
·论　　著·

焦磷酸测序法鉴定临床常见病原菌
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　　摘　要：目的　建立高效的焦磷酸测序鉴定临床常见病原菌的方法。方法　在细菌１６ＳｒＲＮＡ的Ｖ１及Ｖ３可变区两端保守

序列设计ＰＣＲ扩增通用引物及焦磷酸测序引物，ＰＣＲ扩增后焦磷酸测序测定Ｖ１及Ｖ３可变区序列，测序结果与数据库比对判断

细菌种属。结果　在４ｈ内完成９６株细菌的鉴定，所有菌株鉴定结果与常规鉴定结果一致。结论　焦磷酸测序技术可以用于临

床分离菌株的鉴定，且具有费用相对低廉、高通量、鉴定能力强等优点。
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　　病原菌的鉴定一直是临床微生物室工作的难点和重点之

一，传统鉴定方法繁琐、费时、鉴定能力有限、准确率不高。虽

然全自动微生物分析系统（ＡＭＳ）在大型医院已经普及，但其

耗材昂贵，耗时仍相对较长，且对生长缓慢菌株鉴定能力不足。

将细菌分离培养与ＰＣＲ及杂交探针、基因芯片等技术手段相

结合［１３］，具有耗时短、重复性好等优点，但不能得到目标基因

序列信息，准确性和特异性不够高，且多需要进行电泳或荧光

标记的探针（不同种属细菌需要特异的引物或探针），大大限制

了其在临床病原菌鉴定中的广泛应用。

本研究利用细菌１６ＳｒＲＮＡ基因保守区的高度保守性及

其Ｖ１、Ｖ３可变区的种间特异性，阳性克隆菌落经ＤＮＡ裂解、

通用引物扩增，然后用一条通用引物作为测序引物对ＰＣＲ产

物进行焦磷酸测序（ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ），测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ数

据库比对来判断菌种，具有通量高、成本相对低廉、鉴定能力

强、特异性好等优点，现介绍如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　选取本实验室保留菌株共１５种１６５株，均分

离自临床标本，经ｖｉｔｅｋ２ｃｏｍｐａｃｔ６０全自动微生物分析系统

及其配套鉴定卡（法国生物梅里埃公司产品）鉴定，鉴定百分率

（ＩＤ％）均大于９５％，其中部分菌株，如鲍曼不动杆菌等经手工

试验（４２℃生长等）和ＡＰＩ再次确认。涵盖近５年本院分离率

最高的１５种细菌，其中铜绿假单胞菌２０株，大肠埃希菌１５

株，肺炎克雷伯菌１５株，鲍曼不动杆菌１５株，阴沟肠杆菌１０

株，嗜麦芽窄食单胞菌１０株，弗劳地枸橼酸杆菌１０株，奇异变

形杆菌１０株，金黄色葡萄球菌１５株，表皮葡萄球菌１０株，腐

生葡萄球菌５株，人葡萄球菌５株，粪肠球菌１０株，屎肠球菌

１０株，化脓链球菌５株。标准菌株 ＡＴＣＣ２５９２２（大肠埃希

菌）、ＡＴＣＣ２７８５３（铜绿假单胞菌）、ＡＴＣＣ２５９２３（金黄色葡萄

球菌）、ＡＴＣＣ２９２１２（粪肠球菌）、ＡＴＣＣ１９６１５（化脓链球菌）、

ＡＴＣＣ４５３０１（阴沟肠杆菌）、ＡＴＣＣ４９００５（奇异变形杆菌）、

ＡＴＣＣ１３８３３（肺炎克雷伯菌）由中国药品生物制品检定所

提供。

１．２　ＤＮＡ裂解　挑取培养皿中的阳性克隆菌落于０．５ｍＬ

离心管中，加入５０μＬＴＥ，１００℃煮沸１０ｍｉｎ裂解细菌ＤＮＡ，

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液备用。

１．３　引物的设计、合成及１６ＳｒＤＮＡ基因扩增　根据 ＮＣＢＩ

基因文库公布的上述菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列，利用Ｐｒｉｍｅｒ５

软件自行设计引物，由上海英潍捷基生物科技有限公司合成，

引物序列见表１，上游引物用生物素标记。除引物外的所有

ＰＣＲ试剂均购自美国Ｆｅｒｍａｎｔａｓ公司。ＰＣＲ扩增在Ｓ１０００扩

增仪（美国伯乐公司）上进行，采用５０μＬ反应体系，包括１×

ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１．５ｍｍｏｌ／

ＬＭｇＣｌ２），１．５ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，正反

向引物各０．０６μｍｏｌ／Ｌ以及３μＬＤＮＡ 模板。反应程序为
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９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃２５ｓ，４２℃３０ｓ，７２℃２０ｓ，循环３０

次，７２℃延伸３ｍｉｎ。

表１　　ＰＣＲ及测序引物

１６ＳｒＲＮＡ 引物 序列

Ｖ１反向 正向 ｂ５′ＧＡＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ３′

反向 ５′ＴＴＡＣＴＣＡＣＣＣＧＴＣＣＧＣＣＡＣＴ３′

测序 ５′ＴＴＡＣＴＣＡＣＣＣＧＴＣＣＧＣＣＡＣＴ３′

Ｖ３正向 正向 ５′ＧＣＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴＴＡＣＣ３′

反向 ｂ５′ＡＣＧＡＣＡＧＣＣＡＴＧＣＡＧＣＡＣＣＴ３′

测序 ５′ＧＣＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴＴＡＣＣ３′

　　ｂ：生物素标记。

１．４　焦磷酸测序分析　测序采用 Ｑｉａｇｅｎ公司的ＰｙｒｏＭａｒｋ

ＩＤ遗传分析系统，委托杭州迪安医学检验中心完成。在５０μＬ

ＰＣＲ产物中加入３μＬ磁珠和４７μＬ（结合）缓冲液，室温下震

荡混匀１０ｍｉｎ。打开系统真空泵，将Ｐｒｅｐ．Ｔｏｏｌ在双蒸水中清

洗３０ｓ，转移至前述混合物中抓取其中的磁珠，待磁珠基本抓

取完毕后将携带有磁珠的Ｐｒｅｐ．Ｔｏｏｌ分别在７０％乙醇、变性缓

冲液（０．２ＭＮａＯＨ）以及洗涤缓冲液中各清洗３０ｓ，再将其移

至事先准备好的ＰＳＱ９６孔板正上方（每孔已加有５ｐｍｏｌ相应

的测序引物及４４．５μＬ退火缓冲液），关掉真空泵后迅速将

Ｐｒｅｐ．Ｔｏｏｌ放入ＰＳＱ９６孔板中，轻轻摇动使磁珠充分掉落。将

ＰＳＱ９６孔板置于８０℃ 烘箱中２ｍｉｎ，拿出冷却至室温。测序

程序采用ＳＱＡ模式，即按 ＡＴＣＧ的碱基排列顺序，依次循环

加入１０次，根据软件给出的剂量在试剂仓中加入底物混合物、

酶混合物和４种ｄＮＴＰ，将ＰＳＱ９６孔板和试剂仓放入测序仪

中进行测序。

２　结　　果

２．１　扩增结果　用２％琼脂糖电泳鉴定，在相当于约１００ｂｐ

处均可见１条特异目的片段ＤＮＡ条带（图１）。

２．２　测序结果　对阳性克隆标本ＰＣＲ扩增产物进行焦磷酸

测序，在４ｈ内完成９６个临床分离菌株的细菌鉴定（包括阳性

克隆的ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及焦磷酸测序等，单纯焦磷酸测

序１ｈ内就可完成），所得序列与ＮＣＢＩ中ＧｅｎＢａｎｋ序列比对，

序列完全一致，绝大多数菌种仅需Ｖ１区反向测序结果就能完

成菌种的鉴定，只有肺炎克雷伯菌和阴沟肠杆菌Ｖ１区反向测

序序列相同，须依靠Ｖ３区正向测序结果来进一步区分。

２．３　比对结果　所有菌株焦磷酸测序鉴定结果与常规鉴定结

果符合率为１００％。

　　１～７泳道为不同阳性标本；８、９泳道分别为金黄色葡萄球菌阳性

对照和阴性对照。

图１　　阳性克隆ＰＣＲ扩增结果

３　讨　　论

特异性序列测定无疑是细菌鉴定、分型的金标准。目前常

用的测序法为Ｓａｎｇｅｒ法，适合长片段的序列测定，对仅需２０～

３０ｂｐ特异性序列的细菌鉴定来说不太合适，限制了其在临床

实验室的广泛应用。作为新一代测序技术的焦磷酸测序是短

片段ＤＮＡ快速测序技术，与Ｓａｎｇｅｒ法相比，虽然读取序列较

短，但有以下优势：（１）可以直接测定引物后面的模板序列；（２）

无需制胶电泳，也无需荧光染色，操作简便，成本低，通量高，一

次最多可检测９６个样本；（３）能够对样本快速实时检测，速度

快，测定数十个ｂｐ的序列仅需二三十分钟
［３５］。

由于不同细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因既具有高度保守序列，又

具有各自特有的多变序列，因此１６ＳｒＲＮＡ被认为是细菌种属

水平检测的专属基因。本研究利用细菌１６ＳｒＲＮＡ的保守区

的高度保守性及其Ｖ１、Ｖ３可变区的种间特异性，设计了针对

所有细菌的共同引物，经扩增均可见到一条特异的电泳条带，

提示该引物对细菌具有很高的敏感性。ＰＣＲ扩增后进行焦磷

酸测序，不同细菌测序片段长度为２２～３２ｂｐ。以往虽偶见焦

磷酸测序技术用于细菌鉴定的报道 ［６８］，但多是针对某种或某

类细菌，或所选菌种及菌株较少，且由于测得有效序列较短（１５

ｂｐ）等原因，导致某些序列极为相似，菌种难以区分。本实验结

果比较理想，提示焦磷酸测序能够用于分离菌株的鉴定，且具

有高通量、鉴定能力强大等优点，每株细菌的鉴定成本仅需１２

元。本课题的最终目标是实现ＰＣＲ焦磷酸测序完成各类临床

标本中病原菌的直接鉴定，从根本上解决病原菌分离耗时长等

难题，本试验则是本课题的第一步。
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