
第 2 6 卷 第 2 期

200 5 年 3 月

中山大学学报(医学科学版)

J O U R N A L O F S U N Y A T
一

S E N U N IV ER S ITY (M E D I CA L SC I E N C E S )

V 一) 1
.

2 6 N
o

.

2

M a r
.

20() 5

常见食源性感染致病菌属
、

种用 P C R
·

RF L P 及
P C R

.

S S C P 技术鉴定探讨

洪帮兴
,

江丽芳
,

胡玉 山
,

方丹云
,

陶剑平
,

晏辉钧

( 中山大学基础医学院微生物学教研室
,

广东 广州 5 100 80)

摘 要 : 【目的】探讨运用聚合酶链反应
一

限制性片段长度多态性分析 (CP R
一

R F廿 )和聚合酶链反应
一

单链构

象多态性分析 ( CP R
一

SS C )P 进行食源性感染常见致病菌属种鉴定的可行性
。

【方法】选择细菌 2 35 rD N A 基因作

为鉴别细菌属的靶基因
,

通过设计合适的通用引物进行 PC R 扩增
,

并对 13 属食源性感染常见致病菌和 5 种不

同血清型大肠杆菌扩增产物的酶切片段进行 R F L P分析和 SS C P 分析
。

【结果 ] 运用通用引物可以扩增出 13

属食源性感染常见致病菌的 2 35 rD N A 基因 PH
a n 酶切产物的 R FLP 分析表明

,

不同种属的致病菌表现出不

同的 R FLP 图谱
,

利于进行细菌属的鉴定
。

不同种属食源性感染常见致病菌 S SC P 图谱变异性更大
,

不利于进行

种属间鉴别
。

对 5 种不同血清型大肠杆菌的 2 35 .lD N A 基因扩增产物的 R F L P 和 SSC P 分析表明
,

不同血清型

大肠杆菌表现出相似的 R FLP 图谱
,

SS C P 图谱的变异性较大
,

这有利于进行血清型间鉴别甚至株间的鉴别
。

【结论】P c R
一

R F LP 和 PC R
一

SS C P 具有应用于食源性感染常见致病菌种
、

属鉴别诊断的潜力
。
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近年来随着食源性感染事件的不断发生
,

引

起食源性感染的致病菌也逐渐表现 出多样化
’̀ }

。

如

何迅速查出食源性感染的致病菌是控制食源性感

染的关键
。

常规分离培养及血清学鉴定往往需要

3一 s d 的时间
,

延误疾病的治疗和疫情的控制
。

建

立 在 聚 合 酶链 反应 ( p
o l y m e r a s e e h a i n r e a c t i o n ,

P C R ) 基础上 的 限制性 片段 长度 多态性分 析

( er
s t r i e t i o n fr a g m e n t le n g t h p o l y m o甲h i s m

,

R F廿 )和

单链构象多态性分析 (
s i n g l e s t r a n d e o n fo r m a t i o n

p o ly m o印 h i s m
,

SS C p )技术
,

就是通过扩增病原菌的

特异性基因片段
,

然后通过酶切分析法
、

单链构象

多态性分析进行属 l2,l3 的鉴定
、

甚至属内种
、

亚种
、

血清型的鉴定 l’-6 !
。

SS C P技术甚至可以检测出基因

片段中单个碱基的改变
。

235
: DN A在许多细菌的

属
、

种
、

亚种甚至血清型
、

株等分类层次上都有不

同程度的变异性
,

常被用于细菌在较低分类层次

上的鉴别诊断和流行病学亲缘关系追踪 17, 8]
,

如果

检测位置选择恰当
,

不但可 以对各属细菌可以进

行鉴定
,

还可以在种
、

亚种甚至血清型
、

株等分类

层次上进行鉴定
。

本文旨在探讨选取 235 rD N A 基

因片段
,

运用 P CR 一 RF L P 和 PC R一 S S C p 进行食源

性感染常见致病菌属的鉴定
,

进行大肠杆菌不同

血清型别的鉴定
,

以期为临床快速鉴别诊断及流

行病学调查提供方法依据
。

1 材料和方法

1
.

1 菌株的选择与培养

标准菌株选取引起食源性感染的 13 种 (属 )

常见致病菌
,

它们是
:
大肠埃希菌 (sE

c he ir hc ia

e o l i )
、

沙 门氏菌 (s以mo en ll a 。 n ,。 r i e a
)

、

志贺氏菌

(Sh妙 l la dys
e n : e r iae )

、

霍乱弧菌 (V i 6 r i o e h o le r
ae )

、

副

溶血弧菌 (vi br 沁 p ar ha ae 二尔 ic 。 )
、

金黄色葡萄球

菌 (s t叩 hyl oc oc c us au er us )
、

蜡样芽胞杆菌 (B ac ill 。

e e er us )
、

单 核 增 殖 性 李 斯 特 菌 (L i
s t e r i a

onI on
c yt o岁 ne :

)
、

小肠结肠 炎耶尔 森菌 ( eY sr iin
。

e n t e r o e o li t i e a)
、

变形杆菌 (而
t e。 : u l邵 l r i、 )

、

肉毒梭

菌 (lC
o s t
耐 i u m b o : u li n u m )

、

产 气 荚 膜 梭 菌

(olC
st r

诚
u m eP 听`gne 。 ) 和 空 肠 弯 曲 菌

(C
`珍nP 少10乙ac t e r

j ej
u ,` e

) (表 l )
。

选取 6 株 5 种不同

血清型大肠杆菌 (均为 A TC C标准菌株 )
。

以上菌

株均为本室保存的标准菌株
。

将菌株复苏后接种

于相应的增菌培养基培养 24 h 后转种至相应的

选择培养基培养 24 ~ 3 6 h
。

1
.

2 菌株 D N A 的提取

纯种菌株接种 L B平板 37 ℃培养 24 h 后
,

挑

取 2一 3 个单个菌落与 100 林 L 灭菌纯水研磨混匀
,

9 5 ℃ 10 m i n
,

M i n i s p i n o 6 9 离心机 10 0 0 0 x g 离心

1 m in
,

取上清作为 D N A 模板
。

1
.

3 23 5 r D N A 基 因扩增引物的选择

从 G e n B a n k 中提取 4 0 种细菌的 2 3 5 : DN A 基

因序列
,

运用 DN A STA R 软件进行排序
,

选取细菌

变异区两端保守区进行引物设计
,

预计扩增产物

占全长基因的 2 3/ 以利于细菌的变异性分析
。

它们

是
: P 上游 5

`

A C C A G G AT T I’ r G G C竹 A G A A G 3
`

(对应于

大肠杆菌 2 3 5 r D N A 基因 10 5 1
一

10 7 1 位核昔酸 ) ; P

附 5
`

CA CTT A CC C CG A C AA C G A A T 3
’

(又寸应 于大

肠杆菌 2 3 5 : D N A 基因 19 5 7
一

19 3 8 位核昔酸 )
。

扩增

长度约为 900 b p
。

1
.

4 23 5 r D N A 基因片段的扩增与纯化

50 林L 的 PC R 反应体系中含 l o x P C R b u
ffe

r

5 协L
,

2 0 m m o l /L d NT P 4 卜 L
,

2 m m o l /L M g C 1
2
3

协L
,

上
、

下游引物各 2 5 p m o l ( l 林L )
,

菌株 D N A 模板

l 林L
,

aqT 酶 S U ( l 林 L )
,

补加灭菌蒸馏水至 5 0

林L
。

为扩增出所有目的菌株 235
r DN A 基因片段

,

扩增过程分为二步
,

第一步 95 ℃ 变性 5 im
n ,

95

℃ 4 0 5 、

4 8 ℃ 4 0 5 、

7 2 ℃ 5 0 5
循环 5 次以扩增引

物与模板不完全配对菌株的 235
: D N A 基因片段

,

9 5 ℃ 4 0 5 、

5 3 ℃ 4 5 5 、

7 2 ℃ 5 0 5
循环 2 5 次

,

7 2

℃延伸 10 m in 以扩增 出所 有 目的菌株的 235

rD N A 基因片段
。

P CR 产物的纯化采用上海生工公

司的 Pc R 纯化试剂盒进行
,

按说明书进行操作
。

1
.

5 2 3 5 r D N A 基因片段扩增产物的酶切

运用 D N A STA R 软件
,

寻找扩增片段内的酶

切位点
,

为便于进行 SSC P 分析
,

要求酶切后片段

大小小于 400 bp
。

结果选取限制性内切酶脚
。 n

进行 235
: D N A 基因扩增片段的酶切分析

。

20 林 L

酶切反应体系含 10 x 酶切缓冲液 2 林L
,

1 m g /m L

B s A Z 卜L
,

Pe R 纯化产物 3 林L ( l 林 g )
,

限制性 内

切酶 l 林L ( 3
一 4 U )

,

补足 d d H
Z
O 至 2 0 协 L

,

在 3 7

℃酶切 .2 5 h
。

1
.

6 R F L P 分析

按文献 9[ ]进行
。

酶切产物在 80 9几 非变性聚

丙烯酞胺凝胶 60 v 电泳 Z h
,

电泳结束后
,

用快速

银染法染色
,

具体是
:
将电泳后 的聚丙烯酞胺凝胶

置固定液 l( 体积分数 or % 乙酸 )中固定 30 m ill
,
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用纯水洗 3 次
,

每次 2 m in
,

然后置银染色液 ( 1 9/

L A g N 0 3 ,

体积分数 0
.

0 3 6 % 甲醛 )中染色 2 0 m i n
,

轻轻摇动
,

用纯水洗 5一 10 5 ,

在显色液 ( 25 留L 碳

酸钠
,

体积分数 .0 0 36 % 甲醛
,

0 .0 2 9 L/ 硫代硫酸

钠 )中显色 3一 or m in 至所需深度
。

终止液 ( 14 石 g /

L E DTA )终止 10 im
n ,

固定液 2( 体积分数 28
.

8 %

乙醇
,

体积分数 16 .7 %甘油 )固定 10 m in
,

室温干

燥 Z h
,

观察结果并照相
。

1
.

7 S S C P 分析

5 林L 酶切产 物与 5 林L 变性 液 (s m m o l / L

E DTA
,

0
.

5 9 L/ 嗅酚兰
,

.0 5 岁L 二 甲苯青 F F 溶于

甲酞胺中)混匀
,

95 ℃变性 7 m in
,

立即置冰上放置

10 m i n
,

取 3一 4 林L 加样于 100 9 /L 非变性聚丙烯

酞胺凝胶 ( 8
.

3 e m x 7
.

5 。 m )
,

在 B i o 一 R a d 电泳仪

上 4 ℃ 100 v 电泳 3 0 m i n
,

2 80 v 电泳 60 m i n
。

电

泳结束后进行快速银染法染色
,

照相并保存
。

Pc R 扩增条件
,

可 以在同一条件下扩增出所有 目

的菌株的基因片段
,

但 P C R 产物的量不同 (图 l)
。

b p M 1 3 12 1 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 I M

】;l

图 1 13 属细菌 23 S rD N A 墓因片段的扩增

F ig
.

1 A m Pil n e a U o n of 23 5 r D N A g e n e fr a g l l l e n t o f 13

g e n e r a ha e t e ir a

M : PC R la d d e r : 1:
及

e he 南 h ia e o l i ; 2 : S以mo en lla e形e r i e a ; 3:
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e
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e
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2 结 果

2
.

1 2 35 r D N A 基因片段的扩增

选择 23 5 r D N A 基因片段的保守区设计 PC R

通用引物
,

对于扩增 2 35 rD N A 基因片段的通用引

物
,

由于引物与模板配对的程度不同
,

通过调整

.2 2 235 rD N A 基因片段的酶切

为便于 R F廿 和 S S C P 分析
,

在选择酶切位点

时
,

选择扩增片段内含有多个切点的限制性内切

酶
,

运用 DN A ST A R 软件
,

寻找扩增片段内的酶切

位点
。

结果选取饰
。 n 进行 235 rD N A 基因扩增

片段的酶切分析
。

扩增产物酶切后酶切片段的大

小见表 1
。

表 1 本研究所用菌株及扩增片段 HP
a ll 酶分析一览

T
a b l e 1 B

a e t e r i a 、 t扭 in s a n d 枷
a 11 d ig e s t i

o n

far 脚
e n st i n o u r s tu d y
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.2 3 13 属食源性感染常见致病菌 23 5 r D N A 基

因片段扩增产物的 R F L P 和 S SC P 分析

对 13 属食源性感染常见致病菌 235
r D N A 基

因片段扩增产物经 枷
。 n 酶切后 RF LP 分析结果

见图 2
。

13 属细菌均有其特异的的 R F廿 图谱
,

每

种细菌酶切产物的大小均与预期结果一致 (表 1 )
。

从 R F廿 图谱还可 以得出
,

大肠杆菌
、

沙门氏菌和

志贺氏菌的图谱相似
,

说明它们之间的同源性高
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于其它细菌
,

其间的亲缘关系较近
。

同理
,

霍乱弧

菌和副溶 血弧菌的酶切图谱相似
,

在分类上应属

于同一科
。

不同科或属之间的酶切图谱差异较大
,

如球菌类的葡萄球菌属与肠杆菌科各属细菌之

间
。

SSC P分析结果表明
,

每种细菌经酶切后出现

比 R FLP 更多的条带
,

这一方面可能是由于细菌

中存在不同的 235
: D N A 基因拷贝

,

在多拷贝基因

中存在不同的变异
,

另一方面
,

酶切产物的单链与

双链的同时存在
。

同时
,

对 于 R FL P 相似的图谱

(如肠杆菌科的大肠杆菌
、

沙门氏菌和志贺氏菌及

弧菌科的霍乱弧菌和副溶血弧菌 )
,

在 S S C P 图谱

中表现出更大的变异性
,

这有利于对这些细菌进

行进一步的鉴别
。

.2 4 大肠杆菌不同血清型 23 5 r D N A 基因片段扩

增产物的 R F L P 和 S S C P 分析

对 6 株 5 种 不同血清型大肠 杆菌 235
: D N A

基因片段扩增产物经 饰
。 n 酶切后 R FL P 分析结

果表明
,

6 株细菌均有其特异的 R F即 图谱
,

其中

肠侵袭性大肠杆菌 (
e n te r o i n v a s i v e & e人e r :。人i。 。 0 21

,

E IE C ) 与 肠 集 聚 性 大 肠 杆 菌 ( e : l te r o a g g e s i v e

sE e h e r ic h i a e o l i
,

E A g g E C ) R FL p 图谱与其他 3 种

血清型 R F LP 图谱差异较大
,

而肠产毒性大肠杆

菌 (
e n te r o to x i g e n i e sE e h e r i e ,` ia c o li

,

ET E C )
、

肠 出 Ifl L

性 大肠 杆菌 ( e n te r o }l e m o rr h a g i e & 。人e r i e人i。 。 0 21
,

E H E C ) 和 肠 致病性 大肠杆 菌 ( e n te r o p a t h o g e n i e

sE
e h e r ic h ia e o l i

,

E p E C )的 R F Lp 图谱相似
,

所有 5

种不同血清型大肠杆菌 RF廿 图谱在一些条带是

不变的 (图 2)
。

SSC P 分析结果见图 3
,

每种血清型大肠杆菌

经酶切后出现比 R FLP 更多的条带
,

这一方面可

能是由于细菌中存在不同的 235
: D N A 基 因拷贝

,

在多拷贝基因中存在不同的变异
,

另一方面
,

酶切

产物的单链与双链的同时存在
。

对于 具有 相似

R F LP 图谱的 E T E C
、

E H E C 和 E P E C
,

在相 应 的

SSC p 分析图谱中
,

E H E C 在 10 0 一 3 0 0 b p l司出现

不 同的带型
,

E P E C 在 100 b p 左右 出现不同的带

型
,

这有助于 区分这 3 个血清型大肠杆菌
。

对于

IE E C 与 E Agg E C 大肠杆菌
,

在 S S C P 图谱中仍表

现与其他血清型大肠杆菌不同
。

在同一血清型 (如

E T E C )的不同分离株中
,

可出现略有不同的图谱
,

这 可能是不同分离株间出现 了核什酸 的变 异所

致
。

图 3 大肠杆菌 235
r D N A 基因片段扩增产物 PH

a u 酶

切的 S S C P 分析

F ig
·
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图 2 13 属细菌 2 3S r D N A 基因扩增产物的 月协“ n 酶切

R l
,

L P分析

lF g
.

2 R F L P a n a l y s is o f 23 5 r D N A ge n e

far g m e n t o f 13

沙 n e ar b a e t e r ia a ft e r 山 g e s U o n w i th r e s t r i e it o n e n z y m e

H P a ll

M I : 5 0 1〕 p D N A n , ar k e r : l : B二 1110 e e er `“ ; 2: Ca, 叩 ly
o b二 t e r

j ej
u n e : 3: S卿 h ly oc 二 e“ 泌 er 。 ; 4: “ i吞r公。 尸ar hQ讹 n o l)艺ic

,“ : 5: F ib r i o

e
h

o lo oer ; 6 : Sh￡罗 lla dys
e ,、` e r 二̀ ; 7 : 5以 n i o二 lla e 。 “ r i e a ; 8 :

SE e he
icr h i a 。 0 11; 9 : 乃口` e 。 。 u

lg(
犷 is ; 10: C los ` r id i u ,, , b o` u l in ,` n `; 1 1:

lC o t r边 i um p e

咖哪。 : 1 2: L is `e ir a n。
~ 州哪 ne s ; 1 3: Ye sr in ia

e n ` e ocr
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运用 P C R一 RF廿 和 PC R一S S C P 进行基因突变

和变异性分析 已在很多方面进行了广泛 的应用
。

RF L P 可以对细菌的基因型进行初步的分析
,

SS C P

可 以检测到基因的点突变水平
,

可 以利用简单

RFLP 技术对临床巴尔通 氏体属的 4 个亚种进行

快速区分 12]
,

利用 PC R一 S S C P 技术可以对沙门氏菌

的不 同血清型进行快速鉴定回
。

对食源性感染常见致病菌的检测
,

有很多方

法可以进行
,

但常规培养法往往需要几天的时间
,
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,

等
.

常见食源性感染致病菌属
、

种用 PC R
一

R F L P 及 CP R
一

S S C P技术鉴定探讨 15 5

且后续的分离及血清学鉴定需要更长的时间
,

一

方面延误了病情的治疗
,

疫情的控制
,

另一方面
,

由于对菌株的遗传特性不能快速做出诊断
,

很难

从流行病学上追溯其来源及与其它菌株的遗传关

系
,

不利于在流行病学方面控制食源性感染的发

生
。

本研究通过 R F LP 和 S SC P 的结合
,

分析了其

在 13 属常见致病菌中的意义
。

首先运用细菌通用

保守基因 2 35 rD N A 作为靶基因
,

选取其中的特异

区段作为鉴定片段
,

通过 PC R 扩增使靶信号放

大
,

选择该片段内的多位点限制性内切酶进行酶

切
,

每属细菌都有其特征性的 R F廿 图谱
,

据此可

以进行初步鉴定
。

即使某属细菌在酶切位点发生

变异
,

但不影响其它位点的酶切效果
,

依然可 以进

行种属属性的鉴定
,

这在肠杆菌科三属细菌 (大肠

杆菌
、

沙门氏菌和志贺氏菌 ) 及弧菌科中都有体

现
。

单个位点的变异可以使大肠杆菌
、

志贺氏菌与

沙门氏菌区分开来
,

但 3 者的 R F廿 图谱是相似

的
,

说明其在亲缘关系上接近
,

但变异又可 以使它

们区分开来
,

对于霍乱弧菌和副溶血弧菌的 R FL P

图谱也是典型的例证
。

本研究同时分析了 R F LP 和 S S C P 技术在大

肠杆菌不同血清型鉴别中的可行性
。

每种血清型

大肠杆菌都有其相似的 R FL P 图谱
,

不同血清型大

肠杆菌的 SS C P 图谱是有一定差异的
,

根据这种差

异一方面反映了不同血清型基因的变异性
,

可以

将不同的血清型进一步区分开来
。

这为建立在属
、

种甚至血清型水平鉴别诊断的寡核昔酸芯片技术

奠定了基础【l0]
。

同时
,

在同一血清型的不同分离株

间
,

也会出现个别的核昔酸变异现象
,

这在流行病

学研究上有重要的意义
。
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