
和生物相容性而广泛应用于各种生物医学材料
/'&0

"

本研究将丝素蛋白和明胶接枝于聚氨酯表面!与对照

组相比!支架的亲水性明显提高" 丝素蛋白还能提高

支架的抗拉压能力和弹性!从而更好地模拟骨骼肌的

收缩和舒张" 此外!丝素蛋白比明胶降解慢!这也适

应了成肌细胞增殖慢的特点"

传统的体外细胞培养使用的是二维生长表面!这

有利于识别细胞结构和分化状况" 但体内肌细胞的

细胞外基质是三维的!这种二维的环境迫使细胞以非

自然的形态生长!因此二维环境对三维的骨骼肌来说

是不合适的" 此外!三维支架还可以增强成肌细胞的

增殖和分化" 应用$密纹%技术可以获得平息排列的

纤维" 密纹就是用模具制造有纹路的三维支架!从而

促进细胞的定向生长" C63)*等用聚二甲基硅氧烷

-O91..制成一种带纹路的薄膜!他们发现骨骼肌卫

星细胞在带纹路的支架上沿着纹路融合成肌管!且肌

管比在不带纹路支架上的长" 本研究应用聚氨酯制

成三维支架!促进了细胞的增殖和定向排列!接枝丝

素蛋白和明胶后!促进了成肌细胞的相互融合和肌管

的形成"

表面改性后的三维聚氨酯生物支架!其亲水性和

生物相容性有明显提高!促进了体外成肌细胞的增殖

和肌管的融合及定向排列" 然而体内肌细胞生长于

复杂的微环境中!其增殖和分化受到各种生物因子的

调节和理化因素的影响" 移植后的工程化骨骼肌组

织其神经血管化的建立也是亟待解决的问题" 因此!

我们课题组接下来将着重在动物实验方面经行研究"
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利用环介导恒温扩增法快速检测空肠弯曲菌

刘孝波!蒋栋能!蒲晓允

!!作者单位(H&&&$#!重庆!第三军医大学第二附属医院检验科

通讯作者(蒲晓允!电子信箱(D6 +̀35A6)YA3̂55I/)

摘!要!目的!利用环介导恒温扩增技术!以空肠弯曲菌的 W.' 基因设计引物!建立快速检测空肠弯曲菌的方法!以期能

应用于急性腹泻和肠炎等疾病的快速检验" 方法!

!

通过基因比对与引物设计!设计针对空肠弯曲菌的环介导恒温扩增检测

-_M1O.方法)

"

用钙黄绿素#亚甲基蓝#结晶紫#溴化乙锭 H 种 9=M染料对扩增产物进行染色!评价各染料染色效果)

&

检测该

_M1O方法对空肠弯曲菌及其他干扰菌的扩增情况!评价其特异性)

.

将该 _M1O方法与培养法比较!进行统计学分析" 结果!

!

设计出针对空肠弯曲菌的 _M1O检测方法)

"

钙黄绿素与扩增产物结合后颜色变化明显!是该 _M1O方法中较好的 9=M染料

物质)

&

本 _M1O检测方法只针对空肠弯曲菌有扩增!对其他干扰菌不扩增!显示出良好的特异性)

.

试验共检测了 G& 株临床和

标准菌株!对于菌株的培养物!_M1O检测结果与培养鉴定法比较差异无统计学意义-

!

%

o&I$$$$!)r&I&E." 结论!本试验设

*'"*
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计出了针对空肠弯曲菌 _M1O检测方法!该 _M1O法较好的 9=M染料物质是钙黄绿素!该方法具有良好的特异性!与培养鉴定

法比较具有较高的阳性#阴性及总体符合率!能够用于空肠弯曲菌的快速检验"

关键词!环介导恒温扩增!空肠弯曲菌!9=M染料!钙黄绿素!快速检验

"'M8C.)@)2@8<:<=!$%&'(")$*+,-.,/012X'*8:A <:?<<M3>)C8'@)CN*<@H)&>'9#>M98=82'@8<:E,

0.2 3.#'/'! -.#+, 5'+,+!+,! )2

3.#'M2+45!6#%"7!+"'8&$.+.T#$0#/'%#"'%M! 3.+Y.#'A'<6."#$! &>'+,Y.+, WEEEHN! &>.+#

#$*@&'2@!F$G)2@8()!03:+)*5) ;̂,755D PT,R+3;,R +:5;̂,-T373TD7+8+/3;+5) -_M1O.;,/̂)575*A! ;5R,:+*) 3-3D+R R,;,/;+5) T,;̂U

5R 58&#76M$'/#T"!%C!C2+.! :53:;5b,3DD7+,R +) /7+)+/37+):D,/;+5) 58&4C!C2+.+) 3/6;,R+3--̂,33)R *3:;-5,);,-+;+:I0)@H<C*!0A*,),

37+*)T,);3)R D-+T,-R,:+*)! 3:,;58755D T,R+3;,R +:5;̂,-T373TD7+8+/3;+5) -_M1O. T,;̂5R 85-R,;,/;+5) 58&4C!C2+.?3:R,:+*),RI

N56-S+)R:589=MRA,! /37/,+)! T,;̂A7,),b76,! /-A:;37<+57,;3)R (0! ?,-,6:,R ;5:;3+) 3TD7+8+/3;+5) D-5R6/;:! ;̂,) ;̂,RA,+)*,88,/;

/567R b,,<3763;,RIẐ,_M1OT,;̂5R 58R,;,/;+)*&4C!C2+.3)R 5;̂,-+);,-8,-,)/,b3/;,-+3?3:;,:;,R 5) ;̂,+-:D,/+8+/,<3763;+5)I_M1O

?3:25TD3-,R ?+;̂;̂,/67;6-,T,;̂5R 58+R,);+8+/3;+5)! 3)R :;3;+:;+/:3)37A:+:?3:D,-85-T,RI")*79@*![,̂ 3R R,:+*),R 3_M1OT,;̂5R

85-R,;,/;+5) 58&4C!C2+.IẐ,/575-/̂3)*R 5b<+56:7A38;,-/5Tb+)+)*?+;̂3TD7+8+/3;+5) D-5R6/;:I237/,+) ?3:3b,;;,-9=MRA,:6b:;3)U

/,;̂,58_M1OT,;̂5RIẐ,_M1OT,;̂5R /567R 5)7A3TD7+8A&4C!C2+.! )5;3TD7+8A;̂,5;̂,-+);,-8,-,)/,b3/;,-+3! :̂5?+)*3*55R :D,/+U

8+/+;AIZ,:;:?,-,R,;,/;,R +) G& /7+)+/37:;-3+):3)R :;3)R3-R :;-3+):IẐ,-,:67;:58_M1O:̂5?,R )5:;3;+:;+/37:+*)+8+/3)/,/5TD3-,R ?+;̂

;̂,/67;6-,T,;̂5R 58+R,);+8+/3;+5) -

!

%

o&I$$$$!)r&I&E.I6<:297*8<:!Ẑ,;,:;R,:+*),R 3_M1OR,;,/;+5) T,;̂5R 58&4C!C2+.I

0,;;,-9=MRA,58;̂,T,;̂5R +:;̂,/37/,+)! 3)R ;̂+:T,;̂5R ^3:3*55R :D,/+8+/+;AI25TD3-,R ?+;̂;̂,/67;6-,+R,);+8+/3;+5)! ;̂+:T,;̂5R

^3:3^+*̂,-D5:+;+<,! ),*3;+<,3)R 5<,-377/5+)/+R,)/,-3;,! 3)R /3) b,6:,R 3:3-3D+R ;,:;85-&4C!C2+.I

4); D<&C*!_55D PT,R+3;,R +:5;̂,-T373TD7+8+/3;+5) -_M1O.) &#76M$'/#T"!%C!C2+.) 9=MRA,) 237/,+)) >3D+R R,;,/;+5)

!!空肠弯曲菌-&#76M$'/#T"!%C!C2+..具有很强的致

病性!是世界上公认的引起急性腹泻和胃肠炎的主要

病原菌之一!被世界卫生组织-[Ch.列为最常见的

食源性疾病!严重时可引起周围神经自身免疫性疾

病111吉林 P巴雷综合征-@6+773+) Pb3--,:A)R-5T,!

@0..

/'!%0

" 流行病学调查表明! 该菌作为肠炎的病

因仅次于沙门菌和志贺菌! 在很多地区甚至有超过

沙门菌而居首位的趋势
/ $0

" 人普遍易感!被污染的

水和鲜奶是人类感染的主要来源!发展中国家感染

主要以儿童为主
/H0

" 空肠弯曲菌进入人体后!借助

鞭毛和特异性蛋白与空#回肠上皮细胞结合#繁殖!

并产生肠毒素#细胞毒素和内毒素等物质!引起肠

炎和肠道外感染" 目前!空肠弯曲菌的检测主要是

传统微需氧培养法及改良培养法!直接涂片染色检

查法!免疫学方法和 O2>及有关方法等
/E0

" 传统微

需氧培养法及改良培养法条件苛刻!直接涂片染色

检测对检测人员素质要求甚高!免疫学方法由于需

洗涤和抗原包被等原因!易出现假阳性!敏感度非

常依赖抗体的质量!O2>及有关方法技术条件要求

高!操作复杂!仪器繁多!且较为耗时" 故上述方法

不适合在基层医疗单位进行快速检验" 而近来发

展起来的环介导等温扩增法 -755D PT,R+3;,R +:5U

;̂,-T373TD7+8+/3;+5)! _M1O.具有简单#快速#特异

性强#敏感度高的特点" 本研究的目的在于设计一

种利用环介导恒温扩增法快速检测空肠弯曲菌的

方法!现将结果报告如下"

材料与方法

'I标准菌株及研究对象(标准菌株(均购自于上海天呈

医流有限公司!包括(空肠弯曲菌 -MZ22$$%"'.)产气荚膜梭

菌 - MZ22'$'%H .) 粪 肠 球 菌 - MZ22'HE&G .) 大 肠 杆 菌

-MZ22%E"%%.)金黄色葡萄球菌-MZ22%E"%$.)铜绿假单胞菌

-MZ22%#FE$.) 福 氏 志 贺 菌 - MZ22'%&%% .) 伤 寒 沙 门 菌

-MZ22'H&%F.)白色念珠菌 - MZ22'%&$' .)奇异变形杆菌

-MZ22'%HE$.) 产 酸 克 雷 伯 菌 - MZ22H"'$' .) 霍 乱 弧 菌

-MZ22'H&$E." 选取笔者医院儿科急性腹泻患者大便标本 E"

例" 其中男性 $$ 例!患儿年龄 & Q'' 岁!平均年龄 $IH 岁)女

性 %G 例!患儿年龄 & Q'% 岁!平均年龄 $I' 岁"

%I主要仪器(W]Z(VP% 全自动细菌培养鉴定仪!法国生

物梅里埃公司生产)_M$%&2实时动态浊度仪(日本荣研化学

生产"

$I主要试剂(9=MP_M1O扩增试剂!日本荣研化学生

产)M=]细菌鉴定卡!法国生物梅里埃公司生产)细菌 9=M提

取试剂盒!天根生化科技-北京.有限公司生产)哥伦比亚血液

琼脂血平板!重庆庞通公司生产)钙黄绿素#亚甲基蓝#结晶

紫#溴化乙锭!购于美国 .+*T3公司"

HI_M1O引物的设计(基因序列检索自 =20]-=3;+5)37

2,);,-85-0+5;,/̂)575*A])85-T3;+5).)引物设计软件!日本荣研

化学公司网络在线 _M1O设计软件 O-+T,-,̀D75-,-HI&" 方法(

通过软件比对!筛选出空肠弯曲菌相对特异的区段)再在选出

的区段中!设计 _M1O引物)设计出的引物交由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成"

EI细菌 9=M提取(细菌 9=M提取试剂盒由天根生化科

*%"*
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技-北京.有限公司生产" 取待测菌液&IET7置于 (O管中!按

照细菌 9=M提取试剂盒操作步骤提取 9=M"

GI_M1O扩增方法(向 _M1O扩增反应管加入 %

1

7细菌

9=M!'%IE

1

7反应液!'I&

1

70:;9=M聚合酶)%IE

1

7引物 -含

F&

1

T57L_N]O!F&

1

T57L_0]O!'&

1

T57L_N$!'&

1

T57L_0$ H 种

引物.!G

1

7双蒸水!混匀" _M$%&2实时动态浊度仪上 GEu恒

温扩增 G&T+)"

#I常见 9=M染料的评价(在用于扩增的反应管加入上述

扩增所需物质后!再分别加入 'T*L_钙黄绿素
/G0

#%T*L_和

HT*L_亚甲基蓝
/#0

#%T*L_和 HT*L_结晶紫
/F0

#'T*L_溴化乙

锭
/"0

各 '

1

7" _M$%&2实时动态浊度仪上扩增 G&T+)!每 %&T+)

通过肉眼观察颜色的改变!并用相机拍摄照片!根据颜色是否

变化明显!评价各染料染色效果"

FI_M1O特异性试验(挑取生长良好的单个菌落!用生理

盐水溶解!取各稀释度样本 'T7!做倾注培养!H%u过夜!计数

菌落数 - 2Na.!可确定菌液浓度!然后稀释菌液至 ' v

'&

E

2NaLT7" 取已稀释好的待测菌液 'T7置于 (O管中!按照

细菌 9=M提取试剂盒操作步骤提取 9=M!然后进行 _M1O扩

增!用 _M$%&2实时动态浊度仪检测扩增产物的浊度!通过浊

度的变化得出空肠弯曲菌 _M1O的特异性曲线"

"I_M1O法与培养法对比试验(将粪便或肛拭子标本接

种于哥伦比亚血液琼脂平板上!氧浓度控制在 EJ QFJ!置于

H%u培养 %H^" 然后挑取单个菌落!一半进行细菌 9=M提取#

_M1O扩增!条件同前" 另一半接种 M=]鉴定卡!通过 W]Z(V

P% 全自动细菌培养仪进行鉴定" 以细菌鉴定仪为参考方

法!将 _M1O法检测结果与培养法检测结果对比!评价该

_M1O法的阳性符合率#阴性符合率及总体符合率"

'&I统计学方法(计数资料采用阴阳性例数表示!采用

.O.. '&I& 软件包进行统计学分析" 组间比较采用
5

%

检验!)

s&I&E 为差异有统计学意义"

结!!果

'I_M1O引物设计(通过基因比对与筛选!最终

选择空肠弯曲菌 W.' 基因 -&#76M$'/#T"!%C!C2+.W.'

*,),)@,)03)S( c#'G&$I'.为靶基因!设计 _M1O引

物" 经美国 =20]网站 0_M.Z软件验证!针对该段基

因设计的引物具有良好的特异性" 引物序列见表 '"

表 +,空肠弯曲菌 ?#0/引物的设计

O-+T,-:(-Ej

%

$j.

N$(MMMZ@ZMZ@22MMMZZM@@Z2Z

0$(Z22M2M2MZZZZZZZM2Z2M2ZZ

N]O( @2Z@2M2MZMMMM2MM@ZZ2MM@ZPM@2MM@@ZZZMMZ@@2@ZMZZ

0]O( MM22MZMM@M2MMM@@M2@2@PM2ZZZZ@2Z2@2ZMZ@ZZ2Z

%I常见 9=M染料的评价(染色结果见图 '" 通

过与阴性#阳性对照组比较!常见染料均能对 _M1O

产物进行染色!钙黄绿素通过肉眼能观察到较为明显

的颜色变化!而亚甲基蓝#结晶紫#(0肉眼不能观察

到明显的颜色变化!故钙黄绿素是 _M1O产物较好的

染料物质"

图 +,常见 .P#染料的评价

PI阴性对照) \I阳性对照)'I'T*L_钙黄绿素)%I%T*L_亚甲基蓝)

$IHT*L_亚甲基蓝)HI%T*L_结晶紫)EIHT*L_结晶紫)GI'T*L_(0

$I_M1O特异性试验(_M1O特异性试验见图 %"

本 _M1O检测方法能够对空肠弯曲菌进行特异性扩

增!对其他肠道中常见的干扰菌均无扩增" 说明本空

肠弯曲菌 _M1O检测方法有较好的特异性"

HI_M1O检测与金标法的比较(以培养法为金标

准!将本研究所述 _M1O检测法与细菌培养鉴定法相

比较!结果见表 %" 该 _M1O法与培养鉴定法差异无

统计学意义!-

!

%

o&I$$$!)r&I&E.该 _M1O法与培

养鉴定法相比!阳性符合率为 "'IG#J#阴性符合率

为 "EIF$J#总体符合率为 "EI&&J!可以作为基层医

院检测快速空肠弯曲菌的检测方法"

图 J,空肠弯曲菌 ?#0/特异性试验

其他干扰菌(产气荚膜梭菌#粪肠球菌#大肠杆菌#金黄色葡萄球

菌#铜绿假单胞菌#福氏志贺菌#伤寒沙门菌#白色念珠菌#奇异

变形杆菌#产酸克雷伯菌#霍乱弧菌

!

表 J,空肠弯曲菌 ?#0/检测法与细菌培养鉴定法的比较

项目
培养鉴定法-金标准.

空肠弯曲菌 其他细菌

_M1O检测- \. '' %

_M1O检测- P. ' HG

合计 '% HF

*$"*

!!医学研究杂志!%&'$ 年 F 月!第 H% 卷!第 F 期 !论!!著!!



讨!!论

空肠弯曲菌具有很强的致病性!是引起腹泻的一

种人畜共患致病菌" 空肠弯曲菌革兰染色阴性!为微

需氧菌!最适生长温度为 H% QH$u" 被污染的水和

鲜奶是人类感染的主要来源" 空肠弯曲菌进入人体

后!借助鞭毛和特异性蛋白与空#回肠上皮细胞结合#

繁殖!并产生肠毒素#细胞毒素和内毒素等物质!引起

肠炎和肠道外感染" 目前!空肠弯曲菌的检测主要是

传统微需氧培养法及改良培养法!直接涂片染色检查

法!免疫学方法和 O2>及有关方法等" 传统微需氧

培养法及改良培养法条件苛刻!检测周期长!仪器昂

贵!基层医院不具备条件!且易出现假阴性" 直接涂

片染色检测对检测人员素质要求甚高!也易出现假阴

性" 免疫学方法虽快速!操作简单#特异性较强!但由

于需洗涤和抗原包被等原因!易出现假阳性!实验敏

感度非常依赖抗体的质量!且抗体的制备较为耗时"

O2>及有关方法虽有较好的特异性!但现行的 O2>

技术条件要求高!操作复杂!仪器繁多!且检测时间

长" 种种原因制约了上述方法在基层医疗单位快速

检验的应用"

随着分子诊断技术的不断进步!环介导恒温扩增

技术-_M1O.越来越广泛的用于生命科学领域及相

关诸多领域中" _M1O技术是在传统的 O2>基础上

创建的一种理想的手段!其特点是(设备简单#特异性

强#敏感度高#操作简便#反应迅速" 本法扩增产物可

以通过肉眼观察#检测浊度或电阻#电泳方法进行检

测
/'&0

" 目前!_M1O检测技术研究得到了广泛的应

用" 如对沙门菌#霍乱毒素#虾中的白斑综合征病毒#

志贺菌属#大肠杆菌 h'E#( C##结核分枝杆菌等!都

实现了快速检测
/'' Q'G0

" 通过进一步改进 _M1O设

计!还可以对目标 9=M实现定量测定!从而准确辅助

临床治疗"

本研究所述方法依据环介导恒温扩增技术的基

本原理!采用空肠弯曲菌 W.' 基因为靶基因!设计

_M1O引物!基因序列来源于美国 =20]基因数据库"

对其进行了基因比对!找到相对保守的区段" 再应用

日本荣研公司 O-+T,-,̀D75-,-HI& 在线设计软件!在保

守区段上设计 _M1O引物!再配合美国 =20]0_M.Z

软件验证了设计引物与空肠弯曲菌的特异性较高!与

其他菌的特异性则较低!在此基础上建立空肠弯曲菌

的 _M1O检测方法" 通过实验发现!H 种 9=M荧光

染料中!钙黄绿素通过肉眼能观察到较为明显的颜色

变化!而亚甲基蓝#结晶紫#(0肉眼不能观察到明显

的颜色变化" 故钙黄绿素是 _M1O法中较好的 9=M

染料物质" 空肠弯曲菌 _M1O检测方法只针对空肠弯

曲菌扩增!对其他干扰菌不扩增!显示出良好的特异

性" 结果表明!本试验设计的空肠弯曲菌 _M1O检测

方法与现有的培养鉴定空肠弯曲菌的方法相比!具有

较高的阳性率#阴性率及总体符合率!而且操作简便#

快速!有望用于急性腹泻和肠炎等疾病的快速检验"
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