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·基础论著·

基于TaqMan-MGB探针荧光定量PCR技术

检定细菌和人基因组拷贝数比值方法

的建立
潘晓微 1  王贤军 2  刘云惠 3  杨宁敏 3

【摘要】目的  建立一种可以检测细菌和人基因组拷贝数比值的方法。方法  分别设计细菌和人

基因组特异性引物及通用探针。以大肠埃希菌和幽门螺杆菌混合菌液及人全血样本模拟混合样本。

采用TaqMan-MGB荧光PCR方法对不同稀释浓度的混合样本进行定量分析。通过比较实测比值（Ct值
换算成拷贝数的比值）与理论比值，评估本研究方法的可行性和准确性。结果  经变异系数法（CV）

分析，6个不同浓度样本（DB1、DB2、DB3、DH1、DH2和DH3）的CV值依次为4.48%、1.57%、

4.67%、1.55%、0.49%和1.29%。9组模拟混合样本中，实测比值（DB/DH拷贝数）和理论比值的误

差均小于0.1，且两组数值相关性极显著（r = 1.000，P ＜ 0.001）。结论  本研究建立的基于TaqMan-
MGB探针荧光定量PCR技术检定细菌和人基因组拷贝数比值的方法重复性和准确度良好，可用于细

菌和人类组织样本基因组拷贝数比例的检定。
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【Abstract】Objective  To establish a method for determining the copy number ratio of bacterial and 
human genome. Methods  The specific primers and universal probes were designed for bacterial and human 
gene, respectively. The mixed samples consisted of E. coli, Helicobacter pylori and human blood and were 
quantified by TaqMan-MGB fluorescent PCR. The feasibility and accuracy were evaluated by comparing the 
measured ratio (the ratio of the Ct values converted into the copy number) and the theoretical ratio. Results  
The co-efficient of variation (CV) values of six samples (DB1, DB2, DB3, DH1, DH2 and DH3) were 4.48%, 
1.57%, 4.67%, 1.55% , 0.49% and 1.29% by CV analysis, respectively. In the nine mixed samples, the error 
was less than 0.1 for the measured ratio (DB/DH) and the theoretical ratio, in which the correlation was 
significant between the two groups (r = 1.000, P < 0.001). Conclusions  The method for determining the copy 
number ratio between bacterial and human genome based on TaqMan-MGB fluorescent quantitative PCR was 
reproducible and accurate, and could be used to determine the copy number ratio between bacteria and human 
genome.
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近来，越来越多的研究致力于人体菌群与疾

病的相关性。菌群在人体消化道内与其他理化因素

构成的微生态是否能够正常运转，对人体健康发挥

举足轻重的影响[1-2]。大量研究显示，消化道菌群

失调不仅会导致代胃肠炎、肠癌等消化性疾病，而

且还与代谢综合征、肥胖和2型糖尿病等消化道外

疾病相关[3-7]。

由于环境中大多数微生物（＞ 99%）在无法

体外分离培养，传统微生物培养法和16S rDNA分

子生物学方法等都无法采集与分析完整的人体微生

物群落信息[8-9]。高通量测序技术以及宏基因组学

的迅速发展，使菌群研究已深入到基因水平[10-12]。

然而，随着高通量测序检测虽然测序量大，检测覆

盖深[13]，但若样本中目标DNA丰度过低，存在得

不到有效数据量的风险。尤其面对临床上人类组织

和细菌（病毒）的混合样本，在未知两者基因组拷

贝的情况下，盲目的凭借经验去扩增建库，势必造

成巨大的有效数据量损失。故测序前对混合样本进

行精确的DNA含量判定十分重要。现售的定量检

测试剂盒只能无差别的根据建库接头序列数量来定

量，通过区分混合样本中不同物种DNA定量比例

的试剂盒尚未报道。为了能得到混合样本中不同类

别基因自的比例含量，从而更准确的判定高通量测

序上载量，建立一种检定细菌和人类基因组拷贝数

相对比值的方法非常必要。

目前，DNA定量方法主要包括紫外分光光

度法、荧光染料法、实时荧光定量PCR法和数字

PCR等[14]。然而，紫外分光光度法、荧光染料法

只能对样本总量定量且灵敏度低。实时荧光定

量PCR主要集中对样本中某一种或者某一类微生

物定量，不能满足同时跨物种定量。数字PCR操

作复杂、要求且价格昂贵，不适合大面积临床推

广。TaqMan-MGB荧光定量PCR技术是现今较为

成熟精确的定量技术，具有荧光本底低，干扰性

低和专一性强的优势，被广泛应用于多种病原微

生物的检测工作中[15-18]。本研究运用除引物外，其

他条件均完全相同的两套平行TaqMan-MGB荧光定

量系统，对同一份人和细菌混合样本中的人、细菌

的基因组拷贝数分别进行定量，得到两者的相对基

因拷贝数比值，从而为提高临床和科研样本进行高

通量测序成功率提供技术支持，现报道如下。

材料与方法

一、研究对象

大肠埃希菌、幽门螺杆菌混合样本和健康人

全血样本。

二、主要使用仪器和试剂

Roche lightcycler Ⅱ荧光定量PCR仪（Roche
公司），PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit购自美

国Invitrogen公司和KAPA PROBE FAST Universal 
qPCR Kits购自美国KAPA公司。

三、方法

1. 细菌基因探针和引物设计：根据GenBank公
布的23S rRNA保守区域基因序列，使用Primer 5.0
设计TaqMan-MGB探针和引物，引物由华大基因公

司合成，探针由Invitrogen公司合成，引物和探针

序列见表1。
2. 人类基因探针和引物的设计：将设计的细

菌探针序列通过NCBI限定Homo sapiens （human）
Nucleotide进行Blast筛选，结果发现在人类基因

Dss1（蛋白酶体泛素受体亚基）的保守区域中存在

相同序列。使用Primer 5.0设计Dss1基因引物，引

物序列见表1。在GenBank数据库中使用Blast工具

比对设计完成的引物和探针序列，以保证其扩增的

特异性。

3. 样本全基因组DNA提取：按照Invitrogen 
PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit说明书中的Gram 
Negative Bacterial Cell Lysate Protocol和Mammalian 
Cells and Blood Lysate Protocol分别提取得到大肠埃

表 1  引物和探针序列

目标基因 引物序列（5'→3'） 片段大小（bp）

23S rRNA-F TYAGAACGTCGTGAGACAGTT 179

23S rRNA-R CCTGCTTAGATGCTTTCAGCR

Dss1-F TCAGTGTGGCTACTGTTGTTC 179

Dss1-R GGAAACAGTTTTGGCAACTG

探针 AGTACGAGAGGAC-MGB

注：Y 表示 C 或者 T
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希菌和幽门螺旋杆菌混合DNA提取物（DB）和人

类全血DNA提取物（DH）。

4 .  荧光定量PCR方法的建立：使用KAPA 
PROBE FAST Universal qPCR Kits对两组样本进

行Real-time qPCR。具体体系：模板2 μl、浓度为

10 pmol/L引物和探针各1 μl、KAPA PROBE FAST 
Universal qPCR mix 10 μl，H2O补足至20 μl。具体扩

增程序：94 ℃、1 min；94 ℃、10 s，58 ℃、20 s，
40个循环，在58 ℃时收集检测荧光信号。

5. 标准品的制备与标准曲线的建立：DB和DH
两组样本分别依次10倍比稀释至106、105、104、

103、102、101，这6个浓度的稀释液为待测标准

品，进行荧光定量PCR扩增，经电脑软件分析结果

后自动生成标准曲线，设定初始拷贝数得到样本的

DNA拷贝数相对值。

6. 样品模拟实验：使用KAPA PROBE FAST 
Universal  qPCR Kits定量DH初始浓度Ct值，

稀释DB至该值，作为DB的原始起始浓度。两

组样本10倍比稀释，选取两组的103、102、101

（DB1、DB2、DB3和DH1、DH2、DH3）浓度

稀释液两两正交混合后，计算理论DB/DH值。用

两对特异性引物分别检测同一个混合液，得到两

组分的拷贝相对数，计算实测DB/DH值。通过

理论值和实测值两项比较，估算实验方法的精确

度。

三、统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计学分析。样本重

复实验的可靠性采用变异系数法分析。DB/DH的

实测值与理论值的比较采用线性相关性分析。

结    果

一、DB标准曲线的建立

将DB稀释的标准样品，按照本方法检测得到

相应的Ct值，扩增曲线和标准曲线如图1：从两张

曲线图可看出标准曲线斜率（slope）达－3.802，
r =－1.00基本达到线性，可以作为标准品使用，该

组引物和探针扩增曲线状态良好。

二、DH标准曲线的建立

将DH稀释得到的标准样品，按照本方法检

测得到相应的Ct值，扩增曲线和标准曲线如图2：
从两张曲线图可看出标准曲线斜率（slope）达－

3.368，r =－1.00，线性水平良好，可作为标准品

使用，该组引物和探针扩增曲线状态说明本研究设

计合理，达到预期目的。

三、样品模拟实验

为使结果更加直观，本实验调平两个反应中

模板的起始浓度，再进行10倍比稀释，最后两两正

交混合后分别用两对引物进行荧光定量PCR，得到

的实测值与理论值均为相对值。实际计算结果详见

表2。
结果显示，本研究两组中6个不同浓度样本

注：A：扩增曲线，B：标准曲线，DB：大肠埃希菌和幽门

螺杆菌DNA提取物

图1  DB扩增曲线和标准曲线

注：A：扩增曲线，B：标准曲线 DH：人全血DNA提取物

图2  DH扩增曲线和标准曲线
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（DB1、DB2、DB3、DH1、DH2、DH3）的3次重

复实验结果经变异系数（coefficient of variation，
C V）分析，6个样本的C V值依次为4 . 4 8 %、

1.57%、4.67%、1.55%、0.49%和1.29%，均＜ 
5%，提示本方法的重复性好。9组模拟样本实测值

与理论值误差均＜ 0.1，且两组数值相关性极显著

（r = 1.000，P ＜ 0.001），提示本方法的准确性

良好。

讨    论

随着精准医疗计划的推行，高通量测序凭借

其高效、敏感的优势被广泛应用到临床医学和医

学研究的各个方面[19-22]。菌群和人体疾病关系的相

关性研究也是近几年医学研究的热门之一。在对

菌群样本进行高通量测序时，无论是进行菌群16S 
rRNA还是全基因组测序建库时，由于临床样本的

复杂性，即使采用了的针对细菌基因组的提取方

法，提取的基因组样本中常混有非目标样本基因

组。目标样本基因组定量的准确性与否直接关系到

高通量测序的质量及获得的数据量高低，尤其是在

人菌混合样品中，能够在高通量测序前，判定人和

细菌（病毒）的拷贝数尤为重要。

Taqman-MGB探针能分辨出模板与探针结合区

一个碱基的差别，检测特异性高[23]，且MGB探针

长度在13～19个碱基[24]，对于在人类和细菌间寻找

适宜的检测区域十分有利。本研究设计细菌的通用

引物以及细菌和人类通用的探针，并通过两个平行

的荧光定量PCR分别定量人和细菌的相对拷贝数，

避免了多重荧光定量PCR过程中引物和探针相互干

扰，影响检测敏感性的弊端[25]。本研究建立人和

细菌基因组的标准曲线的相关系数均达到1.00，表

明所建立的标准曲线及方程Ct 值与拷贝数相关性

高。虽然已将定量细菌和人两部分实验尽量做到平

行无差别的扩增，两组标准曲线仍无法完全重合。

推测可能是因两者基因序列本身差异造成的扩增效

率不一致，但此差异对混合样本的前期定量比值的

估算影响不大。

目前本研究也存在一定不足。研究中选择常

见的胃肠道致病菌大肠埃希菌和幽门螺杆菌混合样

本来模拟细菌混合样本，但细菌丰度太小，无革阳

性菌，不能全面模拟混合样本，后期需加大菌种丰

度。

综上所述，本研究中建立的细菌和人基因组

拷贝数比值检定方法，准确度高，可重复性强，方

法简单，易操作，可在短时间内完成混合样本中基

因组拷贝数的比值检定。因此，此方法可用于临床

和基础研究中样本细菌和人类组织混合样本基因组

拷贝数的比值检定，判定高通量测序上机前的文库

构建是否合格，从而获得更多的有效数据。
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