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摘要!目的 建立一种早期快速检测铜绿假单胞菌的方法! 方法 根据铜绿假单胞菌特异的 !"#! 基因设计引物"聚合酶

链反应合成特异探针"光敏生物素标记细菌 )*+"应用反向斑点杂交法检测铜绿假单胞菌!结果 所合成的探针具有高

度特异性"能鉴别铜绿假单胞菌"与其他细菌#病毒#真菌间无交叉反应!该方法能检测出 %’’,-. 细菌 )*+!结论 反向

斑点杂交法具有快速#特异的优点"对铜绿假单胞菌的早期检测具有重要意义!

关键词!呼吸道感染 / 诊断$假单胞菌"铜绿$!"#! 基因$反向斑点杂交 0 方法
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PPPPPPPP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 !"#!P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!

%PP材料与方法

%]%PP材料

%]%]%PP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!

%]%]$PP酶 与 试 剂 琼 脂 糖#V*[_P#1,2 )*+ 聚 合 酶#
)*+PHJIb>I 均购自大连宝生物工程有限公司! )*+
纯化试剂盒购自美国 _IKO>.J 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!
%]%]2PP预杂交液 由 $&c%303&#’!YYU %28OKT0E8*J5
UT#’]28OKT0E 柠檬酸钠"M9d3]’&#&’e二甲基甲酰胺#
小牛胸腺 )*+’]&,O.0OT#%’f8&’!)>-=JINVR g"f7;5
XKTT6’’ 聚蔗糖#"f聚丙烯吡咯烷酮#"f牛血清白蛋

白h#&f%8OKT0E8_ZY#&f硫酸葡聚糖钠组成!
%]%]688杂交液 预杂交液中加入生物素标记细菌#病

毒#真菌 )*+!
%]%]&88杂交洗液 #!YYU 加入 ’]%fY)Y!
%]%]i88封闭液 2f牛血清白蛋白%ZY+&!
%]%]3888酶联缓冲液 ’]%8OKT0E8[I;R59UT%M983]&&#%]’8OKT0E8
*JUT##8OOKT0E8H.UT##’]’&f8[I;NK-j5"’’
"]"](88底物液 ’]"8OKT0E[I;R#’]"8OKT0E8*JUT#&8OOKT0E8
H.UT$%M984]&&
"]"]488显色液 底物液中加入 &5 溴 565 氯 525 吲哚磷

酸%ZU!_&3]&8@0OT"氮蓝四唑%*Z[&3]&8@0OT!
"]$88方法

"]$]"88_U1 引物的设计与合成 参考文献 ’"( 并经

A>-\J-b 检索后" 选取铜绿假单胞菌的外膜脂蛋白 !
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图 !""#$% 扩增产物电泳图
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!& 3 4 5 6 7 8 9 : !; )!&0*H"基因区内设计引物#上游引物为 6IJKK$LKKK"
*K*LLK$LKLL*LKKJ4M$位于 &0*H 的 3!9J34:% 下

游引物为 6MJ$*KL$LK$LK*K$LLL$LK*K$J4M$位

于 &0*H 的 57;J54:$扩增产物的长度为 354"FG% 引物

由上海生工生物工程公司合成%
!N3N3O"()* 的提取 上述标准菌株 ()* 的提取采用

蛋白酶 P 消化&酚 J 氯仿抽提法进行’3(% 白色念珠菌

()* 的提取依照文献’4(进行% 巨细胞病毒 ()* 的

提取参照文献’5(进行%
!N3N4""#$% 扩增及扩增产物的电泳和纯化

!N3N4N!""#$% 扩增及电泳 试管中依次加入 L,Q"()*
聚合酶&!;!#$% 缓冲液&R)L#"&引物&模板 ()*&无

菌去离子水$混匀后$进行 #$% 循环#:5"" 4;"D&6;""
4;"D&83"" !"+B2$46 个循环$ 最后 83""延伸 !;"+B2%
取 !;!!@ 扩增产物于 !N6S琼脂糖凝胶!含 TU"中电

泳$紫外灯下观察结果%
!N3N4N3"扩 增 产 物 的 纯 化 #$% 扩 增 产 物 用 VBW,-R"
#$%"()* 纯化试剂盒纯化$ 紫外灯下将桔红色显色

带切割下放入试管中$8;""水浴 4;"+B2$加入 !"+@ 裂

解液$摇匀$注射器吸取混合液推入 (T*TJX/GY,E/@
层析柱中$3"+@"9;S异丙醇冲洗$层析柱 !;";;;!*Z+B2
离心 3"+B2 后$加入 6;!!@ 蒸馏水$76""孵育 !"Y$!;";;;"
*Z+B2 离心 3"+B2 所得 6;!!@ 溶液即为所合成的铜绿

假单胞菌特异探针%
!N3N5""生物素标记 ()*"""上述细菌& 病毒& 真菌的

()* 与长臂光敏生物素按 !#3!>$>"混合后$光标记

灯照射 4;"+B2% 等体积仲丁醇萃取 3 次$ 弃上层醇

相$加入 !Z!; 体积 4"+>@Z1 醋酸钠和 3N6 倍体积无水

乙醇沉淀$!4";;;"*Z+B2 离心 !;"+B2$弃上清$所得粉

红色固体即为生物素标记 ()*’6(%
!N3N6""反向斑点杂交 将合成的铜绿假单胞菌特异探

针 !;;""水浴 6"+B2&冰浴 6"+B2$点硝酸纤维素膜%将

膜 置 于 9;""烤 箱 中 烘 烤 !"Y 固 定$7;""预 杂 交 4;"
+B2$杂交 3"Y$杂交洗液清洗三遍% 48""时行封闭% 酶

联 时 $ 酶 联 缓 冲 液 中 加 入 亲 和 素 J 碱 性 磷 酸 酶

!*[J*#"5"\Z+@$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 3]6"+B2% 硝酸

膜上出现蓝紫色斑点为阳性$无斑点者为阴性%

3""结果

3N!""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 !;
种细菌&病毒&真菌 ()*$扩增产物电泳$结果显示除

铜绿假单胞菌扩增出一条特异的 354"FG 的 ()* 带

外$其余 : 种均未见特异性扩增带$表明该对引物具

有高度特异性!图 !"%

3N3""杂交的敏感性

将固定有 354"FG"()* 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^#*_O()* 杂交$结果显示其最低限度可以检

测出 !;;O2? 的细菌 ()*!图 3"%

3N4OO杂交的特异性

将固定有铜绿假单胞菌 &0*H 基因的硝酸纤维素

膜分别与上述光标细菌&真菌&病毒 ()* 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 4_%

3N5OOO探针纯度

将未纯化的 #$% 产物与纯化的 #$% 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

图 4 探针杂交特异性
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图 3 杂交的敏感性
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深!本底浅"

!""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#$%" 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$&’(%&)’"*+,-. 等发现&/’!
由 于 铜 绿 假 单 胞 菌 感 染 所 导 致 的 住 院 死 亡 率 高 达

!01$2!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 !"#3 基因具有高

度保守性&’4"5’!利用 !"#3 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&60’" 目前分子生物

学技术如 789#定量 789 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4而且存在假阳性和假阴性的问题&66’" 制备

病原体的特异探针!通过探针与靶 :;< 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#=:;< 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&6&’" 我们没有选用寡核苷酸探针!主要是考虑到

在检测基因组 :;< 方面!寡核苷酸探针并不适用&6!’"
目前制备 =:;< 探针主要是先设计特异引物然后通

过 789 合成&6>’!本实验所合成的 =:;< 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 600".? 细 菌

:;<! 相当于 60)"8@AB,C 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&6’’" 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 :;< 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 :;<! 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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&’’ 王卫华4O肖 红4O肖 勇4O等1O长臂光敏基因探针对结核性浆膜腔积

液的诊断价值1O中华检验医学杂志&S’1O&0064O&>W&%YO)5V/61
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&$’ 于润江1O高龄者难治性细菌性呼吸道感染的对策&S’1O中华结核和

呼吸杂志4O&0064O&>W$XYO!!’V/1
\[O9S1 OUHE+[JHO-NOF.GJE=GELCHOLE=GHJFECOJH+MFJEG-JIOF.NH=GF-.OF.O-CQO
,E.O&S’1OO8PF.OSOd[LHJ=O9H+MFJO:F+4OO&0064O&>W$XYO!!’V/1

&)’ 陈民钧4O王 辉1O中国重症监护病房革兰阴性菌耐药性连续 ) 年监
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[.FG+OF.O8PF.E&S’1O;EGCOUHQOSO8PF.4O&00!4O/!W’XYO!)’V/01

&/’ *+,-.OD4OaEJQOD4O@JE+HJOeS4O$% &’1OZ-+MFGECOU-JGECFGION-JO7EGFH.G+O
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&5’ ZE.=-=gO9h4ODFHP.HCO94OUEJGF.O;1O*[GHJO,H,LJE.HOMJ-GHF.+O-NOM+H[V
Q-,-.E+O&S’1OU-COUF=J-LF-C4O65504O>W)XYO60$5V)’1

&60’ KEJLF?OU4OUE.+-[JFOh4O@JHFP-J+GOS4O$% &’1ODENHGIOE.QOF,,[.-?H.F=FGIO
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&6&’ 李 凌4O马文丽4O毛向明4O等1OZ3e 基因芯片的初步研究&S’1O第一军

医大学学报4O&00&4O&&W/XYO)&>V)1
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?H.HO=PFM+ON-JOZ3eOQFE?.-+F+&S’1OSO@FJ+GOUFCOUHQOA.FbB:FO\FOS[.O\FO
:EOc[HOc[HOfE-4O&00&4O&&W/XYO)&>V)1

&6!’ 张灵霞4O庄玉辉4O杨华卫4O等1O两种 :;< 探针杂交检测结核分枝

杆菌的研究&S’1O中华检验医学杂志4O&0064O&>W&XYO60$1
&6>’ 吕 梁4O马文丽4O王洪敏4O等1O应用 789 快速制备细小病毒 f65 诊
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.FbB:FO\FOS[.O\FO:EOc[HOc[HOfE-4O&00!4O&!W66XYO66&6V>1

&6’’ 张 宝4O马文丽4O石 嵘4O等1O探针的纯化与否对基因芯片重复利用

的影响&S’1O第一军医大学学报4O&00&4O&&W!XYO&0/V601
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