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摘 要：建立了用于检测大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）)3DD#&(##的 (#&+ 基因 8EF)表达水平的定量竞争性 E36GDE
（HD6E36GDE）体系。GDE合成目标片段的突变型片段（%#/<*）作为内标准模板（I=J4+=9- KJ9=L9+L，I1），与目标片段一
致的片段（%5(<*）作为目标模板（39+M4J KJ9=L9+L，31），优化两种模板共扩增体系；梯度稀释 I1与等量大肠杆菌 :NF)
样本共扩增，扫描电泳条带，软件分析数据。结果表明，引物设计合适，以 I1和 31为模板实现共扩增，产物（%#/<*
和 %5(<*）通过 /C&O琼脂糖凝胶电泳有效分离；梯度稀释 I1与 :NF)共扩增产物出现亮度梯度电泳条带；获得一元
回归曲线 ; P A $C%!& Q $C$("R（相关系数 & P $C(&(，标准差 " P $C$&(("）。该研究成功构建内标准模板，优化的共扩
增 GDE体系实现了对大肠杆菌 )3DD#&(##中 (#&+基因 8EF)表达水平的检测，具有简便、高效、敏感度高等优点。
关键词：(#&+；定量竞争性 E36GDE；外排系统
中图分类号：H"5，H(%& 文献标识码：) 文章编号：$$$/60#$(（#$$"）$#6$#%&6$&

):+).63@-D是一个三聚体的多药外排泵，位于
大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）细胞膜上，由内膜蛋白
):+.，外膜蛋白 3@-D和周质融合蛋白 ):+) 三部分
构成。该系统的作用底物非常广泛，包括四环素类、

氯霉素类、氟喹诺酮类、!6内酰胺类、大环内酯类、利
福平类、新生霉素、梭链孢酸等抗生素，溴乙锭、十二

烷基磺酸钠、脱氧胆酸，以及吖啶黄、结晶紫燃料

等［/ ’ !］物质。张小林等［&］通过 E36GDE方法研究发
现在临床分离大肠杆菌菌株中 (#&+, 的表达水平明
显高于敏感野生株；李乾学等［0］采用 S4KJ4+= <-@J方
法研究发现氟喹诺酮类高耐药临床分离大肠杆菌菌

株中 (#&+ 基因过量表达。同时，近年来有许多研究
发现在肠杆菌科的其它几个属中也检测到了与大肠

杆菌的这一主动外排系统同源性极高的基因，在耐

药菌株中，该系统的基因 8EF)表达水平明显高于
敏感野生株［" ’ /$］。

定 量 竞 争 性 GDE（ TU9=J,J9J,V4 :@8*4J,J,V4
*@-;84+9K4 :B9,= +49:J,@=，HD6GDE）是根据常规 GDE
发展起来的一种用于核酸定量的 GDE 技术。/(($
年，W,--,-9=L 首次将其应用于细胞因子 8EF) 和
NF)基因体外扩增的定量分析［//］。与其它研究基

因表达水平的方法相比，该方法具有实验周期短、使

用材料少、灵敏度高、操作简便等优点，现已广泛用

于细胞 NF)、EF)以及病毒、细菌核酸的定量检测。
本实验为研究大肠杆菌中 (#&+ 基因的表达水平奠
定基础，同时对定量竞争性 E36GDE这一方法的可
靠性及精确性进行了探索和验证。采用该体系可对

大肠杆菌中 (#&+ 基因 8EF)水平进行定量，进一步
研究该基因的表达水平与耐药性之间的关系。

) 材料和方法

)*) 材料
)*)*) 实验菌株：大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）
)3DD#&(##由本实验室保存。
)*)*+ 主要试剂和仪器：-(. NF)聚合酶（鼎国）；
3+,<-U4（3+,X@-）、随机引物六聚体（申能博彩）；N7GD
（)Y7E1DZ）；溶 菌（ Y.D[7Y）；LF3GK、N\#$$$
（3)])E)）；Y6Y\^E4V4+K4、E=9K,=（G+@84M9）；琼脂糖
（.,@_4KJ）；W@-LV,4_（赛百盛）。离心机（1IWY) /6/&]
型，‘=,V4+K9- %#E 型）；GDE 仪（.IZ6E)N）；‘^I 凝胶
成像 与 分 析 系 统（ N.36$5 型）；分 光 光 度 计
（.7N]Y)F N‘0$$型）；电泳仪（)84+KB98 GB9+89:,9



!"#$%&’ ()*+,-型）。
!"!"# 引物设计：根据 .%/!0/1 中 !"#$% 基因序
列，参考张小林等［2］研究，合成引物 )-（-345）和 )6
（6-45）；参考 7%8"等［-6］方法，借助软件 )9":%92;,，设
计引物 )+)6（+<45），其中 2=端 6-个核苷酸（下划线
部分）同 )6。)-和 )6用于检测 !"#$ 基因、制备目
标模板及建立共扩增体系使用；)- 和 )+)6 用于制
备内标准模板。+ 条引物序列为 )-：2=>?.???..??
???7.?.77>+=；)6：2=>.@?@@?777.7?@@7??.@..>
+=；)+)6：2=>.@?@@?777.7?@@7??.@..????.@7
?.??@7?@7.7>+=，由北京赛百盛生物工程公司合成。
!"$ 大肠杆菌基因组 %&’的提取
参照文献［-+］的方法提取大肠杆菌 @?7762<66

基因组 AB@，CD保存备用。取 6!E经 -F琼脂糖凝
胶，-,,G 电压，+,:"/ 电泳后，检测基因组 AB@ 完
整性。

!"# ()*检测 !"#$ 基因
)7H反应采用 6,!E 体系：-, I )7H !JKK%9（含

LM6 N），6!E；&!’ AB@ 聚合酶（6;2OP:E），,;2!E；引
物 )-（6,!:#8PE），引物 )6（6,!:#8PE），各 ,;2!E；
QB?)（-,::#8PE），,;2!E；@?7762<66 基因组 AB@，
-!E；QQR6S，补足至 6,!E。)7H反应程序：<2D 2:"/；

<CD +,T，2UD +,T，V6D -:"/，+,个循环；V6D -,:"/。
产物 2!E经 -F琼脂糖凝胶，-,,G电压，+,:"/电泳后
拍照检测并送至英骏生物技术有限公司测序，结果借

助软件 AB@>L@B G%9T"#/2;6;6分析。
!"+ 目标模板（,-）和内标准模板（.-）的制备
图 - 为基本原理，按照 -;+ 反应体系和程序，

)7H大量扩增获得目标模板（?*）。采用温度梯度
)7H摸索扩增内标准模板（W*）的退火温度，设计退
火温度范围为 22 X U2D，具体为：22D，22;<D，
2U;VD，2V;3D，2<;+D，U-;,D，U6;CD，U+;2D，
UC;+D，U2D。)7H 反应采用 6,!E 体系：-, I )7H
!JKK%9（含 LM6 N），6!E；&!’ AB@聚合酶（6;2OP:E），
,;2!E；引物 )-（6,!:#8PE），引物 )+)6（6,!:#8PE），各
,;2!E；QB?)（-,::#8PE），,;2!E；@?7762<66 基因组
AB@，+!E；QQR6S，补足至 6,!E。)7H 反应程序：

<2D 2:"/；<CD +,T，22 X U2D+,T，V6D -:"/，+, 个
循环；V6D -,:"/。产物 2!E 经 -;2F琼脂糖凝胶，
-,,G电压，+,:"/电泳后拍照。采用摸索得到的最
适退火温度，)7H 大量扩增获得内标准模板（ W*）。
对大量获得的 ?* 和 W* 片段进行凝胶回收，测定
()6U,和 ()63,，无菌水调整至 W*和 ?*单位浓度拷贝
数（&#5"%TP!E）相等。

图 ! 制备内标准模板（.-）和目标模板（,-）原理示意图
Y"MZ- *&’%:0$"& Q"0M90: #K 59%5090$"#/ #K W* 0/Q ?*Z

!"/ 内标准模板（.-）和目标模板（,-）共扩增
采用温度梯度 )7H摸索 W*和 ?*共扩增退火温

度，温度范围为 22 X U2D，具体为：22D，22;<D，
2V;3D，U-;,D，U+;2D。)7H反应采用 6,!E 体系：
-, I )7H !JKK%9（含 LM6 N ），6!E；&!’ AB@ 聚合酶
（6;2OP:E），,;2!E；引物 )-（6,!:#8PE），引物 )6
（6,!:#8PE），各 ,;2!E；QB?)（-,::#8PE），,;2!E；W*，
?*，各 +!E；QQR6S，补足至 6,!E。)7H 反应程序：
<2D 2:"/；<CD+,T，22 X U2D+,T，V6D -:"/，+2 个
循环；V6D -,:"/。产物 -,!E经 -;2F琼脂糖凝胶，
-,,G电压，+,:"/电泳后拍照。
!"0 大肠杆菌总 *&’提取及基因组 %&’的去除
参照 ?9"48J%（?9"[#8）试剂说明书并根据 .\细菌

特征设计方法，在使用 ?9"48J%裂解之前用溶菌酶破
菌，使 ?9"48J%的作用效率更高，增加 HB@得率。为
了避免获得的总 HB@ 样品中含有痕量的基因组
AB@，影响 :HB@ 的定量，所以本实验需要去除总
HB@样品中痕量的基因组 AB@，方法参照 AB0T% "
（HB0T% Y9%%）试剂说明书进行。对除去基因组 AB@
的总 HB@样品稀释后测定 ()6U,和 ()63,，计算 HB@
的浓度。对初提及去除基因组 AB@的总 HB@样品
各取 2!E经 -F琼脂糖凝胶，6,,G电压，-,:"/快速
电泳后拍照。

!"1 反转录合成 2%&’第一链
参照 L>LEG H%]%9T% ?90/T&9"5$0T%试剂说明书并

稍加改进，将反应温度设定为 C6D并适当延长反应
时间。合成的 &AB@第一链产物稀释后测定 ()6U,

和 ()63,，计算 &AB@浓度。
!"3 竞争定量 ()*体系的建立
对内标准模板（W*）进行 -,倍梯度系列稀释，制

U+6 7R(B @">:%" *+ !, Z P$"+! -."#/0./,/1."! 2.3."!（6,,V）CV（6）



成 ! " !#!# $%&’()*!+、! " !#, $%&’()*!+、! "
!#- $%&’()*!+、! " !#. $%&’()*!+、! " !#/ $%&’()*!+、! "
!#0 $%&’()*!+、! " !#1 $%&’()*!+、! " !#2 $%&’()*!+和 ! "
!#3 $%&’()*!+的模板，4 3#5保存备用。将梯度稀释
的 67分别与等量大肠杆菌 89::30,33 $;<8样本加
入同一管中进行共扩增。=:> 反应体系：!# " =:>
?@AA(B（含 CD3 E 离子），3!+；!"# ;<8 聚合酶（3F0G*
H+），#F0!+；引物 =!（3#!H%I*+），引物 =3（3#!H%I*+），
各 #F0!+；J<9=（!#HH%I*+），#F0!+；67（!# 倍系列稀
释），$;<8，各 2!+；JJK3L，补足至 3#!+。=:> 反应
程序同 !F0并采用 !F0得到的共扩增的最适退火温
度。产物取 !#!+经 !F0M琼脂糖凝胶，!##N电压，
2#H’O电泳后拍照。采用 GN6凝胶成像与分析系统
对电泳条带进行灰度扫描，获得各个条带灰度值，所

获数据采用软件 7=77!!F0和 P@BQ(PR&(BS!F2进行统
计学分析。

! 结果
!"# $%&检测 !"#$ 基因

=:>产物片段大小与预期相符为 2-,T&，测序
结果与 U(O?VOW所查序列的同源性为 ,,F32M。
!"! 温度梯度 $%&摸索扩增内标准模板（’(）的最
适退火温度

=:>产物电泳结果见图 3。可见片段大小与预
期相符为 23!T&，退火温度范围较宽，在预先设定的
!#个退火温度中只有在 /05的条件下扩增得到的
条带较弱。为了便于随后共扩增体系的建立，将

0/5确定为共扩增反应的退火温度。

图 ! 温度梯度 $%&摸索制备内标准模板退火温度电泳
X’DY 3 8DVB%)( D(I (I($SB%&Z%B()’) %A 67 VH&I’A’(J T[ S(H&(BVS@B(\
DBVJ’(OS\=:>Y C：;+3###；! ] !#：9Z( VOO(VI’OD S(H&(BVS@B() VB(00 Y#5
00Y,5，0/ Y.5，0. Y-5，0,Y25，/! Y#5，/3Y15，/2Y05，/1 Y25，

/0Y#5 )(&VBVS(I[Y

!") 内标准模板（’(）和目标模板（*(）的定量
对 =:>产物纯化后进行定量，无菌水稀释，使

内标准模板（67）和目标模板（97）的单位浓度拷贝数
均为 ! " !#!! $%&’()*!+，4 3#5保存备用。
!"+ 温度梯度 $%&摸索扩增内标准模板（’(）和目
标模板（*(）共扩增的最适退火温度

=:>产物电泳结果见图 2。两条片段大小均与

预期相符，分别为 23!T&和 2-,T&，二者相差 /-T&；0
种退火温度均可见产物，其中 005，00F,5 和
0.F-52种退火温度得到的产物条带相对较亮；在
共扩增体系中，两种模板的加入量相等，图中两个条

带的亮度一致。根据以上结果，将共扩增反应的退

火温度定为 0/5。实验表明引物设计合理，内标准
模板（67）和目标模板（97）在同一反应体系中实现了
对各个反应成分的竞争，二者扩增效率一致；两种产

物条带大小相差合适，在 !F0M琼脂糖凝胶上可有
效分离。由此可见该体系适当，可用于竞争定量

=:>反应。

图 ) 温度梯度 $%&摸索内标准模板与目标模板共扩增
的退火温度电泳结果

X’DY 2 8DVB%)( D(I (I($SB%&Z%B()’) %A $%\VH&I’A’$VS’%O %A 67 VOJ 97Y
C：;+3###；! ] 0：SZ( VOO(VI’OD S(H&(BVS@B() VB( 00 Y #5，00Y ,5，

0.Y-5，/!Y#5，/2Y05 )(&VBVS(I[Y

!", 大肠杆菌总 &-.提取
电泳结果见图 1，初提以及去除基因组 ;<8的

总 ><8样品中 07、!/7 和 327 这 2 条带清晰可见，
$3/# *$3-#均在 !F-和 3F#之间，可以推测 H><8未降
解且纯度较高，可用于反转录。

图 + % / "&’( .*%%!,0!! 菌株的总 &-.电泳结果
X’DY1 8DVB%)( D(I (I($SB%&Z%B()’) %A S%SVI ><8 %A % Y &’() 89:: 30,33Y
C：;+3###；!，3：9Z( %B’D’OVII[ ’)%IVS(J S%SVI ><8 %A % Y &’()
89::30,33；2，1：9Z( S%SVI ><8 %A % Y &’() 89::30,33 ^’SZ D(O%H(
;<8 (I’H’OVS(JY

!"1 竞争定量 &*2$%&体系的建立
电泳结果见图 0。随着 67拷贝数的梯度减少，

以 67 作为模板的内标准模板产物大小 23!T& 的条
带亮度明显降低，而以 $;<8作为模板的目标产物
2-,T&的条带亮度明显增加，两种模板在同一体系
中实现了对引物，J<9=等反应成分的竞争，产物条
带的亮度与模板量正相关。GN6凝胶成像与分析系

.23陈爱美等：竞争性 >9\=:>法及对大肠杆菌 "&*$基因 H><8表达水平的定量研究 Y *微生物学报（3##.）1.（3）



统对电泳条带进行灰度扫描，得到各个条带的峰面

积，结果见表 !，条带峰面积的大小与模板的量呈正
相关。以 "#［内标准模板产物峰面积$目标产物峰面
积］为纵坐标，以 "#［内标准模板拷贝数］为横坐标，
采用软件 %&%%!!’( 和 )*+,-./01-+2!’3 分别作线性
回归分析，得到相同的一元回归方程 4 5 6 7’38( 9
7’7:;0，见图 <（相关系数 + 5 7’:(:，判定系数 => 5
7’:>7，标准差 ! 5 7’7(::;，对相关系数的假设检验
" 5 7’77> ? 7’7!；# 检验，# 5 8(’:!; @ #7’7!；$ 检
验，A $ A 5 <’;< @ $7’7!），分析结果显示 "#［内标准模板
拷贝数］与 "#［内标准模板产物峰面积$目标产物峰
面积］之间存在显著的直线回归关系。当［内标准模

板产物峰面积$目标产物峰面积］5 !，两种模板的加
入量相等时，"#［内标准模板产物峰面积$目标产物
峰面积］5 7，即 4 5 7，根据公式即可求得 0，即 "#［内
标准模板拷贝数］的值，得出内标准模板的拷贝数，

由于此时内标准模板与 BCDE样本中目标模板量相
等，从而得出 BCDE样本中目标模板的拷贝数，实现
对样本中目标模板的定量。本实验中，当 4 5 7 时，
"#［内标准模板拷贝数］5 3’((，则 BCDE样本中目标
模板拷贝数等于内标准模板拷贝数为 3!<>，即约为
3 F !73 BG1H-I。

图 ! "#倍系列稀释内标模板与 $%&’共扩增电泳结果
JH#K( E#L+GI- #-" -"-B2+G1MG+-IHI GN BG.LO1"HNHBL2HGP GN !7.NG"Q-Q R% LPQ
BCDE GN % K &’() ES))>(:>>KT：CU>777；! V <：SM- W*LP2H2H-I GN R% L+-

3 F !7;，3 F !7<，3 F !7(，3 F !78，3 F !73，3 F !7> BG1H-I I-1L+L2-"4；;：

P-#L2H,- BGP2+L" K

图 ( )*+,- .*,结果的统计学分析
JH#K < %2L2HI2HB LPL"4IHI GN W*LP2H2L2H,- BGO1-2H2H,- =S.&)= 1+GQ*B2IK 0.
E0HI："#［ R%，BG1H-I］；4.E0HI："#［ XLPQ IBLPPHP# L+-L（3>!X1）$XLPQ
IBLPPHP# L+-L（3Y:X1）］K

表 " )*+,-+.*,产物条带密度扫描结果
SLX"- ! ZLPQI IBLPPHP# +-I*"2I GN [).=S.&)= 1+GQ*B2I

%LO1"-
DGK

0.E0HI ZLPQI IBLPPHP# L+-LI 4.E0HI
R% BG1H-I "#（R% BG1H-I） 3>!X1（L） 3Y:X1（X） "#（L$X）

! 3 F !7; ;’8;;! !Y!( Y<; 7’3>7Y(;(3>
> 3 F !7< <’8;;! !<(; ;:7 7’3>!<:(8!;
3 3 F !7( (’8;;! !(Y7 !7>7 7’!:77(<:!(
8 3 F !78 8’8;;! !8>7 !7>( 7’!8!(<88;:
( 3 F !73 3’8;;! !!7< !7>; 7’73>!Y8<Y3
< 3 F !7> >’8;;! ;:7 !!Y8 6 7’!;(;>8<!!

/ 讨论
目前，采用 DG+2M-+P X"G2、=DE点杂交、=DE狭线

杂交、核酸酶保护实验和原位核酸杂交等方法均可

检测细胞内 O=DE 水平，但缺点是起始材料 =DE
（O=DE）用量大，灵敏度低，时间周期长。在一般情
况下，上述方法至少需要微克级水平的 =DE，而 =S.
&)=法至多才需要几微克 =DE，最少可至 1# 级水
平；由于 =S.&)=可使靶基因产物扩增几百万倍，因
此灵敏度高［!!］；此外，=S.&)= 实验周期短、所需试
剂少等优点也使该方法更广泛的使用。

本实验设计 3条引物，通过 &)=合成比目标片
段短 <YX1的突变型片段作为内标准模板（R%），再通
过 &)=合成与目标片段相同的片段作为目标模板
（S%），将获得的 R%和 S%分别纯化后定量，制备成拷
贝数相等的两种模板；R% 和 S% 有共同的引物结合
位点，因此可在同一体系中共扩增，通过温度梯度

&)=摸索获得二者共扩增的最适退火温度，优化体
系中各个反应成分的加入量；最后将梯度系列稀释

并已知拷贝数的 R%和目标片段拷贝数未知的 BCDE
样本采用获得的共扩增最适体系进行扩增，随着体

系中内标准模板的拷贝数减少，样本 BCDE中目标
片段逐渐得到扩增，当二者的拷贝数在一个数量级

时即可进行同等效率的扩增，在 !’(\琼脂糖凝胶
电泳图上可见亮度一致但大小相差 <YX1的两条带；
通过 ]^R凝胶成像与分析系统进行条带灰度扫描，
统计学软件分析数据，获得竞争曲线，从而对菌株中

*&+,基因 O=DE 表达水平进行定量分析。采用该
体系可对临床或食品中分离得到的大肠杆菌耐受菌

株中 *&+, 基因 O=DE水平进行定量，以便进一步研
究该基因 O=DE的表达水平与大肠杆菌耐药表型之
间的关系。
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