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摘 要 对 !# 余种细菌 K$+ 1‘*7? 进行多序列比对与进化树分析，设计铜绿假单胞菌（8&%)<(5($+& +%*)1#$(&+，G7）荧光定量

GI2（E(:’1,?3,;3, U:B;.4.B.45, GI2，L M̂GI2）特异性引物。提取 G7 基因组 ‘*7，以特异性引物扩增 K$+ 1‘*7 靶片段，并构建重组

质粒 -F‘=MGE1。将梯度稀释的 -F‘=MGE1 质粒作为模板，用于建立定量标准曲线。以 +Na2 [1,,; _ 荧光染料建立 !#!J 反应体

系，对不同浓度的 G7 ‘*7 样品进行 L M̂GI2 检测。同时，以金黄色葡萄球菌、伤寒杆菌、福氏志贺菌、变形杆菌、表皮葡萄球

菌、大肠杆菌和结核杆菌的基因组 ‘*7 作阴性对照，验证 L M̂GI2 方法检测 G7 的特异性。结果显示，设计的 L M̂GI2 引物的

靶向序列，仅对 G7 K$+ 1‘*7 有高度同源性；L M̂GI2 方法检测 G7，其灵敏度达 Sb$-DP!J 的基因组 ‘*7 或（!bK c K#S d SbK c
K#!）拷贝P!J 的 K$+ 1‘*7 基因，并且具有很强的特异性；从细菌 ‘*7 提取到 L M̂GI2 检测，可在 !> 左右完成 G7 鉴定。较传统

的培养鉴定法而言，以 K$+ 1‘*7 作为 L M̂GI2 靶基因快速检测 G7，具有很好的研究价值与应用前景。
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铜绿假单胞菌（!"#$%&’&()" )#*$+,(&")，<0）广泛

分布于自然界，是临床上重要的条件致病菌，也是烧

伤、肿瘤、早产儿及重症肺结核等免疫功能低下者并

发感染的最常见致病菌之一［@，F］。近年来，由于广

谱抗生素、免疫抑制剂的广泛应用以及机械通气等

侵袭性诊疗操作的大量开展，<0 感染出现增多趋

势；并且，随着耐药菌株的流行，<0 感染导致了较高

的死亡率［G，H］。因此，对可疑感染者或易感染者作

出快速的定性、定量诊断，有利于及时、有效地进行

临床干预，继而对控制 <0 感染、降低死亡率具有重

要意义。然而，目前作为金标准的细菌分离培养方

法加上药物敏感试验通常需要 F! I G!，在诊断时效

性上存在明显欠缺［J，A］。

目 前，荧 光 定 量 <=>（ C+,&)"*$"’$" D,2’#%#2#%E"
<=>，9:;<=>）技术在 KLM、K8M、B0>B;=&M 及炭疽杆

菌、鼠疫杆菌等病毒或细菌的快速检测方面进展很

快，已有针对其特异性靶基因的 9:;<=> 试剂盒应

用到临床、食品或安全检验检疫中。对细菌、衣原体

和支原体等病原微生物而言，看家基因 @AB )./0 分

布的普遍性及其序列的种内保守性，使其成为微生

物快速分类鉴定的理想靶基因［N O P］。本研究通过对

数十种致病细菌的 @AB )./0 序列进行生物信息学

分析，设计了 <0 @AB )./0 特异性引物，并建立了敏

感、特异的 9:;<=> 快速检测方法。

) 材料与方法

)*) 材料

)*)*) 菌株与培养基：<0 标准菌株 <0Q@、金黄色葡

萄球菌（ -.)/012&3&33$" )$*#$"）、伤寒杆菌（ -)2’&(#22)
.1/0,）、福氏志贺杆菌（ -0,+#22) 42#5(#*,）、变 形 杆 菌

（!*&.#$" 6$2+)*," ）、表 皮 葡 萄 球 菌（ -.)/012&3&33$"
#/,%#*’,%,"）及大肠杆菌（7"30#*,30,) 3&2,）等菌株均由

本室保存；结核杆菌（813&9)3.#*,$’ .$9#*3$2&","）标准

株 KGN>E 由解放军 GQP 医院庄玉辉教授惠赠。细菌

RL 培养基按《分子克隆（第三版）》配方配制，结核杆

菌以改良罗氏斜面培养基（上海临床检验中心）培

养。

)*)*+ 分子生物学试剂：细菌基因组 ./0 提取试

剂盒 S"’&4%$;#%( @QQTS 及质粒小量提取试剂盒购自

:%2-"’，胶回收纯化试剂盒购自上海华舜生物工程

有限公司，U2D ./0 聚合酶购自上海申能博彩生物

科技有限公司，!/U< 4%1（!0U<、!SU<、!=U< 及 !UU<
各 QVF44&+TR）为 B2’-&’ 公司产品，基因克隆载体

(W.@X;U 与 BYL> S)""’ 8 荧光染料预混试剂 BYL>!

<)"4%1 Z1 U2DUW均购自 U2[2>2。
)*)*, 主 要 仪 器：L%&(6&#&4"#") 分 光 光 度 计

（Z(("’!&)C），<U=;@QQUW 自 动 热 循 环 <=> 仪（W\
>"2)$6，8’$ 7），>&#&) S"’" GQQQ 荧 光 定 量 <=> 仪

（=&)3"## >"*"2)$6）。

)*+ 方法

)*+*) <0 @AB )./0 特异性引物的设计与合成：在

线登录 S"’L2’]（5557 ’$3% 7 ’+47 ’%6 7 -&E），获得 <0 标

准菌株 <0Q@ 的 @AB )./0 序列（/=O QQFJ@A）；同时

分别获得包括金黄色葡萄球菌（/=O QQFNJX）、肠伤

寒杆菌（/=O QQG@PX）、鼠伤寒杆菌（/=O QQG@PN）、福

氏志贺杆菌（/=O QQHGGN）、变形杆菌（\Q@XNH）、表皮

葡萄球菌（0\N@NGNN）、大肠杆菌（.:@@XQ@N）以及结

核杆菌（/=O QQQPAF）等在内的 FJ 种（约 JQ 株）细菌

的 @AB )./0 序列。通过 W"-0+%-’ 软件对各细菌 @AB
)./0* 进行多序列比对分析，选择 <0 特异性位点设

计上、下游 9:;<=> 引物 <C 和 <)；并将 <C;<) 引物靶

向的 @AB )./0 扩增序列，与 <0 及其它 FJ 种细菌的

@AB )./0 序列进行进化树分析，以验证该引物用于

<0 特异性检测的可行性。引物合成由北京奥科生

物技术有限公司上海分公司完成。

)*+*+ 细菌基因组 ./0 模板的制备：分别挑取 <0、

金黄色葡萄球菌、伤寒杆菌、福氏志贺杆菌、变形杆

菌、表皮葡萄球菌和大肠杆菌的单克隆菌落，以 RL
液体培养基培养过夜；结核杆菌以罗氏斜面培养基

培养（GN^，F 周），并经高压灭菌。细菌基因组 ./0
以 S"’&4%$;#%( @QQTS 试剂盒提取、纯化，并以分光光

度计测定浓度与纯度，O FQ^保存备用。

)*+*, <0 @AB )./0 标准质粒的构建：通过 <C 和 <)
引物对 <0 @AB )./0 靶片段进行 <=> 扩增，并对扩

增终产物进行 @VJ_ 琼脂糖凝胶电泳。扩增体系

FJ!R，含 @Q ‘ U2D 缓冲液（W-BaH FQ44&+TR）FVJ!R，

!/U< 4%1#,)" @!R，<C 及 <) 引物（GQ!4&+TR）各 QVF!R，

U2D ./0 聚 合 酶（FVJ,T!R）QVJ!R，<0 基 因 组 ./0

QPN :0,(#"# ;&$*()2 &4 <,&.#30(&2&+1 生物工程学报 FQQA，M&+VFF，/&VJ



图 ! "#、"$ 引物扩增产物的序列及其进化树分析

%&’(! )*+ ,-./&#&0,1&23 .$24501’6 6+75+30+ 2# "8 !9: $;<8 => "?@ A&1* "#
,34 "$ .$&-+$6（8）,34 1*+ .*>/2’+3+1&0 1$++ 2# "#B"$ ,-./&#&0,1&23
.$24501 2# "8 !9: $;<8 A&1* !9: $;<86 2# 21*+$ CD =,01+$&,（E）

8：1*+ 534+$/&3+4 350/+21&4+6 ,1 D’,34 F’1+$-&3& 02$$+6.234 12 1*+ #2$A,$4 ,34 $+G+$6+

.$&-+$6（"# ,34 "$），$+6.+01&G+/>；E：1*+ .*>/2’+3+1&0 1$++ A,6 -,4+ => 1*+ H+’8/&’3 62#1A,$+(

（!!’）!!I，去离子水 !JK9!I。扩增条件：JDL预变性

D-&3；JML变性 FN6，DNL退火 MN6，OCL延伸 !-&3，FN
个循环；OCL延伸 D-&3。以胶回收试剂盒回收、纯

化 "#B"$ 扩增片段，将其连入 .H;!PB) 载体。将所

得重组质粒 .H;)B"#$ 转化 ;QD"菌，挑单克隆菌落

培养，以质粒提取试剂盒提取质粒，进行酶切（!"#@#R
$%&4$）、电泳鉴定与 ;<8 测序（北京奥科生物技

术有限公司上海分公司），并将测序结果与 S+3E,3T
序列比对。之后，以分光光度计测定 .H;)B"#$ 浓度

与纯度，U CNL保存备用。

!"#"$ "8 !9: $;<8 的 %VB"?@ 检测：

%反应体系与反应条件：以 :WE@! "$+-&X YX
),7)H试剂建立 CN!I 反应体系，包括 :WE@ S$++3 Z 荧

光染料预混试剂 !N!I、"# 和 "$ 引物各 NK!D!I、梯度

稀释后的 ;<8 模板 C!I 和双蒸去离子水 OKO!I。反

应条件：（!）JDL预变性 !N6；（C）JDL变性 D6，DNL退

火 CN6，OCL延伸 !N6，在延伸步骤末采集荧光信号，

共 MN 个循环；（F）熔解曲线分析，9DL [ JDL，第一

步保温 MD6，后续步骤保温 D6。

&定量标准曲线的建立：以 .H;)B"#$ 作为 "8
!9: $;<8 标准质粒，用于建立 %VB"?@ 检测的标准

曲线。根据 .H;)B"#$ 质粒的分子量与质量浓度，计

算其拷贝数浓度（!KO \ !N!N 拷贝R!I），并梯度稀释

至（!KO \ !NO [ !KO \ !NM ）拷贝R!I，利用 @212$ S+3+
FNNN 荧光定量 "?@ 仪检测 M 个反应管的循环阈值

（1*$+6*2/4 0>0/+，?1）。通过 F 次重复实验，建立反映

?1 值与质粒拷贝数浓度对应关系的定量标准曲线。

’敏感性与特异性检测：将 "8 基因组 ;<8 模

!JO薛利军等：!9: $;<8 用作荧光定量 "?@ 靶基因快速检测铜绿假单胞菌



板梯度稀释至（!"# $ %&’ ( !"# $ %&) %）*+,!-，按上述

反应体系与反应条件，检测 ./0123 方法的敏感性。

同时，考虑到一些常见的 14 共存菌［%& ) %5］，以金黄色

葡萄球菌、伤寒杆菌、福氏志贺菌、变形杆菌、表皮葡

萄球菌、大肠杆菌和结核杆菌的基因组 674 模板

（!"# $ %&5*+,!-）作阴性细菌对照，以双蒸去离子水

作无模板对照（89 :;<*=>:; ?98:@9=，7A2），验证 ./0
123 方法检测 14 的特异性。实验重复 ! 次。

图 5 *B6A01C@ 质粒的扩增曲线及标准曲线

.D+E5 AF; C=G9@;H?;8?; ><*=DCD?>:D98 ?G@I;H（4）>8J ?9@@;H*98JD8+ H:>8J>@J KG>8:D:>:D98 ?G@I;（L）

9C JD=G:D98 +@>JD;8:H 9C @;?9<MD8>8: *B6A01C@ *=>H<DJ J;:;?:;J MN :F; ./0123 >HH>N
4：:F; ?G@I;H C@9< % :9 ’ @;*@;H;8:（%"O $ %&O ( %"O $ %&’）?9*D;H,!- 9C *B6A01C@ *=>H<DJ，@;H*;?:DI;=N；

L：:F; H:>8J>@J ?G@I; >8J @;=>:;J C9@<G=> P;@; <>J; MN BD?@9H9C: QR?;= M>H;J 98 :F; J>:> 9C ! D8J;*;8J;8: ;R*;@D<;8:HE

图 ! ./0123 检测 14 基因组 674 的敏感性与特异性实验

.D+E! .=G9@;H?;8?; ><*=DCD?>:D98 ?G@I;H 9C JD=G:D98 +@>JD;8:H 9C 14 +;89<D? 674（4）

>8J ?98:@9= M>?:;@D>= 674H（L）J;:;?:;J MN ./0123
4：:F; H;8HD:DID:N J;:;?:D98E 2G@I;H C@9< % :9 # @;*@;H;8:（!"# $ %&’ ( !"# $ %& ) %）*+,!- 9C :F; 14 +;89<D? 674，

@;H*;?:DI;=N，PD:F :F; ?G@I; O M;D8+ 7A2E L：:F; H*;?DCD?D:N J;:;?:D98E 2G@I;H C@9< % :9 S @;*@;H;8: !"# $ %&5*+,!- 9C :F;

+;89<D? 674H 9C 14，! E "#$%#&，! E ’()*+，! E ,-%./%$+，0 E 1#-2"$+&，! E %)+3%$4+3+&，5 E 67-+，>8J 8 E ’#9%$6#-7&+&，

@;H*;?:DI;=N，PD:F :F; ?G@I; T M;D8+ 7A2E 2 >8J 6：JDHH9?D>:D98 ?G@I;H ?9@@;H*98JD8+ :9 4 >8J L，@;H*;?:DI;=NE
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! 结果

!"# $% #&’ ()*% 引物设计及其靶向序列的进化

树分析

设计的 !" #$% &’(" 引物为 !)（上游引物）和 !&
（下 游 引 物 ），其 序 列 分 别 为 *+,-"..--/.-/-
---/".,0+ 和 *+,"-.."".--/.-/""..".,0+。 对

!),!& 预期的扩增产物序列（图 #，"）以 123"4536 软

件（.4789:4 算法）进行进化树分析。结果显示，除 !"
外，!),!& 扩增产物与其它 ;* 种细菌的 #$% &’(" 序

列均无进化同源性（图 #，<），提示 !)、!& 引物及其靶

向序列对 !" 有很强的特异性，可用于 !" 的 =>,
!.? 快速检测。

!"! $% #&’ ()*% 标准质粒的构建

酶切及电泳分析表明，质粒 @1’-,!)& 可切出大

小为 #0AB@ 的目的片段（结果未显示）。’(" 测序结

果显 示，@1’-,!)& 质 粒 所 含 !" #$% &’(" 序 列 与

/26<:6C（(.D EE;*#$）公布序列（图 #，"）完全一致。

!"+ ,-.$/0 检测 $% #&’ ()*% 标准曲线的建立

以梯度稀释至（#FA G #EA H #FA G #EI ）拷贝J!K
的 @1’-,!)& 质粒 ;!K 作为模板，分别建立 I 管标准

品反应体系，进行 =>,!.? 检测。根据各反应管所

测 .9 值（!）与所含质粒拷贝数浓度（ "）之间的对应

关系，得到 =>,!.? 检测 !" #$% &’(" 的标准曲线：!
L D #FI$#I 46（"）M 0NON;#（#; L EFNNNN）（图 ;）。

表 # ,-.$/0 方法检测 $% #&’ ()*% 的敏感性实验

12345 # ’567898:89; <= ,-.$/0 2772; 86
9>5 ?595@98<6 <= $% #&’ ()*%

%:P@42
67PB2&:

<:Q92&5:4
326RP5Q ’("

S54795R6J（@3J!K）

-T&28TR4S QUQ42
（.9）V:472B

.:4Q74:92S
QR6Q269&:95R6

（QR@528J!K）Q

# 0F$ G #EI #*FAE W EFEN $FX G #E$ W *F# G #E*

; 0F$ G #E0 #AF$A W EF#0 #FX G #E$ W #F; G #E*

0 0F$ G #E; ;EFN# W EFEI ;FE G #E* W N ON G #E0

I 0F$ G #E# ;IFA* W EFIA #FI G #EI W IF# G #E0

* 0F$ ;AF*0 W EF;A ;F# G #E0 W 0F# G #E;

$ 0F$ G #E D # 0EF*# W EF;; *FE G #E; W #F# G #E;

:：8:P@42 67PB2&8 QR&&28@R6S 9R 9T2 Q7&V2 67PB2&8 56 =53O 0"；

B，Q：9T2 V:4728 :&2 P2:68 W 89:6S:&S S2V5:95R68 )R& 9T&22 56S2@26S269
2Y@2&5P2698O

!"A ,-.$/0 检测 $% 的敏感性

以梯度稀释至（0F$ G #EI H 0F$ G #ED #）@3J!K 的

!" 基因组 ’(" ;!K 作为模板，分别建立 $ 管 =>,
!.? 反应体系，通过 0 次重复实验检测各管 .9 值，

并根据上述定量标准曲线分别计算出对应的 #$%

&’(" 基因拷贝数。结果显示（图 0，" 和 .；表 #），基

于 !)、!& 引物的 =>,!.? 方法，检测灵敏度达 0F$
@3J!K的 !" 基因组 ’(" 或（;F# G #E0 W 0F# G #E;）拷

贝J!K 的 #$% &’(" 基因（以 .9 Z 0E 为阳性）。

!"B ,-.$/0 检测 $% 的特异性

分别以 0F$ G #E; @3J!K 的 !"、金黄色葡萄球菌、

伤寒杆菌、福氏志贺菌、变形杆菌、表皮葡萄球菌、大

肠杆菌和结核杆菌的基因组 ’(" 作为待检样品，以

双蒸去离子水为 (-.，进行 =>,!.? 特异性检测。

结果表明（图 0，< 和 ’），除 !" 样品呈阳性结果（.9
L ;EFN# W EFEI）外，其它细菌样品均为阴性（.9 值

为 E）。

+ 讨论

!" 是医院内感染的主要病原因子之一。患者

一旦发生严重感染（如肺炎和菌血症），由于传统培

养鉴定方法的局限性，常导致不能及时诊断，加上经

验性治疗多缺乏针对性，因而常引起较高的死亡率，

如何 实 现 快 速 检 测 则 是 解 决 这 一 问 题 的 关

键［0，*，#0］。目前，以 #$% &’(" 为靶基因进行 !.? 扩

增，已广泛应用于细菌、衣原体、支原体、立克次体和

螺旋体的鉴定［#I］。尽管 !.? 方法本身速度快、敏感

性高且操作简便，但其扩增产物还需要通过核酸杂

交、酶切电泳或 ’(" 测序分析等方可做出细菌学鉴

定［X，#E，#*］，后续步骤在一定程度上影响了整个检测

的时效性。

细菌 #$% &’(" 是应用分子生物学方法进行微

生物快速分类与鉴定的理想靶基因。该基因由可变

区和保守区组成，保守区为所有细菌共有，可变区则

具有种属的特异性［#$］。因此，设计高度特异的 #$%
&’(" 引物，是建立 !" =>,!.? 检测方法的关键。在

对 !" 等数十种细菌 #$% &’(" 序列进行比对分析的

基础上，本研究选取细菌 #$% &’(" 同源性较低的区

域设计了一对 =>,!.? 引物 !) 和 !&。进化树分析显

示，!),!& 扩增产物序列与金黄色葡萄球菌等 ;* 种

细菌的 #$% &’(" 序列均无进化同源性；=>,!.? 检

测结果也显示，在使用等量 ’(" 模板的情况下，!)、
!& 引物仅对 !" 样品有阳性扩增，而对常见的金黄

色葡萄球菌、伤寒杆菌、福氏志贺菌、变形杆菌、表皮

葡萄球菌、大肠杆菌和结核杆菌样品检测均呈阴性。

上述结果表明，!) 和 !& 引物对 !" 有很强的特异性，

完全可以满足 !" 检测的需要。

由定量标准曲线可见，各梯度模板的浓度对数

0NA薛利军等：#$% &’(" 用作荧光定量 !.? 靶基因快速检测铜绿假单胞菌



值与 !" 值之间有良好的线性关系。基于该标准曲

线，本研究以 #$%&!’ 方法检测 &( )*( 样品，其检

出下限可达 +,- ./0!1 的细菌基因组 )*( 或（2,3 4
35+ 6 +,3 4 352 ）拷贝0!1 的 3-7 8)*( 基因。鉴于

&( 全基因组（9:;<=;> 序列号：(?55@5A3）含 @ 个拷

贝的 3-7 8)*( 基因，因此，本研究建立的 #$%&!’ 方

法其检测下限相当于（B,+ 4 352 6 C,D 4 353 ）!#E0

!1，略低于 &F8;=G 等报道的 #’?H（荧光共振能量传

递）探针法的灵敏度［3C］，但具有引物设计相对简单

及成本低廉等优点。

总之，本研究以 3-7 8)*( 为靶基因，基于 7I<’
98::; J 荧光染料和 &K0&8 引物进行 #$%&!’ 反应，检

测 &( 特异性强、灵敏度高，并且具有很好的重复

性。从提取待检样品 )*( 到完成 #$%&!’ 反应，可

在 2 L 左右实现对 &( 的快速鉴定。考虑到实验中

采用的细菌均为纯的分离菌株，而临床标本更为复

杂多样。因此，在本研究建立的 #$%&!’ 方法基础

上，进一步针对临床标本优化反应条件，将有助于该

检测方法产生更好的应用前景。
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