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熔解曲线分析检测大肠埃希菌&嗜麦芽单胞菌方法的构建

陈
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"昆明市临床疾病分子生物学重点实验室(昆明市第一人民医院检验科
!
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#
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摘
!

要"目的
!

构建熔解曲线分析法检测大肠埃希菌&嗜麦芽单胞菌$方法
!

针对大肠埃希菌的
36T@=Z+

&嗜麦芽单胞菌

的促族酶
L

亚单位"

IH

@L

#基因设计种特异性引物$构建熔解曲线分析法!并进行特异性验证$检测不同拷贝浓度稀释液进行敏

感性分析$检测临床分离目标菌各
$#

株!进行稳定性评价$结果
!

特异性验证显示!目标检测菌种均有特异性的熔解曲线!融点

温度"

RB

#值分别为
;<4:"

&

;$4;<X

$可检测到的拷贝浓度稀释液分别为
"4!6h3#

"

&

34$3h3#

<

,1

CH

(

BP

$稳定性评价的结果显

示!

RB

值"

? ;̀

#变化范围窄小!差异有统计学意义$结论
!

所构建方法具有较好的特异性&敏感性和稳定性$并具有快速&简

便&成本低廉的特点!可用于临床样本的检测$

关键词"熔解曲线分析%检测%方法建立
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目前#国内外应用分子诊断技术对临床常见病原菌的检测

主要有基因芯片技术,实时荧光
_S=

,熔解曲线分析法等-

3)!

.

+

其中#芯片技术具有高通量,微型化等特点#但费用昂贵,需要

专业的技术人员操作+实时荧光
_S=

灵敏度高且特异性强#

但探针设计相对较难,合成费用高+熔解曲线分析法在
_S=

反应体系中加入荧光染料#利用荧光染料的理化特征来指示扩

增产物的增加+当荧光染料与
&Z+

双链结合时#发出荧光&

从
&Z+

双链上释放出来时#荧光信号急剧减弱+如果升高温

度使
&Z+

变性#以温度为横坐标对荧光信号作图#可得到熔

解曲线+把
!#̂ &Z+

分子发生变性的温度称为融点温度

$

B>FA29

I

A>B

C

>@?AJ@>

#

RB

%+该技术在对病原菌的检测中#主

要根据不同病原菌扩增产物长度不同,其
(S

比值不同#熔解

曲线不同,

RB

值不同-

6)3#

.

+为了满足临床感染性疾病的诊疗

需求#作者构建了快速,敏感的熔解曲线分析法检测临床常见

的大肠埃希菌,嗜麦芽单胞菌#现报道如下+

?

!

材料与方法

?4?

!

检测菌种与
_S=

扩增靶基因的确定
!

选取临床常见的

大肠埃希菌,嗜麦芽单胞菌-

33)3"

.作为本研究的检测菌种+分

别选取目标检测菌种的
36T@=Z+

基因,促旋酶
L

亚单位

$

IH

@L

%基因作为
_S=

扩增的靶基因+

?4@

!

引物设计
!

分别对靶基因序列使用
_@2B>@_@>B2>@!4#

软件设计#经
LP+TR

比对选择特异性较高引物#均由上海生

物工程技术有限公司合成+引物特征见表
3

+

?4A

!

研究菌株及来源

?4A4?

!

标准菌株
!

本研究选择
+RSS$!5$$

作为大肠埃希菌

的标准菌株#由卫生部临床检验中心提供+选择卫生部室间质

评活动提供的嗜麦芽单胞菌作为该菌的标准菌株#由本院检验

科微生物室提供+

?4A4@

!

临床分离菌株$目标菌株与非目标菌株%

!

选取本院临

床分离的研究目标菌各
$#

株,临床分离其他细菌$非目标菌%

3;

种$革兰阳性菌
6

种#包括金黄色葡萄球菌,表皮葡萄球菌,

粪肠球菌,屎肠球菌,溶血葡萄球菌,肺炎链球菌等&革兰阴性

菌
3$

种#包括铜绿假单胞菌,肺炎克雷伯菌,鲍曼不动杆菌,阴

沟肠杆菌,聚团肠杆菌,黏质沙雷菌黏质亚种,坂崎肠杆菌,普

通变形杆菌,流感嗜血杆菌,产气肠杆菌,弗劳地枸椽酸杆菌,

产酸克雷伯菌等%#用于引物和方法学的特异性及稳定性评价#

均由本院检验科微生物室提供+

?4A4A

!

非细菌性病原体及人源基因组
&Z+

!

选择乙型肝炎

3:$

重庆医学
$#3$

年
3

月第
<3

卷第
"

期



表
3

!!

引物特征

引物 产物片断$

G

C

% 基因名称
(S

$

^

% 退火温度$

X

% 序列$

!f)"f

% 基因库序列号

>,1)Y <$6 36T@=Z+ !$46" !:4!6 A?

II

,AA

I

,A

I

,AAA

I

,A

I

? .K3"#!!:

>,1)= <!4## !!4:!

II

A,,AA?AA,A

I

,,

II

A?

C

B?)Y 3$$

IH

@L !#4## !:4;# ?,?,

I

??,

I

A,?A?A,?

I

A, +':<"365

C

B?)= !#4## !:4;#

I

A,,AA,?

I

,

II

??A

I

?A

I

A

病毒
&Z+

,白色念珠菌作为非细菌性病原体#以及人源基因组

&Z+

进行方法学的细菌特异性评价+乙型肝炎病毒
&Z+

,白

色念珠菌分别由本院临床疾病分子生物学重点实验室和检验

科微生物室提供&人源基因组
&Z+

从健康体检者血液白细胞

中提取+

?4B

!

试剂与仪器

?4B4?

!

试剂
!

=>?F'?8A>@'2O

$

T*L=(@>>9)3

%,

_S=

反应试

剂$包括
3#hR?

g

GJDD>@

,

$!B'

的
'

I

SF

,

3#B'

的
0ZR_

%以

及
&Z+

分子大小
'?@W>@

$

6:

!

333;G

C

%均为
Y>@B>9A?8P\Y.

TS\.ZS.T

产品#普通
&Z+

产物纯化试剂盒为北京天根生化

科技有限公司产品#细菌核酸的提取方法为煮沸法#

&Z+

提取

液为广州中山达安基因股份有限公司产品+

?4B4@

!

仪器
!

实时荧光
_S=

仪!

P2

I

-AS

H

,F>@34#

#

=1,->

产

品&

_S=

扩增仪!

'

H

S

H

,F>@

#电泳仪!

_1Q>@_+S"###

#凝胶成

像分析系统!

(>F&1,$###R'

#均为
L\[)=+&

产品&核酸蛋白

检测仪!

L21

C

-1AB>A>@

#

.

CC

>901@D

产品+

?4N

!

细菌基因组
&Z+

的提取与扩增产物的纯化

?4N4?

!

细菌基因组
&Z+

的提取
!

按无菌要求#用接种环于

平板上挑取单个菌落于盛有
3BP

氯化钠注射用水的
.

CC

>9)

01@D

管中#

3$###@

"

B29

离心
!B29

#弃上清液#于沉淀物中加

入
!#

%

P

的
&Z+

提取液#混匀#煮沸
33B29

&冷却后
3$###

@

"

B29

离心
3#B29

#上清液可直接用于
_S=

扩增+

?4N4@

!

扩增产物的纯化
!

对目标菌株进行常规
_S=

扩增#用

普通
&Z+

产物纯化试剂盒#对扩增产物进行纯化+具体操作步

骤按试剂盒说明书进行+用核酸蛋白检测仪检测纯化产物的浓

度#

+$6#

"

$;#

比值#用于后继的
&Z+

测序与敏感度实验+

?4O

!

引物的特异性验证
!

对上述引物分别用标准菌株#临床

分离菌株,非细菌性病原体以及人源基因组
&Z+

进行常规

_S=

扩增#同时设置阳性对照与阴性对照+常规
_S=

反应的

总体积为
$!

%

P

#其中
GJDD>@$4!

%

P

#

$!B'

的
'

I

SF$4!

%

P

#

3#B'

的
0ZR_3

%

P

#

3#B'

的上,下游引物各
3

%

P

#

R?

g

&Z+

聚合酶
3K

#模板
&Z+$

%

P

#双蒸水补足
$!

%

P

+反应条

件为
5!X

预变性
"B29

&

5!X

变性
<!8

&

!"X

退火
"#8

&

:$X

延伸
<!8

,

"#

个循环&然后
:$X

延伸
!B29

+扩增产物取
6

%

P

经
$̂

琼脂糖凝胶电泳#

.L

染色#凝胶成像系统观察+

?4V

!

熔解曲线分析反应体系与反应条件的优化

?4V4?

!

初步反应体系与反应条件
!

用大肠埃希菌,嗜麦芽单

胞菌
$

种种特异性引物同时进行熔解曲线分析法实验+

$!

%

P

的反应体系#包括
=>?F'?8A>@'2O

$

T*L=(@>>93

%

334$!

%

P

#

3#B'

的大肠埃希菌,嗜麦芽单胞菌上,下游引物各
3

%

P

#单

目标菌株的模板
&Z+$

%

P

#双蒸水补足
$!

%

P

+反应条件!

5!X

预变性
3#B29

&

5!X

变性
3!8

&

63X

退火
"#8

&

:$X

延伸

"#8

&

"!

个循环#于
63X"#8

后采集荧光信号#熔解曲线分析

条件为
6!X3#8

#

#4!X

"

8

升温至
5!X

并收集荧光信号+

?4V4@

!

反应体系与反应条件优化
!

根据产物及引物二聚体的

熔解曲线分析,荧光强度等对退火温度,退火时间,引物浓度,

变性时间,循环数,熔解曲线分析的时间进行优化!$

3

%退火温

度优化#从
!3

!

63X

#每隔
$X

设置一个退火温度#并在该阶

段采集荧光信号&$

$

%退火时间优化#从
3!

!

"#8

#每隔
!8

设置

退火时间&$

"

%引物浓度的优化#调整每种引物的浓度#终浓度

分别为
3##

,

$##

,

"##

,

<##9'

&$

<

%变性时间优化#比较变性时

间
3!

,

$#

,

$!

,

"#8

对扩增效率的影响&$

!

%扩增循环数优化#比

较扩增循环数
"!

,

<#

,

<!

个循环对扩增效率的影响&$

6

%熔解曲

线分析中退火温度优化#比较在
6!

,

:#

,

:!X

下开始收集荧光

信号的熔解曲线峰形+

?4W

!

熔解曲线分析法的特异性分析
!

用上述优化后的熔解曲

线分析法检测标准菌株,临床分离菌株,非细菌性病原体和人

源基因组
&Z+

#同时设置阳性对照与阴性对照#验证所建立方

法的特异性+

?4X

!

熔解曲线分析法的敏感性分析
!

用核酸蛋白检测仪分别

检测纯化好的目标菌株的扩增产物浓度#换算成拷贝数#进行

3#

]Z倍比稀释#对倍比稀释液进行熔解曲线分析实验+

?4?Y

!

熔解曲线分析法对临床分离目标菌株的检测
!

用构建

好的熔解曲线分析法分别检测临床分离目标菌!大肠埃希菌,

嗜麦芽单胞菌各
$#

株#分析每种菌株
RB

值,标准差$

T&

%的

变化规律+检测的
RB

值比较用成组
6

检验#以
A

#

#4#!

为差

异有统计学意义+

@

!

结
!!

果

@4?

!

引物的特异性验证
!

常规
_S=

扩增产物电泳分析显示#

每对引物除了对目标菌株有目的特异性条带外#其余的非目标

菌株,非细菌性病原体以及人源基因组
&Z+

未见扩增条带出

现+目标菌株
_S=

扩增产物双向测序结果和所得序列与其标

准菌株序列进行比对#结果基本符合+嗜麦芽单胞菌引物扩增

产物凝胶电泳结果见图
3

+

!!

3

!金黄色葡萄球菌&

$

!表皮葡萄球菌&

"

!粪肠球菌&

<

!屎肠球菌&

!

!

肺炎链球菌&

6

!大肠埃希菌&

:

!铜绿假单胞菌&

;

!肺炎克雷伯菌&

5

!鲍曼

不动杆菌&

3#

!阴沟肠杆菌&

33

!

C

KS'2O'?@W>@

$编号
T'#"#3

%&

3$

!聚

团肠杆菌&

3"

!坂崎肠杆菌&

3<

!普通变形杆菌&

3!

!流感嗜血杆菌&

36

!嗜

麦芽单胞菌&

3:

!产气肠杆菌&

3;

!弗劳地枸椽酸杆菌&

35

产酸克雷伯

菌&

$#

!乙型肝炎病毒
&Z+

&

$3

!白色念珠菌&

$$

!

C

KS'2O'?@W>@

$编

号
T'#"#3

%&

$"

!人基因组
&Z+

&

$<

!室间质评菌株$嗜麦芽单胞菌%&

$!

!阴性对照+

图
3

!!

嗜麦芽单胞菌引物常规
_S=

扩增不同

病原菌的电泳结果

$:$
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年
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!

熔解曲线分析反应条件与反应体系的优化结果
!

经优化

后最佳的反应条件为
5!X

预变性
3#B29

#

5!X

变性
3!8

&

63X

退火
"#8

&

:$X

延伸
"#8

&

"!

个循环#熔解曲线分析条件为
:#X

3#8

#

#4!X

"

8

升温至
5!X

+最佳的引物浓度为
<##9'

+

@4A

!

熔解曲线分析法特异性分析结果
!

结果显示#大肠埃希

菌,嗜麦芽单胞菌均有特异性的熔解曲线和熔点峰#各自的

RB

值分别为
;<4:"

,

;$4;<X

+临床分离非目标菌株,非细菌

性病原体和人源基因组
&Z+

未出现特异性熔解曲线+阴性

对照扩增为阴性+结果见图
$

!

<

+

图
$

!!

熔解曲线分析法检测临床分离菌株的扩增曲线图

图
"

!!

熔解曲线分析法检测临床分离菌株的熔解曲线图

图
<

!!

熔解曲线分析法检测临床分离菌株的熔点峰图

图
!

!!

熔解曲线分析法检测嗜麦芽单胞菌不同浓度

拷贝数的扩增曲线图

图
6

!!

熔解曲线分析法检测嗜麦芽单胞菌不同浓度

拷贝数的熔解曲线图

@4B

!

熔解曲线分析法敏感性分析结果
!

结果显示#大肠埃希

菌检测到的最低拷贝数为
"4!6h3#

"

,1

CH

"

BP

&嗜麦芽单胞菌

为
34$3h3#

<

,1

CH

"

BP

+结果见图
!

!

:

+

图
:

!!

熔解曲线分析法检测嗜麦芽单胞菌不同浓度

拷贝数的熔点峰图

@4N

!

熔解曲线分析法对临床分离目标菌株检测结果
!

对临床

分离目标菌各
$#

株进行检测#均得到特异性熔解曲线和熔点

峰#其
RB

值分别为$

;<46$`#4!3"

%,$

;$4!6`#4<3<

%

X

#

RB

值$

? ;̀

%变化范围窄小#差异有统计学意义$

6V3#:4::"

#

A

#

#4#!

%+

A

!

讨
!!

论

在构建病原菌分子诊断技术中#引物的特异性决定着整个

方法的成功与否#其中#靶序列的选择是设计引物的关键环节+

本研究选取大肠埃希菌的
36T@=Z+

基因,嗜麦芽单胞菌的

IH

@L

基因作为靶基因设计种特异性引物#结果显示#设计出来

的引物均能对目标病原菌进行正确鉴定+

为体现方法的快速特性#本研究把大肠埃希菌,嗜麦芽单

胞菌两对引物放在同一
_S=

反应管中同时扩增#并选择价格

低廉,容易推广应用的
T*L=(@>>93

荧光染料作为熔解曲线

分析法的实现方法+本研究中#目标菌株的两对引物之间退火

温度变化较小&扩增产物片断大小不一,

(S

比值各不相同#使

其
RB

值有较大的差异#便于区分目标检测菌种+

由于把两对引物同时进行扩增#且采用的是
T*L=(@>>9

3

荧光染料#

_S=

的反应动力学易受各种因素的影响+因此#

作者对其反应条件与反应体系进行了优化#尽可能得到最佳的

扩增效率+

熔解曲线分析法特异性分析结果显示#大肠埃希菌,嗜麦

芽单胞菌均有特异性的熔解曲线和熔点峰#各自的
RB

值分别

为
;<4:"

,

;$4;<X

+因此#根据各自特异性
RB

值能对未知样

本进行准确判定+临床分离非目标菌株,非细菌性病原体和人

源基因组
&Z+

均无特异性熔解曲线+

为了评估该方法的敏感性#作者通过检测纯化扩增产物的

不同拷贝数浓度来进行分析+结果显示#该方法能检测的拷贝

数浓度约为
"4#h3#

"

,1

CH

"

BP

+提示所构建的方法具有较好

的灵敏度+

熔解曲线分析法分别对临床分离目标菌各
$#

株进行检

测#结果显示#目标菌均得到各自特异性的熔解曲线#其
RB

变

化范围窄小#提示所构建的方法具有较好的稳定性+

本研究所构建的方法从样本
&Z+

的提取到检测结果的

获得#仅需
$4!-

&同时#该方法操作简单,价格低廉+目前#作

者正应用该方法对经初步增菌后的临床样本直接提取核酸进

行检测#以常规微生物鉴定为金标准#进行方法学的敏感性,重

复性和可靠性评价#待相关实验结果出来后可进一步在临床推

":$

重庆医学
$#3$

年
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月第
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"
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