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F./#

细胞裸鼠体内生

长)

4
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基于
U=Z

的几种分子检测技术在布鲁氏菌鉴定中的应用

赵
!

波"综述!崔步云#

"审校

"

"%

重庆市疾病预防控制中心微生物所
!

)''')#

'

#%

中国疾病预防控制中心传染病所!北京
"'##'/

#

!!

$关键词%

!

聚合酶链反应'分子检测'布鲁氏菌

$中图分类号%

!

Z""1

$文献标识码%

!

R

$文章编号%

!

"/1"(3!)3

"

#'".

#

!)()3/3('#

!!

布鲁氏菌病是由布鲁氏菌属的细菌侵入机体引起的人兽

共患传染病!常造成牲畜流产和人类多器官的损害$布鲁氏菌

属基于宿主特异性分为
/

个种
"5

个型%马耳他布鲁氏菌&羊型

布鲁氏菌'

!

个型"流产布鲁氏菌&牛型布鲁氏菌'

3

个型"猪布

鲁氏菌
.

个型和犬种布鲁氏菌"林鼠布鲁氏菌"绵羊布鲁氏菌

各
"

个型)

"

*

!其中!引起人类疾病的主要有羊"牛"猪和狗布鲁

菌$布鲁氏病遍布全球!是一个在世界范围内发生的流行性疾

病!严重危害流行地区的人们健康和带来巨大的经济损失$全

世界
"/'

多个国家和地区每年向
VHY

报告发病例数
.'

万

例)

#

*

$中国从
#'''

年起布鲁氏菌病疫情出现上升趋势!并且

由原来主要局限在几个重要的牧区!近几年全国几乎所有省

&自治区"直辖市'都有病例报道!人间发病率达到
"%..

(

"'

万)

!

*

$由于布鲁氏菌的病原学和致病特点!大量的活菌操作都

被要求在生物安全三级实验室中进行)

)

*

!而关于布鲁氏菌的常

规的细菌学鉴定!比如生化"生物学等鉴定都涉及大量活菌的

操作!但国内的实际是三级实验室只有极少数实验室装备$因

此!近年发展起来的基于聚合酶链反应&

U=Z

'检测与鉴定布鲁

氏菌的一些方法引起了大家的重视!与常规的检测方法比较!

它需要的菌量少!并且不要求活菌!极大地降低了实验室感染

概率!在生物安全二级实验室就可以进行$本文就目前基于

U=Z

检测和鉴定布鲁氏菌的方法的研究和应用综述如下$

!

!

普通
U=Z

检测技术

普通
U=Z

根据布鲁氏菌的一段特异性核酸序列来设计引

物!

U=Z

检测布鲁氏菌最早是由
;B79

L

报道的!目前使用得比

较多的目标基因有
"/MGZ6R

"

;=MU!"

"

-$

D

#

)

)(3

*等$选择不同

的目标基因对检测的结果敏感性和特异性都有影响)

5

*

!有研究

以
"/MGZ6R

"

;=MU!"

"

-$

D

#

作为目标基因进行比较!研究它

们在血中做
U=Z

检测布鲁氏菌的灵敏度和特异度差异!得出

"/MGZ6R

检测相对灵敏度是最低的!而
;=MU!"

检测是最敏

感的)

"'

*

$

$

!

多重
U=Z

检测技术

多重
U=Z

在微生物检测中的应用一般是设计多种病原微

生物的特异性引物!在同一
U=Z

反应管进行
U=Z

扩增!可用

于同时检测多种病原体或鉴定出是哪一型病原体感染$

UG-O(

+G@

等)

""

*对用多重
U=Z

检测布鲁氏菌进行了研究!但只能区

分少数的几种布鲁氏菌$

[BG2pB(i-907

等)

"#

*根据布鲁氏菌不

3/3)

重庆医学
#'".

年
"#

月第
))

卷第
!)

期



同种的特异性
<6R

片段设计引物!一共设计了
3

对引物!多

重
U=Z

扩增后按照电泳片段多寡和片段大小不同可以对
/

种

布鲁氏菌都进行区分$刘志国等)

"!

*将多重
U=Z

与荧光
U=Z

技术结合进行研究!建立的方法有灵敏度高"快速"易操作等优

点!可用于布鲁氏菌快速鉴定!并同时确定是否为牛种或羊种

布鲁氏菌$

"

!

RIYM(U=Z

检测技术

布鲁氏菌的
RIYM(U=Z

检测是基于细菌染色体上的重

复插入序列
EM1""

的发现建立的!

EM1""

对布鲁氏菌属是特异

性的!而且在绝大多数布鲁氏菌种的染色体上至少有一个拷贝

序列)

")

*

$有研究者)

".("/

*根据布鲁氏菌不同种
EM1""

位置的差

异设计引物!一共设计了
.

条引物!建立了
RIYM(U=Z

检测

布鲁氏菌的方法%即将一个共用引物锚定在这段
EM1""

序列

上!其他
)

条不同的引物分别选在与
EM1""

序列邻近的
<6R

的特异序列中!通过
)

个
U=Z

反应的扩增产物的大小和有无

来鉴别布鲁氏菌种$这种方法能检测牛布鲁氏菌的生物
"

"

#

和
)

型!羊布鲁氏菌的所有
!

种生物型!猪布鲁氏菌的生物
"

型和绵羊布鲁氏菌的所有生物型)

".

*

$后来为了区分布鲁氏菌

疫苗株
M"5

和
Z;."

!另外
!

条引物被增加到上述的
RIYM(

U=Z

方法中)

"/("1

*

$

RIYM(U=Z

能检测大部分布鲁氏菌到

种)

".

*

$

#

!

细菌基因组重复序列
U=Z

&

Z+

D

(U=Z

'检测技术

研究发现细菌基因组中存在一些特殊的重复序列!常见的

包括基因外重复回文系列&

G+

D

+@7@7A++e@GB

K

+,72

D

B97,0G-$72

!

ZJU

'"肠杆菌基因间重复一致序列&

+,@+G-OB2@+G7B9G+

D

+@7@7A+

7,@+G

K

+,722-,:+,:?:

!

JZE=

'和
;Ya

)

"3("5

*

!

;Ya

是
<6R

序列中

一种特异的功能序列!它们在菌株"种"属水平上进化过程有相

对保守性!但分布有差异$

Z+

D

(U=Z

通过扩增细菌基因组中

广泛分布的短重复序列!然后对电泳条带进行分析比较!来揭

示基因组间的差异!在细菌演化和流行病学研究中是一种重要

的手段)

#'

*

$在
!

种重复序列中!根据
;Ya

重复原件设计引物

的
Z+

D

(U=Z

对细菌的区分能力是最高的)

#"

*

$

%

!

多位点可变数目串联重复序列分析技术&

IǸ R

'

基因组的研究发现细菌基因组中分布着一种可变数目串

联重复序列&

ABG7BO9+(,?$O+G@B,0+$(G+

D

+B@

!

6̀*Z

'!

6̀*Z

有一定的序列和重复的特点$

IǸ R

的原理即根据研究的需

要选取多个
6̀*Z

位点设计引物!通过多个
U=Z

扩增这些位

点序列!依据电泳结果!必要时也可以通过测序得出
6̀*Z

大

小"位点的不同以达到菌株分型的目的$

Q9k28+

等)

##

*用筛选

了
".

个微卫星串联重复序列等位标记对已知的
#!/

株布鲁氏

菌菌株进行了分析!分出来的簇和原本的生物型符合度高$并

且他们将
".

个等位标记分成两组!一组由
3

个标记组成!能够

将布鲁氏菌区分到种#另外一组由
1

个标记组成!有更高的分

型能力!能够对种进行分型$由于
IǸ R

可以数字分析的优

势!有研究机构建立了在线的布鲁氏菌
IǸ R

数据库!巴黎第

""

大学于
#''1

年建立了基于
IǸ R

分型方法的在线数据库

&

8@@

D

%((

$9AB%?(

D

:?0%CG

(

OG?2+99B

('!访者可以免费浏览和查询

该数据库)

#!

*

$在线数据库的应用将极大地方便全球布鲁氏菌

分析的交流和比较$

以上几种基于
U=Z

建立的检测和鉴定布鲁氏菌的方法比

较!普通
U=Z

只能够将布鲁氏菌鉴定到属#多重
U=Z

能够将

布鲁氏菌鉴定到一些种!但多重
U=Z

对
<6R

提取的纯度和

U=Z

反应体系的条件要求较高!否则将出现假阴性现象)

"#

*

#

RIYM(U=Z

能够检测几种重要的布鲁氏菌种!已经能应付绝

大多数的疫情处理)

".

*

#

Z+

D

(U=Z

主要应用于布鲁氏菌的分型

研究!但由于操作人员和实验室条件的变化对实验结果影响比

较大!应用上受到一定的限制#

IǸ R

技术比较容易标准化!

结果容易解释!对种和型都能够进行分析!而且易于各实验室

的交流比较!显示了很好的发展前景)

#)

*

$
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尿外科开展的
#

(

$

激光微创手术用于前列腺增生"膀胱癌等

治疗!损伤小"出血少"恢复快#骨科开展了改良
[7O:-,

入路行

全髋关节置换术"脊柱侧弯前路三维矫正术$这些技术的开展

进一步促进和提升了学科的技术优势和专业特色!并通过重点

学科的辐射与带动作用!提高了医院整体竞争力$与
#''#

年

相比!

#'")

年患者平均治愈率
5"&

!入出院诊断符合率
55&

!

分别增长了
"5%3!&

和
1%3"&

#门急诊人次由
#1%'

万增长到

".'%'

万!出院患者由
"%.

万增长到
1%"

万#博士生导师"硕士

生导师由
"

人增长到了
")'

人#博士学历者由
#

人增长到了

"!.

人#省部级以上科研项目由
#

项增加到了
)'#

项$
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