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毛细管电泳!激光诱导荧光检测分枝杆菌

脱氧核糖核酸限制性内切酶谱

黎源倩，& 王国庆，& 米建萍，& 周 & 颖，& 曾红燕，& 张朝武

（ 四川大学华西公共卫生学院，四川 成都 ?$"".$）

摘要：建立了毛细管电泳分离 ’激光诱导荧光检测（()’*+,-）分 析 分 枝 杆 菌 脱 氧 核 糖 核 酸（-%.）限 制 性 内 切 酶 谱

的新方法。用聚合酶链反应（/(0）扩增分枝杆菌 123?# 基因的长度为 .+@ 43 的片段，该扩增片段经限制性内切酶

!"#)!和 $%&"酶切后，分别用 ()’*+,- 装置和常规琼脂糖电泳（.5)）对比检测酶切片段。对 /(0 扩增片段的

酶切样品的预处理和 () 条件进行了优化，获得了 0 种分枝杆菌 -%. 的限制性内切酶谱图。-%. 片段相对迁移时

间的相对标准偏差（06-）,+A ?7。结果表明，() 的分离效能明显高于 .5)，是研究 -%. 限制性内切酶谱的更有

效的检测手段。
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& & 以结核病为代表的分枝杆菌病已经对全人类的

健康形成了极大的威胁，能否对其进行正确的诊断

和治疗，主要取决于对分枝杆菌的分离和鉴定。传

统的病原学鉴定方法是先进行细菌的分离和培养，

然后再进行生化鉴定。由于分枝杆菌生长缓慢，该

法耗时长，且生化检验项目多，因此不利于临床早期

诊断和治疗。

& & 随着分子生物学技术的不断发展，聚合酶链反

应（3"#FIHM;2H N1;>< MH;NJ>"<，/(0）和 /(0’限制

性内 切 酶 谱 分 析（/(0’MH2JM>NJ>"< H<OFIH 3;JJHM<
;<;#F2>2，/0.）等在分枝杆菌中的分类和鉴定中逐

步得到了应用。经典的 /0. 采 用 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳
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（ !"!#$%& "&’ &’&()#$*+$#&%,%，-./），在紫外光下观

察电泳图谱，分辨率和灵敏度不够高。高效毛细管

电泳（ (!*,’’!#0 &’&()#$*+$#&%,%，1/）是近年来发展

十分迅速的分离分析方法，与传统的电泳方法相比，

具有分辨 率 高、分 离 速 度 快、样 品 用 量 少（ 23 级 ）、

分析成本低等优点，特别是采用激光诱导荧光检测

（3456）又 使 毛 细 管 电 泳 法 的 灵 敏 度 大 为 增 加［#］。

根据酶切后脱 氧 核 糖 核 酸（67-）片 段 多 态 性 的 差

异，可分析基因组的同源性，并进行个体分类鉴定，

在微生物研究领域有广阔的应用前景［!］。

8 8 +%*$% 基因 存 在 于 所 有 分 枝 杆 菌 中，编 码 一 种

相对分子质量为$% &&&的细胞壁抗原蛋白。该基因

全长约# "&& 9*。:&’&2), 等［"］设计引物扩增了该基

因第 "’( 至第 ("$ 碱基对之间的片 段，并 采 用 限 制

性内 切 酶 对 扩 增 片 段 进 行 酶 解，经 -./ 分 析 其

67- 片段长度，发现大多数分枝杆菌具有独特的内

切酶图谱，可以用于分枝杆菌的鉴别。贺小玲等［)］

采用 -./ 对临床标本中的分枝杆菌属进行了鉴定。

本研究以分枝杆菌的 +%*$% 为目的基因，采用一对

引物扩增出该基因中长度为 )"’ 9* 的特征片段，经

限制性内切酶 !"#/!和 $%& "酶切后，分别用 1/
和 -./ 分离酶切片段，对分枝杆菌进行分类鉴定，

以建立快速、可靠的鉴定方法，对结核病的早期诊断

及预防具有重要意义。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

8 8 毛 细 管 电 泳;激 光 诱 导 荧 光 检 测 装 置（ 自 行 组

装，包括氦氖激光器（%)"* % 2<，=6> ?2,*+!%&）），

参数 控 制 和 数 据 采 集 用 本 实 验 室 编 制 的 @,2A$B%
软件。毛细管柱（ 河北永年光导纤维厂），柱内表面

的聚丙烯酰胺化学键合涂层由本实验室制备［%］，涂

渍后的毛细 管 内 充 &* &# <$’ C 3 D"EF) 保 存。?7F
型 E1G 仪（ 德 国 H,$<&)#& 公 司）。柱 式 细 菌 67-
抽提试剂盒（ 上海华舜生物工程有限公司）。

8 8 草分枝杆菌（’()*+%)#&,-./ 012&-，’3 012&-，
1I11（H）’""#(）、蟾分枝杆菌（’3 4&5*0-，1I11

（H）’""#$）、偶发分枝杆菌（’3 6*,#.-#./，1I11
（H）’""!"）、变黄分枝杆菌（’3 62%7&")&5"，1I11
（H）’""!!）、迪 氏 分 枝 杆 菌（’3 8-&,51*6&,-，1I;
11（H）’""!&）、结 核 分 枝 杆 菌（ ’3 #.+&,).2*"-"，

1I11（H）’"&!&）和牛分枝杆菌（’3 +*7-"，1I11
（H）’"&&$）标准参考菌株购自中国药品生物制品检

定所。龟分 枝 杆 菌 脓 肿 亚 种（’3 )1&2*5&- ".+"03
%+")&""."）临床分 离 株 由 深 圳 市 卫 生 防 疫 站 提 供。

限制性内切酶 !"#/!和 $%&"（ 上海生工生物工程

技术服务有限公司）；:!J 67- 聚合酶，A7:E%（A&;
$K0#,9$2L(’&$%,A& %M;)#,*+$%*+!)&%），*?1#’67- C
’"0#（$0%!）I!#N&# !"（ 华 美 生 物 工 程 有 限 公

司）；引物由 上 海 生 工 生 物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司

合成。溴乙啶、甲基纤维素购自美国 >,"<! 公司。

! ! #" 实验方法

! ! # ! !" 分枝杆菌基因组 67- 的提取和 E1G 扩增

8 8 在罗氏培养基上，取培养物 # + ! 接种环，加灭

菌重蒸水 #* % <3，研磨成混悬液，用 67- 抽提试剂

盒提取。E1G 反应液含有模板 67- ! $3，#& , 缓

冲液 % $3，A7:E% ) $3，引物 *#、*! 各 # $3，灭菌

高纯水 "%* % $3，:!J 酶（" ? C $3）#* % $3；总 体 积

%& $3。E1G 反应条件为：预变性 ’) O（% <,2），变

性 ’) O（# <,2），退火 %( O（# <,2），延伸 -! O（#
<,2），循环数 "%，最后保持在 -! O（% <,2）。

! ! # ! #" 限制性内切酶酶切

8 8 将 E1G 扩增产物分别用限制性内切酶 !"#/!
和 $%&"进行酶切。分别取 E1G 产物 !& $3，灭菌

高纯水 !" $3，#& , 酶 缓 冲 液 % $3，限 制 性 内 切 酶

（#& ? C $3）! $3。反应体系总体积为 %& $3，反应

条件为 "- O（# +）。

! ! # ! $" 高效毛细管电泳;激光诱导荧光检测

8 8 调整好 1/;3456 装 置 的 光 路 系 统。在 电 泳 分

析前，将毛细管柱先填充 &* #P（ 质 量 分 数）甲 基 纤

维素，再 充 入 加 有 67- 内 插 荧 光 试 剂 溴 乙 啶 的

&* %P（ 质量分 数）甲 基 纤 维 素，分 离 所 用 的 缓 冲 溶

液为 :H/ 溶 液（)% <<$’ C 3三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷;)%
<<$’ C 3硼酸;#& <<$’ C 3乙 二 胺 四 乙 酸，*D (* %）。

分 别 取 *?1#’67- C’"0#（ $0%!）I!#N&# !"、

E1G 扩增产物、!"#/!酶切产物和 $%&"酶切产物

各 #& $3，加入内标 ! $<$’ C 3 N,)$2 #&A（ 购自 >,";
<! 公司）# $3，以 #& NQ R#% % 电动进样，采用在 ##
NQ 恒压电泳模式，用激光诱导荧光检测 67- 片段。

每次 电 泳 后 用 &* &# <$’ C 3 D"EF) 冲 洗 毛 细 管 %
<,2，再进行下一次检测。

! ! # ! %" 琼脂糖凝胶电泳

8 8 分别取 E1G 扩增产物、!"#/!酶切产物和 $%&
"酶切产 物 各 #& $3，加 $ , 上 样 缓 冲 液 ! $3，混

匀，将样液加到 !P（ 质量分数）的琼脂糖凝胶板（ 含

溴乙啶）上，电泳场强为 ( + #& Q C (<，电泳 -& <,2。

取下凝胶，于凝胶成像仪上观察电泳图谱。

#" 结果与讨论

# ! !" "#$ 样品的预处理

8 8 分枝杆 菌 基 因 组 67- 提 取 后，该 提 取 样 品 经

E1G 扩增后可以直接进行毛细管电泳检测，但 E1G

·)&#·
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扩增片段的 酶 切 样 品 直 接 用 于 电 泳 分 析 时 灵 敏 度

低，分离效果差。这是由于酶切样品浓度低、进样量

极微，且含有 #$%&" 等盐类可能干扰毛细管电泳，因

此需对样品进行预处理。我 们 试 验 了 ’%( 扩 增 纯

化试剂盒、真空干燥、乙醇沉淀等几种处理方法，结

果表明，采用乙醇沉淀 酶 切 样 品 中 的 )*+，在 # ,
下高速 离 心，去 除 上 清 液，用 *" 吹 干 残 留 的 乙 醇，

用电泳缓冲溶液定容后进行检测，处理方法简单，样

品浓缩后能提高检测灵敏度。

! ! !" 毛细管电泳分离条件的选择

! ! 采用不同内径和长度的内壁处理过的 $ 支石英

毛细管柱（ 内 径 为 %& !-，有 效 长 度 分 别 为 &# .-
和 ’& .-；内径为 !## !-，有效长度为 &# .-）进行

试验。 结 果 表 明，内 径 为 !## !-，有 效 长 度 为 &#
.- 的 毛 细 管 用 于 分 离 /0%!()*+ 1!"#"（$#%
#）#23453 "$ 的 !! 个 )*+ 片段和分枝杆菌 ’%("
限制性内切酶产物，灵敏度较高，分离效果较好。

! ! 分别采用 !# --6& 1 7的硼酸盐溶液和 89: 溶

液（/; )* &）作 为 电 泳 缓 冲 溶 液 进 行 实 验。结 果 表

明，用 89: 溶液作为电泳缓冲溶液分离 )*+ 片段

分辨率高，电泳峰形好。改变 89: 缓冲溶液的浓度

（!# + ’# --6& 1 7）进行试验，当电泳缓冲溶液的浓

度偏低时，电 渗 流 加 快，有 效 淌 度 减 小，%: 分 辨 率

降低，)*+ 片段的分离效果变差；当缓冲溶液的浓

度偏高时，电流偏大，焦耳热效应使轴向扩散增加，

分离 效 率 也 受 到 影 响。 本 实 验 选 用 ,& --6& 1 7
89: 溶液作为电泳缓冲溶液。

! ! 电泳电压对分枝杆菌 )*+ 的 ’%( 扩增产物和

酶切产物的迁移时间有显著的影响。改变电泳电压

（) + !& 4<），考 察 本 实 验 中 所 用 /0%!()*+ 1!"#
"（$#%#）#23453 "$ 的 !! 个 )*+ 片段的分离情

况。结果表明，随着电压的增加，#23453 的 )*+ 片

段的迁移时间不断减少，电泳分析的时间也减少，有

利于提高 分 析 速 度；但 是 当 电 压 太 高 时，$$!，,#,，

,)( 和 &#! =/ 片段的电泳峰部分重叠，不能达到基

线分离，故本实验选用的电泳电压为 !! 4<。

! ! 综合考虑检测灵敏度和基线噪声，将光电倍增

管的负高压设定为 >! ### <。由于 分 枝 杆 菌 )*+
经 ’%( 扩增后的酶切产物浓度较低，如果进样电压

太低和时间太短，往往不能检出小片段的 )*+，因

此本实验选用进样电压为 !# 4<，进样时间为 !& ?。

! ! 根据上述实验结果，本实验选用的最佳电泳条

件为：采用内径为 !## !-、有效长度为 &# .- 的内

壁处理过的毛细管柱，以 ,& --6& 1 7 89: 溶液作为

电泳缓 冲 溶 液，分 离 电 压 为 !! 4<。/0%!()*+ 1
!"#"（$#%#）#23453 "$ 的 !! 个 )*+ 的片段，除

了 !!# 和 !!! =/，,)( 和 &#! =/ 不能分离外，其余片

段均可完全分 离，其 电 泳 谱 图 见 图 !。图 " 是 龟 分

枝杆菌 )*+ 的 ’%( 扩增产物在此条件下的毛细管

电泳图。

图 #" "#$#$%&’ (!"#!（$#%"）)*+,-+ !%
的毛细管电泳图

./0! #" $*"/11*+2 -1-34+5"6-+50+*7 58 "#$#$%&’ (
!"#!（$#%"）)*+,-+ !%

! - ( @ $,，’%，!!# 1 !!!，!,%，!(#，","，$$!，,#,，,)( 1 &#!
=/；!# @ ABC53B2& ?C2BD23D@

图 !" 龟分枝杆菌 %&’ 的 9$: 扩增产物的毛细管电泳图

./0! !" $*"/11*+2 -1-34+5"6-+50+*7 58 46- 9$: "+5;<34
58 !& ’()*+,)- "./"#& %/"’)""."

! @ %’ =/；" @ ,$( =/；$ @ ABC53B2& ?C2BD23D@

! ! %" %&’ 片段相对迁移时间的重现性

! ! )*+ 片段迁 移 时 间 的 重 现 性 是 基 因 分 析 中 的

重要指标之 一。 在 )*+ 的 毛 细 管 电 泳 研 究 中，我

们对所研究的 )*+ 片段的迁移时间重现性进行了

考察。在待测试样中加入荧光试剂 4AC6B 35D 作 为

内标物，采用相对迁移时间以消除进样时间和电场

的不稳定对迁移时间的影响。根据标记物和试样中

)*+ 片 段 的 相 对 迁 移 时 间，可 以 确 定 待 测 试 样 中

)*+ 片 段 的 大 小。 在 本 实 验 的 条 件 下，所 测

/0%!()*+ 1!"#"（$#%#）#23453 "$ 的 )*+ 片

段的相对迁移时间具有很好的重现性，其相对标准

偏差（(E)）,!* ’%F 。 分 别 对 草 分 枝 杆 菌 和 龟 分

枝杆菌脓肿亚种临 床 分 离 株 的 &"’:#酶 切 产 物 进

行了 $ 次重 复 测 定，其 )*+ 片 段 相 对 迁 移 时 间 的

(E),$ @ ’F 。
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! ! "# "#$%&’( 分析

! ! 对 # 种分枝杆菌 "#$ 的 %&’ 扩增产物、!"#(
!酶切产物和 $%&"酶切产物分别进行了 &()*+,"
分析，其中草分枝杆菌、龟分枝杆菌脓肿亚种临床分

离株和蟾分枝杆菌 "#$ 的 %&’ 扩增 产 物 的 !"#(
!酶切产物和 $%&"酶切产物的毛细管电泳谱图见

图 " $ #。

图 $# 草分枝杆菌 !"##!酶切产物的毛细管电泳图

’)*! $# "+,)--+./ 0-012.3,40.3*.+5 36 $% &’()* (78
1-0+9+*0: ,.3:;12 </ !"##!

% - && ./；! - !!’ ./；" - !&’ ./；( - 01234156 72518548-

图 "# 草分枝杆菌 +,)"酶切产物的毛细管电泳图

’)*! "# "+,)--+./ 0-012.3,40.3*.+5 36 $% &’()* (78
1-0+9+*0: ,.3:;12 </ +,)"

% - && ./；! - )& ./；" - %&’ ./；( - 01234156 72518548-

图 %# 龟分枝杆菌脓肿亚种 !"##!酶切产物的毛细管电泳图

’)*! %# "+,)--+./ 0-012.3,40.3*.+5 36 $% -’)(./)* "01"&%
,1"-)""0" (78 1-0+9+*0: ,.3:;12 </ !"##!

% - &’ ./；! - %)’ ./；" - !%& ./；( - 01234156 72518548-

图 &# 龟分枝杆菌脓肿亚种 +,)"酶切产物的毛细管电泳图

’)*! &# "+,)--+./ 0-012.3,40.3*.+5 36 $% -’)(./)* "01"&%
,1"-)""0" (78 1-0+9+*0: ,.3:;12 </ +,)"

% - && ./；! - #’ ./；" - %&’ ./；( - 01234156 72518548-

图 ’# 蟾分枝杆菌 !"##!酶切产物的毛细管电泳图

’)*! ’# "+,)--+./ 0-012.3,40.3*.+5 36 $% 2)/.&*
(78 1-0+9+*0: ,.3:;12 </ !"##!

% - &’ ./；! - #& ./；" - %%’ ./；( - !%’ ./；& - 01234156
72518548-

图 (# 蟾分枝杆菌 +,)"酶切产物的毛细管电泳图

’)*! (# "+,)--+./ 0-012.3,40.3*.+5 36 $% 2)/.&*
(78 1-0+9+*0: ,.3:;12 </ +,)"

% - 91:1;<1；! - #& ./；" - %%& ./；( - %*+ ./；& - 01234156
72518548-

! ! %# 与 8=# 方法的比较

! ! 同时对草分枝杆菌、龟分枝杆菌脓肿亚种临床

分离株和蟾分枝杆菌 "#$ 的 %&’ 扩增产物、!"#(
!酶切产物和 $%&"酶切产物进行了 $=( 分离，其

谱图见图 ) $ %%，其中 />&%)"#$ ?’"(#（$(%!）

@54:34 !" 的片段从下至上同图 % 中 % $ ) 所示。
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! 第 ! 期 黎源倩等：毛细管电泳"激光诱导荧光检测分枝杆菌脱氧核糖核酸限制性内切酶谱

图 !" 草分枝杆菌的琼脂糖凝胶电泳图

!"#$ !" %#&’()* #*+ *+*,-’(./*’(#’&0 (1 !" #$%&’
! # $%& ’()*+,-："#$ .’；% # !"#/! ’()*+,-：%&’ .’，%%’

.’；# # $%&" ’()*+,-：!&’ .’，(’ .’；" # 01(23(#

图 #$" 龟分枝杆菌脓肿亚种的琼脂糖凝胶电泳图

!"#$ #$" %#&’()* #*+ *+*,-’(./*’(#’&0 (1 !" ($&%)*&’
+,-+#" .-+(&++,+

! # $%& ’()*+,-："#$ .’；% # !"#/! ’()*+,-：%#’ .’，%’’
.’；# # $%&" ’()*+,-：!&’ .’，)& .’；" # 01(23(#

! ! 通过对 %/ 和 45/ 谱图的比较可知，用这两种

方法得到的分枝杆菌 674 的限制性酶切谱图具有

可比性。两种方法得到的分枝杆菌 674 的 $%& 扩

增产物的片段是一致的，限制性酶切谱图的指纹条

带形状基本 相 同，但 是 对 酶 切 后 的 674 片 段 大 小

确定有一定的差异，有时可能相差 !’ * !& .’，其原

因可能是两种方法对 674 片段的鉴别能力不完全

相同 所 致。虽 然 45/ 是 分 离 674 片 段 的 常 用 手

段，但限于凝胶的长度（ 一般不超过 !& ,0）和施加

的电泳电压低，某些大小相近的片段不能较好地分

离，因此根据所用的标记物和限制性酶切谱图确定

674 片段大小时，误 差 较 大。%/ 中 所 用 的 毛 细 管

图 ##" 蟾分枝杆菌的琼脂糖凝胶电泳图

!"#$ ##" %#&’()* #*+ *+*,-’(./*’(#’&0 (1 !" /&*)#’
! # $%& ’()*+,-："#$ .’；% # !"#/! ’()*+,-：%%’ .’，!%’

.’，(& .’； # # $%& " ’()*+,-： !+’ .’， !!’ .’， +& .’；

" # 01(23(#

通常为数十厘米，同时采用了上万伏的电压，能更有

效地分离差异较小的片段，并能在较短的时间内完

成分析。本实验中，在试样中加入内标物，采用相对

迁移时间消除了进样时间和电场不稳定的影响，在

确定试样中 674 片段时更为准确，对于 45/ 不能

检出的小片段也能鉴定，能有效地用于分枝杆菌基

因的限制性酶切谱图分析。

%" 结论

! ! 本文以分枝杆菌的 674 为研究对象，采用 %/"
89:6 检测了多种分枝杆菌 ;<’)& 基因 $%& 产物的

限制性内切酶产物的特征电泳谱图，建立了分枝杆

菌的快速、可靠的鉴定方法。本方法能在 %" 0=> 内

完成 $%& 产物酶切片段的分离，得到不同分枝杆菌

各自特异的 674 酶 切 谱 图，可 用 于 分 枝 杆 菌 的 种

属鉴别研究。
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