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摘
"

要"目的
"

建立一种快速检测
,L.

型产超广谱
$

4

内酰胺酶"

L[YN2

%临床分离菌及其流行病学监测的新方法'方法
"

采

用
M-\

技术从临床分离株中扩增出
,L.

型质粒的编码序列!扩增产物用变性高效液相色谱"

TQMN-

%技术进行分析并进行

TK+

测序!确定其基因突变的类型!最后通过比对确定其基因型'结果
"

共检测
''

株临床分离菌!其中
$"

株扩增出
,L.

型基

因'经过
TQMN-

分析!

#%

株表现为单一的洗脱峰!其形态与
,L.4!

标准菌株的峰型相一致!测序确定它们的碱基序列亦相一

致!不存在变异!为
,L.4!

型$

%

株表现为一种异常的洗脱峰!它们均为双峰!形态一致!测序结果表明它们均存在两种相同的基

因突变!经比对后确定为
,L.4!)

型$另外
"

株表现为另一种异常的洗脱峰!测序结果显示为
,L.4!!'

型'结论
"

TQMN-

技术

可用于细菌耐药基因的分型检测!不但灵敏度和特异度高!而且具有经济&快捷&高通量等特点!具有很大的潜在临床应用价值'
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近年来#随着第
#

代头孢菌素在临床的大量使用#产耐药

酶的革兰阴性杆菌日渐增多#其中超广谱
$

4

内酰胺酶$

L[YN2

&

最常见#给临床治疗带来极大困难*由于编码
L[YN2

的质粒

具有转移性#因此对
L[YN2

进行早期检测和基因分型对于临

床合理使用抗生素#控制院内感染#具有重要意义*变性高效

液相色谱$

TQMN-

&是基于变性原理实现对核苷酸片段分离分

析的技术#该技术在已知和未知基因突变的检测和筛选'基因

分型'基因定量和长度多态性分析等领域已经得到广泛应

用(

!4#

)

#而将其应用于细菌的耐药基因分型或耐药性监测#国内

报道尚不多*本研究运用该技术检测
,L.

型
L[YN2

基因#现

报道如下*

?

"

材料与方法

?&?

"

材料
"

收集同济医院
")!)

年
%

"

'

月分离自临床各类标

本中的病原菌
''

株#其中包括大肠埃希菌
%$

株'肺炎克雷伯

菌
*

株'产酸克雷伯菌
"

株'奇异变形杆菌
!

株#剔除同一患者

相同部位的重复分离株#并经美国临床实验室标准化委员会

$

K--N[

&表型确证实验确证为
L[YN2

阳性菌株(

$

)

*以产

,L.4!

型
L[YN2

的标准菌株大肠埃希菌
P%#\!

作为本研究

的阳性对照和
TQMN-

分析的标准参考模板#大肠埃希菌

+,--"%*""

为阴性对照*

?&@

"

仪器与试剂
"

_+OL"!))

型变性高效液相色谱仪

$

,?;32

:

836D1>

公司#美国&#

M-\

扩增仪'电泳仪及
]8@T6>

\̀

凝胶成像分析系统均购自美国
Y/S4\+T

公司*

M-\

引物

由上海英骏生物技术工程有限公司合成#

,;

^

TK+

聚合酶$

%

a

"

!

N

&'

EK,M

$

!)DD6@

"

N

&'

.

:

-@

"

$

"%DD6@

"

N

&及
!)UYGAA8?

均购自
V8?D839;2

$深圳&有限公司*

?&A

"

方法

?&A&?

"

质粒
TK+

的提取
"

采用煮沸裂解法提取模板
TK+

#

设阳性及阴性对照*

?&A&@

"

,L.

型基因的
M-\

扩增
"

参照文献(

%

)合成引物#上

游引物!

%b4-+,,,--],],-]---,,+,,-4#b

%下游引

物!

%b4-],,-+,--+,+],,]--,]+-4#b

*反应体系

$

"%

!

N

&!

!)UYGAA8?#

!

N

#

.

:

-@

"

!&5

!

N

#

EK,M!

!

N

#

,;

^

T4

K+

聚合酶
)&"

!

N

#双蒸水
")&%

!

N

#引物各
!&%

!

N

#模板
TK+

"

!

N

*反应条件!

*$R%D13

#以
*$R$%2

#

%$R$%2

#

("R!

D13

循环
#%

次#

("R

延伸
!)D13

#扩增片段长度为
5))=

B

*

+

#5"!

+
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?&A&A

"

TQMN-

分析
"

本研究以大肠埃希菌
P%#\!

作为
TQ4

MN-

分析的标准参考模板*制备样本异源双链时#取
%

!

N

标

准株
M-\

扩增产物与等量待测样本
M-\

扩增产物相混合#置

*%R

变性
%D13

#然后以
)&)#R

"

2

速率缓慢复性至
'%R

#这

时混合样品中就会形成同源和异源的双链*在
_+OL

,.

"!))

型分析仪分析软件推荐的部分变性温度内摸索出最佳的温度

$

')&)R

&条件下检测所有待测样本#数据的采集和分析采用

随机分析软件
_+OL.;J8?

*

?&A&B

"

核苷酸序列测定与分析
"

应用双脱氧链末端终止法#

对
M-\

产物直接进行测序#然后在
K-Y/

网站上进行序列比

对#以确定其基因亚型*

@

"

结
""

果

@&?

"

,L.

型基因
M-\

扩增结果
"

''

株
L[YN2

阳性分离菌

中有
$"

株扩增出特异性条带#其中包括
#"

株大肠埃希菌'

5

株肺炎克雷伯菌'

"

株产酸克雷伯菌#

,L.

型基因检出率为

'#&'Z

*扩增产物电泳结果见图
!

*

""

.

!标记物%

!

"

#

'

%

'

'

!

,L.

型基因阳性标本%

$

!

,L.

型基因阴性

标本%

(

!阳性对照*

图
!

""

,L.

型基因
M-\

扩增产物电泳结果

@&@

"

TQMN-

结果
"

首先在
%)R

非变性条件下抽样检验了

扩增产物的质量#受检样本在此条件下均表现为单一洗脱峰#

基线平整#保留时间一致*检验扩增产物的质量后#对分析时

样本的部分变性温度进行优化#结果产物的异源双链在
')&)

R

条件下分离效果最佳#即选用此温度对所有标本进行分析*

$"

株
,L.

型基因阳性标本中#

#%

株出现单一洗脱峰#峰的形

态与
,L.4!

标准参考模板峰型一致#

(

株表现为异常洗脱峰#

其中
%

株为一种异常洗脱峰#

"

株为另一种异常洗脱峰#异常

峰型比单一峰型保留时间提前
)&!%

"

)&#)D13

#见图
"

"

#

*

图
"

""

标准参考模板及样本
TQMN-

聚类分析图

@&A

"

M-\

产物的测序结果
"

$"

株
,L.

基因阳性标本测序

结果显示#

#%

株
TQMN-

显示单一峰型标本均为
,L.4!

型#

测序确定它们的碱基序列亦相同#不存在变异%

%

株
TQMN-

显示为一种异常洗脱峰型的标本为
,L.4!)

型#存在第
$"%

位

碱基
,

&

-

'第
##%

位碱基
]

&

+

两种突变%

"

株
TQMN-

显示

为另一种异常洗脱峰型的标本测序结果为
,L.4!!'

型#存在

第
""5

位碱基
,

&

-

'第
#*'

位碱基
,

&

]

两种突变*本研究

显示
TQMN-

技术对
,L.

型基因检测的特异度达
!))Z

*

""

!"

号标本!为一种异常峰型%

$"

号标本!为另一种异常洗脱峰型%

(

'

!*

号标本!为单一峰型*

图
#

""

,L.

型
L[YN2

的特征性
TQMN-

洗脱峰

A

"

讨
""

论

,L.

型是产
L[YN2

菌株中最为常见的基因型别#目前

,L.

型
L[YN2

的衍生物已经超过了
!))

余种#基因型种类及

其检出率在不同国家和地区#乃至不同的医疗单位之间均存在

着差异(

'45

)

*随着抗菌药物的广泛使用#新型耐药基因的出现#

必须加强对
L[YN2

阳性菌株的分子流行病学监测#从而更好

地把握其流行规律#指导临床合理使用抗菌药物*

TQMN-

利用杂合双链和纯合双链部分变性温度的不同

来检测基因变异#是一种新的高通量筛选
TK+

序列多态性的

技术*从它最早成功地筛选出乳腺癌'卵巢癌相关基因的突变

后#又应用于肿瘤'先天性长
c,

综合征'血友病等
%)

多种疾

病候选基因的变异筛选中*目前已被应用于
TK+

微卫星鉴

定'肿瘤杂合性缺失检测'

-

B

]

岛甲基化分析'

TK+

片段大小

测定及寡核苷酸的分析和纯化等许多基因组研究领域中(

*4!)

)

*

近年来
TQMN-

技术有了很大发展#特别是在微生物学领域中

开展了细菌耐药基因的研究(

!!4!"

)

*

本研究使用
TQMN-

技术检测
,L.

型
L[YN2

基因亚型#

笔者根据
_+OL

,.

"!))

型仪器分析软件推荐的部分变性温

度#在其上下
!

"

"R

范围内摸索出最适温度$

')&)R

&后#分

析所有待测样本*主要观察异源双链洗脱峰出现与否及其形

态特征#出现异源双链峰或峰型异常#表示样本核苷酸序列中

存在与标准参考模板不一致的地方#即基因变异#而对于某一

特定的基因变异#其异源双链洗脱峰是特异的*结果表明#在

最适温度下
TQMN-

分析样本的阳性率为
!))Z

#

$"

株
,L.

型基因阳性标本中#

#%

株出现单一洗脱峰#峰的形态与
,L.4!

标准参考模板峰型一致*

(

株表现为异常洗脱峰#其中
%

株为

一种异常洗脱峰#另外
"

株为另一种异常洗脱峰#异常峰型比

单一峰型保留时间提前
)&!%

"

)&#)D13

*与测序结果对比显

示
#%

株单一峰型标本均为
,L.4!

型%

%

株
TQMN-

显示为一

种异常洗脱峰型的标本为
,L.4!)

型#存在第
$"%

位碱基
,

&

-

'第
##%

位碱基
]

&

+

两种突变%

"

株
TQMN-

显示为另一种

异常洗脱峰型的标本测序结果为
,L.4!!'

型#存在第
""5

位

碱基
,

&

-

'第
#*'

位碱基
,

&

]

两种突变*可见
TQMN-

技

术对
,L.

型基因检测的特异度达
!))Z

(

!"

)

*另外#

,L.4!)

型和
,L.4!!'

型
L[YN2

基因均为首次在本院发现#应引起临

床高度重视#避免引起院内感染*

本研究发现一些基因亚型的洗脱峰型之间差异性不是特

别明显#如
,L.4!)

基因亚型的峰型#这可能与
TQMN-

的影

响因素$如洗脱温度'

M-\

产物长度'

TK+

聚合酶的类型'

M-\

引物的设计'异源双链是否形成等&有关*本研究方法为
M-\4

TQMN-

的联合#所以对
M-\

产物的质量要求较高#据文献报

+

$5"!

+
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'
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!!

期
"

/39PN;=.8E

!

PG38")!"

!

O6@&##

!

K6&!!



道#

TQMN-

检测的
M-\

产物长度最好在
"))

"

%))=

B

范围

内(

!#

)

#而本次实验的
M-\

产物长度为
5))=

B

#这可能是导致

其敏感度降低的主要原因*另外引物的设计亦极为重要#扩增

的片段应涵盖所有可能的突变位点#且片段长度不宜过长*

研究表明#

TQMN-

技术应用于
,L.

型
L[YN2

基因检测

具有经济'快捷'高通量和自动化的特点#能快速识别
M-\

产

物中的突变位点#产生与基因型相对应的特异的洗脱峰型#不

需要进行测序#使诊断成本明显降低#可作为一种筛查方法用

于产
L[YN2

菌的分子诊断及其流行病学监测*
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同作用#添加蒬丙酯后
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