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"阳性细菌的快速鉴定'

方法
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考察在直接加入细菌培养液条件下#两种改良型
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聚合酶
;ABB=

和
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L

N?

O

4P

Q

874

聚合酶对
7892(

编码基因的扩

增效果'选用其中一种
874

聚合酶进行毛细管
5$6

#确定其对于
7892(

阳性细菌的检测限'结果
!

当分别向
)*

#

D5$6

反应

体系加入
(
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&

$

*

$

1
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D

细菌培养液条件下#两种
874

聚合酶均能有效扩增
7892(

编码基因序列#

;ABB=874

聚合酶效果较好'

采用两步法毛细管
5$6

扩增
7892(

编码基因#

&

#

D

反应体积条件下#

3"

个循环反应在
)"P.0

内完成'结论
!

应用改良型
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聚合酶可以免去细菌核酸纯化步骤直接进行
5$6

'免核酸提取扩增结合毛细管
5$6

方法可以显著缩短核酸分析时间#适

合于
7892(
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7892(

)耐药基因的细菌在印度"巴基斯坦地区首先被

报道.

(

/

#这类细菌对多种抗菌剂产生耐药!并可在细菌中广泛

复制和转染!因而被称为$超级细菌%#基因分析显示!$超级细

菌%的多药耐药性状由
7892(

编码基因控制.

)

/

#由于这类细

菌的广谱耐药特性!有必要进行早期快速鉴定!以为临床治疗

提供及时准确的指导信息#传统基于细菌培养和药物敏感性

测试方法虽然有效!但由于花费时间较长!难以实现快速检测#

因此!临床工作中需要快速有效的
7892(

阳性细菌鉴定

方法#

微全核酸分析系统的发展为现场快速检测提供了解决方

案#微全核酸分析系统主要包括
874

纯化"扩增与检测等功

能单元#先期报导了多种基于微流控芯片平台的微全核酸分

析系统!这些系统显示出微型化"集成化"低消耗以及分析快速

的优势.

&2,

/

#然而!这类芯片微全核酸分析系统也面临一些问

题!如加工和使用成本高"控制复杂等#针对这一问题!近期许

多研究都致力于开发低成本微型化核酸分析系统#使用玻

璃.

("2((

/和聚四氟乙烯(

Q

M@

O

?A?B=U@KMBMA?N

O

@A0A

!

5;[C

)材质毛

细管.

()

/为反应器的振荡流
5$6

装置为低成本微全核酸分析

系统的实现带来了希望#振荡流
5$6

装置使用压力发生器或

微量注射泵驱动
5$6

液滴在不同恒定温区往复运动!因温度

变化时间缩短所以有利于缩短反应时间.

("2()

/

#此外!上述系

统使用标准毛细管作为
5$6

反应器!因而具有成本优势#毛

细管振荡流
5$6

系统面临的问题是未能将核酸提取与纯化集

成于系统之中!因而尚不能实现集成化核酸分析#

近期出现的一系列免核酸提取
874

扩增试剂为简化核

酸分析带来了希望#这些试剂可以跳过核酸纯化!直接从样本

中扩增
874

#目前!这类试剂所使用的
874

聚合酶主要包括

5NK/.M0<@MMJ8745M@

O

PAB=/A

(

7AVC0

L

@=0J<.M@=I/
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;ABB=

5$68.BA>?5M@

O

PAB=/A

(

$@M0?A>N

)以及
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L

N?

O

4P

Q

8745M@2

O

PAB=/A

(

;=Z=B=

)等#这些
874

聚合酶的共同特点是经过了

基因工程改造而具有极高反应性能!能够耐受
5$6

抑制剂从

,
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基金项目*国家自然基金资助项目(

&"'1"1*&

)-科技部国际合作项目(

)"("8[<&&'"

)-广东省自然基金资助项目(

,(*(""',"("""(,"

)-广

东省医学科研基金资助项目(

4)"",*('

"

4)"("3*'

)-广州市医药卫生科技重点项目(

)"",2\8.2("

"

)"",2\8.2)(

)-广州市科信局重大科技专项资助

项目(

)"("](2C""!'(

)和科技支撑计划资助项目(

)"("H2C)3(2(

)#



而实现从血液"组织等模板中直接扩增目的片段#

ÂB2

PAZ>N.AS

等.

(&

/已经成功地利用改造的
874

聚合酶(与免核酸

提取
874

扩增试剂所使用的
874

聚合酶具有共同特点)从

全血和
874

粗提物扩增
874

#使用免核酸提取
874

扩增

试剂可以简化操作并缩短分析时间!能够满足快速检测需要#

本研究比较两种免核酸提取酶试剂
;ABB=5$68.BA>?5M@

O

2

PAB=/A

(

$@M0?A>N

)和
9.

L

N?

O

4P

Q

8745M@

O

PAB=/A

(

;=Z=B=

)

直接
5$6

效果!并尝试将免核酸提取
874

扩增与毛细管

5$6

结合用于
7892(

阳性细菌快速鉴定#

$

!

材料与方法

$+$

!

材料

$+$+$

!

毛细管
5$6

装置
!

研究所用自行搭建的分析装置有

)

个温度控制模块(图
(

)!每个模块从上至下的结构分别为聚

碳酸酯盖板"带有毛细管嵌合沟槽的加热铝板"加热片顶部固

定铝板"

5A@?.AB

加热片以及加热片底部固定铝板#加热铝板的

尺寸为
**PP

(长)

_&3PP

(宽)

_3PP

(高)!其表面有
("

个

平行的
(PP

(宽)

_(PP

(深)沟槽!间距为
)+*PP

#

5A@?.AB

加热片(北京帕尔贴半导体致冷有限公司)固定于上下方铝板

之间!其间隙涂有导热硅酯以保证紧密接触和快速温度传导#

聚四氟乙烯毛细管(内径
"+!PP

!外径
(PP

!美国
$M@A25=BP2

AB

公司)固定于加热铝板沟槽中!顶部安装聚碳酸酯盖板保证

其与沟槽表面紧密接触#

!!

(

*加热模块-

)

*多通道微量注射泵-

&

*

5;(""

温度传感器-

3

*继电

器-

*

*温控器-

!

*电源-

1

*计算机#

图
(

!!

基于毛细管的核酸分析系统装置结构示意图

嵌合毛细管的加热铝板与加热片顶部固定铝板之间镶嵌

有
5;(""

温度传感器(浙江东阳三星电子厂)!用以反馈加热

板温度#

5;(""

温度传感器与温控器(日本
E=P=?=ZA

公司)

连接!后者将模拟信号转化为数字信号传输至计算机#计算机

控制软件利用
5%8

算法根据温度感应反馈信号至温控器!由

温控器控制下位继电器是否电流至
5A@?.AB

加热片#控制软件

界面显示已经运行和尚未进行的注射泵运行程序!以及各个温

度模块的设定与实际温度#毛细管末端与多通道微量注射泵

连接!通过设定注射泵运行程序可以控制管中液滴的运动!

见图
(

#

$+$+%

!

实验标本
!

(

株
7892(

(

R

)菌株由广州市第一人民

医院微生物实验室提供#该菌株是从
)""1

!

)"("

年间收集的

1"

株耐药肠道杆菌(厄它培南
9%$

#

)

#

L

+

PD

)和
**

株鲍曼不

动杆菌(亚胺培南
9%$

#

!3

#

L

+

PD

)中筛选获得#筛选标准包

括*(

(

)

FMJ

L

A

试验#按照
$D#%

的改良法进行#用大肠埃希

菌
4;$$)*,))

涂布
9F

平板!中间贴厄它培南纸片!接种待

检菌的无菌接种环自纸片外缘向平板边缘划线!

&*`

过夜培

养!厄它培南抑菌圈内出现待检菌矢状生长者为产碳青霉烯酶

菌株-(

)

)

C8;4

协同试验#

"+*

麦氏单位的待检菌涂布
9F

平板!贴两张亚胺培南纸片!相距其
(+"

!

(+*>P

!其中
(

张纸

片上面滴加
"+*PM@

+

DC8;4("

#

D

#

&*`

过夜培养!厄它培

南加
C8;4

与厄它培南纸片抑菌圈之差大于或等于
*PP

者

为金属酶阳性-(

&

)

7892(

(

R

)编码基因检测阳性#细菌密度

通过倾注平板法测定!即将细菌悬液梯度稀释后接种于普通琼

脂营养平板!摇匀后培养
)3N

#挑选一组适宜浓度平板进行菌

落技术!估算原始溶液中细菌浓度#

$+$+&

!

试剂与仪器
!

;ABB=5$6 8.BA>?5M@

O

PAB=/A

(

$@M02

?A>N

)-

9.

L

N?

O

4P

Q

874 5M@

O

PAB=/A

(大 连 宝 生 物 公 司)-

8D)"""874 9=BZAB

(大连宝生物公司)-

#E<:BAA0

$

染料(厦

门百维信)-

5$6

引物均由上海生工公司合成!序列为上游*

*a2

::$::4 4;: :$; $4; $4$ :42&a

!以及下游
*a2$:$

44$4$4:$$;:4$;;;$2&a

!扩增片段长度
)'!I

Q

#常

规
5$6

使用
9

O

$

O

>@AB5$6

仪(美国
<.M2B=J

)扩增!电泳后使

用凝胶成像系统(英国
]G%

)观察和拍照#毛细管
5$6

产物使

用自制芯片电泳分析仪分析#

$+%

!

方法

$+%+$

!

免核酸提取常规
5$6

!

首先在常规台式
5$6

中!采用

;ABB=

和
9.

L

N?

O

4P

Q

874

聚合酶的反应体系考察免核酸提

取
5$6

效果#

)*

#

D5$6

反应体系分别加入
(

"

&

"

*

"

1

#

D

细

菌培养液#

5$6

反应条件为*

,' ` )P.0

-

,' ` */

!

!* `

(*/

!

&*

个循环#每次操作中加入阳性对照和阴性对照与样品

平行分析#

5$6

结束后进行凝胶电泳分析#

$+%+%

!

免核酸提取毛细管
5$6

!

毛细管顺序吸入
*

#

D

矿物

油和
&

#

D5$6

反应液#液滴首先运动至
,' `

温区停留

)P.0

!继而在
,'

"

!*`

温区间往返运动
&*

个循环#每个循环

中液滴在
!*`

温区暂停
!/

"运动
("/

-

,'`

温区运动
("/

#

毛细管
5$6

产物用实验室自制的激光诱导荧光芯片分析仪检

测!具体操作见先前报道.

(3

/

#

%

!

结
!!

果

%+$

!

免核酸提取常规
5$6

效果
!

凝胶电泳分析显示!在直接

加入细菌培养液进行
5$6

条件下!使用
;ABB=

和
9.

L

N?

O

4P

Q

874

聚合酶均能进行扩增#反应体系中增加细菌培养液加入

量未见明显抑制效应#相比之下!使用
;ABB=874

聚合酶时

扩增产量要更高一些#

;ABB=

和
9.

L

N?

O

4P

Q

874

聚合酶均

有较高的延伸速率!当使用两步法热循环反应条件时可以在

(N

内完成
&*

个循环的扩增#

!!

=

*使用
9.

L

N?

O

4P

Q

874

聚合酶-

I

*使用
;ABB=874

聚合酶#

(

!

*

号样品分别为
)*

#

D5$6

反应体系分别加入
(

"

&

"

*

"

1

#

D

细菌培

养液以及
)

#

D

提纯
874

模板#

图
)

!!

免核酸提取
5$6

产物凝胶电泳分析结果

%+%

!

免核酸提取毛细管
5$6

效果
!

在毛细管
5$6

装置上!

,

*"3(

,

国际检验医学杂志
)"((

年
'

月第
&)

卷第
(&

期
!

%0?HD=I9AJ

!

4K

L

K/?)"((

!

GM@+&)

!

7M+(&
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个循环的扩增在
)"P.0

内完成#芯片电泳分析显示!在直

接加入细菌培养液进行
5$6

条件下!使用
;ABB=

和
9.

L

N?

O

2

4P

Q

874

聚合酶均能进行毛细管
5$6

扩增#相比之下!使

用
;ABB=874

聚合酶时扩增产量要更高一些#与台式
5$6

相比!毛细管
5$6

扩增产量有所降低#

!!

=

*毛细管
5$6

!使用
9.

L

N?

O

4P

Q

874

聚合酶-

I

*常规
5$6

!使用

9.

L

N?

O

4P

Q

874

聚合酶-

>

*毛细管
5$6

!使用
;ABB=874

聚合酶-

J

*

常规
5$6

!使用
;ABB=874

聚合酶#

图
&

!!

毛细管
5$6

与常规
5$6

产物芯片电泳分析结果

%+&

!

毛细管
5$6

的检测限
!

经过实验考察选用包含

;ABB=874

聚合酶的试剂用于
7892(

(

R

)细菌检测#将定量

细菌悬液梯度稀释作为
5$6

模板以考察毛细管
5$6

方法的

检测限#结合毛细管
5$6

方法与芯片电泳分析!可以检测到

细菌浓度最低限约为每微升
("

( 个细菌#

&

!

讨
!!

论

临床工作中迫切需要能够快速对
7892(

阳性细菌进行

鉴定的实验方法#为此!笔者发展了一种基于毛细管
5$6

的

7892(

阳性细菌基因鉴定方法#毛细管
5$6

的原理在于通

过减小反应体积!缩短反应体系温度变化所需时间#传统台式

5$6

采用静态式反应!即反应体系固定而反应温度循环变化#

这种反应方式的弊端在于由于需要对整个温控模块进行加热

和制冷!存在显著的温度变化延迟#因而!静态式反应一般需

要较长的反应时间#相比之下!毛细管
5$6

使用了流动式反

应!即液滴在注射泵驱动下往返于两个恒定温度区#液滴在两

个温区的停留时间分别对应变性和退火+延伸#相比较加热模

块!微小的
5$6

反应体积非常有利于快速温度变化#由于几

乎不存在温度变化延迟效应!毛细管
5$6

反应时间显著缩短#

从前期报导来看!毛细管
5$6

具有分析时间短"试样消耗

量低以及便于平行化分析的特点和优势#这种方法面临的问

题是未能集成核酸提取!因而尚无法实现集成化分析#本研究

使用改良的
874

聚合酶由于进行了结构改造!对于反应抑制

物的耐受能力得到显著改善#在使用改良
874

聚合酶的操

作中!可以省略核酸提取操作!将核酸释放与
5$6

集成在毛细

管中完成#这种方法不仅简化了实验操作!而且显著缩短了分

析时间#使用毛细管
5$6

方法!从样品输入到扩增反应完成

在
)"P.0

内完成#这种分析方法简便快捷!非常适合用于

7892(

阳性细菌的快速鉴定#

实验结果显示!使用改良
874

聚合酶可以在常规
5$6

和

毛细管
5$6

中有效完成扩增反应!而且对于样品加入量具有

很好的宽容度#与常规
5$6

相比较!毛细管
5$6

反应时间显

著缩短!但扩增产量有所降低#对此的解释是在油包水型液滴

反应环境下!油水界面对样品的捕获造成一定反应抑制效应#

本工作发展了一种基于毛细管
5$6

的
7892(

阳性细菌

快速鉴定方法#通过使用改良型
874

聚合酶!省略了核酸提

取步骤!将核酸释放与
5$6

集成在毛细管中完成#实验结果

显示!使用免核酸提取
5$6

方法可以在毛细管中有效实现扩

增#这种在毛细管中进行的免核酸提取
5$6

方法操作简便"

分析快速!适合于
7892(

阳性细菌的快速鉴定#
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