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应用重组酶聚合酶扩增检测法快速分群解脲支原体的探讨*

王 猛,刘晔华,张坚磊,江 雁,刘 萍,穆 红△

(天津市第一中心医院检验科 300192)

  [摘要] 目的 探讨应用重组酶聚合酶扩增(RPA)技术对解脲支原体(UU)快速分群的检测方法,并与

PCR-反向点杂交法进行比较,建立UU快速分群的床旁检测(POCT)方法。方法 采用UU标准菌株、收集的

临床标本及阴性质控菌株,经引物设计和菌株、临床标本DNA提取,对UU标准菌株、收集临床标本及阴性质

控菌株进行RPA法、PCR-反向点杂交法分群检测,通过两种方法的结果比较,评价RPA法检测UU快速分群

试验的可行性。结果 RPA法成功将UU标准菌株分群;113例临床标本中检测发现39例UU感染,其中12
例UU为生物Ⅰ群,27例为生物Ⅱ群;阴性质控菌株未扩增;以上UU标准菌株、临床标本、阴性质控菌株经过

PCR-反向点杂交法分群,结果与RPA法一致,成功建立UU
 

RPA分群法。结论 RPA法与PCR-反向点杂交

法对UU进行分群结果一致,应用RPA法可以简捷、快速、高效、灵敏地完成UU的分群,获得致病型UU的诊

断结果。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

method
 

of
 

fast
 

clustering
 

detection
 

method
 

of
 

ureaplasma
 

ure-
alyticum(UU)

 

by
 

recombinase
 

polymerase
 

amplification(RPA)
 

and
 

compare
 

it
 

with
 

PCR
 

reverse
 

dot
 

hybrid-
ization,to

 

establish
 

a
 

method
 

of
 

rapid
 

clustering
 

of
 

UU
 

by
 

bedside
 

detection
 

(POCT).Methods The
 

standard
 

strains
 

of
 

UU,the
 

clinical
 

samples
 

and
 

the
 

negative
 

control
 

strains
 

were
 

collected.Then
 

the
 

primers
 

were
 

de-
signed,and

 

the
 

DNA
 

extraction
 

from
 

the
 

above
 

strains
 

and
 

clinical
 

samples
 

were
 

obtained
 

for
 

subsequent
 

anal-
ysis.All

 

of
 

these
 

3
 

kinds
 

of
 

samples
 

were
 

collected
 

and
 

clustered
 

by
 

RPA
 

method
 

and
 

PCR-reverse
 

dot
 

hybrid-
ization.The

 

results
 

were
 

compared
 

to
 

evaluate
 

the
 

feasibility
 

of
 

RPA
 

method
 

for
 

detecting
 

UU
 

fast
 

clustering
 

experiment.Results The
 

standard
 

strain
 

of
 

UU
 

was
 

successfully
 

clustered
 

by
 

RPA
 

method.Among
 

the
 

113
 

clinical
 

samples,39
 

cases
 

of
 

UU
 

infection
 

were
 

detected,among
 

which
 

12
 

cases
 

were
 

biological
 

Ⅰ
 

and
 

27
 

cases
 

were
 

biological
 

Ⅱ.The
 

negative
 

strain
 

was
 

not
 

amplified.The
 

results
 

of
 

these
 

strains
 

by
 

PCR-reverse
 

dot
 

hy-
bridization

 

were
 

consistent
 

with
 

RPA
 

method.UU
 

RPA
 

clustering
 

method
 

was
 

established
 

successfully.Con-
clusion The

 

results
 

of
 

RPA
 

and
 

PCR-reverse
 

dot
 

hybridization
 

for
 

UU
 

are
 

consistent.Using
 

RPA
 

method
 

can
 

be
 

a
 

simple,rapid,efficient
 

and
 

sensitive
 

to
 

UU
 

clustering
 

and
  

obtain
 

the
 

diagnostic
 

results
 

of
 

pathogenic
 

UU.
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  解脲支原体(ureaplasma
 

urealyticum,UU)也称

解脲原体,是人类泌尿生殖道常见的条件致病病原

体[1-3]。其分为14个血清型,根据分子生物学特征分

成两群:生物Ⅰ群(ureaplasma
 

parvum,Up)和生物Ⅱ
群(ureaplasma

 

urealyticum,Uu)。生物Ⅰ群包括1、

3、6、14共4个基因组较小的血清型(0.75~0.76
 

2061 重庆医学2020年5月第49卷第10期

* 基金项目:天津市临床重点学科(实验诊断学)建设项目资助课题(津卫科教2018-320);天津市第一中心医院春风基金项目(院

CF201817,院CF201802)。 作者简介:王猛(1986-),主管技师,硕士,主要从事病原微生物学研究。 △ 通信作者,E-mail:wangmeng860116

@sina.com。



Mb);生物Ⅱ群包括其余10个基因组较大的血清型

(0.88~1.2
 

Mb)[4]。有研究表明,在正常人群中以生

物Ⅰ群Up感染为主,但在盆腔炎、异位妊娠、流产等

患者中生物Ⅱ群的检出率显著高于对照组,提示生物

Ⅱ群与人类生殖道疾病的关系更为密切[5]。因此,
《全国临床检验操作规程(第3版)》要求,为明确 UU
是否为致病病原体,对UU进行分群是判断感染与携

带的关键,在相关疾病的诊断中尤为重要。重组酶聚

合 酶 扩 增 (recombinase
 

polymerase
 

amplification,

RPA)是最近开发的一种恒温核酸扩增技术,其利用

T4噬菌体的重组酶介导核酸引物特异识别相应的

DNA位点,进而启动聚合酶扩增反应[6-7]。其主要特

点体现在:(1)简捷快速,无须昂贵的仪器设备和特殊

的实验条件,在25
 

℃室温条件下,通过20
 

min可对

样品进行扩增检测;(2)高灵敏度和特异度,由于该扩

增引物设计异常严格,其灵敏度、特异度比传统PCR
更高;(3)高效分型,可以针对病原体的每一种血清型/
基因型设计特异引物,两步即可完成检测与分群分型。
本研究拟利用RPA技术,针对UU基因组的保守序列

设计特异引物,快速完成样品中 UU的分群,并建立

UU的床旁检测(POCT),以期用简捷、快速、高效、灵敏

的实验方法获得致病型UU的诊断结果,从而实现疾

病早发现、早治疗,减轻患者病痛和负担,同时也为其他

病原体的临床检测提供可靠的参考方法。

1 资料与方法

1.1 一般资料

1.1.1 UU标准菌株

UU 标 准 菌 株 2 株,分 别 是 UU 生 物 Ⅱ 群

ATCC33699(血清10型),购自上海宝录生物科技有

限公司;UU生物Ⅰ群国际标准株ATCC27815(血清

3型已知为Ⅰ群)取自天津医科大学医学检验学院微

生物教研室。

1.1.2 临床标本拭子

疑似UU感染临床标本拭子113份,收集于天津

市第一中心医院妇产科和泌尿外科患者。经医院伦

理委员会批准,征得患者同意,使用拭子(天津金章公

司)采集疑似感染患者生殖道的分泌物。

1.1.3 阴性质控菌株

RPA反应体系阴性质控菌株的选择,鉴于 UU
主要针对人体泌尿生殖道致病,因此选取泌尿生殖道

常见病原体的类型,共选取139株非UU细菌及真菌

作为验证RPA法特异性的阴性质控菌株,包括本实

验室保存的标准菌株(来源于原卫生部质控中心)和
临床分离菌株(来源于天津市第一中心医院检验科微

生物室保留分离的其他标本的菌种库)。

1.1.4 主要仪器和试剂

PCR扩增仪7500(美国 ABI公司)、电泳仪DY-

CP-31BN(北京六一电泳仪厂)、紫外凝胶成像仪Gel-
DocXR(美国BioRAD

 

Alpha公司);支原体液体培养

分离鉴别试剂盒(珠海市银科医学股份有限公司)、细
菌及真菌DNA提取试剂盒(北京百泰克生物技术有

限公司)。

1.2 方法

1.2.1 UU的液体培养

UU的液体培养使用支原体液体培养分离鉴别

试剂盒进行,操作如下:将试剂恢复室温、编号后按照

支原体培养基与菌液9∶1的比例至培养瓶培养(拭
子于培养瓶内碾磨混匀),将培养瓶至35

 

℃培养箱培

养24~48
 

h,观察结果。判断生长结果:培养基由橙

黄色变成红色,且清亮为 UU生长;培养基不变色则

为非UU。

1.2.2 提取UU标准菌株、临床标本、阴性对照菌株

DNA
1.2.2.1 提 取 UU 标 准 菌 株 ATCC33699 和

ATCC27815的基因组DNA
取1.5

 

mL无菌EP管分别加入1
 

mL
 

UU液体

培养物,12
 

000
 

r/min离心5
 

min,去上清液,沉淀中

加入50
 

μL
 

DNA提取液充分混匀,100
 

℃恒温处理

10
 

min,12
 

000
 

r/min离心5
 

min取上清液为DNA。

1.2.2.2 提取UU临床样品基因组DNA
取1.5

 

mL无菌EP管分别加入1
 

mL无菌生理

盐水,将 标 本 拭 子 棉 签 伸 入 盐 水,充 分 振 荡 混 匀

1
 

min,挤干棉拭子,DNA提取见1.2.2.1。

1.2.2.3 提取阴性对照菌株DNA
取1.5

 

mL无菌EP管分别加入1
 

mL无菌生理

盐水,挑取经复苏培养的对照菌株菌落1~2个,均匀

混合成菌液,应用细菌、真菌DNA提取试剂盒提取

DNA备用。

1.2.3 UU
 

PCR-反向点杂交法分群实验

1.2.3.1 PCR扩增

取试剂盒预制PCR主反应液的 UU-PCR反应

管,分别加入1.2.2中提取的 UU标准菌株、临床标

本、阴性对照菌株的DNA溶液各5
 

μL,经6
 

000
 

r/

min离心30
 

s后将各反应管放入PCR仪进行扩增,
扩增条件:93

 

℃预变性5
 

min;
 

93
 

℃
 

45
 

s,54
 

℃
 

45
 

s,

72
 

℃
 

45
 

s,循环40次;72
 

℃延伸7
 

min。

1.2.3.2 杂交反应

按照UU基因分型试剂盒说明书配置好所需杂

交液的工作浓度,通过杂交-洗膜-结合-显色-照相等一

系列步骤,对1.2.3.1中的扩增结果进行分群检测。

1.2.4 UU的RPA法分群检测实验

1.2.4.1 设计引物

参考TwistDX公司说明(http://www.twistdx.
co.uk/),设计的RPA法引物见表1。
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表1  RPA法扩增Up和Uu分群的引物

分群 目的片段 引物序列
 

(5'-3') 产物长度(bp)

Up Up063 UpF:CTTCATTGCGGTGTTT
 

GTGAACTCTTCAATC
  

UpR:TTATTGATCAAACTGATATCGCAATTATAGATATT
 

156

Uu UuR10_0680 UuF:CAAAAACACCTTGACGATATCTAACAAATCC
 

UuR:CACTAATAATGTTGGAGCTTTAAAAGATGAT
 

150

1.2.4.2 RPA扩增

将1.2.2中提取的 UU标准菌株、临床标本、阴
性对照菌株DNA分别加入扩增反应体系中进行扩

增,扩增反应体系:TwistDX
 

Mix
 

29.5
 

μL,10
 

μmol/L
 

primer
 

F、R
 

2.5
 

μL,DNA模板2
 

μL,ddH2O补足至

50
 

μL;扩增条件为25
 

℃反应20
 

min。
1.2.4.3 扩增结果验证

将扩增产物通过1.5%琼脂糖凝胶电泳,观察结

果,并选取 UU标准菌株扩增产物进行测序,测序结

果经NCBI
 

blast数据库比对验证。

1.3 统计学处理

统计比较 PCR-反向点杂交法和 RPA 法检测

UU标准 菌 株、临 床 标 本 和 阴 性 质 控 菌 株 的 分 群

结果。

2 结  果

2.1 UU的液体培养结果

在接种培养的24~48
 

h,通过实验观察与记录,
发现UU标准菌株ATCC33699和ATCC27815培养

基由橙黄色变成红色,结合阴性对照的培养管未发生

颜色变化,判断待测的 UU标准菌株阳性培养结果,
见图1。

  A:阴性结果;B:阳性结果。

图1  UU-MH支原体分离鉴别管液体培养48
 

h后结果

2.2 UU
 

PCR-反向点杂交法分群实验结果

通过应用PCR-反向点杂交法对 UU标准菌株、
临床标本进行基因分型检测,与已知 ATCC27815属

于生物Ⅰ群,ATCC33699属于生物Ⅱ群的结果一致,
113例临床标本中39例检测出 UU,其中12例 UU
为生物Ⅰ型,27例为生物Ⅱ型,见图2。

  

2.3 UU的RPA法检测分群实验结果

UU分群的扩增产物中生物Ⅰ群为156
 

bp,生物

Ⅱ群为150
 

bp,标准菌株、临床标本相应的扩增产物

见图3、4;阴性对照菌株(159株)均未见扩增,且与

UU常规PCR-反向点杂交法结果一致,见表2。标准

菌株ATCC27815和ATCC33699的测序结果和相应

菌株的全基因组进行blast比对,结果相符。

图2  常规PCR-反向点杂交法对UU标准菌株

进行分群检测结果

  A:生物Ⅰ群Up;B:生物Ⅱ群Uu。

图3  RPA法检测UU分群生物Ⅰ群、生物Ⅱ群

扩增产物电泳图

图4  RPA法检测临床标本中UU生物I型扩增产物电泳图

表2  PCR-反向点杂交法和RPA法检测

   UU分群结果比较

样本类型 PCR-反向点杂交法 RPA法

标准菌株ATCC27815 Ⅰ群 Ⅰ群

标准菌株ATCC33699 Ⅱ群 Ⅱ群

临床菌株(39株) Ⅰ群12株,Ⅱ群27株 Ⅰ群12株,Ⅱ群27株
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3 讨  论

  UU作为泌尿生殖道正常菌群的一部分,所占比

例为40%~80%[8],其寄居在泌尿生殖道表面,当机

体免疫力降低或受侵袭性操作的情况下才会渗透至

黏膜;
 

UU经常分离于非淋球菌性尿道炎(NGU)、前
列腺炎、泌尿结石、妇科疾病、不孕等情况下,因此其

被认为是机会性致病体[9-13]。来自印度的DEV等[14]

研究表明,非淋菌性尿道炎患者的UU感染率分别为

11.0%和16.1%,而在细菌性阴道炎(BV)患者中分

离出 UU 的比例为62.0%~97.0%。DHAWAN
等[15]的研究发现,25.8%生殖道感染患者可检出

UU,表明细菌感染常伴有UU的侵袭。KOKKAYIL
等[16]的调查显示,UU在 HIV感染患者中的感染率

为6.0%,而在健康志愿者中的比例为2.0%,因而提

出UU尿路感染可能增加感染和传播艾滋病病毒

(HIV)的易感性假设。UU在生殖道的寄居也被认

为是导致不孕的原因。SLEHA等[17]的研究表明,有
39.6%的不孕妇女可在泌尿生殖道检出 UU;陈幽

等[18]对低出生体质量新生儿研究发现,UU感染组患

儿肺发育不良率显著高于非感染组,推论UU感染与

不良妊娠有关。上述研究已证实 UU与多种疾病相

关,而 UU 的 生 物 群 类 别 则 与 其 致 病 性 有 关。

HERNÁNDEZ-RODRÍGUEZ等[19]研究证实,相比于

生物Ⅰ群,女性体内乳酸杆菌的减少与UU生物Ⅱ群

的关联 更 加 密 切;该 研 究 数 据 显 示,生 物Ⅱ群 与

58.18%的泌尿生殖道感染有关,与之相比,生物Ⅰ群

只是泌尿生殖道的寄居菌。《全国临床检验操作规程

(第3版)》建议:UU属致病性较弱的条件致病病原

体,进一步分群是判断感染与定植的关键。因此,通
过大量文献的学习,确定了在实际工作中检测UU生

物分群的临床参考价值。
常规检测UU的方法都存在各自相应的缺点,例

如培养UU生长困难、血清学检测特异性差、PCR杂

交实验条件要求高等。RPA法是最近开发的一种恒

温核酸扩增技术,能克服上述其他方法存在的不足,
是一种理想的POCT方法,并已在多种临床病原体上

完成检测,如沙眼衣原体、B族链球菌、结核杆菌、弗
朗西斯土拉热杆菌、淋病奈瑟菌、肠炎沙门菌、耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌、恶性疟原虫、HIV-1、黄热病毒、
口蹄疫病毒、裂谷热病毒等[20-25]。而使用RPA法检

测UU分群则少有文献报道。因此本研究应用RPA
法将UU检测到生物群水平,实现了简单、易行、准确

的目的。
本研究利用RPA技术,针对 UU基因组的保守

序列设计特异引物,初步建立了应用RPA法对 UU
进行分群的反应体系,并实现了临床标本中 UU 的

POCT即时检测方法;为了证实实验结果的准确性,

采用商品化的PCR-反向点杂交法对UU进行分群作

为对照实验,对 UU标准菌株、临床菌株及阴性菌株

进行了分群检测,结果证明RPA法与常规方法鉴别

结果一致,达到预期的结果。当然本试验也存在不

足:(1)RPA法敏感度和特异度还需大量临床标本的

验证;(2)RPA法的操作还需优化,力求更加简便、快
捷,达到真正意义上的 POCT 目的;(3)需要完善

RPA法检测 UU的质控设计等,因此这就还需要继

续对本试验进行优化及完善。
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