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  摘 要:目的 针对铜绿假单胞菌毒力基因exoS,建立一种实时荧光重组酶聚合酶扩增(RPA)技术检测方

法,并评价该方法的特异性、灵敏度及实用性。方法 根据铜绿假单胞菌毒力基因exoS的特异性保守区域,设

计RPA特异性引物和探针,对提取的目标DNA进行检测,
 

确定RPA方法的特异性和灵敏度;
 

建立实时荧光

定量PCR(qPCR)法,对目标DNA进行检测,比对不同检测方法对铜绿假单胞菌的检出限;通过临床样本性能

验证试验,进一步确定RPA技术检测铜绿假单胞菌的可行性。结果 建立的RPA检测方法特异性良好,仅对

铜绿假 单 胞 菌 有 特 异 扩 增 曲 线,对 其 他 细 菌 无 特 异 扩 增 曲 线;RPA 方 法 检 测 病 原 菌 的 灵 敏 度 为
 

5×102
 

cfu/mL,该方法与qPCR法检出限一致且结果可靠;RPA方法检测时间仅需30
 

min,明显短于传统方法的检测

时间。结论 该研究建立的铜绿假单胞菌RPA检测方法特异性强、灵敏度高,相对于传统检测方法明显缩短

检测时间,
 

可用于临床标本中铜绿假单胞菌的快速检测。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

real-time
 

fluorescent
 

recombinase
 

polymerase
 

amplification
 

(RPA)
 

technology
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

the
 

virulence
 

gene
 

exoS
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa,and
 

evaluate
 

the
 

specifici-
ty,sensitivity

 

and
 

practicability
 

of
 

the
 

method.Methods According
 

to
 

the
 

specific
 

conserved
 

region
 

of
 

the
 

vir-
ulence

 

gene
 

exoS
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa,the
 

specific
 

primers
 

and
 

probes
 

of
 

RPA
 

were
 

designed,and
 

the
 

extracted
 

target
 

DNA
 

was
 

detected
 

to
 

determine
 

the
 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

of
 

RPA.Real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR)
 

was
 

established
 

to
 

detect
 

the
 

target
 

DNA,and
 

the
 

detection
 

limits
 

of
 

different
 

detec-
tion

 

methods
 

for
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

were
 

compared.The
 

feasibility
 

of
 

RPA
 

in
 

detecting
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

was
 

further
 

confirmed
 

by
 

the
 

performance
 

verification
 

test
 

of
 

clinical
 

samples.Results The
 

estab-
lished

 

RPA
 

detection
 

method
 

had
 

good
 

specificity.Only
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

had
 

specific
 

amplification
 

curve,but
 

no
 

specific
 

amplification
 

curve
 

for
 

other
 

bacteria.The
 

sensitivity
 

of
 

RPA
 

was
 

5×102
 

cfu/mL,which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

detection
 

limit
 

of
 

qPCR
 

and
 

the
 

results
 

were
 

reliable.The
 

detection
 

time
 

of
 

RPA
 

method
 

was
 

only
 

30
 

min,which
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

traditional
 

method.Conclusion The
 

RPA
 

method
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

established
 

in
 

this
 

study
 

has
 

high
 

specificity
 

and
 

sensitivity,and
 

significantly
 

shortens
 

the
 

detection
 

time
 

compared
 

with
 

the
 

traditional
 

detection
 

method.It
 

can
 

be
 

used
 

for
 

the
 

rapid
 

detection
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

in
 

clinical
 

specimens.
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  铜绿假单胞菌作为一种医院感染的常见病原

菌[1],其存在对人类健康构成严重威胁。因此,建立

一种快速、准确的铜绿假单胞菌检测方法具有迫切的

需求。当前常用的铜绿假单胞菌检测方法主要包括

传统培养法、生物化学方法和分子生物学方法[2]。传

统培养法是最常见的一种铜绿假单胞菌检测方法,然
而,传统培养法需要较长的培养周期,通常需要24~
48

 

h才能得到结果,且存在一定的误检率和漏检率;
生物化学方法是利用铜绿假单胞菌特有的代谢产物

进行检测的方法,该方法具有操作简单、结果快速的

优点[3],但其准确性和特异性较低,容易受到其他菌

种的干扰;分子生物学方法是近年来发展起来的一种

铜绿假单胞菌检测方法[4],其中,基于实时荧光重组

酶聚合酶扩增(RPA)技术的铜绿假单胞菌快速检测

方法成为新的研究热点。RPA技术是一种在恒温条

件下进行的核酸扩增技术,其灵敏度高、特异性强[5],
能够快速检测样品中的铜绿假单胞菌。该方法通过

引物与靶标DNA特异性结合,并在恒温条件下进行

酶聚合酶扩增,产生荧光信号来检测铜绿假单胞菌的

存在[6]。RPA技术具有快速、高效、准确的特点,可以

在30
 

min内得到结果,且具有较低的误检率和漏检

率[7]。本研究通过基于RPA技术的铜绿假单胞菌快

速检测方法的建立,旨在提供一种快速、准确且操作

简便的检测方法。

1 材料与方法

1.1 细菌菌株 包括实验室保存的质控菌株和临床

分离菌株,所有菌株均经过质谱仪鉴定确证,具体信

息见表1。

1.2 仪器与试剂 增菌培养基、3号麦康凯琼脂培养

基、嗜血杆菌巧克力琼脂选择培养基购自赛默飞世尔

生物有限责任公司,DNA恒温快速扩增试剂盒(荧光

型)购自安普未来生物科技有限公司,细菌基因组

DNA提取试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公

司,GoTaq
 

qPCR
 

Master
 

Mix购自普洛麦格(北京)
生物 技 术 有 限 公 司,CFX96 实 时 荧 光 定 量 PCR
(qPCR)仪购自美国BIORAD公司,NanoDrop

 

1000
 

紫外分光光度计购自美国Thermo
 

Scientific公司,化
学发光成像系统

 

ChemiDoc
 

XRS购自美国
 

BIORAD
公司,电泳仪购自美国

 

BIORAD公司。

1.3 方法

1.3.1 引物设计与合成 根据GenBank上铜绿假单

胞菌exoS基因的核酸序列和查阅相关文献,选择其

特异性保守区域设计RPA、qPCR的特异性引物和探

针。所有引物探针均由北京六合华大基因科技有限

公司合成,引物序列见表2。

1.3.2 基因组DNA的提取 试剂盒DNA的提取

法:将铜绿假单胞菌 ATCC27853接种到增菌培养基

中,37
 

℃培养24
 

h,接种环挑取少量纯菌落,配置0.5
麦氏单位浓度的菌液,另准备1.5

 

mL无菌EP管,加
入菌液1

 

mL,11
 

500
 

r/min离心1
 

min,分离取出上

清液,后按照细菌基因组DNA提取试剂盒说明书操

作进行DNA的提取,使用NanoDrop
 

1000紫外分光

光度计测定浓度,-20
 

℃保存备用。
普通细菌DNA的粗提取法:通过金属浴加热法

提取细菌DNA。用接种环刮取1~2环黄豆大小的

加入含500
 

μL无菌水的EP管中,混匀,于120
 

℃金

属浴中加热5
 

min,立即取出,在4
 

℃下12
 

000
 

r/min
离心10

 

min,分离取出上清液,-20
 

℃保存备用。
表1  实验菌株信息

序号 菌株名称
数量

(n)
菌株来源

1 铜绿假单胞菌ATCC27853 1 实验室质控菌株

2 霍氏肠杆菌ATCC700327 1 实验室质控菌株

3 大肠埃希菌ATCC25922 1 实验室质控菌株

4 产气肠杆菌ATCC13048 1 实验室质控菌株

5 光滑念珠菌ATCC2950 1 实验室质控菌株

6 粪肠球菌ATCC29212 1 实验室质控菌株

7 金黄色葡萄球菌ATCC25923 1 实验室质控菌株

8 铜绿假单胞菌 20 临床分离

9 荧光假单胞菌 8 临床分离

10 大肠埃希菌 8 临床分离

11 肺炎克雷伯菌 6 临床分离

12 鲍曼不动杆菌 8 临床分离

13 阴沟肠杆菌 4 临床分离

14 奇异变形杆菌 4 临床分离

15 白色假丝酵母菌 2 临床分离

16 人葡萄球菌 2 临床分离

17 金黄色葡萄球菌 2 临床分离

18 粪肠球菌 2 临床分离

19 屎肠球菌 2 临床分离

20 星座链球菌 1 临床分离

1.3.3 RPA法的建立 以1.3.2制备的铜绿假单胞

菌ATCC27853
 

DNA为模板,采用引物RPA-F/R和

探针,使用实时RPA反应体系(50
 

μL):RPA-F/R(10
 

μmol/L)各 2.0
 

μL,探 针 (10
 

μmol/L)0.6
 

μL,

A
 

buffer
 

29.4
 

μL,DNA模板5
 

μL,ddH2O
 

8.5
 

μL,
将其混匀,加至装有冻干酶制剂的反应管中,吹吸至

完全溶解,再加入2.5
 

μL
 

B
 

buffer,盖紧管盖,瞬时离

心并涡旋后,放入CFX96
 

qPCR仪,39
 

℃反应40次

循环。在扩增过程中实时收集检测荧光信号,目的基

因扩增后荧光信号会明显增加。

1.3.4 qPCR法的建立 以1.3.2制备的铜绿假单
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胞菌ATCC27853
 

DNA为模板,采用引物PCR-F/R
和探 针 TaqMan

 

Probe建 立 qPCR 体 系:GoTaq
 

Probe
 

qPCR
 

Master
 

Mix
 

10.0
 

μL,PCR-F/R(10
 

μmol/L)各
 

1.0
 

μL,PCR-Probe(10
 

μmol/L)1
 

μL,
DNA

 

模板
 

5
 

μL,补水至
 

20
 

μL。将上述体系充分振

荡混匀后,瞬时离心,放入CFX96
 

qPCR仪,反应程序

为:95
 

℃预变性30
 

s;95
 

℃变性
 

5
 

s,60
 

℃延伸35
 

s,
40个循环,60

 

℃收集荧光信号。
1.3.5 RPA方法特异性和灵敏度试验

 

 通过1.3.3
建立的RPA方法,将表1中部分质控菌株和临床分

离菌株,共计13株菌株作为研究对象,设立阴阳性对

照各一个,用来验证RPA方法检测铜绿假单胞菌的

特异性。
制备浓度为5×105

 

、5×104
 

、5×103、5×102、5×
10

 

cfu/mL的含有病原菌的标本,采用DNA提取试

剂盒分别提取待测细菌标本的DNA,以提取的基因

组DNA为模板进行RPA扩增,设立阴性对照一个,
根据1.3.3建立的方法进行检测,以确定RPA方法

检测铜绿假单胞菌的灵敏度。
1.3.6 qPCR方法的灵敏度试验 将1.3.5制备的

5个浓度的待测细菌标本DNA作为研究对象,设立

阴性对照一个,采用1.3.4建立的方法进行检测,以
确定qPCR方法检测铜绿假单胞菌的灵敏度。
1.3.7 RPA和qPCR方法的临床验证试验 将表1
中所有临床分离菌株,共计69株菌株作为研究对象,
通过1.3.2建立的普通细菌DNA的粗提取法,提取

所有细菌的基因组DNA,以提取的基因组DNA为模

板,通过1.3.3、1.3.4建立的RPA和qPCR方法同

时检测,作为临床标本性能验证。

表
 

2
 

基因检测用引物探针列表

方法 引物/探针名称 序列(5'-3') 长度(bp)

RPA exoS-F1 GCTTCAGCAGAGTCCGTCTTTCGCCGTCGA 30

exoS-F2 AATCGCTTCAGCAGAGTCCGTCTTTCGCCG 30

exoS-R1 TTTGGGACAGATTGAGGCCCGCCAGGTCGC 30

exoS-R2 GGGCCTCAATCTGTCCCAAACGCCCACTGG 30

exoS-P1
TTTCGC [FAM-dT]CGTCGAATTG [THF][BHQ1-dT]CACCAGGCCGCCAGTGG
[C3Spacer]

65

qPCR exoS-F GGGCGTTTGGGACAGATTGA 20

exoS-R TCCATGATCGCCACGAACG 19

exoS-P FAM-GCCGAAGGGTGAGGGGCTGCTCGCTCGCCT-BHQ1 39

2 结  果

2.1 引物及探针的筛选 将设计合成的4对RPA
引物(F1/R1、F1/R2、F2/R1、F2/R2)同时进行扩增,
经过筛选,引物对F1/R2反应的荧光曲线最优;最终

确定F1/R2为试验引物,见图1。

图1  RPA法检测铜绿假单胞菌的引物筛选

2.2 RPA 法 的 特 异 性 检 验  仅 铜 绿 假 单 胞 菌

ATCC27853和阳性对照孔有特异性扩增曲线,其余

12种非铜绿假单胞菌基因组和阴性对照均无特异性

扩增曲线,重复试验结果一致。表明RPA方法检验

铜绿假单胞的特异性良好,见图2。

图2  RPA法检测铜绿假单胞菌的特异性验证

2.3 RPA法的灵敏度检验 根据1.3.3建立的方法

检测RPA方法的灵敏度。通过荧光反应曲线可知,

5×105
 

、5×104
 

、5×103
 

、5×102
 

cfu/mL这4个浓度的

菌悬液均有特异性扩增曲线,5×10
 

cfu/mL浓度的菌

悬液和阴性对照孔无特异性扩增曲线,重复试验结果

一致。证 实 通 过 RPA 方 法 检 测 铜 绿 假 单 胞

ATCC27853的 最 低 检 测 限 为 5×102
 

cfu/mL,见
图3。

2.4 qPCR法灵敏度检验 根据1.3.5建立的方法
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检测qPCR方法的灵敏度。通过荧光反应曲线可知,
5×105

 

、5×104、5×103
 

、5×102
 

cfu/mL这4个浓度的

菌悬液均有特异性扩增曲线,5×10
 

cfu/mL浓度的菌

悬液和阴性对照无特异性扩增曲线,重复试验结果一

致。证实RPA方法和qPCR方法检测铜绿假单胞最

低检测限一致,见图4。

图3  RPA法检测铜绿假单胞菌的灵敏度验证

图4  qPCR方法检测铜绿假单胞菌的灵敏度验证

2.5 RPA法与qPCR法的临床样本性能验证 通过

1.3.3、1.3.4建立的RPA和qPCR方法分别对69株

待测菌株进行检测,20株铜绿假单胞均有特异性扩增

曲线,其余49株非铜绿假单胞菌基因组和阴性对照

均无特异性扩增曲线,重复试验结果一致。本研究建

立的RPA方法检测铜绿假单胞结果稳定可靠,可为

其成为临床常规检测手段提供有力依据。见表3。
表3  两种检测方法临床样本性能验证

细菌名称
细菌

来源

检测数量

(n)
RPA方法

阳性数量(n)
qPCR方法

阳性数量(n)

铜绿假单胞菌 临床分离 20 20 20

荧光假单胞菌 临床分离 8 0 0

大肠埃希菌 临床分离 8 0 0

肺炎克雷伯菌 临床分离 6 0 0

鲍曼不动杆菌 临床分离 8 0 0

阴沟肠杆菌 临床分离 4 0 0

奇异变形杆菌 临床分离 4 0 0

白色假丝酵母菌 临床分离 2 0 0

人葡萄球菌 临床分离 2 0 0

金黄色葡萄球菌 临床分离 2 0 0

粪肠球菌 临床分离 2 0 0

屎肠球菌 临床分离 2 0 0

星座链球菌 临床分离 1 0 0

3 讨  论

  RPA技术是一种在低温下进行的扩增技术,灵敏

度高、特异性强,其原理基于一种聚合酶酶体,该酶体

由重组酶、单链结合蛋白和DNA聚合酶组成[8]。在

RPA反应中,首先在低温下,引物与目标DNA序列

特异性结合,然后酶体的单链结合蛋白解开DNA的

双链结构,并引导DNA聚合酶合成新的DNA链,最
后,实时荧光信号被检测到,从而实现了对目标DNA
的快速检测[9]。细菌分泌系统目前已知的至少有6
型,其中Ⅲ型分泌系统广泛存在于致病菌中[10]。铜绿

假单胞菌Ⅲ型分泌系统主要分泌4种毒素:exoS、ex-
oT、exoY、exoU。CHEN 等[11]研 究 报 道,有 大 约

95%的铜绿假单胞菌携带exoS基因。
本研究建立了基于RPA技术的铜绿假单胞菌快

速检测方法,收集了76株待测菌株,包括临床分离株

(69株)和实验室标准菌株(7株)。这些菌株被保存

在-80
 

℃低温条件下,以保持其活性和稳定性。首

先,本研究从这些标本中提取了菌株的基因组DNA;
接着,根据GenBank上铜绿假单胞菌exoS基因的核

酸序列,选择其特异性保守区域设计RPA、qPCR方

法的特异性引物和探针,通过RPA方法及引物电泳

结果,筛选出最佳引物组合F1/R2;最后,使用该引物

组合进行本研究后续RPA试验。通过RPA方法对

13株待测菌株进行检测,仅铜绿假单胞 ATCC27853
和阳性对照孔有特异性扩增曲线,其余12种非铜绿

假单胞基因组和阴性对照均无特异性扩增曲线,表明

RPA方法检验铜绿假单胞 ATCC27853的特异性良

好,该方法能够通过设计的特异性引物,实现对目标

序列的高度选择性扩增,这种特异性使得RPA技术

在复杂样品中的检测具有较低的误检率和误报率,提
高了检测结果的准确性。接着,通过建立的RPA和

qPCR方法,比较二者检测铜绿假单胞菌ATCC27853
的灵敏度,通过荧光反应曲线可知,5×105、5×104、
5×103、5×102

 

cfu/mL这4个浓度的菌悬液均有特

异性扩增曲线,5×10
 

cfu/mL浓度的菌悬液和阴性对

照孔无特异性扩增曲线,证实RPA和qPCR方法检

测铜绿假单胞菌 ATCC27853的灵敏度一致,均为

5×102
 

cfu/mL。RPA使用独特的荧光标记和酶聚合

酶,使得其能够检测到极低浓度的目标分子,本试验

证实 RPA方法在低浓度病原菌浓度检测中的可靠

性。最后,为 了 验 证 RPA 技 术 的 准 确 性,笔 者 与

qPCR技术进行了比较,通过RPA方法对69株待测

细菌进行检测,20株铜绿假单胞菌均有特异性扩增曲

线,其余49株非铜绿假单胞菌和阴性对照均无特异

性扩增曲线,与预期结果一致。本研究建立的 RPA
方法检测铜绿假单胞菌结果稳定可靠,可为其成为临

床常规检测手段提供有力依据。
本研究高效性方面体现在其快速检测的能力上,
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相比传统的基因扩增方法,RPA技术无须进行烦琐的

DNA提取步骤[12],可以直接在菌落、培养基或者样品

中进行反应,这样一来,整个检测过程可以在30
 

min
内完成,明显缩短了检测时间;其次,在准确性方面具

有明显优势,RPA技术利用荧光探针实时监测扩增过

程中产生的信号,可以实时、定量地检测目标基因序

列的扩增情况[13],这种实时监测的方式避免了传统方

法中由于末端标记引起的假阳性结果,提高了检测结

果的准确性[14];最后,在灵敏度方面,RPA技术与传

统PCR方法检出限一致,在低浓度的目标基因序列

存在下仍能够进行高效的扩增,可以检测到浓度非常

低的铜绿假单胞菌。这种高灵敏度的特点使得该方

法在对样品进行预处理时无需进行样品富集步骤,降
低了操作的复杂性和成本[15]。

值得指出的是,虽然本研究在方法开发和性能评

估方面取得了令人满意的结果,但仍然存在一些不足

之处。首先,荧光信号分析的准确性受到环境因素的

影响,因此需要在实际应用中进一步考虑这些因素。
其次,尽管本方法在特异性上表现出色,但后期研究

可增加微生物种类,与其他靶菌进行比较以验证其检

测范围。
随着科学技术的进步,RPA技术将不断完善和发

展,使得该方法在未来更加成熟和可靠,并且有望成

为一种标准方法。另外,该方法已被报道应用于环境

监测,例如水源、土壤、空气等中的铜绿假单胞菌检

测,对于环境污染的监测和防控具有重要意义[16]。
总之,本研究建立了一种基于RPA技术的铜绿

假单胞菌快速检测方法。该方法特异性强、灵敏度

高,未来有望在临床上广泛应用,为铜绿假单胞菌感

染的早期诊断和治疗提供有力支持。
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