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要"目的
!

设计
%,'A(c;

通用引物并将其用于气性坏疽快速检测基因芯片%方法
!

"

&

$设计
%,'A(c;

通用引物!并

对气性坏疽的主要致病菌进行聚合酶链反应"

_R(

$扩增%"

%

$对外伤感染中常见其他微生物进行检测%"

,

$测定该通用引物
_R(

的灵敏度%结果
!

"

&

$设计出
&

对
%,'A(c;

通用引物!该通用引物对气性坏疽主要病原菌都能进行扩增%"

%

$该通用引物
_R(

对外伤感染中常见非梭菌微生物都不扩增%"

,

$该通用引物
_R(

的最高灵敏度为
&̂ &.

,
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"产气荚膜梭菌$%结论
!

设计

出了
&

对
%,'A(c;

通用引物!能够满足气性坏疽快速检测基因芯片的要求%

关键词"气性坏疽#
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气性坏疽是战伤*创伤*地震伤等的严重并发症#梭状芽孢

杆菌是其主要致病菌#包括产气荚膜梭菌*破伤风梭菌等#他们

都是厌氧菌)基因芯片检测快速*灵敏*高通量#是气性坏疽检

测的重要手段之一#但要求对所有目标细菌都要同步扩增)一

般的通用引物对其他非致病菌也要扩增#影响检测的特异性)

本研究采用
%,'A(c;

基因为靶基因#既保证对气性坏疽主要

病原梭菌高效扩增#又尽量避免其他微生物的非特异性扩增#

从而从根本上提高检测的效率#现报道如下)
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!

材料与方法

B-B

!

菌株及来源
!

标准菌株$产气荚膜梭菌
;+RR&,&%1

*破

伤风梭菌
;+RR&41./

*艰难梭菌
;+RR4/34

*诺维梭菌

;+RR&41.%

*溶组织梭菌
;+RR&41.&

*败毒梭菌
;+RR

&%1/1

*金黄色葡萄球菌
;+RR%04%,

*大肠埃希菌
;+RR

%04%%

*铜绿假单胞菌
;+RR%630,

*肺炎链球菌
;+RR14/&4

&

均购自上海天呈医流有限公司#其他菌株通过本实验室鉴定

得到)

B-C

!

方法

B-C-B

!

试剂与仪器
!

引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成)细菌
Xc;

提取试剂盒*聚合酶链反应$

_R(

&试剂

盒均由天根生化$北京&公司生产)

Y$R

K

=GBA4/

型
_R(

扩增仪

由美国
!8<$(@E

公司生产%

S8CBO%

全自动细菌鉴定及药敏分

析系统由法国生物梅里埃公司生产)

B-C-C

!

通用引物设计
!

基因序列检索自美国国立生物信息中

心$

cR!*

&%比对软件!

Xc; U'Y(=D9&-.

%引物设计软件!

_A8>BA_AB>8BA0-.

)通过软件比对#筛选出梭菌相对特异的

区段#再找寻梭菌共有的序列#然后在共有序列上设计引物)

B-C-D

!

对梭菌的扩增
!

选取
3

种梭菌!产气荚膜梭菌*破伤风

梭菌*艰难梭菌*诺维梭菌*溶组织梭菌*败毒梭菌*丁酸梭菌*

双酶梭菌#按照说明书提取细菌
Xc;

)

_R(

反应!

%

!

VXc;

提取 模 板#

_R(

反 应 液
&&-0

!

V

#上*下 游 引 物 各
&

!

V

$

0

!

><G

"

V

&#反应体积
%0

!

V

)

_R(

扩增条件!

41 T ,>8:

%

41T&.9

#

00T&.9

#

6%T0.9

#循环
1.

次%

6%T,>8:

)

&\

琼脂糖凝胶#

3.S

电泳
%.>8:

)

B-C-J

!

对其他微生物的扩增
!

1

种外伤感染中的其他细菌!

金黄色葡萄球菌*大肠埃希菌*铜绿假单胞菌*肺炎链球菌%

%

种常见病毒!乙型肝炎病毒*巨细胞病毒%产气荚膜梭菌为阳性

对照)

_R(

操作同
&-%-,

)

B-C-O

!

灵敏度检测
!

挑取产气荚膜梭菌单个菌落#用生理盐

水稀释%倾注培养#计数菌落形成单位$

=<G<:

K

H<A>8:

J

F:8C9

#

=HF

&#再用生理盐水将菌液分别稀释为
&̂ &.

"

&̂ &.
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=HF
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>V

6

个浓度)

_R(

操作同
&-%-,

)
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结
!!

果

C-B

!

通用引物序列$扩增产物长度为
,4%I

?

&

!

_&

$上游引

物&!

0g$ZZ;ZRRZ;+Z;;ZZ;RZ+Z;+;;R$,g

%

_%

$下

游引物&!

0g$R;R;;ZZ+++R;RZ+Z+R+RZ+ZR$,g

)

C-C

!

通用引物对梭菌的扩增
!

该引物对
3

种梭菌都能进行扩

+
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+

国际检验医学杂志
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增#有较好的通用性#见图
&

)

C-D

!

通用引物对其他微生物的扩增
!

该引物对其他常见非梭

菌微生物都不扩增$产气荚膜梭菌为阳性对照&#见图
%

)

!!

;

!产气荚膜梭菌%

!

!破伤风梭菌%

R

!诺维梭菌%

X

!败毒梭菌%

Y

!溶

组织梭菌%

)

!丁酸梭菌%

Z

!双酶梭菌%

"

!艰难梭菌%

*

!标记)

图
&

!!

通用引物对常见梭菌的
_R(

扩增

!!

;

!乙型肝炎病毒%

!

!巨细胞病毒%

R

!金黄色葡萄球菌%

X

!大肠埃

希菌%

Y

!铜绿假单胞菌%

)

!肺炎链球菌%

Z

!产气荚膜梭菌%

"

!标记)

图
%

!!

通用引物对常见非梭菌微生物的
_R(

扩增

C-J

!

通用引物
_R(

的灵敏度检测
!

通用引物
_R(

可检测到

的产气荚膜梭菌最小载量为
&^&.

,

=HF

"

>V

#灵敏度较高#见

图
,

)

图
,

!!

通用引物的灵敏度检测
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讨
!!

论

气性坏疽是一种严重的外科感染疾病#在地震伤'

&$%

(

*车祸

伤*建筑工地创伤等情况下多发#也经常与手术*烧伤感染*肿

瘤继发感染等相关'

,$1

(

)引起气性坏疽的病原菌主要为梭状芽

孢杆菌$

=G<9CA8E8F>

&

'

0

(

#包括产气荚膜梭菌*诺维梭菌*败毒梭

菌*溶组织梭菌等)梭状芽孢杆菌在伤口内生长*繁殖#产生外

毒素*胶原酶*透明质酸酶*溶纤维酶等#分解组织中糖类和蛋

白质#产生大量的气体#从而形成气性坏疽)气性坏疽发生后#

大量组织坏死和外毒素吸收#可引起严重的毒血症#导致感染

性休克#甚至引起患者死亡'

/

(

)因此#早期诊断对于气性坏疽

的治疗和预后十分重要)

目前#对气性坏疽病原菌的检测方法有直接涂片染色法*

厌氧培养鉴定*分子生物学鉴定等'

6

(

)涂片镜检法灵敏度低#

只能作初筛%厌氧培养结合全自动细菌培养鉴定及药敏分析系

统#可以对梭状芽孢杆菌进行鉴定和药敏分析#提高了细菌鉴

定的效率和可靠性)但厌氧培养要求高*耗时长#往往错过最

佳治疗时机'

3

(

)基于基因芯片的高通量建立起来的厌氧菌检

测方法#利用寡核苷酸探针为检测系统#可以将细菌区分到种#

且整个检测过程仅需要
1D

左右#具有简便*快速*灵敏度高*

特异性强等优点'

4

(

)基因芯片可以一次性对样品大量检测和

分析#从而解决了传统核酸杂交操作繁杂*效率低等不足'

&.

(

#

对一些需特殊培养#如厌氧培养*

V

型菌培养等的细菌也能直

接检测#有很好的应用前景'

&&

(

)但基因芯片检测要求对所有

待测细菌
Xc;

都要同步
_R(

扩增#一般通用引物
_R(

可以

扩增气性坏疽主要病原菌#但对其他非致病菌也要扩增#势必

增加基因芯片的检测难度#产生假阳性结果)

W<AA89

等'

&%

(已经利用
&/'A(c;

基因设计
_R(

引物#进

行厌氧菌检测#其准确度高于其他常规检测方法)

%,'A(c;

基因信息容量比
&/'A(c;

基因大#对种属特别相近的细菌辨

别效果更好)细菌
%,'A(c;

基因约由
%4..

个核苷酸组成#

有高度的保守性#因此被称为细菌的/分子化石0#也是通用引

物设计的重要靶基因'

&,$&1

(

)因此#本研究以
%,'A(c;

基因为

靶基因#筛选梭菌属细菌相对特异的序列#尽量排除与其他微

生物的交叉)再在梭菌属细菌相对特异的序列上选取保守区

段)最后#在梭菌保守区段设计引物#既保证对气性坏疽主要

病原梭菌高效扩增#又尽量避免其他微生物的非特异性扩增#

从而从根本上提高检测的特异性)再通过与基因芯片上的相

应探针杂交#可检测感染由何种梭菌引起#从而实现气性坏疽

病原菌的快速检测)

作者首先对导致气性坏疽的
3

种主要梭菌
%,'A(c;

基

因进行序列分析和
_R(

引物设计#设计出通用引物)

_R(

扩

增结果显示#该引物对
3

种梭菌都能进行
_R(

扩增#有较好的

通用性)同时#根据参考文献'

&0

(报道#结合本院感染菌群分

布情况#选择外科感染中常见的非致病菌及病毒#进行特异性

试验)结果显示#通用引物
_R(

对其他常见非梭菌微生物都

不发生非特异性扩增#只针对梭菌扩增#抗干扰能力较强)进

一步实验显示!该通用引物
_R(

可检测到的产气荚膜梭菌最

小载量为
&^&.

,

=HF

"

>V

左右#灵敏度较高)因此#该
%,'

A(c;

通用引物能针对气性坏疽主要病原菌进行扩增#灵敏度

较高#抗干扰能力较强#适用于气性坏疽快速检测基因芯片的

前期
Xc;
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对粪*屎肠球菌的耐药率均较低#但药物毒性较大'

&.

(

#故临床

不考虑首选)两种菌对不同药物敏感性有所不同#应根据药敏

试验合理选用抗菌剂#减少耐药菌株产生)

肠球菌耐药机制复杂#对多种抗菌剂呈天然耐药和获得性

耐药'

&

#

&&$&1

(

)粪*屎肠球菌整体耐药率在
%..6

"

%.&.

年间均

呈上升趋势#不同的是#粪肠球菌耐药率变迁幅度较屎肠球菌

显著)值得一提的是#屎肠球菌对部分抗菌剂$如四环素和利

奈唑烷&的耐药率呈下降趋势#可能与其自身严重的多重耐药

性有关'

&&

(

)屎肠球菌在感染初期已广谱耐药#于是只能使用

万古霉素和替考拉宁进行治疗$喹奴普汀"达福普汀当时未进

入本院&#从而导致该药耐药率逐年升高#其他药物则相对减

低#特别是四环素耐药率从
%6-,\

降至
&&-%\

#提示治疗屎肠

球菌感染时可考虑选用该药)

万古霉素对治疗由革兰阳性菌引起的感染有很好疗效#然

而随着其临床应用的增加#

S(Y

的检出率逐年升高'

&

#

&%

(

)研

究结果显示#本院粪肠球菌
S(Y

从
.-.\

上升到
&,-/\

#屎肠

球菌
S(Y

从
4-&\

上升到
%3-3\

#显著高于
R"*cY+

监测结

果)经调查#本院
%..6

"

%..4

年万古霉素用量均居抗菌剂使

用前
&.

位#提示
S(Y

检出率升高可能与万古霉素用量较大有

关)对
S(Y

所致严重感染目前尚无有效的治疗方法#但对肠

球菌所致的一般感染#万古霉素仍不失为控制感染的有效药

物'

&%$&,

(

)因此#临床医生应合理有效使用万古霉素#减少或避

免预防用药#以保持肠球菌对万古霉素的高度敏感性)

参考文献

'

&

(

M@:EB:!A@@Oc

#

QCC;

#

M@:!BGOF>;

#

BC@G-_ABM@GB:=B@:EEB$

CBA>8:@:C9<HHB=@G=<G<:8N@C8<:L8CDM@:=<>

K

=8:$AB989C@:CB:CBA<$

=<==F98:D<9

?

8C@G8NBE

?

@C8B:C98:CDBcBCDBAG@:E9

'

b

(

-*:HB=CR<:$

CA<G"<9

?

Y

?

8EB>8<G

#

%...

#

%&

$

3

&!

0%.$0%1-

'

%

( 廖国林#刘建#李芳#等
-

肠球菌属医院感染分布及耐药性分析

'

b

(

-

中华医院感染学杂志#

%..4

#

&4

$

&,

&!

&6,0$&6,/-

'

,

( 黎敏#邱喜辽#王俊霁#等
-14%0

株医院感染细菌分布及耐药性分

析'

b

(

-

重庆医学#

%.&.

#

,4

$

%1

&!

,,/.$,,/%-

'

1

( 杨青#俞云松#倪语星#等
-%..6

年中国
R"*cY+

肠球菌属耐药性

监测'

b

(

-

中国感染与化疗杂志#

%..4

#

4

$

,

&!

&60$&64-

'

0

( 汪复#朱德妹#胡付品#等
-%..3

年中国
R"*cY+

细菌耐药性监测

'

b

(

-

中国感染与化疗杂志#

%..4

#

4

$

0

&!

,%&$,%4-

'

/

( 林奇龙#夏邦世#沈忠海#等
-%.&

株肠球菌属的临床分布及耐药分

析'

b

(

-

中华医院感染学杂志#

%..4

#

&4

$

6

&!

303$3/.-

'

6

(

P<<EH<AEc-ZG

K

=<

?

B

?

C8EB$AB989C@:CB:CBA<=<==8

!

@EB=@EB<HBa

?

B$

A8B:=B

'

b

(

-b<FA:@GWBE8=@GW8=A<I8<G<

JK

#

&443

#

16

$

&.

&!

314$3/%-

'

3

(

;G$+@LH8

e

b;

#

;:@:8;;-;:C8>8=A<I8@G9F9=B

?

C8I8G8C

K?

@CCBA:<HI@=$

CBA8@G

?

@CD<

J

B:9=@F98:

J

FA8:@A

K

CA@=C8:HB=C8<:98:@'@FE8;A@I8@:

D<9

?

8C@G

'

b

(

-RDB><CDBA@

?K

#

%..4

#

00

$

%

&!

&%6$&,&-

'

4

(

!@FE<Fa_

#

VB>@8AB'

#

XB:89Q

#

BC@G-;=C8M8C

K

<H

e

F8:F

?

A89C8:

"

E@G$

H<

?

A89C8:@

J

@8:9CBaCA@=BGGFG@A@:E8:CA@=BGGFG@A9C@

?

D

K

G<=<==F9@F$

ABF9L8CDM@A8<F9AB989C@:=B

?

DB:<C

K?

B9

'

b

(

-b;:C8>8=A<IRDB$

><CDBA

#

%.&.

#

/0

$

/

&!

&%%3$&%,/-

'

&.

(

;CC@998#

#

"BA9DIBA

J

BAY

#

;G@>(

#

BC@G-+DA<>I<=

K

C<

?

B:8@@99<$

=8@CBEL8CDG8:BN<8ECDBA@

?K

'

b

(

-RG8:8=@G_D@A>@=<G<

JK

#

%..%

#

,1

$

0

&!

/40$/43-

'

&&

(

'DB

?

@AE!X

#

Z8G><ABW'-;:C8I8<C8=$AB989C@:CB:CBA<=<==F9

!

CDB

>B=D@:89>9@:EE

K

:@>8=9<HEAF

J

8:CA<EF=C8<:@:EAB989C@:=B

'

b

(

-W8=A<IB9*:HB=C

#

%..%

#

1

$

%

&!

%&0$%%1-

'

&%

(

P@:

J

bV

#

"9FBD_(-+DBA@

?

BFC8=<

?

C8<:9H<A8:HB=C8<:9EFBC<

M@:=<>

K

=8:$AB989C@:CB:CBA<=<==8

'

b

(

-Ya

?

BACQ

?

8:_D@A>@=<CDBA

#

%..4

#

&.

$

0

&!

630$64/-

'

&,

(

_@8W_

#

(<EM<GE#;

#

'=DAB=OB:IBA

J

BA_R

#

BC@G-(89OH@=C<A9@9$

9<=8@CBEL8CDCDBEBMBG<

?

>B:C<H8:HB=C8<:L8CDG8:BN<G8E$@:EM@:$

=<>

K

=8:$AB989C@:CB:CBA<=<==F9H@B=8F>

'

b

(

-RG8:*:HB=CX89

#

%..%

#

,0

$

&.

&!

&%/4$&%6%-

'

&1

(王政#刘丁#陈萍#等
-%..3

年重庆大坪医院细菌耐药性监测'

b

(

-

重庆医学#

%..4

#

,3

$

&4

&!

%1..$%1.,-

$收稿日期!

%.&&$.&$%4

&

$上接第
3,6

页&

'

6

( 岳华#梁曼丽
-

浅谈厌氧菌的鉴定方法'

b

(

-

中外医疗#

%.&.

#

&,

!

&3&-

'

3

(

#B::BE

K

RV

#

V

K

A@9X

#

RDBF:

J

b#

#

BC@G-RA<99$=<>

?

GB>B:C@C8<:

<H=G<9CA8E8F>

?

BAHA8:

J

B:9_VR@:E=G<9CA8E8F>9B

?

C8=F>@G

?

D@$

C<a8:>FC@:C9ABMB@G9_VR899FHH8=8B:CC<>BE8@CB

J

@9

J

@:

J

AB:B

'

b

(

-W8=A<IB9*:HB=C

#

%..4

#

&&

$

,

&!

1&,$1&3-

'

4

( 陈志
-

基因芯片技术的最新进展'

b

(

-

国际检验医学杂志#

%../

#

%6

$

,

&!

%14$%0&-

'

&.

(

W<A@:Z

#

'C<OB9R

#

+DBLB9'

#

BC@G-R<>

?

@A@C8MB

J

B:<>8=9F98:

J

=@:E8E@@GI8=@:9Xc;>8=A<@AA@

K

9ABMB@G9@I9B:=B@:EE8MBA

J

B:=B

<HM8AFGB:=B$@99<=8@CBE

J

B:B98:R@:E8E@EFIG8:8B:989

'

b

(

-W8=A<I8$

<G<

JK

#

%..1

#

&0.

$

&.

&!

,,/,$,,3%-

'

&&

(

+@:

J

+

#

)A@:=<89c

#

ZG@C8

J

:

K

;

#

BC@G-Ya

?

AB998<:A@C8<BM@GF@C8<:

8:CL<$=<G<FA>8=A<@AA@

K

Ba

?

BA8>B:C98998

J

:8H8=@:CG

K

8>

?

A<MBEI

K

=<AAB=C8:

J

8>@

J

B>89@G8

J

:>B:C

'

b

(

-!8<8:H<A>@C8=9

#

%..6

#

%,

$

%.

&!

%/3/$%/4&-

'

&%

(

W<AA89;b

#

P8G9<:WV

#

W8AABCC'

#

BC@G-ZB:<C

K?

8=E8MBA98C

K

<H@:$

@BA<I8=89<G@CB9HA<>IG<<E9CAB@>8:HB=C8<:9

'

b

(

-RG8:W8=A<I8<G

#

%..3

#

1/

$

0

&!

&04/$&/.&-

'

&,

(蔡晋#夏季#罗阳#等
-

通用引物
_R(

扩增创伤感染细菌
&/'$%,'

AXc;

间区的研究'

b

(

-

中华医院感染学杂志#

%..4

#

&4

$

&1

&!

&66/$

&663-

'

&1

(

"F:CXY

#

#GB

?

@=$RBA@

7

S

#

;=8:@9'Z

#

BC@G-YM@GF@C8<:<H%,'

A(c;_R(

?

A8>BA9H<AF9B8:

?

D

K

G<

J

B:BC8=9CFE8B9<HI@=CBA8@GE8$

MBA98C

K

'

b

(

-;

??

GY:M8A<:W8=A<I8<G

#

%../

#

6%

$

,

&!

%%%&$%%%0-

'

&0

(胡同平#张文兰
-&&/1

株临床常见病原菌的分离及细菌耐药性监

测'

b

(

-

检验医学与临床#

%.&.

#

6

$

,

&!

%,/$%,3-

$收稿日期!

%.&.$&%$&%

&

+

.13

+

国际检验医学杂志
%.&&

年
/

月第
,%

卷第
3

期
!

*:CbV@IWBE

!

bF:B%.&&

!

S<G-,%

!

c<-3




