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摘要 目的 建立斑点热群立克次体( SFGＲ) TaqMan 实时

荧光定量 PCＲ( qPCＲ) 快速检测方法。方法 根据日本斑点

热立克次体外膜蛋白 A( ompA) 基因序列设计特异性引物和

探针，建立基于 TaqMan 探针的实时荧光定量 PCＲ 检测方

法，对其特异性、灵敏性、重复性进行检测，用建立的此检测

方法和常规的巢式 PCＲ 方法同时对临床收集的 80 份患者

血标本进行检测并比较两者结果。结果 成功建立了检测

SFGＲ 的实时荧光定量 PCＲ 方法，标准曲线的循环阈值与模

板拷贝数均呈良好的线性关系 ( r ＞ 0. 99 ) ，且在检测 SFGＲ
核酸样本时具有良好的灵敏度、特异性和重复性。结论 该

研究建立了基于 TaqMan 探针检测 SFGＲ 的实时荧光定量

PCＲ 检测方法，为临床实验室快速确诊 SFGＲ 疾病提供了快

速、有效的技术手段。
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斑点热是一种由斑点热群立克次体( spotted fe-
ver group rickettsiae，SFGＲ) 感染引起、经蜱虫叮咬传

播的人畜共患疾病。目前国际上已证明有 19 种

SFGＲ 对人类有致病性［1］。国内已鉴定的 SFGＲ 有 5
种: Ｒ． heilongjiangiensis、Candidatus Ｒ． tarasevichi-
ae［2 － 7］。斑点热的临床表现为发热、皮疹、头痛、局部

淋巴结肿大等［1］。病程早期缺乏特异性临床症状，患

者往往因为误诊而延误病情，严重时可致死亡［8］。若

患者能在早期得到快速准确的诊断，并给予抗菌药物

则可以被治愈，减少死亡率。目前，斑点热的实验室

诊断技术包括常用但缺乏特异性、敏感性的血清学检

测和分子生物学检测。其中巢式 PCＲ 与常规 PCＲ 比

较具有更高的特异性［9 － 10］，但操作相对繁琐。分离

培养斑点热立克次体是确诊最直接、最可靠的依

据［11］，但是耗时且有一定技术要求，难以在一般实验

室开展。因此，建立快速检测立克次体感染的方法就

显得尤为重要。
实时荧光定量 PCＲ ( quantitative real-time PCＲ，

qPCＲ) 技术是一种敏感特异的核酸检测方法，可用于

病毒、细菌的快速检测［12］。该研究运用 qPCＲ 技术，

根据 SFGＲ 外膜蛋白 A 基因( outer membrane protein
A，ompA) 建立 SFGＲ 的快速检测方法。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 日本斑点热立克次体( Ｒ． janponica
Anhui 120 strain，本实验室分离培养并保存菌种) ; 其

他立克次体属病原体( 斑疹伤寒立克次体、恙虫病东

方体、无形体) DNA 以及常见非立克次体病原菌( 大

肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、支原体、螺旋体) DNA。
1． 2 试剂及仪器 PCＲ 仪( 德国 Biometra 公司) ; 实

时荧光定量 PCＲ 仪( 瑞士 Ｒoche 公司) ; 琼脂糖凝胶

成像 仪 器 ( 上 海 勤 翔 科 学 仪 器 有 限 公 司) ; Nano-
drop2000 分 光 光 度 计 ( 美 国 ThermoFisher 公 司 ) 。
DNeasy Blood ＆Tissue Kit ( 德 国 QIAGEN 公 司 ) ;

pMD18-T Vector Cloning Kit、Gel DNA Extraction Kit、
Premix Taq、Premix Ex Taq、DL2000 DNA Marker( 日本

TaKaＲa 公 司) ，琼 脂 糖 凝 胶 ( 西 班 牙 BIOWEST 公

司) ，Plasmid Miniprep Kit( 美国 AXYGEN 公司) 。引

物和探针由通用生物系统( 安徽合肥) 有限公司合成。
1． 3 引物和探针的设计与合成 参考 GenBank 中

Ｒickettsia japonica strain Anhui 120 ompA 基因序列( 序

列号: KY484160. 1) 以及 Ｒ． heilongjiangiensis 054 om-
pA 基因序列( 序列号: AF179362. 2) 、Ｒ． raoultii strain
Khabarovsk ompA 基因序列( 序列号: AH015610. 2) ，

利用 Beacon Designer 引物设计软件设计斑点热立克

次体 ompA 基因特异性引物和探针( 表 1) 。将设计好

的引物和探针在 NCBI 官网上进行 Primer-BLAST 分

析，验证该对引物和探针的特异性。
1． 4 阳性标准品的构建 用 DNeasy Blood＆Tissue
Kit 提取日本斑点热立克次体( Anhui120 株) 培养物

核酸。使用本实验常规使用的两对巢式 PCＲ 引物

( 表 1) 扩增斑点热立克次体 ompA 基因。一轮 PCＲ

·8001· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 Jul; 55( 7)



反应体系 25 μl: 2 × Premix Taq 反应液 12. 5 μl，上、下
游引物( ompA -70F、ompA -701Ｒ) 各0. 7 μl，模板5 μl，
去离子水补足体系。二轮 PCＲ 反应体系 25 μl: 2 ×
Premix Taq 反 应 液 12. 5 μl，上、下 游 引 物 ( ompA -
180F、ompA -602Ｒ) 各 0. 7μl，模板 1 μl，去离子水补足

体系。相同的 PCＲ 反应条件参数设置: 94 ℃预变性

5 min; 94 ℃变性 45 s，51 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 45 s，
39 个循环; 72 ℃延伸 10 min。配制 1. 2%琼脂糖凝胶

对 PCＲ 产物进行电泳鉴定，切胶回收目的条带。按

照 pMD18-T Vector Cloning Kit 说明书将 ompA 基因片

段克隆到 T 载体上，并转化到 DH5α大肠杆菌中。通

过蓝白斑筛选以及菌落 PCＲ( 表 1) 鉴定，筛选出含阳

性重组质粒菌液后收集菌液标本进行基因测序。将

测序结果进行 BLAST 分析验证，符合试验预期的阳

性重组质粒可作为 qPCＲ 的阳性标准品。大量培养

含重组质粒的细菌提取重组质粒，Nanodrop2000 分光

光度计测量 DNA 浓度，计算拷贝数。将制备好的标

准品分装后置于 －80 ℃冰箱冻存备用。

表 1 PCＲ 引物序列

来源 靶基因
引物探针序列

( 5'-3')
产物大小

( bp)

日本斑点热
立克次体
( qPCＲ)

ompA ompA-F: CACCACCGTAAGTAAATG
ompA-Ｒ: GCGATAATGCTGAGTAGTA
ompA-probe: FAM-TGAGGACCACCAGCAG
GATTAC-TAMＲA

184

日本斑点热
立克次体

ompA ompA -70F: ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
ompA -701Ｒ: GTTCCGTTAATGGCAGCATCTG

632

( 巢式 PCＲ)
ompA -180F: GCAGCGATAATGCTGAGTA
ompA -602Ｒ: AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT

455

pMD18-T
( 菌落 PCＲ)

ＲV-M:
AGCGGATAACAATTTCACACAGGA
M13-47: CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

95

1． 5 反应条件的优化及标准曲线的建立 按照

Premix Ex Taq ( Probe qPCＲ) 试剂盒说明书配制 20
μl 的 qPCＲ 反应体系，引物浓度 0. 1、0. 2、0. 4 μmol /
L，探针浓度 0. 4、0. 5、0. 6 μmol /L 进行 TaqManqPCＲ
反应，对反应条件进行优化。分别以质粒含量为

1. 9 × 108、1. 9 × 107、1. 9 × 106、1. 9 × 105、1. 9 × 104、
1. 9 × 103、1. 9 × 102、1. 9 × 101 和 1. 9 × 100 拷贝作

为模板，用优化后的反应条件进行扩增，获得扩增动

力学曲线。以标准品起始浓度的常用对数为横坐

标，以循环阀值纵坐标，推导出标准曲线。
1． 6 特异性检测 用优化后的 TaqManqPCＲ 条件

分别对 SFGＲ( 日本斑点热立克次体) 、立克次体科

其他常见病原体 ( 斑疹伤寒立克次体、恙虫病东方

体、无形体) 、常见非立克次体病原菌 ( 大肠埃希菌、
金黄色葡萄球菌、螺旋体、支原体) DNA 进行 qPCＲ
检测。
1． 7 敏感性试验 分别对质粒含量为 1. 9 × 103、
1. 9 × 102、1. 9 × 101、1. 9 × 100 和 1. 9 × 10 －1 拷贝的

标准 品 进 行 检 测，以 优 化 后 的 条 件 进 行 TaqMan
qPCＲ 检测，明确建立方法的最低检测限。
1． 8 重复性试验 用建立的 TaqMan qPCＲ 方法分

别对质粒含量为 1. 9 × 106、1. 9 × 105、1. 9 × 104、1. 9
× 103 和 1. 9 × 102 拷贝的标准品进行检测，每种质

粒含量重复 3 次，计算变异系数。再以相同标准质

粒为模板，在不同时间段进行 3 次独立重复试验，以

分析组间差异。
1． 9 临床样品检测 对来自临床采集的 80 份不明

原因发热患者的血标本进行核酸提取。用建立的

TaqMan qPCＲ 检测方法和巢式 PCＲ 方法同时对该

临床患者血标本核酸进行检测，计算 2 种检测方法

之间的符合率。
1． 10 统计学处理 质粒构建及测序结果分析采用

Lasergene 7. 0 软件。分别用 SPSS 20. 0 及 GraphPad
Prism 5. 0 软件进行描述性统计分析和作图。两种

PCＲ 方法阳性率比较采用 χ2 检验，P ＜ 0. 05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2． 1 重组质粒的构建 ompA 基因经巢式 PCＲ 扩

增后，目的条带大小为 455 bp。将目的条带插入到

T 载体中构建重组质粒并测序验证。见图 1。
2． 2 TaqManqPCＲ 标准曲线 优化后的 TaqMan
qPCＲ 最 佳 反 应 体 系 是: Premix Ex Taq ( Probe
qPCＲ) 10 μl，上下游引物( 10 μmol /L) 各 0. 4 μl，探

针( 10 μmol /L) 1. 0 μl，模板 2 μl，灭菌去离子水补

足至 20 μl 体系。以各标准品中质粒浓度的常用对

数值为横坐标，以循环阀值为纵坐标，获得 ompA
qPCＲ 标准曲线: Y = － 3. 220X + 33. 162，相关系数

为 0. 996，扩增效率为 104. 6%，表明建立的 TaqMan
qPCＲ 方法具有良好的线性关系，见图 2。
2． 3 TaqMan qPCＲ 的特异性分析 建立的 qPCＲ
方法仅对斑点热立克次体 ompA 有阳性扩增信号，

其他常见病原体包括普氏立克次体、恙虫病东方体、
无形体、埃里克体、大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌均

为阴性，表明建立的 TaqMan qPCＲ 方法特异性强，

见图 3。
2． 4 TaqMan qPCＲ的灵敏性分析 建立的qPCＲ

·9001·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 Jul; 55( 7)



图 1 插入 Ｒ． janponica( Anhui120 株) ompA 基因重组质粒的构建与鉴定

A: 插入 ompA 基因的重组质粒示意图; B: ompA 基因 PCＲ 扩增电泳图( 泳道 M: 2 000 bp Marker; 泳道 1 ～ 4 均为 ompA 基因扩增片段) ; C: 重组

ompA 质粒的测序峰图和插入基因序列

图 2 ompA 基因 TaqMan qPCＲ 标准曲线

方法对质粒含量为 1. 9 × 103、1. 9 × 102、1. 9 × 101、1. 9
×100 和 1. 9 × 10 －1 拷贝有阳性扩增信号，对 1. 9 ×
100、1. 9 ×10 － 1 拷贝均未检测到扩增信号，表明本研

究建立的方法的最低检测限为 19 拷贝。见图 4。
2． 5 TaqMan qPCＲ 的重复性分析 建立的 Taq-
ManqPCＲ 检测质粒含量为 1. 9 × 106、1. 9 × 105、1. 9
× 104、1. 9 × 103 和 1. 9 × 102 拷贝标准品的组间变

异系数为 0. 56% ～1. 47%，组间变异系数为 1. 01%
～2. 29%，见表 2。

表 2 TaqMan 探针 qPCＲ 重复性试验结果

重复性
质粒

拷贝数

Ct 值

1 2 3
平均值 标准差

变异系数

( % )

组内 1． 9 × 106 13． 22 13． 47 13． 09 13． 26 0． 16 1． 18
1． 9 × 105 14． 76 14． 42 14． 81 14． 66 0． 17 1． 16
1． 9 × 104 18． 12 18． 77 18． 3 18． 4 0． 27 1． 47
1． 9 × 103 21． 33 21． 54 21． 26 21． 38 0． 12 0． 56
1． 9 × 102 25． 33 25． 8 25． 62 25． 58 0． 19 0． 74

组间 1． 9 × 106 13． 44 13． 26 13． 06 13． 25 0． 16 1． 17
1． 9 × 105 16． 01 15． 79 15． 27 15． 99 0． 31 1． 98
1． 9 × 104 19． 26 18． 21 18． 79 18． 75 0． 43 2． 29
1． 9 × 103 22． 94 22． 3 22． 07 22． 44 0． 37 1． 64
1． 9 × 102 26． 35 25． 71 25． 97 26． 01 0． 26 1． 01

2． 6 TaqMan qPCＲ 方法对临床样品检测 普通

PCＲ 阳性的样品经 TaqMan qPCＲ 的检测方法检测均

为阳性，两种检测方法的一致率为 91. 25%。2 种检

测方法比较差异有统计学意义( χ2 =5. 14，P ＜0. 05) 。
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图 3 ompA 基因 TaqMan qPCＲ 特异性结果

a: 日本斑点热立克次体 DNA; b: 其他常见病原体普氏立克次体、恙虫病东方体、无形体，埃里克体、大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌 DNA 均为阴

性

图 4 ompA 基因 TaqMan qPCＲ 敏感性结果

1 ～5: 标准品质粒浓度为 1. 9 ×103、1. 9 ×102、1. 9 ×101、1. 9 ×100 和 1. 9 ×10 －1拷贝

表明对 80 份临床病人标本核酸进行检测 TaqMan-
qPCＲ 方法较巢式 PCＲ 敏感性更高。见表 3。

表 3 两种 PCＲ 方法对临床样品的检测结果

临床

样本数

巢式 PCＲ
阳性 阳性率( % )

荧光定量 PCＲ
阳性 阳性率( % )

一致率

( % )

80 1 1． 25 8 10 91． 25

3 讨论

国内的斑点热立克次体流行病学调查开始于

1958 年。长期的研究调查显示斑点热立克次体分

布较广，至今已有十几个省市、自治县证实存在斑点

热立克次体感染，从患者、蜱、蜱虫卵以及啮齿动物

体内共分离出 20 余株 SFGＲ，流行病学调查显示人

群对该群病原体普遍易感［7，13］。目前根据 SFGＲ 17
ku 抗原、gltA、geneD、ompA 基因，已经建立了多种

PCＲ 鉴定方法［14］。其中 ompA 作为斑点热立克次体

细胞膜表面蛋白，在立克次体的感染与免疫中发挥

重要作用，如介导立克次体黏附和入侵宿主细胞、促
进立克次体在细胞内生长繁殖以及诱导机体的免疫

应答等［15］。
Ｒegnery et al［16］根据立氏立克次体 ompA 基因
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设 计 的 一 对 引 物 Ｒr190. 70p ( 5-ATGGCGAAT
ATTTCTCCAAAA-3') 和 Ｒr190. 602n ( 5'-AGTGCAG
CATTCGCTCCCCCT-3') ，其扩增序列结合限制性内

切酶片段长度多态性图谱法( PCＲ /ＲFLP) 被广泛应

用于斑点热立克次体新种的鉴定。此方法能区别具

有高度遗传同源性的 SFGＲ，在于这对引物扩增的

目的片段既有 SFGＲ 的保守序列，又具有 SFGＲ 不

同种之间特殊酶切位点，可以通过不同的限制性内

切酶消化区别 SFGＲ 不同的种。本实验通过巢式

PCＲ( 两对引物 ompA -70F 和 ompA -701Ｒ、ompA -
180F 和 ompA -602Ｒ) 扩增出 SFGＲ 的保守序列，再

根据这段保守序列设计特异性的引物和探针，建立

检测斑点热立克次体的 TaqMan qPCＲ 方法。
评估建立的 qPCＲ 方法的 3 项重要指标包括:

特异性、敏感性和重复性。本实验在进行特异性分

析时，选择斑疹伤寒立克次体、恙虫病东方体、无形

体，以及大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、螺旋体、支原

体这 7 种病原体 DNA 与 SFGＲ DNA 同时进行 Taq-
Man qPCＲ 检测。前 3 种与 SFGＲ 属于立克次体科

下的不同种属，后四种为临床较为常见的病原体。
结果显示 SFGＲ 核酸扩增有阳性信号，而其他 7 种

均为阴性结果，显示该方法具有较好的种属特异性。
对重组质粒标准品进行 10 倍梯度稀释检测，最低可

检测出 19 拷贝，表明该方法具有良好的检测灵敏

度。对同一批次标准品进行组内和组间重复性分析

时，两 者 变 异 系 数 均 低 ( 最 高 仅 为 1. 47% 和

2. 29% ) ，结合构建重组质粒作为试验的标准品可

大量获取以及长期保存的特点，可以有效保障后续

开发标准化诊断试剂盒标准品的一致性。将建立的

TaqMan qPCＲ 方法与巢式 PCＲ 同时对临床患者样

本进行检测，巢式 PCＲ 检测有 1 份阳性，阳性率为

1. 25%，荧光定量 PCＲ 检测有 8 份阳性，阳性率为

10. 00%，巢式 PCＲ 检测阳性标本用荧光定量 PCＲ
检测为阳性，一致率为 91. 25%。两种方法比较差

异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，且荧光定量 PCＲ 检测

的灵敏度高于巢式 PCＲ 在检测较低立克次体含量

样本时有一定的应用价值。荧光定量 PCＲ 反应时

间短，一般 45 min ～ 1 h 就能完成反应有利于结果的

快速输出。因此本实验建立的检测斑点热立克次体

TaqMan qPCＲ 方法可应用于实验室对疑似斑点热

患者样本的快速诊断。
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Establishment of a TaqMan-based real-time PCＲ method of
spotted fever group rickettsiae
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Abstract Objective To establish a TaqMan real-time fluorescent quantitative PCＲ of spotted fever group rickett-
siae( SFGＲ) ． Methods According to the ompA gene sequence of Ｒickettsia． japonica，the specific primers and
probes were designed to develop the TaqMan-based Ｒeal-time PCＲ method． The specificity，sensitivity and repeat-
ability of the established method were verified． The established TaqMan real-time PCＲ method was used to detect
SPGＲ infection in 80 clinic blood samples collected in Anhui Province and compared with the nested PCＲ． Ｒesults
The real-time quantitative PCＲ method for detecting SPGＲ was successfully established． The cyclic threshold of

the standard curve and the template copy number showed a good linear relationship ( r ＞ 0. 99) ． This method had
strong specificity，high sensitivity and good repeatability in the detection of the spotted heat rickettsial nucleic acid
samples． Conclusion This study establishes a real-time quantitative PCＲ assay based on TaqMan probe to detect
SPGＲ，which provides a rapid and effective technical means for rapid diagnosis in clinical laboratories．
Key words spotted fever group rickettsiae; ompA; TaqMan probe; real-time fluorescent quantitative PCＲ

网络出版时间: 2020 －6 －29 11: 26 网络出版地址: https: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20200629． 1110． 006． html

干扰 VIＲMA 基因对胃癌细胞迁移的影响和机制研究
代聪聪，吴立胜，缪 冉，朱志强

摘要 目的 观察和分析干扰 VIＲMA 基因对胃癌细胞迁移

能力的影响，并初步探究其机制。方法 慢病毒转染干扰

MGC803 和 SGC7901 胃癌细胞中 VIＲMA 基因的表达; 使用

CCK-8 法检测胃癌细胞的增殖能力; 细胞划痕实验和 Tran-
swell 小室实验检测各组胃癌细胞的迁移能力; 实时荧光定

量 PCＲ 和蛋白质印迹法检测 VIＲMA 及 FN1 的 mＲNA 及蛋

白表达相关情况。结果 在胃癌细胞中 VIＲMA 基因表达被

慢病毒 抑 制 后，其 mＲNA 量 及 蛋 白 表 达 有 所 下 降 ( P ＜
0. 05) ; CCK-8 法结果显示干扰 VIＲMA 基因使胃癌细胞的增

殖能力受到了抑制( P ＜ 0. 05) ; 干扰组胃癌细胞的 24 h 划痕

愈合 距 离 变 少，穿 膜 细 胞 数 相 比 于 对 照 组 也 减 少 ( P ＜
0. 05) ; 干扰 VIＲMA 基因后 FN1 的表达量下降( P ＜ 0. 05 ) 。
结论 慢 病 毒 介 导 的 抑 制 VIＲMA 表 达，可 以 抑 制 胃 癌

MGC803 及 SGC7901 细胞的迁移能力，其机制可能和调控

FN1 的表达水平有关。
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胃癌是人类世界癌症医学中最艰难的挑战之一，

其发病率在东亚最高，且其致死率也排在恶性癌症的

前列。胃癌是中国最为常见的癌症之一，仅次于肺

癌。伴着医疗行业整体的不停进步，胃癌的诊断方

法及治疗手段得到很大程度的提升，但胃癌的局部

复发和远处转移依然影响着患者的生存预后，胃癌

病人现阶段的 5 年生存率仍不能达到比较满意的水

平［1 － 2］。因此，探索影响胃癌转移机制的生物新靶

点对于提高胃癌患者生存预后有重大意义。
6-甲基腺苷( N6-methyladenosine，m6A) 属于真

核生物 mＲNA 转录后修饰中含量最为丰富的一种

方式，对调节 mＲNA 剪接、翻译和稳定性等方面有

着非常重要的影响。m6A 动态调控蛋白包含甲基

转移酶( Writers) ，去甲基化酶( Erasers) 及读取基因

( Ｒeaders) 这三类［3］。甲基转移酶被发现是一种可

以催化甲基化过程的多因子复合物，是由 METTL3、
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