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摘要：基于金黄色葡萄球菌 "%& ’()* 基因序列，采用序列比对设计了一种茎环结构的寡聚核苷酸探针。探针的环

序列即为金黄色葡萄球菌 "%& ’()* 基因序列的其中一个片段，同其他菌种的 "%& ’()* 基因序列误配 + 个以上的

核苷酸，因此能高度专一、灵敏的检测金黄色葡萄球菌 "%& ’()*。根据分子信标技术和酶联免疫分析的原理，评估

一个实验方法，即利用能构象转换的、固定化的茎环结构探针酶联检测靶核酸。由于探针的特异性加强，这个检测

系统能有效的排除假阳性即不会出现误配一个核苷酸的情况。采用微量浓度测定分析，最低下限可检测出大约

!,- 的金葡球菌 "%& ’()*。这种方法的灵敏度比其他常规检测方法高出了至少一个数量级。
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金黄色葡萄球菌是目前最难以对付的病原菌之

一。金黄色葡萄球菌可以引起小到皮肤感染大到可

以致命的严重肺炎、脑膜炎以及骨关节感染、心内膜

炎和败血症［"］。在一般情况下，金黄色葡萄球菌无

症状地存在于大约 .#Y的人的鼻孔和皮肤上。当

一旦它有机会进入到人体内［+］，会引起金黄色葡萄

球菌感染或者严重的机体感染如败血病［.］。尽管常

规的微生物检测方法容易鉴定金黄色葡萄球菌，例

如凝 固 酵 素 试 验、生 化 试 验、特 异 性 的 线 性 "%&
’()*基因探针、抗菌素和Z或血清型分类法。但是

在某些情况下正确的物种诊断是相当困难的，这是

因为至少在一些临床的葡萄球菌物种分离中有广泛

的表型特性［!］。基于分子信标（K=OEJ8O<’ NE<J=,G）的

检测方法灵敏、特异、快速，已广泛的应用于细菌的

核酸检测［2，%］。

近年来的应用实践表明，分子信标核酸检测方

法存在一些不足。例如分子信标花费高且当分子信

标与核酸分子误配一个核苷酸的时候也能够检测出

荧光 信 号，导 致 假 阳 性 的 产 生。德 国 科 学 家 们

（F=JQ;GJB $5 .# U）基于分子信标检测的原理提出了一
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种新颖、廉价的酶联构象转换分析系统并在细菌核

酸检测中得到了应用［!］。他们利用亲和标记了的茎

环结构的寡聚核苷酸探针来检测靶核酸。这种探针

的 "#端固定在 $% 孔酶标板上，&#端标记上亲合大分

子。当没有靶核酸的时候，亲合分子紧密地靠近在

固相支持物的表面而呈现自然状态的发夹结构，由

于空间位阻的作用使得酶连接的报告分子不能与亲

合分子结合产生信号；当存在靶核酸的时候，探针的

环序列与靶核酸完全互补配对使得环被打开，构象

发生变化呈现线性结构，暴露在外的亲合分子与报

告分子结合产生信号。但是这种方法与分子信标一

样在对于存在一个核苷酸误配的时候能检测出信号

出现假阳性。本研究在此方法的基础上进行改良，

即利用序列比对的方法在目的病原菌 ’%( )*+, 高

度保守的区域寻找一段序列设计为探针的环序列，

这段序列与其它的高度同源菌种的 ’%( )*+, 基因

序列片段差异两个核苷酸以上，从而避免探针环序

列与其他非目的病原菌核酸杂交时出现误配一个核

苷酸的情况，克服出现假阳性的问题，极大的提高检

测方法的灵敏度和特异性。此外，这个检测系统结

合了通过生物信息学方法设计的专一性探针和酶联

构象转换分析系统首次应用在金黄色葡萄球菌的

’%( )*+, 检测中。

! 材料与方法

!"! 茎环结构探针的设计与菌株

在 +-./ 的非冗余核酸数据库中，通过关键词

搜索 得 到 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ’%( )*+, 基 因 序 列

（0"!&$!），然后根据金黄色葡萄球菌的 ’%( )*+, 基

因序列通过 .1234+ 程序［5］在 +-./ 的 .0,(6 服务器

上进 行 序 列 比 对（ 7448：99:::; <=>? ; <1@; <?7 ; ABC9
>12349），期望值参数（DEFD-6）默认为 ’G。最后 ’G 种

具有代表性的序列被排列通过 -1H3421I［$］和手动编

辑如图 ’ 所示。在队列中发现金黄色葡萄球菌 ’%(
)*+,基因序列中有一段特异性序列（位置：&! J
%K）与其他菌种 ’%( )*+, 基因序列差异 L 个核苷酸

以上。因为茎长有 % 个核苷酸的时候能提供最佳的

信噪比，所以茎环结构的探针选择 % 个核苷酸作为

茎序列和 ’5 个核苷酸作为环序列。环序列即为一

段包含了特异性序列的金黄色葡萄 ’%( )*+, 基因

序列。探针的 "#端与 &#端分别修饰上生物素和地高

辛。

实验中所用到的寡聚核苷酸由上海生工合成，

见列表。金黄色葡萄球菌（ ! ; "#$%#&）、表皮葡萄球

菌（! ; %’()%$*()&）和白色葡萄球菌（! ; "+,#&）由中南

大学湘雅医学院提供，大肠杆菌（- ; ./+(）为本实验

室保存菌株。

表 ! 寡聚核苷酸

寡聚核苷酸 序列

探针 地高辛MAA==A4 -N,,-NN,-N,N,,N-66 2=AA==M生物素

靶核酸 6’ ,,N-66-6-N6--N66-N

靶核酸 6L ,,N-66-6NN6--N66-N

靶核酸 6" ,,N-66-6-N,-6N66-N

注：探针的小写字母代表茎序列，大写字母为环序列即识别序列。6’

与探针的环序列完全互补配对，6L，6" 与环序列分别误配 ’ 个和 L 个

核苷酸。

图 ’ ’G 种代表性菌株的 ’%( )*+, 基因序列队列

其它菌株与金黄色葡萄球菌 ’%( )*+, 基因序列不同的地方用灰色指示

!"# 细菌 $%& 的准备

提取 GO&@0 处在细胞生长对数期的菌液于离

心管中，KGGG)9@?< 离心 &@?<。去除上清，加入 LGG!0
原 生 质 缓 冲 液［ ’&@@B190 6)?3MP-1 （ 8P !O&），
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!"#$%&’() 蔗糖，*%%&’() +,-.（/0 *"!）］和 1!!!)
溶葡球菌酶（$!!!2(%) 原液）（342%5，,647689&:68，

;6<%58=）。混合溶液在冰块上冷却 >!%48，然后在

?@A孵育 $ B >!%48。参照文献［1!］，提取出细菌总

CD.（图 >）。根据文献［11］把 CD. 样品片段化，最

后用 $ E 33F 缓冲液（@$%%&’() 柠檬酸钠，/0 @"! 和

@$!%%&’() 氯化钠）把 CD. 样品稀释至所要分析的

浓度。

图 > 变性凝胶电泳指纹图谱

1 金黄色葡萄球菌 CD.，> 表皮葡萄球菌 CD.，

? 白色葡萄球菌 CD.，# 大肠杆菌 CD.，$ G5<H6<

!"# 在 $% 孔酶标板上固定抗生物素蛋白

每孔加入 1!!!) 含有 1!%2() 抗生物素蛋白的

碳酸盐缓冲液（$!%%&’()，/0 I"$），在 #A孵育。过

夜，弃 上 清，每 孔 加 入 >!!!) 的 封 闭 液［JK3，/0
@"#，?L K3. 58M !"!$L（ ! (!）-N668 B >!］，#A孵

育，过夜。

!"& 固定生物素修饰的茎环结构探针

参照文献［@］，将生物素修饰的茎环结构探针

（18%&’()）固定在 IO 孔酶标板的每一个孔表面。

!"’ 比色分析

把稀释了的核酸样品加入到包被上探针的酶标

板中，每孔 1!!!)，>>A孵育 I!%48。用冰冷的 !"$ E
33FP-N668［@"$%%&’() 柠檬酸钠，/0@"!，@$%%&’()
D5F’ 58M !"1L（! (!）-N668P>!］洗涤 ? 次，之后每

孔加入 1!!!) 用 !A的 $ E 33F 缓冲液稀释 1!!! 倍

的抗地高辛碱性磷酸酯酶（58Q4P,42PR5S:<52%68QP.J），

在 #A孵育 1!%48。再次洗涤 ? 次，加入 1!!!) 的碱

性磷酸酯酶显色底物 /DJJ（用 1!%%&’() -<47，/0
I"$ 和 1?@%%&’() D5F’ 稀释至 $%2(%)）。在 #!$8%
处用 GT’Q47H58 .7U68Q 酶标仪（GT’Q47H58，)5S7=7Q6<%7，
R48’58M）测定每孔中的吸光值。

( 结果

("! 孵育时间的影响

因为酶标板的制作材料是聚苯乙烯，所以蛋白

质和酶能吸附在酶标板的表面。抗地高辛碱性磷酸

酯酶在酶标板上孵育的时间能影响系统检测结果。

在未加入靶核酸的情况下，用茎环结构探针和抗地

高辛碱性磷酸酯酶报告分子研究不同孵育时间对背

景的影响，按照方法 1"$ 得到了背景与时间的关系

如图 ? 所示。随着时间的增加，吸附在酶标板表面

的抗地高辛碱性磷酸酯酶浓度越高，加入其显色底

物 /DJJ 后导致背景加强。因此确定 1!%48 为最佳

孵育时间。

图 ? 孵育时间对背景吸光值的影响

结果显示均为平均值 V 标准差（ " V #）

("( 茎环结构探针的特异性

分别在酶标板的每孔加入 -1，->，-?（见表）来

评估探针的特异性。图 # 表明与探针误配一个核苷

酸（->）能检测出部分信号，大约占完全互补配对

（-1）发生信号的 *!L，而误配两个核苷酸（-?）未检

测出信号。因为探针的环序列设计与金黄色葡萄球

菌 1O3 <CD. 基因序列片段完全互补配对而与其他

菌株的 1O3 <CD. 基因序列差异两个核苷酸以上，避

免与其他菌株的 1O3 <CD. 误配一个核苷酸的情况

出现，有效的排除了假阳性结果。这暗示了酶联构

象转换分析系统和探针能应用到金黄色葡萄球菌

1O3 <CD. 的鉴定。

("# 温度的影响

在杂交之前，用不同温度（$!A，@!A和 I$A）处

理固定化的茎环结构探针来检验探针结构的稳定

性。图 $ 表明温度处理之后并不能导致信号的极大

增强，这就暗示了固定化的茎环结构探针稳定性加

强，茎端未解链，在杂交之前一直处于闭合状态。
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图 ! 误配的区别

图中的水平线指示未加入靶核酸时的背景，结果显示均为 ! " "

图 # 温度的影响

黑方块代表存在 $%&’()*+ ,$ 时吸光值，黑圆点代表没

有靶核酸 ,$ 时的背景值，结果显示均为 ! " "

!"# 探针浓度的影响

固定化探针的浓度影响检测系统的背景和检测

信号，以 不 同 浓 度 的 探 针 检 测 靶 核 酸 ,$（$%%
&’()*+），测定每孔中的吸光值如图 -. 所示，背景和

检测信号随着探针浓度的增加而增加。图 -/ 表明

信噪比与探针浓度的关系，探针浓度在 $&’()*+ 时

信噪比达到最大值，而在 $%&’()*+ 与 $%%&’()*+ 时

信噪比急剧下降。这是由于固定化探针浓度过高之

后使得空间位阻增加，探针的环结构不能打开导致

检测信号降低，所以检测系统选择探针最佳浓度为

$&’()*+。

!"$ 检测金黄色葡萄球菌的 %&’ ()*+
在最佳实验条件下，将已提取的金黄色葡萄球

菌、表皮葡萄球菌、白色葡萄球菌、大肠杆菌 01. 以

相同浓度（%23!4*’+）、相同体积 $%%!+ 分别加入到

已包被上探针的酶标板上杂交，按照方法 $2# 测定

吸光值如图 5 所示，发现探针只能和金黄色葡萄球

菌的 $-6 701. 杂交后发出信号。在混合样品中鉴

定金黄色葡萄球菌的实验，每孔依次加入 8%!+ 相同

体积的金黄色葡萄球菌（$!293!4*’+）、表皮葡萄球

菌（$#2#5!4*’+）、白色葡萄球菌（$#2:9!4*’+）、大肠

杆菌 01.（$!289!4*’+）储备液，比色分析检测出每

孔 ! " " 为 %2!:!，背景为 %23-3。由此可见这个检

测系统对于混合样品中鉴定出目的样品可行性。为

了评估此方法检测灵敏度，采用不同金黄色葡萄球

菌 的 01. 量（32-3&4，#2$!&4，529-&4，$%2!9&4，
3-23&4，3-3&4，3-3%&4）用于探针杂交及比色分析如

图9所 示 。总01.量! $% &4的 时 候 ，可 产 生 检 测

图 - 探针浓度对信噪比的影响

. 黑色方块代表存在靶核酸 ,$（$%%&’()*+）时的吸光值，空心圆圈

代表没有靶核酸 ,$ 时的背景值，结果显示均为 ! " "。/ 信噪比

是从 . 中数据计算出。

图 5 菌株 $-6 701. 的特异性检测

黑色为背景，斑纹条为白色葡萄球菌，竖线条为大肠杆菌，灰色

为金黄色葡萄球菌，棋格为表皮葡萄球菌，结果显示均为 ! " "

图 9 金黄色葡萄球菌 $-6 701. 的检测

水平线指示未加入靶核酸的背景结果，结果显示

均为 ! " "
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信号。因为 !"#$ 的总 %&’ 含有 (#$ 的 !)* +%&’，推

知检测系统最低能检测出大约 (#$ 的 !)* +%&’。

! 讨论

根据金黄色葡萄球菌 !)* +%&’ 基因序列，采用

序列比对的方法寻找到一段特异性 !)* +%&’ 基因

序列 片 段。 这 段 序 列 与 其 他 同 源 性 葡 萄 球 菌

!)* +%&’基因序列片段差异两个核苷酸以上，把它

设计成茎环结构探针结合酶联构象转换分析系统特

异、灵敏的检测金黄色葡萄球菌 !)* +%&’，克服出

现假阳性的问题。

研究结果表明采用序列比对设计的探针不仅能

专一的检测金黄色葡萄球菌，避免与非目的病原菌

误配一个核苷酸的情况出现，克服假阳性，而且还能

从混合样品中鉴定出金黄色葡萄球菌。同时固定化

的探针结构稳定，在杂交之前经高温处理后依然保

持其茎环结构，不影响检测结果。在最佳实验条件

下，检测系统至少能检测约 !,-./01 的靶核酸和约

(#$ 的金黄色葡萄球菌 !)* +%&’，其灵敏度比电化

学 2&’ 传感器［!3］、线性探针、荧光标记的分子信标

等检测方法高出了一个数量级，达到亚皮摩尔范

围［!4］。因此，在知道靶细菌基因序列前提下，这个

通过生物信息学方法设计的专一性探针和酶联构象

转换分析系统能代替传统检测技术，甚至能检测含

有变异的靶细菌和应用到单核苷多态性的研究中。
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稿件规范化与标准化

论文中计量单位的表示方法

为执行国务院发布的《关于在我国统一实行法定计量单位的命令》的规定，计量单位和单位符号按国家

技术监督局发布的《量和单位》YQ4!"" _ 4!"3 _ E4 执行。单位符号均用英文小写（正体），不允许随便对单位

符号进行修饰。现将本刊常用计量单位和符号介绍如下，希望作者参照执行。

时间：年用 I ；日用 R ；小时用 @ ；分钟用 -6# ；秒用 > 等表示。

溶液浓度：用 -./01，不用 9（克分子浓度）和 &（当量浓度）等非许用单位表示。

旋转速度：用 +0-6# ，不用 +,-。

蒸汽压力：用 KI 或 :KI 、9KI 表示。

光密度：用 %&（斜体）表示。

生物大分子的分子量：蛋白质用 2 或 :2，核酸用 D, 或 :D 表示。

图表中数值的物理量和单位：用量和单位的比值表示数值，即物理量符号（斜体）与单位（正体）之间用

斜线隔开，例如：" 0’（表示时间，单位是小时）。

带数值的计量单位：计量单位不能省略，例如：3"?- ‘ "A 4?-，不能写成 3" ‘ "A 4?-；4a G Xa不可写成 4
G Xa；4b G )b不可写成 4 G )b等。
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