
铜绿假单胞菌oprI基因的反向斑点杂交检测法  

    铜绿假单胞菌是下呼吸道感染最常见的致病菌之一，临床上主要依靠痰培养诊断，但痰培养所需时间

长，结果易受抗生素等多种因素的影响，阳性率较低，达不到早期快速诊断的目的。近年来随着对该细菌基因

水平的深入研究和杂交技术的不断发展，铜绿假单胞菌的检测有了新途径。我们利用铜绿假单胞菌特异的

oprI 基因，建立一种反向斑点杂交检测该细菌的新方法，旨在为铜绿假单胞菌感染的早期快速诊断提供依

据。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  菌株  铜绿假单胞菌、葱头假单胞菌、鼻疽假单胞菌、荧光假单胞菌、大肠埃希菌、流感嗜血杆

菌、肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌的标准菌株均购自中国药品生物制品检定所。白色念珠菌、巨细胞病毒为临

床分离株，由本院细菌室提供。 

    1.1.2  酶与试剂  琼脂糖、dNTP 、Taq DNA聚合酶、DNA Marker均购自大连宝生物工程有限公司。

DNA纯化试剂盒购自美国Promega公司，光敏生物素试剂盒购自军事医学科学院放射医学研究所。 

    1.1.3  预杂交液  由25%(V/V)20×SSC(3 mol/L NaCl、0.3 mol/L柠檬酸钠，pH=7.0)、50%二甲基甲

酰胺、小牛胸腺DNA0.5 mg/ml、10% 50×Denhartds(1%Ficoll400聚蔗糖、1%聚丙烯吡咯烷酮、1%牛血清白

蛋白)、5%1 mol/L PBS、5%硫酸葡聚糖钠组成。 

    1.1.4  杂交液  预杂交液中加入生物素标记细菌、病毒、真菌DNA。 

    1.1.5  杂交洗液  2×SSC加入0.1%SDS。 

    1.1.6  封闭液  3%牛血清白蛋白(BSA)。 

    1.1.7   酶联缓冲液  0.1 mol/L Tris-HCl(pH 7.5)、1.0 mol/L NaCl、2 mmol/L MgCl2、0.05% 

TritonX-100

    1.1.8  底物液  0.1 mol/LTris、0.1 mol/L NaCl、5 mmol/L MgCl2(pH 9.5) 

    1.1.9  显色液 底物液中加入5-溴-4-氯-3-吲哚磷酸(BCIP)7.5 U/ml，氮蓝四唑(NBT)7.5 U/ml。 

    1.2  方法 

    1.2.1  PCR引物的设计与合成  参考文献[1]并经Genbank检索后，选取铜绿假单胞菌的外膜脂蛋白I

(oprI)基因区内设计引物：上游引物为5'-GGCTGGG AGATTGCTGTTATGG-3'，位于oprI的218-239。下游引物

为5'-CAGTCTGCTGAGCTTTCTGAGC-3'，位于oprI的460-439，扩增产物的长度为243 bp。引物由上海生工生物

工程公司合成。 

    1.2.2  DNA的提取  上述标准菌株DNA的提取采用蛋白酶K消化、酚-氯仿抽提法进行[2]。白色念珠菌

DNA的提取依照文献[3]进行。巨细胞病毒DNA的提取参照文献[4]进行。 

    1.2.3  PCR扩增及扩增产物的电泳和纯化 
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    1.2.3.1  PCR扩增及电泳  试管中依次加入Taq DNA聚合酶、10×PCR缓冲液、dNTP 、引物、模板

DNA、无菌去离子水，混匀后，进行PCR循环：94 ℃ 30 s、50 ℃30 s、72 ℃ 1 min，35个循环，最后72 

℃延伸10 min。取10 μl扩增产物于1.5%琼脂糖凝胶(含EB)中电泳，紫外灯下观察结果。 

    1.2.3.2 扩增产物的纯化  PCR扩增产物用Wizard PCR DNA纯化试剂盒纯化，紫外灯下将桔红色显色带

切割下放入试管中，70 ℃水浴30 min，加入1 ml裂解液，摇匀，注射器吸取混合液推入DEAE-Sephacel层析

柱中，2 ml 80%异丙醇冲洗，层析柱10 000 r/min离心2 min后，加入50 μl蒸馏水，65 ℃孵育1 h，10 

000 r/min离心2 min所得50 μl溶液即为所合成的铜绿假单胞菌特异探针。 

    1.2.4  生物素标记DNA  上述细菌、病毒、真菌的DNA与长臂光敏生物素按1∶2(V∶V)混合后，光标记

灯照射30 min。等体积仲丁醇萃取2次，弃上层醇相，加入1/10体积3 mol/L醋酸钠和2.5倍体积无水乙醇沉

淀，13 000 r/min离心10 min，弃上清，所得粉红色固体即为生物素标记DNA[5]。 

    1.2.5  反向斑点杂交  将合成的铜绿假单胞菌特异探针100 ℃水浴5 min、冰浴5 min，点硝酸纤维素

膜。将膜置于80 ℃烤箱中烘烤1 h固定，60 ℃预杂交30 min，杂交2 h，杂交洗液清洗三遍。37 ℃时行封

闭。酶联时，酶联缓冲液中加入亲和素-碱性磷酸酶(AV-AP)4 U/ml，酶联洗涤液(成分同酶联缓冲液)洗膜三

遍，最后将膜加入显色液中显色2~5 min。硝酸膜上出现蓝紫色斑点为阳性，无斑点者为阴性。 

    

2  结果 

    2.1  引物的特异性 

    用合成的铜绿假单胞菌的引物依次扩增上述10种细菌、病毒、真菌DNA，扩增产物电泳，结果显示除铜绿

假单胞菌扩增出一条特异的243 bp的DNA带外，其余9种均未见特异性扩增带，表明该对引物具有高度特异性

(图1)。 

    图1  PCR扩增产物电泳图 
    Fig.1  Electrophoresis of PCR products

    M: DNA marker; Lane 1: Pseudomonas aeruginosa; Lane 2: Pseudomonas cepacia; Lane 3: 
Pseudomonas mallei; Lane 4: Pseudomonas fluorescens; Lane 5: Escherichia coli; Lane 6: 
Haemophilus influenzae; Lane 7: Streptococcus pneumoniae; Lane 8: Staphylococcus aureus; 

Lane 9: Candida albicans; Lane 10: Cytomegalovirus; Lane N: Negative cotrol

    2.2  杂交的敏感性 

    将固定有243 bp DNA探针的硝酸纤维素膜，按上述杂交步骤，依次与倍比稀释的生物素标记铜绿假单胞

菌(PA) DNA杂交，结果显示其最低限度可以检测出100 ng的细菌DNA(图2)。 



    图2杂交的敏感性 
    Fig.2  Sensitivity of the hybridization

    1:10 μg DNA; 2:5 μg DNA; 3:1 μg DNA; 4:500 ng DNA; 5:100 ng/ μl; 6:50 ng DNA

    2.3  杂交的特异性 

    将固定有铜绿假单胞菌oprI基因的硝酸纤维素膜分别与上述光标细菌、真菌、病毒DNA杂交，结果显示除

铜绿假单胞菌杂交点为阳性外，其余均为阴性(图3)。 

    图3探针杂交特异性 
    Fig.3  specificity of the hybridization

    1-10: pseudomonas aeruginosa, pseudomonas cepacia,pseudomonas mallei, pseudomonas 
fluorescens, Escherichia coli,haemophilus influenzae, streptococcus 
pneumoniae,staphylococcus aureus, candida albicans, cytomegalovirus

    2.4   探针纯度 

     将未纯化的PCR产物与纯化的PCR产物作为探针分别点膜后，按上述步骤杂交，结果显示未纯化探针杂交

点颜色浅，本底较深。纯化探针杂交点颜色深，本底浅。 

    

3  讨论 

    铜绿假单胞菌在自然界分布广泛，是院内感染常见的条件致病菌[6]。尤其是随着抗生素、免疫抑制剂、

激素的大量使用，近年来其感染率呈上升趋势。据中国医院内病原菌耐药监测网统计，呼吸道标本中最常见的

细菌是铜绿假单胞菌(25%)[7]。Osmon等发现[8]，由于铜绿假单胞菌感染所导致的住院死亡率高达30.6%，

远远高于金葡菌等其它细菌引起的感染死亡人数。因此它的早期快速诊断尤其重要，但目前临床上常用的痰培

养方法所需时间长，假阴性率高，远远不能满足临床工作的需要。 

    铜绿假单胞菌编码外膜蛋白的oprI基因具有高度保守性[5][9]，利用oprI基因，不仅能检测铜绿假单胞



菌，而且可用于制备其特异的疫苗[10]。目前分子生物学技术如PCR、定量PCR等在临床上有一定的应用，但

这种技术目前仍停留在“一次实验只检测一种病原菌”的水平,而且存在假阳性和假阴性的问题[11]。制备病

原体的特异探针，通过探针与靶DNA的杂交反应来检测病原体已成为一个新的研究方向。目前常用的探针有寡

核苷酸探针、cDNA探针和全基因组探针，全基因组探针由于太长，杂交条件不易控制而限制了其应用[12]。

我们没有选用寡核苷酸探针，主要是考虑到在检测基因组DNA方面，寡核苷酸探针并不适用[13]。目前制备

cDNA探针主要是先设计特异引物然后通过PCR合成[14]，本实验所合成的cDNA探针，与其他细菌、病毒、真菌

间无交叉反应，不仅具有属特异性，而且具有种特异性。该方法可检测出100 ng细菌DNA，相当于107 CFU/ml

细菌，与定量培养结果一致。探针的纯度也很重要，本实验证实纯化的探针杂交结果优于未纯化探针，与文献

报道结果一致[15]。点有探针的膜可以预先制备待用，节省后续杂交时间，整个操作在一天之内可以获得检

查结果。 

    通常的反向斑点杂交是将标记好的探针固定在膜上，再与杂交液中的靶DNA杂交，标记物一般与探针结

合。本实验采用的虽然也是反向斑点杂交，但生物素标记的是靶DNA，与以往采用的标记探针方法有所不同。

它具有简便易行、快速可靠、稳定性和重复性好等优点。该方法的建立，为临床微生物的检测提供了一条新途

径，在铜绿假单胞菌感染的早期诊断方面具有一定的应用价值。 
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