究通过以类

鼻疽伯克霍尔德菌的高度保守序列———Ⅲ型分泌系统
基因为靶序列，建立了一种快速、准确、价廉、操作简单

的检测类鼻疽伯克霍尔德菌的荧光定量 ＰＣＲ方法。
以该法对临床常见病原菌和类鼻疽伯克霍尔德菌临床

分离株进行检测，且初步应用于土壤中类鼻疽伯克霍

尔德菌的定量检测，以期为该菌的临床诊断和流行病

学调查提供可靠方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　　类鼻疽伯克霍尔德菌标准株Ｋ９６２４３
和临床分离株（经梅里埃生化鉴定板和１６ＳＲＮＡ测序
鉴定），常见致病微生物包括：金黄色葡萄球菌

（ＡＴＣＣ２６００１）、铜绿假单胞菌（ＡＴ２７８５３）、大肠埃希菌
（ＡＴＣＣ２５９２２）、福氏志贺菌（ＡＴＣＣ５１２０７）、伤寒沙门
菌（ＡＴＣＣ６５３９）、粪链球菌（ＡＴＴＣＣ３２２２０）、白假丝酵

母菌（ＡＴＴＣＣ１０２３１）、洋葱伯克霍尔德菌（临床分离
株）。由海南医学院病原微生物学实验室提供。

１．１．２　试剂　　ＴａｑＰＣＲｍａｓｔｅｒＭｉｘ、普通琼脂糖胶
ＤＮＡ回收试剂盒、ＦａｓｔＦｉｒｅ定量 ＰＣＲＭｉｘ（探针法）购
自天根科技有限公司；感受态细胞、ＰＥＡＳＹＴ１ｓｉｍｐ克
隆载体购自北京全式金生物技术有限公司；无内毒素

质粒小提试剂盒、土壤基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自北
京索莱宝科技有限公司。Ａｓｈｄｏｗｎ肉汤和选择琼脂均
由本实验室配制。

１．１．３　仪器　　 ＰＣＲ仪（珠海黑马公司）；Ｍｘ３００５
ＰＱＰＣＲＳｙｓｔｅｍ荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；
Ｔａｎｏｎ１６００电泳成像系统；Ⅲ 级生物安 全 柜，
ＡｕｔｏＳｃａｎ４自动微生物分析系统（美国德灵公司）。
１．２　标本
　　模拟阳性血液标本：从临床分离１６株鉴定为类鼻
疽伯克霍尔德菌配制为１０４ＣＦＵ／ｍＬ菌液的类鼻疽伯
克霍尔德菌分别种植１ｍＬ无菌血液中。模拟阴性血
液标本：临床常见８种病原微生物分别种植１ｍＬ无菌
血液中。土壤标本：在海口市周边公路旁的稻田中采

集６７份土壤标本，取３ｇ土壤标本加入５ｍＬＡｓｈｄｏｗｎ
肉汤振荡 ２ｈ，４２℃增菌培养 ２ｄ。增菌液接种到
Ａｓｈｄｏｗｎ，选择琼脂４２℃培养２４～４８ｈ。观察到典型
菌落后，转种血平板，并采用细菌生化鉴定板和１６Ｓ
ＲＮＡ测序对其鉴定。取１ｇ土壤标本，按土壤基因组
ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取总 ＤＮＡ后，采用本法和
对照方法检测。

１．３　标准质粒的构建
　　通过生物信息学分析，选取以类鼻疽伯克霍尔德
菌Ⅲ型分泌系统ＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ号：ＨＭ＿２３５９３４）
作为靶序列。用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物，
Ｐ１：５′ＣＧＴＣＴＣＴＡＴＡＣＴＧＴＣＧＡＧＣＡＡＴＣＧ３′，Ｐ２：５′ＣＧ
ＴＧＣＡＣＡＣＣＧＧＴＣＡＧＴＡＴＣ３′，扩增产物为１３５ｂｐ。扩
增条件为９５℃５ｍｉｎ１个循环；９５℃４０ｓ，６０℃４０ｓ，
７２℃ ４０ｓ共３５个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼
脂糖凝胶电泳检测后，经胶回收，核酸定量，然后克隆

进Ｔ载体，转化入 ＤＨ５α，用选择平板筛选出阳性克
隆，于 ＬＢ肉汤增菌，提取重组质粒进行 ＰＣＲ扩增和
ＤＮＡ测序鉴定。
１．４　荧光定量ＰＣＲ扩增条件优化
　　用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物和荧光探针，
引物 Ｐ１：５′ＣＧＴＣＴＣＴＡＴＡＣＴＧＴＣＧＡＧＣＡＡＴＣＧ３′，Ｐ２：
５′ＣＧＴＧＣＡＣＡＣＣＧＧＴＣＡＧＴＡＴＣ３′；荧光探针：ＦＡＭ５′
ＣＣＧＡＡＴＣＴＧＧＡＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＴＴＴＣ３′ＢＨＱ１；扩增产
物为１３５ｂｐ。整个优化过程中以最低循环阈值（Ｃｔ
值）和最高值荧光强度增加值为标准进行选择。选用
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２５μＬ反应体系：上下引物分别为０．７５μＬ；荧光探针
０．５μＬ；标准质粒２μＬ；ＴａｑＰＣＲｍａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ；
加ｄｄＨ２Ｏ８．５μＬ补充至２５μＬ。实时定量 ＰＣＲ反应
条件为：５０℃ ２ｍｉｎ１个循环，９５℃ ５ｍｉｎ１个循环，
９５℃ １５ｓ，６０℃ ６０ｓ共４０个循环。
１．５　标准曲线的建立
　　采用紫外分光光度计对质粒进行测定，换算出标
准品质粒浓度后，进行１０倍比稀释，７个浓度的标准
品浓度为１×１０２～１×１０８拷贝／μＬ，并用 ｄｄＨ２Ｏ做阴
性对照进行荧光定量 ＰＣＲ，所得的荧光扩增曲线经电
脑软件处理获得标准曲线。

１．６　方法学评价
１．６．１　线性范围　　通过软件处理获得标准曲线回
归方程，计算出其在重组质粒 ＤＮＡ以１０倍连续稀释
至７管稀释度范围内的ｒ值。
１．６．２　灵敏度　　根据标准曲线，维持 ｒ值在０．９９
以上，判断方法的线性范围。将质粒以 １０倍连续稀
释，用ｄｄＨ２Ｏ做阴性对照，进行定量 ＰＣＲ能区别于阴
性对照的最低质粒浓度就为该法的灵敏度。

１．６．３　重复性　　对３个确定的高浓度、中浓度和低
浓度的标准品进行相同样品间的重复检测４次，计算
均值 珋ｘ、ｓ和变异系数（ＣＶ），计算批内重复性。
１．６．４　特异性　　对不同的常见致病微生物用与类
鼻疽伯克霍尔德菌相同的荧光定量 ＰＣＲ条件进行检
测，鉴定其特异性。

１．６．５　方法对比　　参照文献［７］所描述的定量
ＰＣＲ方法，与本法同时对模拟血液标本和土壤标本进
行检测，对检测结果进行配对秩和检验和相关性分析。

２　结果

２．１　标准质粒的构建及鉴定
　　对提取细菌基因组ＤＮＡ进行普通ＰＣＲ，经琼脂糖
凝胶电泳，类鼻疽伯克霍尔德菌 ＤＮＡ标本扩增出约
１３５ｂｐ的产物，结果见图１。质粒构建成功后送上海
生工测序，结果显示与预期ＤＮＡ序列相同，无突变。
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１～８：依次为金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞
菌、大肠埃希菌、福氏志贺菌、伤寒沙门菌、粪链球菌、白假

丝酵母菌、洋葱伯克霍尔德菌；９～１４：６个临床阳性标本；
１５：阴性对照；１６：阳性对照
图１　类鼻疽伯克霍尔德菌Ⅲ型分泌系统基因扩增片段

２．２　土壤标本中类鼻疽伯克霍尔德菌的分离和鉴定
　　土壤标本中类鼻疽伯克霍尔德菌在Ａｓｈｄｏｗｎ选择
琼脂上培养４８ｈ后，可见紫色、干燥、具有皱褶的典型
类鼻疽伯克霍尔德菌菌落（图２）。转种血平板，培养
４８ｈ后，可见不规则的皱褶，中间凸起呈同心圆状，典
型的银灰色光泽的菌落（图３）。革兰染色可见短小的
革兰阴性球杆菌，经梅里埃生化鉴定板和１６ＳＲＮＡ测
序鉴定为类鼻疽伯克霍尔德菌。

图２　土壤标本分离类鼻疽伯克霍尔德菌在Ａｓｈｄｏｗｎ选择
琼脂上培养４８ｈ后的菌落

图３　土壤标本分离类鼻疽伯克霍尔德菌在血平板上
培养４８ｈ后的菌落

２．３　荧光扩增曲线和标准曲线
　　７个浓度的标准品：１×１０２～１×１０８拷贝／μＬ，分
别做荧光定量ＰＣＲ，得到荧光扩增曲线和标准曲线，１

拷贝／μＬ＝１０（－０．３．３５４Ｃｔ＋１２．１４），ｒ为０．９９５（图４）。
２．５　方法学评价
２．５．１　线性范围　　在重组质粒 ＤＮＡ稀释度在１×
１０１～１×１０１０拷贝／μＬ时，ｒ＝０．９９９。
２．５．２　灵敏度　　本方法能区别于阴性对照的最低
模板浓度，即灵敏度为１０拷贝／μＬ。
２．５．３　特异性　　用已建立的检测方法同时检测类
鼻疽伯克霍尔德菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、
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大肠埃希菌、福氏志贺菌、伤寒沙门菌、粪链球菌、白假

丝酵母菌、洋葱伯克霍尔德菌。结果只有类鼻疽伯克

霍尔德菌出现特异性扩增曲线，其他细菌均无特异性

扩增曲线，为阴性。说明本研究建立的方法具有高度

的特异性。

! """

# """

$ %""

& %%%

' """

( %%%

) """

* +""

"

, - $ ! *% *,*- *$ *! ,%,, ,- ,$,! (%(, (-($ (!-%

!"#

$
%
&
'

从左至右代表的浓度为１×１０８、１×１０７、１×１０６、１×１０５、１
×１０４、１×１０３、１×１０２拷贝／μＬ

图４　不同浓度标本荧光定量ＰＣＲ扩增曲线

２．５．４　重复性　　分别对 ３个确定的高浓度（１×
１０１０拷贝／μＬ）、中浓度（１×１０６拷贝／μＬ）和低浓度
（１０拷贝／μＬ）的标准品进行批内重复性测定，结果见
图５。计算其 Ｃｔ值的 珋ｘ和 ｓ，高浓度标准品 Ｃｔ值为
（１２０７±０．１７），批内ＣＶ为１．４３％；中浓度标准品Ｃｔ值
为（２１．００±１．２０），批内ＣＶ为４．６％；低浓度标准品Ｃｔ
值为（３２．９０±０．６４），批内ＣＶ为１．９％。
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从左至右代表为高、中、低浓度的标准品

图５　不同浓度标本荧光定量ＰＣＲ扩增曲线

２．５．５　方法对比　　１６ＳｒＲＮＡ基因为靶序列的荧光
定量ＰＣＲ方法与本法均对模拟血液标本和土壤标本
进行检测，其中模拟标本两种方法结果准确一致。但

６７份土壤标本中，１２份标本采用本法和细菌培养法均
为阳性，参考方法只检测出其中１０份标本，其中２份
类鼻疽伯克霍尔德菌含量较低的标本未能够检出。两

种方法对１０份阳性的土壤标本的定量结果见表 １。
数据呈偏态分布，采用配对秩和检验，两种定量方法无

统计学差异（Ｍ＝１，Ｐ＝０．７５４），相关性分析结果显
示，呈高度相关（ｒ＝０．９２，Ｐ＜０．０５）。

表１　本法和对照方法定量结果比较（拷贝／μＬ）

编号 本法 对照方法

１ ２×１０４ １．９５×１０４

２ ４×１０３ ２．２９×１０３

３ ８×１０３ ８．４５×１０３

４ １．６×１０６ １．８７×１０６

５ ３．２×１０３ ３．１×１０３

６ ６．４×１０２ ６．６７×１０２

７ １．２８×１０５ ７．７８×１０４

８ ２．５６×１０２ ２．７×１０２

９ ５．１２×１０３ ４．０３×１０３

１０ １．５６×１０３ ５．５１×１０２

１１ １．３８×１０２ 阴性

１２ ８．７×１０２ 阴性

３　讨论

　　类鼻疽伯克霍尔德菌的自然疫源地主要在热带和
亚热带地区，我国的类鼻疽流行区域主要在南方地区，

以海南最为多见，具有多重耐药、易播散、感染症状不

典型等特点，给临床诊断和治疗带来很大困难，早期相

关文献报道其病死率达９０％，随着抗生素的发展和检
验技术的进步，病死率仍然高达 ６０％［８－９］。此外，类

鼻疽伯克霍尔德菌流行区分布呈现明显地域性，主要

集中在南北纬２０°之间，如东南亚、澳洲北部；我国大
陆发现类鼻疽伯克霍尔德菌的地区主要为南方沿海平

原地区，如海南、广东、广西、湖南、贵州、福建各省的部

分地区以及香港、台湾地区，其中海南是我国类鼻疽伯

克霍尔德菌分离率最高，报道病例最多的地区［１０］。类

鼻疽伯克霍尔德菌通过接触、吸入或吞食引起人畜感

染，目前尚无有效的疫苗。随着全球人类及动物的大

规模、远距离旅行及迁徙行为发生，国外已经有较多到

类鼻疽伯克霍尔德菌疫区旅游后感染类鼻疽伯克霍尔

德菌的报道［１１］，类鼻疽将可能成为一类新兴传染病，

而且该菌在土壤和水源中的数量与人类鼻疽的发病率

有一定相关性［６］。因此，对类鼻疽伯克霍尔德菌自然

疫源地的调查，同时了解环境中类鼻疽伯克霍尔德菌

的数量对该病的防治有重要意义。快速诊断类鼻疽伯

克霍尔德菌感染是治疗和预防类鼻疽病的关键，而目

前尚无较好的方法应用于临床，用于检测环境中该菌

数量的定量方法也较少。

　　２００４年，美国临床实验室标准化委员会（ｎａｔｉｏｎａｌ
ｃｏｍｍｉｔｔｅｅｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｌａｂｏｒａｔｏｒｙｓｔａｎｄａｒｄｓ，ＮＣＣＬＳ）将类
鼻疽伯克霍尔德菌归为可能成为生物恐怖的细菌，要

求在３级生物安全实验室进行分离培养［１２］。实际上

多数医院检验科根本达不到３级生物安全实验室标
准，所以目前医院检验科分离、培养和鉴定该菌存在隐
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患，而且传统的培养法方法虽能作出初步诊断，但是需

要一定的培养和鉴定时间，常常延误确诊时间和错过

治疗最佳时机［３］。由于目前筛选的类鼻疽伯克霍尔

德菌抗原特异性较差，所以免疫学方法在用于临床实

验室诊断上一直存在很大的争议［４］。近年来，类鼻疽

伯克霍尔德菌的分子诊断方法引起学者的关注。如采

用常规ＰＣＲ方法检测鉴定类鼻疽伯克霍尔德菌，但常
规ＰＣＲ方法存在操作步骤多、容易污染等缺点，限制
了其在临床应用，此外其灵敏度也远远低于荧光定量

ＰＣＲ。而国外学者发现以 １６ＳＲＮＡ作为靶序列的定
量ＰＣＲ方法在临床应用中也未达到理想效果［７］

　　发展迅猛的荧光定量ＰＣＲ技术，因其信号检测与
ＰＣＲ扩增同管、同步进行，属于均相测定，故可减少污
染，操作简化，并且可自动化完成扩增及定量检测。因

此在其发明后极短时间内，就广泛应用到临床分子诊

断中［１３］。本研究旨在建立一种快速检测类鼻疽伯克

霍尔德菌的荧光定量 ＰＣＲ，用于临床该病的实验室诊
断和环境标本中该菌含量的检测。ｏｒｆ２是类鼻疽伯克
霍尔德菌Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅⅢ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，
ＴＴＳ１）特异性基因，在所有的类鼻疽伯克霍尔德菌中
包含该基因，而在其具有亲缘关系的鼻疽伯克霍尔德

菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉ）和 泰 国 伯 克 霍 尔 德 菌
（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ）中不存在［１４］。本实验正是

根据该基因设计引物和探针。通过多种临床其他常见

病原菌进行鉴定，该引物和探针只能扩增类鼻疽伯克

霍尔德菌，而其他菌属的病原菌均无扩增信号产生，说

明本实验所建立的定量 ＰＣＲ方法特异性很高。本实
验又对重复性进行了评价，结果显示高、中、低３种浓
度标本的批内变异系数＜５％，说明重复性良好。为了
进一步验证本方法在检测实际样本中的可靠性，制备

了２４份模拟双盲样本，检测结果与制备双盲样本的类
型完全相同。同时，为验证其在环境标本检测的性能，

我们采集了６７份海南地区的土壤标本，同时采用培养
法、本法和对照方法进行检测，结果显示本法结果与培

养方法一致，灵敏度高于国外文献［７］所描述的方法。
培养法需要至少５ｄ，获得的仅仅是定性结果，本方法
设立了阴性、阳性对照，一次加样，减少了操作步骤，闭

管检测，整个操作可在２ｈ内完成，得到的是定量结
果。无论从检测时间、灵敏度、特异性还是定量数据上

比较，本研究建立的快速检测类鼻疽伯克霍尔德菌荧

光定量ＰＣＲ方法相对于其他传统方法或同类方法均
有较大优势。

　　综上所述，本研究建立的检测类鼻疽伯克霍尔德
菌的荧光定量 ＰＣＲ方法具有快速、检测范围宽、灵敏
度高、特异性好等优点，为类鼻疽伯克霍尔德菌的临床

诊断和流行病学调查提供了一种可选择的技术。
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