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细菌１６ＳｒＲＮＡ基因芯片的构建及其在细菌鉴定中的应用
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［摘要］　目的：构建细菌１６ＳｒＲＮＡ基因芯片，并将其应用于细菌检测。方法：根据细菌１６ＳｒＲＮＡ基因保守区设计合成针

对革兰阳性细菌、革兰阴性细菌的通用探针，以及针对肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌的特异性探针，并构建基因芯

片。利用所构建的芯片检测相应细菌，并观察其特异性及敏感性。结果：成功构建了相应的基因芯片；所构建的基因芯片能

准确检出相应细菌，无交叉阳性现象，检测时间约需６ｈ；所构建的基因芯片能检测出ＤＮＡ含量为１５ｆｇ的大肠埃希菌基因组

ＤＮＡ。结论：细菌１６ＳｒＲＮＡ基因芯片可用于细菌的检测，具有良好的特异性及敏感性，且耗时少。
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　　细菌核糖体 ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）是细菌生命的标志，其１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因是以多拷贝形式存在于所有细菌染色体基因中。

目前对细菌１６ＳｒＲＮＡ基因区的研究较多，特别是将其应用

于细菌的检测［１２］。国外２０世纪９０年代初即有关于利用细

菌１６ＳｒＲＮＡ基因结构特点构建基因芯片，并将其应用于细

菌鉴定的报道，但国内应用较少。本研究利用１６ＳｒＲＮＡ保

守区的高度保守性，探索构建用于细菌检测的基因芯片的可

行性及方法，为构建临床上检测耐药菌株所需的基因芯片奠

定基础。

１　材料和方法

１．１　主要菌株　标准菌株来自第二军医大学长海医院实验

诊断科及上海市疾病控制中心。菌株包括肺炎克雷伯菌，表

皮葡萄球菌，奇异变形杆菌，普通变形杆菌，福氏志贺菌，宋

内志贺菌，粪肠球菌，无乳链球菌，金黄色葡萄球菌，大肠埃

希菌，铜绿假单胞菌，屎肠球菌，肺炎链球菌，溶血性链球菌。

１．２　主要试剂与仪器　ＰＣＲ试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司（大

连）。引物及探针由上海生工生物工程技术服务有限公司

（ＰＥ公司３９１型ＤＮＡ自动合成仪）合成并纯化。ＰＣＲ扩增

仪为 ＨＢＲＥ０２ＨＬ１１０（ＴｈｅｒｍｏＨｙｂａｉｄ）。

１．３　基因芯片的制备

１．３．１　标本ＤＮＡ抽提　菌株ＤＮＡ制备采用经典酚氯仿

法［３］（在细菌溶解时溶菌酶作用时间依不同细菌略作调整）。

１．３．２　引物、探针的合成及１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增　引

物的设计与合成参照文献［４］，选自细菌１６ＳｒＲＮＡ基因保守

区，引物合成后在引物１的５′端加荧光标志ＣＹ５。设计２条

分别针对革兰阳性及革兰阴性细菌的寡核酸探针，同时设计

针对肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌的特异探针。

ＰＣＲ的反应液组成（反应体系共５０μｌ）：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５

μｌ，ｄＮＴＰ（ｍｉｘｔｕｒｅ）４μｌ，引物各０．５μｌ，Ｔａｑ酶０．２５μｌ，模板

１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ３８．７５μｌ。循环９４℃，３０ｓ；５５℃，３０ｓ；７４℃，３

ｍｉｎ；共３０个循环。

１．３．３　１６ＳｒＲＮＡ基因引物特异性、敏感性检测　以１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因引物对乙型肝炎病毒ＤＮＡ、人血白细胞ＤＮＡ及

大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、耳葡萄球菌、流

感嗜血杆菌等细菌ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，其扩增产物用２％
琼脂糖凝胶电泳检测，观察其特异性。将大肠埃希菌ＤＮＡ
按其浓度进行１１０梯度稀释，以１６ＳｒＲＮＡ基因引物进行

ＰＣＲ反应，将ＰＣＲ反应产物经２％琼脂糖凝胶电泳检测，观

察其敏感性。

１．３．４　点样及制片　用２５％ＮａＯＨ溶液２００ｍｌ加９５％乙

醇至５００ｍｌ配成碱性清洗液。将载玻片浸泡过夜，再用清

水冲洗。将洗净的载玻片用多聚Ｌ赖氨酸浸泡液浸泡１ｈ
后取出，清洗，干燥。将探针稀释成一个较合适的浓度用

ＧＭＳ４１７点样仪点样，点样后再水合化及快速干燥、ＵＶ交

联、封闭及变性。

１．４　反相杂交鉴定细菌　将ＰＣＲ产物滴在基因芯片的中

央，滴好后在载玻片ＤＮＡ阵列部位上方放一盖玻片，并在其

周围滴上３×ＳＳＣ溶液以保持杂交池中的湿度。再将载玻片

用塑料膜包起来置于６５℃水溶液中杂交４～１６ｈ。杂交完成

后要进行清洗，整个清洗过程都在室温下进行。

２　结　果

２．１　１６ＳｒＲＮＡ基因引物的特异性　用ＰＣＲ方法进行扩增

实验用细菌，经电泳在相当于３７１ｂｐ处均可见１条ＤＮＡ条

带，而同期采用的人血白细胞 ＤＮＡ及乙型肝炎病毒 ＤＮＡ
扩增未见阳性条带（图１）。

２．２　１６ＳｒＲＮＡ 基因引物的敏感性　取大肠埃希菌的

ＤＮＡ，以１１０进行定量稀释，再以各稀释组进行ＰＣＲ扩

增，对ＰＣＲ产物进行电泳，结果所示最低限能测出模板１０－７

稀释度的扩增产物（图２），该泳道大肠埃希菌ＤＮＡ浓度约

为１ｐｇ，即相当于可检测出ＤＮＡ含量为１５ｆｇ的大肠埃希菌

基因组ＤＮＡ。
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图１　１６ＳｒＲＮＡ基因引物的特异性

１：乙型肝炎病毒 ＤＮＡ；２：人血白细胞 ＤＮＡ；３：大肠埃希菌 ＤＮＡ；

４：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；５：金黄色葡萄球菌ＤＮＡ；６：肺炎链球菌ＤＮＡ；７：耳

葡萄球菌ＤＮＡ；８：流感嗜血杆菌ＤＮＡ

图２　１６ＳｒＲＮＡ基因引物的敏感性

１～８泳道的模板稀释度分别为１０－８，１０－７，１０－６，１０－５，１０－４，１０－３，

１０－２，１０－１

２．３　基因芯片鉴定细菌结果　利用所构建的基因芯片对实

验所用的标准菌株的ＰＣＲ产物进行检测，本芯片能准确区

分出实验菌株是革兰阳性菌或是革兰阴性菌株，且金黄色葡

萄球菌、大肠埃希菌及肺炎链球菌在芯片中相对应的位点也

能准确显示，提示其能正确检测出相应细菌（图３）。

３　讨　论

　　细菌核糖体ＲＮＡ是细菌生命的标志，保守性极强，某些

序列片段为所有细菌共有，因此有人将其称为细菌的“化

石”。一般认为，对于同一种细菌其基因组的同源性应大于

７０％［５］。对１６ＳｒＲＮＡ而言，如果出现３个以上碱基差异就

可断定细菌不属于同一种属。因此，从理论上讲可以设计出

针对所有细菌共同的ＰＣＲ反应引物。本研究参考 Ｇｒｅｉｓｅｎ
等［４］的报道，设计了针对所有细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的共同引

物，经ＰＣＲ扩增均可见到１条３７１ｂｐ的电泳条带，而同时进

行ＰＣＲ反应的人血白细胞ＤＮＡ及乙型肝炎病毒ＤＮＡ，均

未出现阳性条带。这提示该引物对细菌具有较高的特异性。

　　基因芯片技术具有多样品并行处理能力、分析速度快、

所需样品量少、污染小等优点［６］。国外２０世纪９０年代初即

有关于利用细菌１６ＳｒＲＮＡ基因结构特点构建基因芯片，并

将其应用于细菌鉴定的报道，但国内应用较少。本实验参考

前人研究［４］，结合细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的结构特点，设计了

针对该基因序列的革兰阳性菌及革兰阴性菌通用探针，并对

ＰＣＲ反应、杂交条件等进行优化处理，成功制备了细菌１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因特异性的基因芯片，将其应用于检测实验中所选

用的１４株革兰阳性及阴性菌，均可准确检出，且未出现交叉

阳性现象。这表明这两种探针具有较高的特异性，与文

献［５，７］报道一致。本研究设计的针对金黄色葡萄球菌、大肠

埃希菌及肺炎链球菌的特异性探针，在检测过程中均能正确

识别相应菌株，未发现假阳性或假阴性现象。以上结果表明

将本实验所设计的基因芯片用于鉴定细菌具有很高的特异

性及敏感性。另外，本实验所需时间相对传统的细菌培养

方法明显要少，从菌株ＤＮＡ的提取到检测芯片的判读约需

图３　１６ＳｒＲＮＡ基因芯片鉴定细菌结果

ａ列为定位点，ｂ、ｃ、ｄ为杂交位点；１、２分别为Ｇ＋、Ｇ－菌通用探针；３、４、５分别为肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌特异探针；６、７、８分

别为阴性１、阴性２及阳性内参照点．Ａ：基因芯片杂交示意图；Ｂ：金葡菌杂交结果；Ｃ：大肠埃希菌杂交结果；Ｄ：肺炎链球菌杂交结果
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６ｈ［５］，而传统细菌培养方法至少需要２４ｈ。因此，构建这类

细菌诊断的基因芯片，不仅能在较短的时间明确细菌的存在

与否，同时还可初步判断细菌属革兰阳性或革兰阴性，为临

床对感染性疾病的诊断［８］，特别是那些存在细菌感染而早期

临床表现不明显的疾病如自发性细菌性腹膜炎［９］等的早期

诊断提供了依据，有利于抗生素的合理使用，避免了临床抗

生素的滥用。

　　本研究成功构建了细菌１６ＳｒＲＮＡ基因芯片，应用于细

菌鉴定取得较好效果，相信随着特异性探针数量的增多，其

对更多的样本或混合感染的样本进行检测的能力也将越来

越高，检测时间会越来越短，这将为临床细菌的诊断提供一

种全新、快速、灵敏的方法。
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