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!摘要$

!

目的
!

应用环介导等温扩增技术"

XAE/

#建立一种快速敏感的直接检测阳性血培养瓶中大肠埃希菌的方法$方法

!

根据美国国立卫生研究院基因序列数据库"

[FMI>MV

#上大肠埃希菌的
G>N\

"登录号%

E6<674

#基因序列!设计
<

条特异引物"

&

条内引物&

&

条外引物#!对
G>N\

基因进行扩增!对扩增反应进行优化$分别验证该方法的特异性及敏感性!并与传统培养法进行

比较$结果
!

在
;44

份阳性血培养瓶中!采用
XAE/

法检测到
'#

株大肠埃希菌!所设计引物对大肠埃希菌扩增的特异性及敏感

性均较好!与传统培养法比较!灵敏度和特异性均达
!44=

!但传统培养法的检出时间为
;"

!而
XAE/

法的检出时间只需
!O

$结

论
!

XAE/

检测大肠埃希菌是快速&低成本&特异性强&灵敏度高的方法!适合临床开展$
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大肠埃希菌是临床常见的重要致病菌#在引起败血症的病

原菌中居首位(

!

)

#目前#大肠埃希菌的检测仍以传统的培养方

法$如分离培养"生化鉴定等%为主#但传统的培养方法操作繁

琐#费时费力#不能快速为临床提供可靠的结果!

/).

方法检

测大肠埃希菌具有特异性强"灵敏度高等特点#但检测成本较

高#需要专门规划设计的实验室以及昂贵的仪器!
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年日

本学者
0QLQ$D

等(

&

)发明了环介导等温扩增技术$
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%#现在应用非常广泛#包括

病原微生物检测(

;?<

)

"寄生虫检测(

7

)

"植物病检测(

'?6

)

"动物胚胎

的性别鉴定(

#

)及植物种类鉴定(

:

)等领域!本研究直接从阳性

血培养瓶中提取细菌
10A

#使用
XAE/

扩增大肠埃希菌的

G>N\

基因#判断是否为大肠埃希菌感染#可在
!O

内完成#缩短

最终鉴定时间#以为临床治疗赢得时间!

!

!

材料与方法

!(!

!

材料

!(!(!

!

菌株来源
!

收集
&4!&

年
!

月至
&4!;

年
<

月沈阳市第

四人民医院
;44

份阳性血培养瓶#均为非重复株!质控菌株为

铜绿假单胞菌
A*))&6#7;

"大肠埃希菌
A*))&7:&&

"金黄

色葡萄球菌
A*))&:&!;

#购自卫生部临床检验中心!

!(!("

!

仪器与试剂
!

`̂*8U&

全自动微生物分析仪及其配

套试剂为法国生物梅里埃公司产品#

IA)*8):474

全自动血

培养仪由美国
I1

公司提供#恒温箱为上海医疗器械厂产品#

低温高速离心机为贝克曼公司产品#

ICL10A

聚合酶$含
!4a

ICLB@RRFH

%购自
0FJ8M

%

G>M"IDQG>BC

公司*甜菜碱$

BFL>DMF

%购

自
5D

%

$>

公司*

"0*/

"

E

%

5-<

"

10A

标志物购自宝生物工程

$大连%有限公司!

!(!(#

!

引物
!

根据
[FMI>MV

中大肠埃希菌
G>N\

基因序列#使

用
/HD$FH8_

P

GQHFH̀ <

软件设计一套
XAE/

引物#
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7b?)A*

[[[[[A *)))AA [)*?;b

#
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'

7b?**[ **A [)A [))

[[A*)A[?;b

*

Î/
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7b?))**[)A[)A)A*)))))***

[** [[[ AA[ [[) [A* )?;b

#

9̂/
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7b?)[A )[* *[*

AAAA)[A)[[))A*A[A[[*A))[)A*[)[A*A?

;b

!其中
9;

与
I;

为外引物#

9̂/

与
Î/

为内引物!引物由宝

生物工程$大连%有限公司合成#用
"",

&

-

溶解后分装#

Z&4

c

冰箱保存备用!

!("

!

方法

!("(!

!

细菌
10A

模板制备
!

采取盐酸胍
?

苯甲醇法'$

!

%从阳

性血培养瓶中以无菌方式取
!44

&

X

培养物置入
!(7$X

的
8/

管中#加入
7$QG

盐酸胍缓冲液
!44

&

X

#涡旋振荡
7$DM

*$

&

%依

次加入
<44

&

X

双蒸水和
#44

&

X

苯甲醇#涡旋振荡
!$DM

#在
<

c

下以
6444H

&

$DM

离心
7$DM

*$

;

%取上层水相约
4(<$X

到

一新
8/

管#依次加入
;$QG

&

X

醋酸钠缓冲液
<4

&

X

和异丙醇

<!7!

重庆医学
&4!7

年
<

月第
<<

卷第
!!

期



4(<<$X

#在
<c

下
!'444H

&

$DM

离心
!7$DM

*$

<

%倒掉上层液

体#加入
!$X64=

乙醇洗涤#在
<c

下
!'444H

&

$DM

离心
!4

$DM

#接着倒掉上层的乙醇#待干燥后加入
!44

&

X

双蒸水溶解

管底的
10A

沉淀备用!

!("("

!

XAE/

检测大肠埃希菌
!

本试验在先期研究中确定

的最佳反应体系如下'
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聚合酶$
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聚合酶缓冲液$
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与
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$引物浓度为
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&

$QG

&

X

%各
4(&7

&

X

"

Î/

与
9̂/

$引物

浓度为
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&

$QG

&

X

%各
&(44

&

X

"

10A

模板
&(44

&

X

#

,

&

-6(;4

&

X

!混匀后#

'7c

等温扩增
!O

!

"

!

结
!!

果
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XAE/

特异性分析
!

在
;44

份阳性血培养瓶中#采用传

统方法检出大肠埃希菌
'#

株#

XAE/

法产物电泳均有特征性

条带出现#非大肠埃希菌为阴性结果#见图
!

!

!!

E

'标志物*

!

'大肠埃希菌
A*))&7:&&

*

&

!

'

'临床分离株*

6

'阴

性对照*

#

'肺炎克雷伯菌*

:

'铜绿假单胞菌*

!4

'鲍曼不动杆菌*

!!

'金黄

色葡萄球菌*

!&

'表皮葡萄球菌*

!;

'变形菌属*

!<

'肺炎链球菌!

图
!

!!

特异性试验结果

"("

!

XAE/

灵敏度分析
!

将过夜培养的大肠埃希菌
A*))

&7:&&

制备成
4(74

麦氏浊度$相当于
!(74a!4

#

)9d

%#进行

!4

倍倍比稀释#然后提取不同浓度的大肠埃希菌基因组
10A

为模板#进行
XAE/

反应#加入
5eI.[HFFM^

后#观察结果#

随后进行电泳#结果呈绿色的反应产物电泳时均出现特异性的

阶梯状条带#出现
XAE/

扩增反应#其颜色变化情况与电泳结

果一致#可以判定本方法的检测极限约
!(74a!4)9d

&

$X

!

与传统培养法比较#灵敏度和特异性均达
!44=

#但是传统培

养法的检出时间为
;"

#而
XAE/

法的检出时间只需
!O

!

#

!

讨
!!

论

!!

大肠埃希菌是人体肠道中的正常寄生菌#但也是临床各部

位感染的重要致病菌#在引起血流感染的病原菌中占首位(

!4

)

!

传统上#对大肠埃希菌的诊断主要依靠平板培养分离鉴定法#

但该方法检测周期长达
;"

#费时"费力#不利于临床的快速诊

断#所以寻找更快速"更简易"更准确的检测方法是临床工作的

发展方向!目前应用最多的是
/).

及其衍生出的
HF>G?LD$F

/).

"巢式
/).

"

.*?/).

等方法(

!!

)

!这些方法的优点是操作

简单#灵敏性高#可在短时间内得到实验结果!但是这些方法

在检测过程中#对精密仪器设备的要求极高且要掌握准确繁琐

的实验程序步骤#对实验室平台及操作人员均有很高的要求!

XAE/

是一种在等温条件下快速#特异性"灵敏度高的扩

增靶序列
10A

技术#无需昂贵的仪器设备#可
!O

内即可完成

全部反应#使对大肠埃希菌的快速诊断成为可能!本研究采用

盐酸胍
?

苯甲醇法直接从阳性血培养瓶中提取细菌
10A

#使用

XAE/

法检测大肠埃希菌的
G>N\

基因#结果显示大肠埃希菌

呈阳性反应#其他对照菌呈阴性反应#可见
XAE/

法具有良好

的灵敏度和特异性#如果以传统培养法为+金标准,#其灵敏度

和特异性均达到
!44=

!而且该方法具有观察结果方便"无需

特殊仪器等优点#适合各级医院开展#尤其是一些中小型医疗

机构!

对于结果的观察#可以采用肉眼观察反应体系中是否形成

白色沉淀来定性判断
XAE/

反应(

!&

)

#但该方法的灵敏度较在

反应体系中加入荧光染料要低(

!;

)

!目前通常添加荧光染料如

8I

"

5eI.[HFFM^

(

!<

)

"

8W>[HFFM

(

!7

)等进行结果判断!但也存

在一定的缺陷#

5eI.[HFFM̂

和
8W>[HFFM

对
XAE/

反应有抑

制作用#而且需在反应结束后添加#由于
XAE/

灵敏度高#较

剧烈地摇动反应管或开盖都可形成气溶胶而导致污染#引起假

阳性结果的出现!所以寻找一种能在反应前加入且不影响反

应的指示剂#避免开盖操作是亟待解决的问题!

综上所述#

XAE/

法检测阳性血培养瓶中大肠埃希菌的

方法简便快速#灵敏度和特异度非常高#检测时间为
!O

左右#

较传统方法明显缩短#为患者的治疗赢得了时间!但本方法的

试验未能检测耐药基因#这将需要进一步的研究!
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续表
&

!!

部分分枝杆菌标准株不同浓度的

!!!

检出结果"

NQ

PK

'

$X

#

菌种
!4

<

!4

;

!4

&

!4

!

海分枝杆菌 阳性 阳性 阴性 阴性

戈登分枝杆菌 阳性 阳性 阴性 阴性

脓肿分枝杆菌 阳性 阳性 阴性 阴性

胞内分枝杆菌 阳性 阳性 阴性 阴性

#

!

讨
!!

论

0*E

引起的感染日益增多#特别是由其引发的医院感染

出现频率逐渐增高#已越来越受到人们的关注(

<?'

)

!快速"准

确"灵敏"特异地对致病性分枝杆菌做出诊断#是有效预防分枝

杆菌病发生和控制其迅速传播的前提和关键#对治疗和疫情控

制具有重要意义!传统的分枝杆菌筛查方法主要有涂片抗酸

染色法"罗氏培养基培养法和结核抗体金标法#其中抗酸染色

涂片法具有简便"快捷"价格低廉的优点#但其敏感性太低*而

罗氏培养基培养法报告时间较长$

&

!

#

周%*结核抗体金标法

则只能检测结核分枝杆菌#对
0*E

检测无效!后期发展的

IA)*8)

快速菌种鉴定法可初步鉴别
E*)

和
0*E

#但其培

养周期仍较长$

&

!

'"

%#有研究对
IA)*8)*I<'4

检测出来的

0*E

进行菌种鉴定#发现有
6(6=

的菌株为结核分枝杆菌(

6

)

!

随着分子生物学技术的飞速发展#

/).?

单链构象多态性方法

也被应用于分枝杆菌菌种鉴定#该方法通过分析分枝杆菌
!'5

H.0A

#根据其电泳图谱与标准株的相似性进行菌种鉴定#但

结果显示对结核分枝杆菌"牛结核分枝杆菌及堪萨斯分枝杆

菌"胃分支杆菌之间不能特异性区分(

#

)

!前述方法敏感性或特

异性不强#很难满足临床诊断的需要!

基因芯片技术是伴随人类基因组计划的实施而发展起来

的一门新兴技术#该技术将成千上万个
10A

或寡核苷酸片段

固定在玻璃"尼龙膜或硅片等载体上#与标记的样品杂交#分析

样品中基因表达"基因序列"基因突变和多态性变化等情况!

该技术将
/).

技术的高灵敏度和反向点杂交技术的高特异性

相结合#真正达到了快速检测的要求#其结果更加准确可靠!

本研究以测序法为对照#采用本院与亚能生物技术$深圳%有限

公司联合研发的分枝杆菌菌种鉴定试剂盒#利用膜芯片技术#

在膜上固定一系列的特异性探针#根据分枝杆菌
!'5

!

&;5

H.0A

基因间隔区序列设计引物#利用
/).

体外扩增各菌株

的
10A

#与固定在膜上的基因型特异探针杂交#再通过显色判

断分枝杆菌菌种!实验结果显示#本研究中基因芯片上的探针

只与
&;

种分枝杆菌的扩增产物杂交#与
:

种非分枝杆菌标准

株扩增产物均不杂交#为进一步验证本芯片的准确性#将
!'

株

临床
0*E

进行
10A

测序#证实与
[FMI>MV

对应序列相一

致#其检测特异性达到了
!44=

!据报道#基因芯片检测灵敏

度比
/).?

电泳法高
!4

倍(

:?!4

)

#从本研究对
&;

种类型的分枝

杆菌标准菌株的系列稀释检测结果可以看出#该方法的最低检

出限达到了
!4

;

NQ

PK

&

$X

#解决了传统方法对临床标本中低浓

度分枝杆菌不能检出的难题#提高了检测灵敏度!

上述实验结果显示#本研究所建立的基因芯片法具备高通

量"高特异性"高灵敏度"操作简便"结果直观的优点#且能在

'

!

#O

内直接测定痰液标本中的
E*)

和其他
&&

种
0*E

#具

有很好的临床应用价值#是一项值得推广的技术!
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