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ＰＣＲ和ＨＲＭ两种方法检测细菌耐药基因ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ的比较研究


白丽霞，杨　虹△

（北京大学深圳医院检验科，广东深圳５１８０３６）

　　摘　要：目的　研究聚合酶链反应（ＰＣＲ）和高分辨熔解技术（ＨＲＭ）两种方法检测细菌耐药基因氨基糖苷乙酰转移酶的变异

基因（ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ）检出率的差异性。方法　采用ＰＣＲ方法检测２９９株临床常见的革兰阴性杆菌的ａａｃ（６′）Ｉｂ基因，并以内切酶

ＢｔｓＣＩ酶切消化ａａｃ（６′）Ｉｂ的ＰＣＲ阳性产物以确定ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ；同时采用 ＨＲＭ 技术检测以上所有菌株的ａａｃ（６′）Ｉｂ和ａａｃ

（６′）Ｉｂｃｒ基因。结果　ＰＣＲ和酶切法共检出ａａｃ（６′）Ｉｂ基因２９株，其中有２１株变异为ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ，变异率为７２．４％（２１／

２９）。而且 ＨＲＭ技术检测的结果与其完全一致。结论　ＰＣＲ和 ＨＲＭ两种方法检测细菌耐药基因ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ的能力相当，可

以用更简便的 ＨＲＭ技术替代ＰＣＲ和酶切法检测ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ基因，尤其适用于大量筛检。
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　　高分辨熔解技术（ＨＲＭ）是一项新的分子生物学检测技

术，根据熔解曲线准确区分野生型纯合子、杂合子和突变型纯

合子［１４］。国外有学者应用高分辨熔解曲线技术检测细菌的耐

药基因［５］。研究发现能使氨基糖苷类药物和氟喹诺酮类药物

同时失活的氨基糖苷乙酰转移酶的变异基因ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ，该

基因编码的灭活酶可使环丙沙星及诺氟沙星中的氨基氮发生

乙酰化，从而使其抗菌活性下降。研究显示该基因可使细菌对

环丙沙星及诺氟沙星的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）上升４倍
［６］。该

基因传统的检测方法比较繁琐，采用ＰＣＲ扩增ａａｃ（６′）Ｉｂ基

因，并以内切酶ＢｔｓＣＩ酶切消化该基因产物和／或ＤＮＡ测序以

确定ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ。因此，探索一种更简便的检测技术来筛查

临床分离菌株ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ基因的发生情况，有很大的临床价

值。本研究采用ＰＣＲ和 ＨＲＭ两种方法同时检测细菌耐药基

因ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ，并分析其检出率的差异性，以探讨 ＨＲＭ 技

术能否用于大量筛检菌株的ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ基因。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　本研究使用的菌株是２０１１年从临床分离的

２９９株非重复的临床常见的革兰阴性杆菌，包括８３株大肠埃

希菌、９７株肺炎克雷伯菌、５３株鲍曼不动杆菌和６６株铜绿假

单胞菌。菌株鉴定及其 ＭＩＣ值的测定用全自动细菌鉴定及药

敏分析仪 ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋＡｗａｙ４０进行细菌鉴定和药敏试验

（ＭＩＣ值），并严格按照ＣＬＳＩ标准判断药敏结果。药敏质控菌

株 包 括 大 肠 埃 希 菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 和 铜 绿 假 单 胞 菌

ＡＴＣＣ２７８５３。

１．２　仪器与试剂　Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ（德国）生产的Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１７Ｒ

台 式 冷 冻 离 心 机；ＢＩＯＲＡＤ （美 国 ）公 司 生 产 的

Ｃ１０００ＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ 仪；ＢＩＯＲＡＤ（美 国）生 产 的

ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃＰｏｗｅＰａｃＨＣ电泳仪；ＢＩＯＲＡＤ（美国）生产的

ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋凝胶成像及分析系统；ＨＲＭ 分析仪为罗氏

ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０。培养基为分离培养用的ＬＢ平板。

１．３　方法

１．３．１　ＰＣＲ模板的提取　煮沸法提取细菌基因组ＤＮＡ。将

细菌接种于ＬＢ平板上，３５℃培养箱培养过夜，次日选单个菌

落于ＬＢ平板分纯培养。第３天挑取数个菌落入盛有１８０μＬ

的双蒸水（ｄｄＨ２Ｏ）ＥＰ管中，煮沸１０ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３

ｍｉｎ。取上清液即细菌 ＤＮＡ 模板于 ＥＰ管，在－２０ ℃保存

备用。

１．３．２　基因ａａｃ（６′）Ｉｂ的ＰＣＲ筛选及ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ的确定　

采用ＰＣＲ检测所有菌株的质粒介导耐药基因ａａｃ（６′）Ｉｂ；并以

内切酶ＢｔｓＣＩ酶切消化ａａｃ（６′）Ｉｂ的ＰＣＲ阳性产物以确定ａａｃ

（６′）Ｉｂｃｒ。ａａｃ（６′）Ｉｂ引物设计参照文献
［７］，上游引物５′

ＴＴＧＣＧＡＴＧＣＴＣＴＡＴＧＡＧＴＧＧＣＴＡ３′和下游引物５′
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ＣＴＣＧＡＡＴＧＣＣＴＧＧＣＧＴＧＴＴＴ３′，产物４８２ｂｐ。反应条

件：９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３４个循环。

ＰＣＲ产物５μＬ上样，１．５ｇ／ｄＬ琼脂糖凝胶中电泳１．０ｈ，电压

１００Ｖ，ＧｅｌＲｅｄ染色，用凝胶成像系统观察并扫描成像。基因

ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ确定，用内切酶法从ａａｃ（６′）Ｉｂ的ＰＣＲ阳性产物

中检测。用内切酶ＢｔｓＣＩ对ａａｃ（６′）Ｉｂ阳性ＰＣＲ产物进行酶

切消化。由于ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ缺乏内切酶ＢｔｓＣＩ的酶切位点，而

野生型具有此酶切位点。将酶切产物进行电泳后，两条带的为

ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ阴性株即为ａａｃ（６′）Ｉｂ；不能被酶切即只有一条

带者为ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ阳性株
［７］。随机挑选阳性标本，进行５０

μＬ体系ＰＣＲ产物测序，并将测序结果与Ｇｅｎｂａｎｋ上已公布的

序列进行比对。该实验 ＨＲＭ 具体操作过程见参考文献
［５］。

将ＰＣＲ和酶切法检测的ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ结果和 ＨＲＭ 分析结果

进行一一对应比较，分析检测结果是否完全一致。

２　结　　果

２．１　细菌的药敏结果　这些菌株喹诺酮类抗菌药物加替沙

星、环丙沙星和左氧氟沙星的敏感率分别为６８．９％、６９．６％和

７４．９％；其氨基糖苷类抗菌药物庆大霉素、妥布霉素和阿米卡

星的敏感率分别为７９．３％、８０．６％和９５．７％。

２．２　ＰＣＲ和酶切法的检测结果　共检出ａａｃ（６′）Ｉｂ基因２９

株，其中有２１株变异为ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ，变异率为７２．４％（２１／

２９）；ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ的总阳性率为７．０％ （２１／２９９）。见图１。随

机抽取的ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ阳性株ＰＣＲ扩增产物测序结果，均与

Ｇｅｎｂａｎｋ公 布 的 序 列 一 致，如 １０ 号 菌 株 （Ｎ１０）与 编 码

ＥＦ１００８９２序列１００％同源，而且也显示了两个突变位点（色氨

酸→精氨酸，天冬氨酸→酪氨酸），见图２（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。

　　注：一条带的ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ阳性株，两条带的为ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ阴性

株；Ｍ为ＤＮＡ１００ｂｐ标准参照物（由上至下依次为１５００、１０００、９００、

８００、７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ）；Ｂ为空白对照；１，２，３，５，６，

７，１０，１１，１３为ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ阳性的临床分离株；４，８，９，１２为ａａｃ（６′）

Ｉｂｃｒ阴性的临床分离株。

图１　　采用ＢｔｓＣＩ酶切ａａｃ（６′）Ｉｂ的ＰＣＲ产物图谱

２．３　ＨＲＭ技术检测的结果　共检出ａａｃ（６′）Ｉｂ基因２９株，

其中有２１株出现突变曲线，８株未发生变异。

２．４　两种方法的比较结果　ＨＲＭ 技术检测的ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ

阳性结果和阴性结果与ＰＣＲ和酶切法的检测结果呈一一对应

关系，即完全一致。

３　讨　　论

质粒介导的耐药基因可在菌株间进行水平传播，因而其引

起的抗菌药物的耐药性引起了广泛重视［８９］；世界上首次发现

的能同时使喹诺酮类和氨基糖苷类两种抗菌药物耐药性都提

高的ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ基因更是受到了关注
［７，１０］。而且研究还发

现基因ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ主要存在于肠杆菌科细菌，较少甚至未发

现存在于非发酵菌株中［８，１１］。在临床分离的大量的不同种细

菌中筛查ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ基因具有很大的临床意义和学术研究

价值。

而验证一个基因最准确经典的方法就是ＰＣＲ扩增并对产

物进行测序，继而在 Ｇｅｎｂａｎｋ上比对分析基因序列。但是检

测ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ基因，在进行ａａｃ（６′）Ｉｂ基因ＰＣＲ扩增后，必

须要进行ＰＣＲ产物电泳、染色和成像后，筛检出阳性株，再对

ａａｃ（６′）Ｉｂ阳性产物进行内切酶ＢｔｓＣＩ酶切消化后，又要再次

对该酶切消化产物进行电泳、染色和成像从而确定是否为ａａｃ

（６′）Ｉｂｃｒ基因，整个过程相当耗时耗力；或者对ａａｃ（６′）Ｉｂ阳

性产物进行基因测序，再在 Ｇｅｎｂａｎｋ上进行序列分析是否为

ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ基因，此过程也挺耗时耗钱。ＨＲＭ 技术是２００２

年由美国犹他大学和爱德华科技公司合作开发的，该技术是一

种用于突变检测和基因分型的新技术，目前该技术成为了一种

检测基因突变与基因分型的最新遗传学分析技术［１２１３］和感染

性疾病方面的基因分析技术［１４］。本研究应用了传统经典的

ＰＣＲ和测序方法验证了方便快捷的 ＨＲＭ 技术对ａａｃ（６′）Ｉｂ

ｃｒ基因的检测能力，两者的检测结果呈现一一对应的一致关

系。说明了检测ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ基因，可以采用灵敏度高、特异

性好、高通量、快速简便和成本低的ＨＲＭ技术代替ＰＣＲ、酶切

和／或测序法。

因此，本研究的结果显示，虽然ＰＣＲ扩增和测序是检测基

因突变最常用的方法，但是鉴于其操作步骤多、成本高、不适于

大规模突变筛查和流行病学研究等缺点，应极力推荐使用

ＨＲＭ技术大量筛检临床分离菌株的ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ基因，为后

续更进一步深入的研究提供大量的更具研究价值的调查数据

信息。
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刺激Ｂ细胞增殖。化脓性脑膜炎组淋巴细胞亚群分子表达水

平与病毒性脑炎组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。病毒

性脑炎组患儿外周血中性粒细胞ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ１９＋的表达

水平低于化脓性脑膜炎组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），提

示病毒性感染引起Ｔ淋巴细胞及Ｂ淋巴细胞亚群数量与功能

减低。也有研究报道Ｔ淋巴细胞是主导机体免疫功能最主要

的免疫细胞之一，在病毒感染时有异常改变，外周血Ｔ淋巴细

胞常降低［１５１６］。

ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞是细胞免疫的主要效应细胞，而ＣＤ８＋Ｔ

淋巴细胞在体液免疫中发挥重要的作用［１７］。本研究显示化脓

性脑膜炎组与病毒性脑炎组间体液免疫分子表达水平比较差

异有统计学意义（犘＜０．０５），其中病毒性脑炎组ＩｇＡ较化脓性

脑膜炎组低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），表明病毒性脑炎

组患儿体液免疫存在功能障碍，与农少云等［１８］报道结果一致。

化脓性脑膜炎组补体Ｃ３和Ｃ４表达水平与病毒性脑炎组和对

照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），与刘俊英等
［１９］报道结

果一致。免疫功能检测来鉴别脑炎是细菌或病毒感染具有一

定临床意义，本研究结果提示脑炎患儿存在着免疫功能下降，

这种紊乱可导致脑炎迁延不愈，提示脑炎患儿进行治疗时加用

免疫增强剂疗效可能会更好。
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