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·实验室研究·

基于16S和23S rDNA基因芯片检测和鉴定

七种临床常见病原菌

邢建明 张霆 张红河 沈翠芬毕丹 李刚 姚丽惠

【摘要】 目的 以细菌16S rDNA和23S rDNA基因为靶序列建立可检测临床七种常见病原菌

寡核苷酸芯片系统。方法采用双重PCR扩增标本中靶细菌16S和23S rDNA基因片段。构建能同

时检测肠出血性大肠埃希菌0157：H7、副溶血性弧菌、沙门菌、霍乱弧菌、单核细胞增生李斯特菌、空

肠弯曲菌和志贺菌的寡核昔酸芯片，并考核芯片的检测特异性、灵敏度和重复性。采用所建它的寡核

苷酸芯片检测8l例腹泻患者粪便样本。结果 双重PCR可同时扩增卜述七种病原菌的16S和23S

rDNA基因靶序列。所研制的寡核苷酸芯片检测灵敏度可达103cfu／ml，非靶细菌无阳性结果，不同批

间和批内芯片的变异系数为3．89％～5．81％。寡核苷酸芯片检测粪便样本的阳性率为39．5％(32／

81)，与常规细菌学检查法检测结果的符合率达到96．3％(78／81)，菌种鉴定结果符合率为96．8％(31／

32)。结论研究建立的寡核苷酸芯片法在检测七种病原菌时具有简便、快速、准确、高通量等优点，

适合于临床样本检测及流行病学现场调查。

【关键词】寡核苷酸芯片；病原菌；检测

Detection and identification of seven clinical commoll pathogenic bacteria by oligonucleotide microarray

XING Jian—ming‘，ZHANG Su，ZHANG Hong-he，SHEN Cui一知咒，B，Dan，LJ Gang，yAO Li-

hui．‘Department of Laboratory Medicine，Huzhou Maternity and Child Care Hospital，Huzhou

313000，China

【Abstract】Objective Using 16S rDNA and 23S rDNA genes鹤the target sequences tO develop a

system based on oligonucleotide microarray and to detect the seven clinieal pathogenic bacteria，commonly

seen．Methods Double polymerase chain reaction(PCR)was applied to amplify the segments of 16S rDNA

and 23S rDNA genes of the target bacteria．An oligonucleotide microarray was constructed to

simultaneously detect EHEC 0157：H7，Vibrio parahaemolyticus，S口imonella sp．，Vibrio cholerae，

Listeria monologues，Campylobacter jejuni and Shigella sp．Specificity，sensitivity and reproducibility

of the mieroarray during detection were checked．And then microarray was used to detect the microbes in

stool specimens of 81 patients with diarrhea and vomiting．Results The double PCR method could

simultaneously amplify the target sequences Of 16S rDNA and 23S rDNA genes of the sevenpathogens．The

sensitivity of the developed oligonueleotide microarray could reach 101 cfu／ml but nO positive results were

presented for non—targeted bacteria．The coefficients of differentiation in one lOt or among different lots of

the microarray slices were 3．89％一5．81％．The positive detection rate of the stool specimens by

oligonucleotide microarray was 39．5％(32／81)，with a coincidence of 96．3％(78／81)for the patients and

another coincidence of 96．8％(31132)for bacterial genus or species identification，when comparing to the

results by routine bacteriological examinations．Conclusion The established assay in this study based on

oligonucleotide microarray to detect the seven pathogenic bacteria has many advantages such as convenient，

rapid，accurate，stable and high flux，which is suitable for clinical specimen examination and

epidemiological field investigation．

【Key words】 Oligonucleotide microarray；Pathogenic bacteria；Detection

腹泻和呕吐是临床常见的消化道疾病症状，其

病因众多；快速、准确地检测和鉴定腹泻患者粪便样

本中的病原菌是制定正确治疗方案的重要前提。目

作者单位：313000湖州市妇幼保健院检验科(邢建明、张建、毕

丹、李刚、姚丽惠)；杭州市第一人民医院基因诊断实验室(张红河)；

湖州市中心医院检验科(沈翠芬)

前临床上细菌鉴定仍主要采用基于表型检测的生化

反应，仅有极少数细菌采用基因水平的分子生物学

鉴定技术⋯。基因芯片检测技术具有快速、准确、高

通量等优点，已被广泛应用于基因突变、多态性分

析、微生物鉴定和疾病基因诊断等领域旧1。一些研

究者在基因芯片中以病原菌毒力基因为靶序列，虽
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有较高特异性，但同一种属不同菌株往往存在毒力

基因差异，因而毒力基因为靶序列的基因芯片不适

用于临床¨o。16S rDNA和23S rDNA基因序列在

细菌进化过程中相当保守，常被用作细菌种属鉴定

的靶基因H-。本研究中选取临床常见的病原菌作为

检测的靶细菌，初步研究基因芯片技术在致病菌检

测方面的应用。建立能检测和鉴定七种临床常见引

起腹泻和呕吐病原菌的寡核苷酸芯片技术。

材料与方法

1．菌株及培养：福氏志贺菌ATCC51311、宋内

志贺菌ATCC25931、空肠弯曲菌ATCC33560、单核

细胞增生李斯特菌ATCC7644、霍乱弧菌

ATCCl6025／ATCCl6026、结肠弯曲菌ATCC7709、

肠出血性大肠埃希菌0157：H7 ATCCA3889、沙门菌

AFOC50835／AmC50041／ArC=C50096／必旧C14028、鼠

伤寒沙门菌ATCC49214、金黄色葡萄球菌

ATCCl3565、西尔李斯特菌ATCC35967、格式李

斯特菌ATCC25401、英诺克李斯特菌ATCC33090、

副溶血性弧菌ATCC20502／ATCC20506、耶尔森菌

ATCC52215／ATCC52217，均购置中国微生物菌种

库。本实验所采用的肠炎沙门菌等临床菌株均经系

统的细菌学鉴定。所有菌株均按照常规标准方法进

行培养，各种培养基均由法国生物梅里埃公司

提供。

2．细菌基因组DNA的提取：按试剂盒说明书

操作，采用UNlQ一10 COLUMN Genomic DNA

Minipreps Kit(Sangon)提取各细菌基因组DNA。

3．引物和探针的合成：根据相关研究资料b删，

分别以霍乱弧菌、肠出血性大肠埃希菌0157：H7、副

溶血性弧菌、单核细胞增生李斯特菌、福氏志贺菌、

沙门菌、空肠弯曲菌的16S rDNA和23S rDNA为靶

基因。下游引物5 7端标记生物素，探针3’端经氨基

修饰。根据文献方法u引，选取大肠埃希菌(GenBank

accession：X96965)16S rDNA基因中一段序列作为

阳性对照，以引物互补序列合成探针作为标志列，选

择与细菌无关的探针作为阴性对照。所有引物和探

针均由TaKaRa公司合成，引物和探针序列见表1。

4．双重PCR：反应体积50“l内含1．5／1mol／L

M92+、200／1mol／L dNTPs、2 tLmol／L各基因引物、

1．5 U Taq酶、约50 ng DNA模板和1×PCR缓冲

液。PCR参数：94℃预变性5 min；94℃变性30 S、

56℃退火30 S、72℃延伸30 8，35个循环；72℃延伸

5 min。采用溴化乙锭预染的2％琼脂糖凝胶电泳

检测PCR产物。

5．寡核苷酸芯片制备：参照文献方法H川，探针

点样液浓度为50 t-mol／L，取6“l置于384孔板，采用

微阵列自动点样仪(PixSys 5000，Cartesian

Technologies，Irvine，CA)点于醛基化玻片上，重复

2次，室温放置至少20 h。使用前将芯片依次用

0．2％SDS和双蒸水洗涤，自然晾干。寡核苷酸芯

片点样模式图见图1。

P l 2 6 N

P l 2 6 N

标志列 标志列 标志列 标志列 标志列

3 4 5 7 B

3 4 5 7 B

注：1：肠出血性大肠埃希菌0157：H7；2：副溶血性弧菌；3：沙门

菌；4：霍乱弧菌；5：单核细胞增生李斯特菌；6：空肠弯曲菌；7：志

贺茵；P：阳性对照；N：阴性对照；B：空白对照

圈1 寡核苷酸芯片点样模式图

表1 引物和探针序列

细菌 靶基因探针序列(5’～3’) 靶基因 引物序列(57～3’)

肠出血性大肠埃希菌0157：m
副溶血性弧菌

沙门菌4

霍乱弧菌

空肠弯曲菌

福氏志贺菌4

单核细胞增生李斯特菌4

阳性对照

阴性对照

GCAGTCACCCCATAAAAGA【；(册
卯删僦4G黝翻D剑翻母4筋

ACAGGCl研AGCG^1nAG(r兀℃AC
CAGCA(：AGA!GGAAI]_rGr兀X肌ⅪGHX；0GAG
CTCCrrrrCTTAGGGAAGAATTCrGACGG
TACCTAAGGAAT

cGAAACAGCAAGCrI×Xvr’c

TAGCCGAAACAATATTACAA^AGCG

ACTGAGACAcGGTCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATATTG

ACCTACCGCCGCTGTCTATG

23S rDNA 23S rDNA引物4

23S rDNA F2：ACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAG

R2：TTAAA7rG^TGGCTGCl]ⅥAAGcC
16S rDNA 16S rDN引物。

16S rDNA F1：Co时GGCGGCAGGC(丌AACACⅣrGC
16S rDNA Rl：CGCGGCTG(]吓XX：ACGGAGTTAGCC

16S rDNA

16S rDNA

16S d)NA

注：4为自行设计的序列，其他为参考文献的序列
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6．寡核苷酸芯片的鉴定：按BaiO芯片杂交试剂

盒(上海百傲科技有限公司产品)试剂盒说明书进行

寡核苷酸芯片的检测操作，在55℃条件下孵育1 h，然

后用洗涤液清洗3次，分别用亲和素标记液和显色液

分别加于杂交区，在55℃条件下孵育30 min，期间用

洗涤液清洗3次，晾干。采用BaiO BE 2．0扫描仪对

检测后芯片进行扫描和分析。将肠出血性大肠埃希

菌0157：H7培养物连续10倍稀释后，取200出进行

DNA提取和双重PCR，另取200 m按常规进行菌落计

数，重复3次，评价该芯片检测系统的灵敏度。从3

次不同点样批次芯片中分别抽取三张芯片，用于检测

肠出血性大肠埃希菌0157：H7，以了解该芯片检测系

统的稳定性和重复性。

7．临床样本的检测：共收集分别来自湖州市妇

幼保健院、湖州市中心医院和杭州市第一人民医院

检验科的81例腹泻患者的粪便样本。样本中DNA

提取方法参照文献[10]进行，双重PCR、寡核苷酸

芯片检测过程和条件如前所述。上述腹泻粪便样本

进行常规细菌分离培养，采用法国生物梅里埃公司

菌种鉴定条对分离的细菌进行鉴定。按照常规操作

后，离心取上清作为模板进行基因芯片检测。

结 果

1．PCR结果：可从患者粪便样本中扩增出预期

大小的病原菌目的条带，16S rDNA和23S rDNA基

因目的条带大小分别为500 bp和640 bp(图2)。

2．寡核苷酸芯片检测特异性：七种病原菌寡核

苷酸芯片检测结果见图3。目的探针有较强的杂交

信号，未出现非特异性杂交信号，同时各对照均显示

预期杂交结果。

注：M：DNA Marker：DL 2000(100、250、500、750、1000、2000

bp)；l：肠出血性大肠埃希i基0157：H7；2：副溶血性弧菌；3：沙门

菌；4：霍乱弧菌；5：单核细胞增生李斯特菌；6：空肠弯曲菌；7：志

贺菌；8：宅白对照

图2 腹泻患者粪便样本中不同细菌PCR扩增效果

3．寡核苷酸芯片的检测敏感性：不同稀释度的

肠出血性大肠埃希菌0157：H7对应寡核苷酸芯片检

测结果见图4。上述结果表明，所建立的寡核苷酸

芯片检测系统灵敏度为103 cfu／ml细菌。

4．寡核苷酸芯片的检测稳定性和重复性：不同

批次芯片对肠出血性大肠埃希菌0157：H7检测结果

表明，批内变异系数分别为4．52％和3．89％，批间变

异系数分别为5．03％和5．81％。

5．临床样本检测结果：表2显示，81例患者粪

便样本中，31例分离培养出细菌并经生化鉴定为感

染七种病原菌，其余分离培养结果阴性。31例细菌

阳性样本经寡核苷酸芯片检测结果30例为阳性；细

菌分离培养及生化鉴定结果阴性的样本中，也有2

例检测结果阳性，两种方法细菌检测结果的符合率

为96．3％(78／81)。寡核苷酸芯片与传统细菌分离

培养及生化鉴定结果均为阳性的31例样本中，1例

寡核苷酸芯片检出志贺菌和沙门菌混合感染，分离

培养及生化鉴定仅检出志贺菌，两种方法对菌种鉴

定结果符合率为96．8％(31／32)，差异无统计学意义

(P>0．05)。

注：1：肠出血性大肠埃希菌0157：H7；2：副溶血性弧菌；3：空肠弯曲菌；4：沙门菌；5：霍乱弧菌；6：单核细胞增生李斯特菌；7：志贺菌

图3 七种肠道病原菌的寡核苷酸芯片检测结果

注：1～8：不同稀释度的肠出血性大肠埃希荫0157：m(对应浓度：109～102 ofu／m1)寡核苷酸芯片检测结果

图4 不同稀释度肠出血性大肠埃希菌0157：H7的寡核苷酸芯片检测结果
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表2 腹泻患者粪便样本中细菌检测结果

阳忖=样本 阴性样本细菌种类i西五。曩-i■．丽戛两i甬_藏
检测 检测 检测 检测

注：基因芯片检测与细菌学检测比较：X2=0．13，P>O．05

讨 论

基因芯片技术以其快速、准确、高通量、自动化

等特点，被广泛应用于病原微生物的检测和鉴

定¨2-16J。本研究中选用的两对引物分别来自各靶细

菌的16S和23S rDNA基因，应能检测所有该种、属

不同菌株。因此，本研究建立的寡核苷酸芯片检测

系统特异性主要取决于探针。检测结果显示，除靶

细菌有阳性杂交信号外，其他菌株杂交后均无阳性

信号出现，表明所建立的寡核苷酸芯片检测系统有

很强的特异性。

基因芯片检测灵敏度主要取决于PCR和显色

方法。实验结果显示，以肠出血性大肠埃希菌

0157：H7为靶细菌，以其16S和23S rDNA基因为

靶序列时，采用本次建立的寡核苷酸芯片检测系统

可检出103 cfu／ml靶细菌，这与相关文献报道的检

测灵敏度相似¨7J别。

重复性和稳定性是芯片检测的关键问题，易受探

针点样均一性、杂交反应条件、扫描次数等多种因素

的影响归J。近年Mfymetrix和Genescan等公司采取

原位光刻法直接在芯片上合成探针¨钆2引，使重复性有

所提高。本实验选取肠出血性大肠埃希菌0157：H7

进行重复性及稳定性实验的结果显示，不同批间和批

内寡核苷酸芯片的变异系数(3．89％～5．81％)<

6％，表明该芯片有良好的重复性和稳定性。

81例患者粪便样本中，通过本研究建立的寡核

苷酸芯片检测系统、常规细菌分离培养和生化鉴定法

获得的阳性例数分别为32和31例，两种方法检测结

果符合率为96．3％(78／81)。传统细菌分离培养及生

化鉴定结果为阳性的31例样本中，寡核苷酸芯片法

检出l例志贺菌和沙门菌混合感染，而分离培养及生

化鉴定仅检出志贺菌，两种方法对菌种鉴定结果符合

率为96．8％(31／32)。然而，寡核苷酸芯片检测系统

仅需约4 h出结果，细菌分离培养和生化鉴定法常需

3—4 d。寡核苷酸芯片系统检测临床样本具有快速

和可靠的特点，对临床疾病诊断和治疗十分有利。

综上所述，较之传统的细菌分离培养及生化鉴定

法，本研究中建立的寡核苷酸芯片检测系统在检测七

种病原菌时，具有简便、快速、准确、稳定、高通量等优

点，适合于临床样本检测及流行病学的现场调查。由

于同一属内不同菌种之间16S和23S rDNA基因之间

差别甚小乜¨，本研究的寡核苷酸芯片对某些细菌仅

限于菌属水平检测和鉴定，菌种水平检测和鉴定仍需

做大量工作。此外，在此工作基础上，增加可检测细

菌属、种数量，也是今后努力的目标之一。
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