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１６ＳｒＲＮＡ测序鉴定１株条件致病性人苍白杆菌
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　　摘　要：目的　探索一种基于１６ＳｒＲＮＡ基因的细菌快速鉴定方法，为临床未知病原菌的诊断及治疗提供科学依据。方法　

对临床患者的痰标本分离培养纯菌落，直接以菌液为模板，以通用引物ＰＣＲ扩增未知菌的１６ＳｒＲＮＡ基因片段，产物直接测序。

将测序结果进行ＢＬＡＳＴ比对，根据序列同源性鉴定病原细菌。结果　未知病原菌经本实验鉴定为人苍白杆菌，经ＡＢＩ细菌快速

鉴定板条检测，确认结果一致。结论　该研究简化了临床标本未知病原菌分离培养鉴定的步骤，建立了一种利用１６ＳｒＲＮＡ基因

扩增快速鉴定病原菌的简便方法。
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　　目前，大部分临床患者病原诊断中对细菌性病原的诊断仍

以传统的细菌纯培养加生化反应鉴定为主，步骤复杂，操作繁

琐，耗时长，难以满足临床的快速检验需求。若患者本身合并

感染、检查前用药或环境等影响，传统细菌的鉴定分析方法对

临床标本的检测更难以得到满意结果。而基于细菌基因高度

保守区域的１６ＳｒＲＮＡ基因的序列比对鉴定技术，是一种建立

在基因文库及生物信息学技术上的较为成熟的细菌快速鉴定

方法。该技术经过多年的发展，已经得到了广泛的应用。本研

究即是利用此技术，从１份临床患者的痰标本中分离鉴定出了

一株条件致病性人苍白杆菌。

１　材料与方法

１．１　临床标本　为某发热伴呼吸道症候群患者的痰液标本，

取自广州军区总医院。

１．２　仪器与试剂　实验所使用仪器设备有美国ＰＥ公司４８０

型ＤＮＡＣＹＣＬＥＲ扩增仪、天能 ＵＶ２０００凝胶成像分析仪，生

物梅里埃全自动细菌鉴定仪等。培养基为广州环凯公司产品，

ＰＣＲ反应试剂采用ＴＡＫＡＲＡ公司生产的 ＥｘＴａｑＰＣＲ试剂。

１．３　标本的细菌分离培养　痰标本经生理盐水稀释，取适量

接种肉汤培养基，３７℃过夜增菌培养，新鲜菌液接种ＬＢ平板

培养。

１．４　ＰＣＲ反应扩增１６ＳｒＲＮＡ基因片段　挑取平板上的单个

菌落，１００℃煮沸１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取２μＬ上

清液作为扩增模板。应用１６ＳｒＲＮＡ基因通用引物，正向引物

的序列为（２７Ｆ）：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，

反向引物的序列为（１４９２Ｒ）：５′ＡＣＧＧＣＴ ＡＣＣＴＴＧＴＴＡ

ＣＧＡＣＴＴ３′。建立３０μＬ的ＰＣＲ反应体系：细菌核酸模板２

μＬ，ＥｘＴａｑ酶０．３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１９．２μＬ，酶缓冲液３μＬ，正向引

物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ，反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ，ｄＮＴＰ

（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ后

开始循环：９４℃变性５５ｓ、５５℃退火５５ｓ、７２℃延伸９０ｓ，３０

个循环，之后７２℃延伸１０ｍｉｎ。产物用１．５％琼脂糖电泳，凝

胶成像仪分析结果。

１．５　产物测序比对分析　上述阳性的ＰＣＲ产物直接送上海

生工测序，选通用引物的正向２７Ｆ引物进行单向测序。测序

结果经Ｅｄｉｓｅｑ及Ｃｌｕｓｔｘ软件分析，根据序列的峰图去掉首尾

信号不佳的易错碱基，取编辑后序列，利用ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ中

的１６ＳｒＲＮＡ基因核酸序列比对功能，进行同源性比对。

１．６　ＡＰＩ的 ＮＰ２０细菌鉴定板条检测　取新鲜ＬＢ平板上的

纯菌落，用０．４５％生理盐水稀释至麦氏比浊度为０．５～０．６，然

后用生物梅里埃全自动细菌鉴定系统分析鉴定。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ反应结果　ＰＣＲ反应产物的电泳分析结果见图１，

可见扩增出的产物片段大小约为１５００ｂｐ，与目标产物１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因片段的大小一致。

２．２　产物测序比对分析结果　产物送生工公司单向测序，结

果显示约１０００ｂｐ长的基因序列峰形分析后，取１２１～９００ｂｐ
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之间的７８０ｂｐ序列，进行ＢＬＡＳＴ 比对。结果显示，所比对的

８００ｂｐ目标片段与人苍白杆菌的１６ＳｒＲＮＡ基因核酸序列完

全匹配，１００％同源。

　　１：阴性对照；２：待检菌；３：阳性对照（Ｅ．ｃｏｌｉ）；４：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ。

图１　　细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因扩增产物的凝胶电泳结果

２．３　梅里埃细菌检测仪器鉴定结果　用ＡＰＩ的ＮＰ２０细菌检

测板条鉴定，结果显示与人苍白杆菌的吻合度达９９％以上，为

极好的鉴定。

３　讨　　论

临床标本检测技术的研究，目的是使其操作更加简单、快

速、结果更加准确、投入更加低廉，已求达到更高效更经济的诊

治需求。本研究针对未知病原的临床标本检测，采用了一种尽

可能简单的ＰＣＲ检测方法，以直接煮沸裂解的菌落上清为

ＰＣＲ模板，省略了普遍应用的细菌ＤＮＡ提取步骤。同时应用

细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列鉴定技术，采用常见的通用引物，

也是目前基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析法常用的引物序列，进

行简单ＰＣＲ，产物直接测序分析。结果显示，和梅里埃细菌自

动鉴定分析仪检测结果一致，但明显比后者更为经济易行。说

明本研究方法操作简单，结果可靠。

当然，受所检测标本数量的限制，结果尚待继续研究，该方

法能否基本通用，即对大多数常见病原菌都能进行准确鉴定，

是未来研究的重点。

参考文献

［１］ 常玉梅，刘海燕．１６ＳｒＲＮＡ基因文库方法在标本感染菌群分析中

的应用［Ｊ］．解放军医药杂志，２０１３，２５（１）：５７５９．

［２］ 陈茶，屈平华，顾全，等．基于细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ扩增与

测序分析在临床不常见菌鉴定中的应用［Ｊ］．中华检验医学杂志，

２０１２，３５（７）：６１２６１９．

［３］ 沈亚娟，夏云．１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析鉴定非典型细菌的实验研

究［Ｊ］．重庆医学，２０１３，４２（１）：４６４８．

［４］ 付晓艳．分析１６ＳｒＲＮＡ基因部分序列鉴定一株乳酸菌［Ｊ］．哈尔

滨医科大学学报，２００８，４２（３）：２６５２６７．

［５］ 干咏华，李爱红，安东善，等．６种常见呼吸道感染细菌１６ＳｒＲＮＡ

基因的克隆与鉴定［Ｊ］．中国免疫学杂志，２００７，２３（７）：６４１６４７．

［６］ 王佃鹏，董瑞玲，张艳芳，等．细菌直接ＰＣＲ和双引物策略鉴定１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因技术的建立［Ｊ］．热带医学杂志，２０１２，１２（２）：１８１１８３．

［７］ 金中淦，葛平，徐蓉，等．１６ＳｒＲＮＡ、１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因测序分

析检测主要血流感染病原菌比较［Ｊ］．分子诊断与治疗杂志，

２０１２，４（３）：１８１１８５．

［８］ 王艳萍．１６ＳｒＲＮＡ基因及１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区在微生物鉴

定中的应用［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１３，３４（８）：９９４９９６．

［９］ 朱飞舟，陈利玉，陈汉春 Ｍ等．１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析法鉴定病

原细菌［Ｊ］．中南大学学报：医学版，２０１３，（１０）：１０３５１０４１．

［１０］刘明春，刘耀川，赵敬翠，等．奶牛子宫内膜炎化脓隐秘杆菌１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因的鉴定与分析［Ｊ］．中国兽医学报，２００９，２９（３）：３４３３４５．

［１１］葛淑敏，钱爱东，王铁风，等．１０株牛源非结核分枝杆菌１６ＳｒＲＮＡ

基因序列分析［Ｊ］．中国预防兽医学报，２０１０，３２（１１）：８９５８９７．

［１２］程金平，王亚宾，刘磊，等．应用１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析鉴定猪

源肠球菌［Ｊ］．江西农业学报，２００８，２０（１１）：１４．

（收稿日期：２０１４０１１１）

（上接第１８１８页）

（ＩＦＣＣ）的心肌标志物标准化委员会（ＣＳＣＭ）、美国临床生化学

会（ＮＡＣＢ）、欧洲心脏病学会以及中华医学会临床检验学分会

等组织最近建议在临床工作中将ｃＴｎＩ作为急性心肌梗死诊断

的“金标准”［６］。临床应用发现，ｃＴｎＩ测定存在标准化问题，导

致同一患者的血标本在不同实验室采用不同厂家的商品化试

剂盒，甚至不同实验室采用同一厂家的试剂盒进行检测，检测

的结果可相差２０～３０倍，导致不同实验室之间的结果不具有

可比性［３］。血清中的存在形式绝大部分是ｃＴｎＩＴｎＣ复合物，

而游离的ｃＴｎＩ及ｃＴｎＩＴｎＣＴｎＴ复合物只有很小一部分。血

清中ｃＴｎＩ的 Ｎ端和 Ｃ端均易被蛋白酶水解，稳定性差，而

３０～１１０间肽段稳定性好，现在新一代的ｃＴｎＩ检测系统多针

对此肽段［７］。本研究通过选取此片段对比不同的纯化方法，获

取稳定的ｒｈｃＴｎＩ，促进ｃＴｎＩ诊断标准化的研究。

本文对两种复性方法进行了初步摸索，稀释法是小规模包

涵体复性最常用的方法，这种方法操作简单，但包涵体要在极

低的浓度下复性，复性液用量大，并且复性后需要对样品进行

超滤浓缩，无法扩大工业化生产；柱上复性可以通过变性蛋白

在层析柱中与层析介质的相互作用抑制蛋白质的聚集，从而达

到提高蛋白质获得率的目的，同时还能将蛋白质提纯，并且纯

化时间短，是近期包涵体复性的研究热点［４５］。通过对比，ＣＭ

ＦＦ柱上复性要比稀释复性方法纯化ｒｈｃＴｎＩ高效、稳定。
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