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ＬＡＭＰ法检测耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌ＯＸＡ２３基因的研究
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　　摘　要：目的　建立一种简便、快速、特异、灵敏的耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌（ＣＲＡＢ）ＯＸＡ２３基因分子检测方法，并用于临

床标本检测，以便了解产ＯＸＡ２３酶ＣＲＡＢ的耐药分布状况。方法　运用环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ），利用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒ４．

０软件设计一套特异引物检测ＣＲＡＢ的ＯＸＡ２３基因。通过优化ＬＡＭＰ检测方法的实验条件，应用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ作为ＬＡＭＰ

反应荧光显色物质，然后通过肉眼目测或电泳检测比较结果。同时，应用ＬＡＭＰ检测该院自２０１３年１２月至２０１４年３月收集分

离的４１株多重耐药鲍曼不动杆菌。结果　ＣＲＡＢ的ＯＸＡ２３基因菌株ＬＡＭＰ反应电泳产生了阶梯状条带，而其他不同菌株和

阴性对照没有条带；向扩增产物中加入１μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，ＣＲＡＢ的ＯＸＡ２３基因菌株ＬＡＭＰ扩增产物的颜色由橙色变为绿

色，而其他不同菌株和阴性对照仍为橙色；并检测出ＣＲＡＢ的ＯＸＡ２３基因菌株纯培养物的灵敏度达到了５ｃｆｕ／μＬ。对４１株我

院分离的多重耐药鲍曼不动杆菌进行ＬＡＭＰ检测，检出ＯＸＡ２３基因３２株，检出率为７８．０４％。结论　该院分离的ＣＲＡＢＯＸＡ

２３基因的携带率较高，对常用抗菌药物有非常高的耐药率；本研究建立的ＬＡＭＰ技术检测ＣＲＡＢＯＸＡ２３基因是一种简便、快

速、特异、灵敏的耐药鲍曼不动杆菌检测方法，适于基层单位推广使用，对临床医生合理选择抗生素具有重要意义。
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　　鲍曼不动杆菌（ＡＢ）在医院各种环境中的分布极为广泛，

是常见的院内感染条件致病菌之一，可致多种院内感染。目

前，由于大量使用碳青霉烯类抗菌药物治疗 ＡＢ的感染，导致

耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌（ＣＲＡＢ）的比例显著增高。因此，

建立一种简便、快速、灵敏、特异的检测ＣＲＡＢ的方法，及时检

测出临床样品中是否含有该耐药菌株非常重要，以便为临床医

生及时选择合理的抗菌药物治疗患者和有效预防耐药菌株进

一步增多提供理论依据。日本学者 Ｎｏｔｏｍｉ等
［１］于２０００年建

立的环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）具有操作简捷、高效、特异

等优点，它克服了ＰＣＲ技术在仪器设备方面的限制和操作繁
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琐等缺点，在恒温的情况下即可完成核酸扩增，成为继ＰＣＲ技

术之后的又一新检测技术。本文以ＣＲＡＢ的ＯＸＡ２３基因为

靶序列设计两对引物，建立了ＬＡＭＰ方法并对 ＲＡＢ进行检

测，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　仪器与试剂　ＬＡＭＰ试剂购自荣研生物科技（中国）

有限公司，血平板和中和营养肉汤购自重庆庞通科技有限公

司，核酸电泳 ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００购自上海生物工程有限公司；细

菌鉴定仪（Ｗａｌｋｗａｙ９６ＳＩ），ＰＣＲ扩增仪（Ｃ１０００ＴＭ），凝胶成像

仪（ＢｉｏＲＡＤ），电泳仪（ＸＨ６００）和高速冷冻离心机（ＳＯＲＶＡＬＬ

ＰｒｉｍｏＲ）。

１．１．２　 实 验 菌 株 　 铜 绿 假 单 胞 菌 （ＡＴＣＣ２５８５３），ＡＢ

（ＡＴＣＣ１７９７８），金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３）标准菌株购自

中国微生物菌种保藏管理中心。ＣＲＡＢ的ＯＸＡ２３菌株、产β

内酰胺酶的金黄色葡萄球菌、耐碳青霉烯的铜绿假单胞菌、产

超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬ）大肠埃希菌、产ＥＳＢＬ肺炎克雷伯

菌、产头孢菌素（ＡＭＰＣ）阴沟肠杆菌均来自本院检验科微生物

实验室。

１．２　方法

１．２．１　引物设计　根据Ｇｅｎｅｂａｎｋ公布的ＣＲＡＢＯＸＡ２３基

因序列，用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒ４．０引物设计软件进行目标序列引

物设计，获取一套特异性的ＬＡＭＰ引物，包括外引物Ｆ３、Ｂ３和

内引物ＦＩＰ、ＢＩＰ，引物序列见表１，所有引物由上海生物工程有

限公司合成。

表１　　ＬＡＭＰ检测ＣＲＡＢＯＸＡ２３基因的引物序列

引物 引物序列 位置（ｂｐ）

ＦＩＰ ５′ＴＧＴＣＡＴＧＴＣＴＴＴＴＴＣＣＣＡＡＧＣＧ３′ ３３６～３５７

５′ＡＴＧＡＡＡＴＡＴＴＴＡＡＡＴＧＧＡＡＧＧＧＣ３′ ２９６～３１８

５′ＧＡＡＧＣＣＡＴＧＡＡＧＣＴＴＴＣＴＧＣＡ３′ ３６４～３８４

ＢＩＰ ５′ＡＣＴＴＣＴＴＴＴＴＧＣＡＴＧＡＧＡＴＣＡ３′ ４２３～４４３

Ｆ３ ５′ＧＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＡＡＡＣＧＧＡＴＡ３′ ２７３～２９２

Ｂ３ ５′ＧＣＡＴＴＡＣＣＧＡＡＡＣＣＡＡＴＡＣＧ３′ ４４８～４６７

１．２．２　ＤＮＡ模版的制备　采用煮沸热裂解法
［２］。挑取培养

的纯菌落，置入经ＤＥＰＣ水处理过的内置１ｍＬ生理盐水Ｅｐ

管内，混匀；１３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液；加入裂解

液２５μＬ混匀，在恒温金属浴锅中１００℃煮沸１０ｍｉｎ；１３５００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液冰浴待用。

１．２．３　ＬＡＭＰ扩增方法与步骤　配制２５μＬＬＡＭＰ扩增反

应体系，反应体系组成包括：２×ＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ１２．５μＬ，ＦＩＰ和

ＢＩＰ引物１．６μＬ（４０ｐｍｏｌ），Ｆ３和Ｂ３引物０．２μＬ（５ｐｍｏｌ）、Ｂｓｔ

ＤＮＡ聚合酶大片段（８Ｕ／μＬ）１μＬ、ＤＮＡ模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

补充至２５μＬ，混匀；阳性对照：２×ＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ１２．５μＬ，

ＰｒｉｍｅｒＭｉｘＤＮＡ２．５μＬ，ＢｓｔＤＮＡ聚合酶大片段（８Ｕ／μＬ）１

μＬ和ｄｄＨ２Ｏ７μＬ，加入２μＬ阳性质控品；阴性对照：以２μＬ

ｄｄＨ２Ｏ替代阳性质控品，其余组分及加入量一致，混匀；于６５

℃恒温６０ｍｉｎ，８０℃灭活１０ｍｉｎ，中止反应；配制１．５％琼脂糖

凝胶，电泳分析ＬＡＭＰ扩增产物；同时加入１μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

Ⅰ于扩增产物中，观察分析扩增产物的颜色变化来判断目标基

因扩增与否。

１．２．４　特异性试验　提取产ＯＸＡ２３ＣＲＡＢ及其他８种细菌

的ＤＮＡ，用ＬＡＭＰ方法检测，以试剂盒阳性质控品为阳性对

照，ｄｄＨ２Ｏ作为空白对照，验证方法的特异性。

１．２．５　灵敏度试验　取产ＯＸＡ２３ＣＲＡＢ菌株接种于中和营

养肉汤培养基中，３７℃培养１２ｈ，振荡摇匀中和肉汤，取１ｍＬ

培养的中和肉汤加入９ｍＬ生理盐水进行１０倍稀释，然后用

平板倾注法进行培养和菌落计数；同时取１ｍＬ不同浓度的稀

释菌液提取并制备ＤＮＡ模板，进行ＬＡＭＰ反应，取８μＬ产物

观察琼脂糖电泳结果和荧光反应。

１．２．６　临床标本的检测　采用上述建立的ＬＡＭＰ方法，对

２０１３年１２月至２０１４年３月收集的４１株ＣＲＡＢ进行ＯＸＡ２３

基因检测。

２　结　　果

２．１　ＬＡＭＰ检测方法的建立　本试验以ＣＲＡＢ的 ＯＸＡ２３

基因组 ＤＮＡ 设计的一套特异性引物进行 ＬＡＭＰ反应，将

ＬＡＭＰ扩增产物经琼脂糖电泳后观察，产 ＯＸＡ２３ＣＲＡＢ菌

株出现特有的阶梯状扩增条带，而阴性对照没有阶梯条带（见

图１Ａ）；另外，向扩增产物中加入１μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，在紫外

下观察，ＯＸＡ２３基因ＤＮＡ扩增产物由橙色变为绿色荧光，而

阴对照仍为橙色（见图１Ｂ）。上述研究结果表明，ＬＡＭＰ反应

体系能够有效扩增ＣＲＡＢ的ＯＸＡ２３基因。

　　Ａ：ＬＡＭＰ产物电泳结果，其中 Ｍ为核酸 ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００，１、２为

ＣＲＡＢＯＸＡ２３基因ＬＡＭＰ扩增条带，３为阴性对照，４为阳性对照；

Ｂ：ＬＡＭＰ产物ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染色结果。

图１　　ＣＲＡＢ菌株ＯＸＡ２３ＬＡＭＰ法检测结果

２．２　ＬＡＭＰ法特异性试验　如图２所示，只有ＣＲＡＢ检出

ＯＸＡ２３基因，其他非ＣＲＡＢ及阴性对照未检出 ＯＸＡ２３基

因。因此，本实验所设计的ＣＲＡＢＯＸＡ２３基因ＬＡＭＰ检测

方法具有良好的特异性。

　　Ｍ：核酸 ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＣＲＡＢ；２：金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ

２３９３２）；３：铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２５８５３）；４：ＡＢ（ＡＴＣＣ１７９７８）；５：产β

内酰胺酶的金黄色葡萄球菌；６：耐碳青霉烯的铜绿假单胞菌；７：产ＥＳ

ＢＬ大肠埃希菌；８：产ＥＳＢＬ肺炎克雷伯菌；９：产 ＡＭＰＣ阴沟肠杆菌；

１０：阴性对照；１１：阳性对照。

图２　　ＬＡＭＰ检测ＣＲＡＢＯＸＡ２３基因特异性试验
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２．３　ＬＡＭＰ法灵敏度试验　ＣＲＡＢ原始菌液浓度为５．０×

１０７ｃｆｕ／ｍＬ，取１ｍＬ原始菌液加入９ｍＬ生理盐水进行１０倍

倍比稀释，混匀，再分别取１ｍＬ稀释菌液提取ＤＮＡ模板，进

行ＬＡＭＰ扩增，如图３可见，第７管即稀释到５．０×１０１ｃｆｕ／

ｍＬ，仍可扩增出阶梯状条带，第８管未见条带，由此可见

ＬＡＭＰ法检测细菌纯培养物的极限约为５．０ｃｆｕ／ｍＬ。

　　Ｍ：核酸 ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１～８泳道：不同稀释浓度的细菌纯培养

物分别是５．０×１０７、５．０×１０６、５．０×１０５、５．０×１０４、５．０×１０３、５．４×

１０２、５．０×１０１、５．０×１００ｃｆｕ／ｍＬ；９：阴性对照；１０：阳性对照。

图３　　ＬＡＭＰ检测ＣＲＡＢＯＸＡ２３基因的灵敏度

２．４　临床标本 ＬＡＭＰ检测结果　应用 ＬＡＭＰ法对４１株

ＣＲＡＢ进行ＯＸＡ２３检测，检出ＯＸＡ２３基因阳性菌株３２株，

检出率为７８．０４％，见图４。

　　注：第４排９号为阴性对照，１０号为阳性对照。

图４　　４１株ＣＲＡＢ菌株ＬＡＭＰ检测结果

３　讨　　论

自１９８５年发现具有碳青霉烯水解活性的ＯＸＡ 酶能够水

解亚胺培南以来，越来越多的研究者认为ＡＢ产生的碳青霉烯

酶是该菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的机制之一。因此很多

学者进行ＣＲＡＢ的 ＯＸＡ２３基因研究
［２］。目前，国内临床上

常用亚胺培南等碳青霉烯类抗菌药物治疗ＡＢ感染患者，但随

着碳青霉烯类抗菌药物的广泛使用，对其耐药率也越来越高，

已引起广泛关注。因此，建立一种快速、有效的检测耐药 ＡＢ

的方法非常必要。２０００年日本学者 Ｎｏｔｏｍｉ等建立的 ＡＬＭＰ

技术已大量用于各种食源性致病菌和病原微生物的检测［３５］。

本试验针对ＣＲＡＢ的 ＯＸＡ２３基因序列设计两对引物，利用

链置换ＢｓｔＤＮＡ聚合酶，在６５℃温育条件下，６０ｍｉｎ扩增出

ＯＸＡ２３基因片段，扩增产物电泳产生阶梯状条带或向扩增产

物中加入１μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ后，颜色由橙色变为绿色，因而

该法不需要模板的热变性、长时间温度循环等过程即可观察结

果。本研究采用所建立的ＬＡＭＰ方法分别对９株实验菌株进

行检测，结果仅有产ＯＸＡ２３酶ＣＲＡＢ菌株为阳性，其他８株

非ＣＲＡＢ菌株均为阴性，同时对产ＯＸＡ２３酶 ＣＲＡＢ菌株纯

培养菌液进行极限稀释检测，灵敏度达到５．０ｃｆｕ／ｍＬ，这一结

果与文献［６７］报道的细菌纯培养物检测结果基本相似。因

此，本研究所建立的ＬＡＭＰ方法不仅灵敏度高、特异性强，而

且检测流程时间短，因而适用于ＣＲＡＢ的常规检测。

近年来，ＡＢ分离率不断增加，耐药率也不断上升，２０１３年

１２月至２０１４年３月本院分离获得４１株ＣＲＡＢ，用ＬＡＭＰ方

法对这４１株进行 ＯＸＡ２３基因检测，结果检出 ＯＸＡ２３基因

阳性３２株，阳性率为７８．０４％，较王政等
［８］报道阳性率低，可

能是因不同地区患者情况、医生使用抗菌药物的习惯和感染菌

株不同，使感染细菌的耐药特性有所差异，因而要加强对各地

区细菌耐药的流行情况及机制研究，才能有效地为临床合理用

药提供依据。本院临床分离的ＣＲＡＢ菌株ＯＸＡ２３基因的高

携带率表明，ＯＸＡ２３耐药基因可能为本院ＣＲＡＢ对碳青霉烯

类抗菌药物高度耐药的机制之一。

综上所述，本研究建立的ＣＲＡＢＯＸＡ２３基因ＬＡＭＰ检

测方法具有特异性强、灵敏度高、操作简便快速、成本低等特

点，检测过程中不需要凝胶成像仪、ＰＣＲ仪和荧光定量ＰＣＲ

仪等专业仪器设备，只需普通恒温器，且检测结果可肉眼直接

观察，适合相对落后地区和基层医疗单位的推广应用；可以为

临床及时检出ＯＸＡ２３基因阳性耐药鲍曼不动杆菌，对耐药基

因予以监测提供新的方法。
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