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半套式 PCR和 DNA探针技术检测 Q热立克次体

胡廷徽 ,温博海 ,万泽生 ,俞树荣　　(第三军医大学基础医学部微生物学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　建立半套式 PCR 和 DNA 探针技术由于检测 Q 热立克次体。方法　依据已知的 Q 热立克次体的 16S 和23S

rRNA基因及其间区的序列 , 设计 3条引物 , 建立了扩增 16S-23S rRNA基因间区的半套式 PCR方法 , 并将扩增片段制成探针 ,建立了

斑点杂交技术。结果　10株 Q热立克次体分离株均可扩增出572 bp 的 PCR条带 , 而对照菌都为阴性 ,此半套式 PCR方法的灵敏度

高达1 pg;用九里株扩增片段标记后制成的探针 ,与 10 个 Q热立克次体分离株的全 DNA呈阳性杂交 , 对照菌为阴性 ,此杂交方法的

灵敏度为 0.5 ng。结论　基于 Q热立克次体 16S-23S rRNA 基因间区的半套式PCR和 DNA 探针技术具有较好的特异性和灵敏度 , 可
联合应用于Q 热的病原学诊断。

　　关键词:半套式 PCR;DNA 探针;Q热立克次体
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Detection of Coxiella burnetii by semi-nested PCR and DNA probe
HU Ting-hui , WEN Bo-hai , WAN Ze-sheng , YU Shu-rong(Department of Microbiology , Third Mi li tary Medical University ,Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To establish a rapid and sensitive method for detection of Coxiella buretii.Methods　The semi-nested PCR had been

established by using 3 primers designed based on the sequence of the 16S rRNA and 23S rRNA genes and their intergenic region and the amplimer of

Coxiella burnetii genomic DNA was labeled with P32 as a probe in dot-blot hybridization.Results　The predicted products were amplified from the

genomic DNA of all 10 Coxiella burnetii isolates but not from controls in both semi-nested PCR and hybridization assays.The semi-nested PCR and

probe detected as little as 1pg and 0.5ng of Coxiella burnetii genomic DNA , respectively.Conclusion　The semi-nested PCR and DNA probe are

highly sensitive and specific for detection of Coxiella burnetii and can be widely used in the diagnosis of Q fever.
　　Key words:semi-nested PCR;DNA probe;Coxiella burnetii

　　Q 热是全世界分布的人兽共患病 ,其病原体贝氏
柯克斯体(Coxiella burnetii ,俗称Q热立克次体)是一种
急性细胞内寄生菌[ 1] 。

　　严格的胞内寄生使得外界因素对 Q热立克次体基

因组的影响明显减弱。胞外菌中变异较大的 16S-23S
rRNA基因间区在 Q热立克次体不同分离株中趋于保

守。Stein[ 2]对法国分离株及我们对中国分离株的研究
都证实了这个观点。这些结果提示 16S-23S rRNA 基因

间区在Q热立克次体诊断上具有广泛地应用前景。我
们根据已知的Q热立克次体特异的 16S-23S rRNA基因

间区序列 ,设计了3个引物 ,用于建立半套式 PCR方法 。
另外 ,还标记扩增产物作为探针建立了斑点杂交方法 。
这两种方法都有较高的特异性和灵敏度。

1　材料与方法

1.1　实验材料
1.1.1　Q 热立克次体菌株　　本次研究共使用 10 株Q 热立克

次体分离株。 Grita 株 1957 年由军事医学科学院引自前苏联。

1961年引入我室。原始传代情况不明。在我室连续用鸡胚传

84 代。经单克隆抗体证实为 I相。九里株和 Henzerling 株购自
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北京生物制品研究所 , 现为我室保存菌株。七医株 1962 年分

离自四川一慢性迁延达 11个月的 Q 热患者 , 病人起初有发热 、

胸痛 、咳嗽等急性 Q热表现 , 以后疾病长期迁延 , X 光片显示腰
5 左侧横突与骶成关节 , 有进行性骨质破坏和增生。雅安株

1964年分离自四川一 Q热患者 ,疾病初期也有急性 Q 热症状 ,
入院后 ,经 23 d 住院治疗 , 康复出院。 YH-11 株 1965 年由云南

郊区一农民 Q 热病人体内分离 , 患者有发热 、胸痛 、咳嗽 、痰中

带血等症状 。李株 1981 年分离自内蒙古一发热 、头痛呈感冒
症状的病人。新桥株 1964年从四川犬体外寄生的铃头血蜱中

分离。YS-8 和 YS-9 都分离自从云南的绵羊胎盘。
1.1.2　其它菌株　　猪布氏杆菌 、大肠埃希菌 DH5α株 、铜绿
假单胞菌 Pa1 株 、莫氏立克次体 、肺炎衣原体 、米克戴德军团

菌 、嗜肺军团菌 1 型和 8型为我室保存菌株 。
1.1.3　酶与试剂　　随机引物 DNA标记试剂盒购自 Gibco 公

司;放射性同位素[α-
32
P] ATP购自北京亚辉生物医学工程公司;

其余常规试剂和硝酸纤维素膜均为国产。

1.2　实验方法
1.2.1　Q热立克次体菌株的繁殖　　菌种均接种鸡胚, 在卵黄囊
膜中生长繁殖 ,感染卵黄囊膜涂片后经Gimenez 染色镜检 ,选择含

立克次体较多(镜下每个视野可见50～ 100个菌体)的卵黄囊膜。
1.2.2　16S-23S ISR DNA 的半套式 PCR 扩增:根据 Q 热立克次

体 rRNA 操纵元的序列设计二引物 ISR-L:5′-AGGCTAAC-
CTTCGGGAG-3′, 23S-R:5′-TATGGCTGAACTTTCCA-3′, PCR法扩增
9 株 Q热立克次体分离株的 ISR。在 0.5 ml反应管内加入 1 μl

基因组 DNA , 1 μl 10 mmol/ L/L dNTP , 5μl PCR缓冲液(10×), 10
μl 15 mmol/ L MgCl2和 1.25 U的 Taq 酶(Sangon Ltd , Canada), 补

ddH2O 至 50μl总容积 , PCR反应条件为 95 ℃预变性 7 min 后 ,
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再行 30 个循环 ,每个循环为 94 ℃ 1 min , 50 ℃ 1 min 和 72 ℃

1 min ,循环后72 ℃延伸 10 min。取 1 μl反应产物作模板 , 以
ISR-L和ISR-R 为引物进行二次扩增 , 再在反应管内加入 1 μl 10

mmol/ L dNTP , 5 μl PCR缓冲液(10×), 10μl 15 mmol/L MgCl2 和
1.25 U的 Taq酶(Sangon Ltd , Canada), 补 ddH2O至 50μl总容积 ,

扩增条件同首次扩增 ,共 35 个循环;取 10 μl反应产物在含 0.5
μg/ml EB的 1%琼脂糖凝胶上电泳 ,紫外灯下观察结果。

1.2.3　DNA斑点杂交
1.2.3.1　探针制备　　半套式 PCR扩增九里株 16S-23S rDNA

基因间区 ,扩增产物经 DNA回收试剂盒(DNA Gel Extraction Kit ,
NCBC-Sangon)回收后 , 用[ α-32P] ATP 通过随机引物标记法制成

探针 ,并用 TCA(三氯乙酸)纸片沉淀法测其放射比活性。
1.2.3.2　DNA斑点膜的制作　　将硝酸纤维素膜剪成适当大

小 ,浸于 2×SSC 5 min 后 , 20×SSC 浸泡 2 min。经100 ℃变性10

min后的 DNA 点样于已处理过的硝酸纤维素膜上 , 80 ℃烤 2 h

备用。将九里株全 DNA 按 10倍稀释成不同浓度点样作探针敏

感性测定。
1.2.3.3　DNA分子的预杂交 、杂交及洗膜　　上述制备好的

DNA膜置入预杂交液[ 200 μg/ml小牛胸腺 DNA(100 ℃变性 10

min 后加入), 5 ×Denhardt , 5 ×SSC , 100 mmol/ L Tris-HCL(pH

7.5), 0.1%SDS] 中 , 68 ℃水浴预杂交 3～ 4 h , 加入 5 μlα-32P 标
记的 ISR DNA(100 ℃变性 10 min 后加入), 使得杂交液的放射

性为(1～ 2)×106 cpm/ml , 68℃杂交 16 ～ 18 h , 然后依次在下述
条件下漂洗 DNA 膜:2×SSC-0.1%SDS 室温洗 5 min , 重复 3 次;

0.1×SSC-0.1%SDS 68 ℃洗 15 min ,重复 3 次;0.1×SSC 68 ℃洗

30 min , 重复 2次。于-70 ℃放射自显影 72 h , 常规冲洗胶片。

2　结果

2.1　半套式 PCR的特异性和敏感性

　　10 株 Q热立克次体分离株均扩增到一约 570 bp 的阳性产

物 ,但对照菌包括莫氏立克次体 、肺炎衣原体 、米克戴德军团

菌 、嗜肺军团菌 1 型和 8型 、布氏杆菌 、大肠埃希菌和铜绿假单
胞菌均无阳性扩增带出现。 敏感性测定:将立克次体全 DNA

梯度稀释后作模板 ,研究常规 PCR的检出限 , 发现半套式 PCR

的灵敏度高达 1pg Q 热立克次体全基因组 DNA , 见图 1。其中

的 1 000 pg和 100 pg的模板浓度过高抑制了 PCR扩增 ,稀释后
均能扩增出阳性条带 , 见图 2。另外 , 实验还发现用 ISR-L 和

23S-R两条引物建立的常规 PCR 方法灵敏度只有 10pg Q 热立

克次体全基因组 DNA , 比半套式 PCR低一个数量级 , 提示半套

式 PCR具有较高的灵敏度。

2.2　DNA斑点杂交结果
　　半套式 PCR扩增的九里株 ISR DNA 用随机引物标记法进

行标记后制成探针。该探针能与 10株 Q 热立克次体分离株的

全DNA呈阳性杂交 , 见图 3A。而与莫氏立克次体等 8 个对照

菌株的全 DNA 无杂交 , 提示此探针有较高的特异性 , 结果见
图 3B。另外 , 此探针可检出 0.5ng 的 Q热立克次体基因组 DNA

与质粒探针和基因组合 DNA 探针敏感度相近 ,见图 3C。

图 1　半套式 PCR特异性试验结果

Fig 1　Resul ts of specificity test of semi-nested PCR

1:Chlamydia pnermoniae;2:Legionella micdadei;3:Legionella pneu-

mophila(type 8);4:Legionella pneumophila (type 1);5:Coxiella

burnetii (Nine Miles);6:Marker;7:Rickettsia mooseri;8:Brucella su-

is;9:Escherichia coli;10:Pseudomonas aeruginosa

图 2　半套式 PCR敏感性试验结果

Fig 2　Resul ts of sensitivity test of semi-nested PCR

1:Marker;2:Genomic DNA of Nine Miles(1 000 pg);3:Genomic

DNA of Nine Mi les(100 pg);4:Genomic DNA of Nine Miles(10

pg);5:Genomic DNA of Nine Mi les(1 pg)

图 3　斑点杂交结果

Fig 3　Results of dot-blot hybridization

A:Results of dot-blot hybridization of 10 coxiella burnetii isolates;1:Nine miles;2:Qiyi;3:Xinqiao;4:Yaan;5:Li;6:Grita:7:Henzerling;8:YS-8;9:YS-9;10:YH-11

B:Results of specific test of ISR probe;1:Coxiella burnetii (Nine Miles);2:Chlamydia pneumoniae;3:Legionella micdadei;4:Legionella pneumophila(type

8);5:Legionella pneumophi la (type 1);6:Rickettsia mooseri;7:Brucella suis;8:Escherichia coli;9:Pseudomonas aeruginosa

C:Results of sensitivity test of ISR probe;1:Genomic DNA of Nine Mi les(10 ng);2:Genomic DNA of Nine Mi les(1 ng);3:Genomic DNA of Nine Mi les

(0.5 ng);4:Genomic DNA of Nine Miles(0.1 ng)
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3　讨论

　　对于Q热的诊断 ,仅仅依赖于临床症状容易造成
误诊 。我国到目前为止所发现的 Q热病例 ,绝大多数
均是临床上初诊为发热待诊 、上呼吸道感染 、流感 、支
气管肺炎 、沙门菌感染 、传染性肝炎或其他热性传染病
者。实验室诊断是确诊 Q 热和进行流行病学调查的

重要手段 。从患者体内或其它标本中分离鉴定病原
体 ,虽然是证实Q热最确切的方法 ,但耗时长 ,并且需
要特殊的实验条件 ,不易推广 。
　　血清学诊断是Q 热最常用的特异性诊断方法 ,其
特异性很高。在病程中几份血清 Q 热抗体滴度不断

增长 ,恢复期滴度高于急性期 4倍以上 ,对确定Q热诊

断有重要意义。常用的补体结合实验 、微量凝集试验 、
间接免疫荧光技术及 ELISA等 ,由于操作方便 ,已在临
床上得到广泛应用 。其它血清学方法包括免疫印迹 、
对流免疫电泳 、抗球蛋白致敏及放射性同位素沉淀实
验等 ,也可用于 Q热的诊断。但这些试验有的需纯净
抗原量较大 ,有的操作较繁琐 ,难以作常规血清学诊断
用[ 1] 。另外 ,由于抗体往往在病后几年还存在 ,现症感
染和既往感染需要收集病程中的几份血清 ,确定抗体
滴度明显增长才能辨别 ,这种回顾性的分析往往对治
疗病人已失去指导价值。
　　作为病原学诊断的核酸探针技术和 PCR技术近年

来在Q热的诊断上应用广泛。用 Q热立克次体质粒

DNA片段制备的探针可测出血 、尿及组织标本中的立克
次体达 104细胞和少于1 ng Q热立克次体DNA;如果结
合PCR ,则其敏感性可达 1 ～ 10个立克次体细胞[ 3] 。
Stein等[ 4]报道以Q热立克次体的超氧化物歧化酶的序

列设计引物 ,可检出含 10个立克次体细胞的标本。
　　Q热立克次体分离株间 16S-23S ISR十分保守 ,而
且其序列为 Q热立克次体所特有。因此 ,可以依据该
区设计特异性引物或探针用作 Q热病原学诊断。我
们以自行设计的 3条引物 ISR-L 、ISR-R和23S-R 分别
建立了常规PCR和半套式 PCR方法。 ISR-L 和 23S-R
在10株Q热立克次体分离株中均扩增到 864 bp的片

段 ,此片段包括 16S-23S ISR和一部分23S rRNA基因序

列。而在 8个对照菌中均未扩增出阳性片段。此常规
PCR的检测敏感度为 10 pg 。半套式 PCR以 ISR-L 和
23S-R作为首次扩增引物 , ISR-L 和 ISR-R作为二次扩
增引物 ,用此法在10株Q热立克次体分离株中扩增到

572 bp的片段 ,此片段即 16S-23S ISR区域 。而 8个对

照菌无此阳性片段出现 ,提示此半套式 PCR的高度特

异性 。而且半套式 PCR比常规PCR更为灵敏 ,敏感度
为1 pg 。
　　我们还以 16S-23S ISR作为探针 ,建立了 DNA 斑

点杂交法 。此探针只与 10 株 Q 热立克次体基因组

DNA有阳性杂交 ,而与其它 8个对照菌基因组 DNA呈

阴性 ,证明该方法具有很好的特异性。此探针可检出
0.5 ng 的Q热立克次体基因组 DNA ,与 Frazier等[ 3]使

用的质粒探针和余全等使用的基因组全 DNA探针敏

感度相近[ 5] 。
　　为了使 16S-23S ISR探针能够长期保存 , 我们把
ISR克隆入 pUCm-T 质粒。用插入 ISR的 2号质粒作

为探针 ,也获得了与 PCR产物探针相同的特异性和敏

感性。另外 ,我们还用探针对 Q热立克次体感染的小

鼠 、豚鼠血清进行了检测 ,显示出阳性结果(资料没有
显示)。该半套式PCR方法和DNA斑点杂交法尚需进

一步在临床标本中加以应用和考验 。
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　　(上接 1103页)
　　本病国外报道 Hp感染率高达 92%, 显著高于一般人群的
50%～ 60%。最近 ,Morgner等[ 3]总结国外 12篇文献近 400 例资

料 ,表明约 80%早期低度恶性胃 MALT淋巴瘤在根除 Hp 后可

获得完全缓解 ,这也是目前唯一能够通过药物治愈的消化道恶
性肿瘤。本组 8 例的病理切片中均发现有 Hp 的存在 , 也说明
重庆地区胃MALT淋巴瘤的发生可能与 Hp 感染有关。
　　本病术前诊断困难 、误诊率高。 本组钡餐诊断率仅
16.7%,胃镜加活检诊断率仅 50%。分析本组的内镜下表现 ,
凡范围广泛的溃疡或糜烂等病变 ,尤其伴周围粘膜皱襞明显增
粗 、增厚者 , 就应想到本病。
　　本病对化疗及放疗均敏感 ,目前多主张采取以手术为主的
综合疗法。手术切除后联合化疗和/或放疗可提高生存率。对
Hp 相关性胃MALT淋巴瘤 , 根除 Hp则是治疗中必不可少的重

要措施。
　　关键词:胃粘膜相关淋巴组织;淋巴瘤
　　中图法分类号:R733.4　　　文献标识码:B
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