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·论　　著·

引物标记技术在耐甲氧西林金黄色葡萄球菌检测中的应用

梁有才１，聂署萍２，吴润香２，范菲楠２，陆学东２△
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　　摘　要：目的　在ＧｅＸＰ系统中应用ＣＹ５标记的特异引物代替通用引物，建立一种检测耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲ

ＳＡ）的方法。方法　设计ｍｅｃＡ与ｎｕｃ基因引物，经聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增琼脂糖电泳验证引物特异性并优化ＰＣＲ反应条件。

用荧光染料ＣＹ５标记单条引物（单独标记上游或下游引物）。以提取的 ＭＲＳＡ、甲氧西林耐药凝固酶阴性葡萄球菌（ＭＲＣＮＳ）、甲

氧西林敏感金黄色葡萄球菌（ＭＳＳＡ）核酸为模板液，采用已标记引物进行单重及多重ＰＣＲ，产物经琼脂糖电泳与ＧｅＸＰ毛细管电

泳分析，验证应用效果。再通过采用混合标记引物的ＧｅＸＰ系统检测１００株 ＭＲＳＡ，分析其应用效果。结果　单标记下游引物的

ＧｅＸＰＰＣＲ的杂质扩增峰较少。经ＧｅＸＰ系统检测分析的 ＭＲＳＡ、ＭＲＣＮＳ、ＭＳＳＡ均出现目的特征峰，能明确辨别其含有大小不

同的基因片段，结果与琼脂糖电泳一致；经ＧｅＸＰ系统分析的１００株 ＭＲＳＡ均含有ｎｕｃ与ｍｅｃＡ片段，与ＶＩＴＥＫⅡＣｏｍｐａｃｔ检测

结果相符。结论　单独标记下游引物应用于ＧｅＸＰ检测 ＭＲＳＡ的方法可行。

关键词：标记；　特异引物；　ＧｅＸＰ系统；　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
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　　耐药基因检测技术由于具有可快速预测细菌潜在耐药等

优点，其应用推广已成为临床细菌耐药研究的热点。多重基因

表达遗传信息分析系统（ＧｅＸＰ）在多重基因的检测上，相比聚

合酶链反应（ＰＣＲ）与基因芯片技术有较大优势，但其在细菌耐

药基因的检测方面比较少见。目前报道的ＧｅＸＰ基因片段分

析的基本原理是基于贝克曼公司推荐的通用引物ＰＣＲ扩增

法。与之不同，本文是采用荧光染料直接标记的特异引物，建

立了耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）的ＧｅＸＰ检测方法。

现报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　１１８株葡萄球菌来自中山大学附属第八医院

微生物实验室菌种库，其经 ＶＩＴＥＫⅡ Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定为１０６株

ＭＲＳＡ，６株甲氧西林耐药凝固酶阴性葡萄球菌（ＭＲＣＮＳ），６

株甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌（ＭＳＳＡ）。所有菌株由住院

或门诊患者各类体液标本分离培养所得。ＶＩＴＥＫⅡ Ｃｏｍｐａｃｔ

细菌鉴定系统定期参加国家、省临检中心的室间质评与室内

质控。

１．２　仪器与试剂　ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），

ＥａｓｙＰｕｒｅ
? ＢａｃｔｅｒｉａＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｋｉｔ（北京全式金生物技术有限

公司），ＭａｒｋｅｒⅠ（北京全式金生物技术公司），ＰＴＣ２０００梯度

ＰＣＲ循环仪（美国 ＭＪＲｅａｓｅａｒｃｈ公司），ＧｅｎｏｍｅＬａｂＴＭ ＧｅＸＰｓｙｓ

ｔｅｍＣＥＱ８８００（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司），ＧｅｎｏｍｅＬａｂＴＭ ＤＮＡＳｉｚｅ

ＳｔａｎｄａｒｄＫｉｔ４００（ＳＳ４００，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司），ＧｅｎｏｍｅＬａｂＴＭ

ＳｅｐａｒａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司），ＧｅｎｏｍｅＬａｂ
ＴＭ Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

ＧＥＬＬＰＡＩ（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司），ＳａｍｐｌｅｓＬｏａｄｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ（ＳＬＳ，

美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司），ＶＩＴＥＫⅡＣｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定仪（法

国梅里埃公司）。

１．３　方法

１．３．１　临床菌株的准备　取住院与门诊部就诊患者体液标本

进行细菌分离培养，挑取经 ＶＩＴＥＫⅡ Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定为 ＭＲＳＡ

的单菌落，ＭＲＣＮＳ的单菌落，ＭＳＳＡ的单菌落，－８０℃储存

待用。

·４２６· 检验医学与临床２０１７年３月第１４卷第５期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１７，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．５



１．３．２　细菌基因组核酸模板液制备　将待用菌株接种至血琼

脂平板，置３７℃二氧化碳培养箱培养过夜，挑取数个单菌落至

１ｍＬ 双 蒸 水 调 成 混 悬 菌 液。使 用 核 酸 提 取 试 剂 盒

（ＥａｓｙＰｕｒｅ? ＢａｃｔｅｒｉａＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｋｉｔ），按照说明书提取

核酸。

１．３．３　引物合成与标记　根据金黄色葡萄球菌保守区基因序

列，利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计甲氧西林耐药基因（ｍｅｃＡ）与金

黄色葡萄球菌共有基因片段（ｎｕｃ）的引物。将上游或下游引物

５′端标记荧光染料ＣＹ５，合成和标记由上海辉睿生物科技有限

公司完成。引物序列见表１。

表１　　引物序列

引物 序列（５′～３′） 产物长度（ｂｐ）

ｍｅｃＡＦ ＴＧＧＴＡＴＧＴＧＧＡＡＧＴＴＡＧＡＴＴＧＧＧＡＴ １５２

ｍｅｃＡＲ ＣＴＡＡＴＣＴＣＡＴＡＴＧＴＧＴＴＣＣＴＧＴＡＴＴＧＧＣ １５２

ｎｕｃＦ ＧＣＧＡＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＡＣＧＧＴＴ ２８０

ｎｕｃＲ ＡＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣＴＡＡＡＧＣ ２８０

ｍｅｃＡＦＣＹ５ ＣＹ５ＴＧＧＴＡＴＧＴＧＧＡＡＧＴＴＡＧＡＴＴＧＧＧＡＴ －

ｍｅｃＡＲＣＹ５ ＣＹ５ＣＴＡＡＴＣＴＣＡＴＡＴＧＴＧＴＴＣＣＴＧＴＡＴＴＧＧＣ －

ｎｕｃＲＣＹ５ ＣＹ５ＡＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣＴＡＡＡＧＣ －

　　注：－表示无数据。

１．３．４　单对引物ＰＣＲ特异性验证及双对引物ＰＣＲ反应条件

的建立　根据ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）说明书推荐的反应体系

与反应程序初步建立的反应体系为ＰＣＲ Ｍｉｘ１２．５μＬ，Ｆｏｒ

ｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．１μＬ，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）

０．１μＬ，ＤＮＡ模板液２．５μＬ，补水至总体积达２５．０μＬ。反应

程序第一步９４℃５ｍｉｎ；第二步９４℃１ｍｉｎ，５５℃４５ｓ，７２℃

１ｍｉｎ，４０个循环；第三步７２℃１０ｍｉｎ。产物经１．５％琼脂糖

凝胶电泳分析。先验证单对引物特异性，再混合双对引物，根

据电泳条带亮度调整引物用量比。混合引物中的 ｍｅｃＡＦ、

ｍｅｃＡＲ、ｎｕｃＦ、ｎｕｃＲ原始比例为１∶１∶１∶１，经调整后其比

例为１．５∶１．５∶１∶１。

１．３．５　单条标记引物应用效果的比较　给ｍｅｃＡ引物５′端标

记荧光染料ＣＹ５，并分为３组：Ａ组为 ｍｅｃＡＦＣＹ５与 ｍｅｃＡ

ＲＣＹ５，Ｂ组为 ｍｅｃＡＦＣＹ５与 ｍｅｃＡＲ，Ｃ组为 ｍｅｃＡＦ与

ｍｅｃＡＲＣＹ５。３组引物置于３个不同体系行ＰＣＲ扩增 ＭＲ

ＳＡ的基因组核酸。用２８．７μＬ的ＳＬＳ混合０．３μＬ的ＳＳ４００

后，分别加入１．０μＬ３组引物所对应的ＰＣＲ产物，经ＧｅＸＰ毛

细管电泳分析，比较所得峰图质量，评价单条标记引物（仅标记

上游或下游引物）的应用效果。

１．３．６　带标记的混合引物的ＧｅＸＰＰＣＲ应用验证　（１）使用

荧光染料ＣＹ５标记ｎｕｃ下游引物５′端，并制作单条标记引物

的混合液（ＰｒｉｍｅｒＭｉｘ），组成比例为ｍｅｃＡＦ∶ｍｅｃＡＲＣＹ５∶

ｎｕｃＦ∶ｎｕｃＲＣＹ５＝１．５∶１．５∶１∶１。（２）应用ＰｒｉｍｅｒＭｉｘ

进行ＰＣＲ扩增１８株葡萄球菌基因组核酸，分别是６株 ＭＲ

ＳＡ，６株 ＭＲＣＮＳ，６株 ＭＳＳＡ。产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳

以及经ＧｅＸＰ毛细管电泳分析。根据电泳图调整引物混合比。

最终反应条件为ＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，ＰｒｉｍｅｒＭｉｘ０．５μＬ（含有

ｍｅｃＡＦ、ｍｅｃＡＲＣＹ５、ｎｕｃＦ、ｎｕｃＲＣＹ５比例为１．５∶１．５∶

１∶１），ＤＮＡ模板液２．５μＬ，补水至总体积达２５．０μＬ。反应

程序第一步９４℃５ｍｉｎ；第二步９４℃１ｍｉｎ，５５℃４５ｓ，７２℃

１ｍｉｎ，４０个循环；第三步７２℃１０ｍｉｎ。（３）应用ＰｒｉｍｅｒＭｉｘ

的ＧｅＸＰ系统检测分析１００株 ＭＲＳＡ 基因组核酸（无重复

菌株）。

２　结　　果

２．１　琼脂糖凝胶电泳结果　单对引物ＰＣＲ扩增 ＭＲＳＡ的基

因组核酸，经１．５％琼脂糖凝胶电泳，ｍｅｃＡ片段的特异条带

（１５２ｂｐ）、ｎｕｃ片段的特异条带（２８０ｂｐ），与引物设计目的片段

相符。见图１。

　　注：Ｍ 为标准分子量ＤＮＡ；１～２为ｎｕｃ（２８０ｂｐ）；３～４为 ｍｅｃＡ

（１５２ｂｐ）。

图１　　ｎｕｃ与ｍｅｃＡ片段琼脂糖电泳特异条带

　　双对引物ＰＣＲ扩增 ＭＲＳＡ的基因组核酸，ｍｅｃＡ片段的

扩增被抑制，琼脂糖电泳特异条带亮度相对弱，在调整两引物比

例后，ｍｅｃＡ与ｎｕｃ目的条带亮度基本相同，见图２。调整后引物

如下，ｍｅｃＡＦ、ｍｅｃＡＲ、ｎｕｃＦ、ｎｕｃＲ比例为１．５∶１．５∶１∶１。

　　注：Ｍ 为标准分子量 ＤＮＡ；１～４为 ＭＲＳＡ 的 ＤＮＡ 扩增条带，

ｍｅｃＡ为１５２ｂｐ，ｎｕｃ为２８０ｂｐ。

图２　　引物比例在调整前后ｍｅｃＡ与ｎｕｃ

片段电泳条带亮度对比

　　应用ＰｒｉｍｅｒＭｉｘ进行ＰＣＲ扩增１８株葡萄球菌基因组核

酸，琼脂糖电泳可见 ＭＲＳＡ有 ｍｅｃＡ与ｎｕｃ片段对应的两个

特异条带，ＭＲＣＮＳ只有 ｍｅｃＡ片段的特异条带，ＭＳＳＡ只有

ｎｕｃ片段的特异条带。见图３。

２．２　ＧｅＸＰ系统检测结果　Ａ、Ｂ、Ｃ３组引物对应的扩增产物

经ＧｅＸＰ毛细管电泳分析，皆出现特异峰，大小分别为 Ａ组

１５５ｂｐ与１５７ｂｐ，Ｂ组１５５ｂｐ与１５６ｂｐ，Ｃ组１５７ｂｐ；对比３组
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的信号强度低于５００００的杂质扩增峰，Ｃ组最少，可见Ｃ组是

ＰＣＲ扩增最佳引物组合。

　　注：Ｍ为标准分子量ＤＮＡ；１为阴性对照；２～７为 ＭＲＳＡ；８～１３

为 ＭＳＳＡ；１４～１９为 ＭＲＣＮＳ。

图３　　１８株葡萄球菌的基因组核酸ＰＣＲ产物琼脂糖电泳图

　　应用ＰｒｉｍｅｒＭｉｘ行ＰＣＲ扩增１８株葡萄球菌基因组核

酸，其产物经ＧｅＸＰ毛细管电泳结果与琼脂糖电泳一致：ＭＲ

ＳＡ基因组ＰＣＲ产物经ＧｅＸＰ系统分析可见 ｍｅｃＡ（１５８ｂｐ）与

ｎｕｃ（２８３ｂｐ）的特征峰（双峰），ＭＲＣＮＳ仅见到ｍｅｃＡ的特征峰

（单峰），ＭＳＳＡ仅见到ｎｕｃ的特征峰（单峰），见图４～６。另

外，１００株 ＭＲＳＡ的ＰＣＲ扩增产物经ＧｅＸＰ系统分析，皆可见

ｍｅｃＡ与ｎｕｃ对应的特征峰（双峰）。

图４　　ＭＲＳＡ经ＧｅＸＰ系统分析的样图

图５　　ＭＲＣＮＳ经ＧｅＸＰ系统分析的样图

图６　　ＭＳＳＡ经ＧｅＸＰ系统分析的样图

３　讨　　论

近年来我国 ＭＲＳＡ检出率呈逐年上升之势，是引起院内

与社区爆发感染的重要原因之一。ＭＲＳＡ对甲氧西林耐药的

机制主要由青霉素结合蛋白ＰＢＰ２ａ介导，ＰＢＰ２ａ的编码基因

是ｍｅｃＡ，所以 ｍｅｃＡ 是 ＭＲＳＡ 的主要耐药基因；而实际上

ＭＳＳＡ也可能携带ｍｅｃＡ基因，携带 ｍｅｃＡ基因的菌株可能因

为暂时未表达ＰＢＰ２ａ蛋白而对甲氧西林敏感。故美国临床和

实验室标准协会推荐从表现型和基因型两个方面确认甲氧西

林耐药，以确保结果准确可靠［１２］。本实验中经 ＧｅＸＰ系统分

析检测１０６株 ＭＲＳＡ（事先经 ＶＩＴＥＫⅡＣｏｍｐａｃｔ鉴定的结

果），全部携带 ｍｅｃＡ 基因。可见本院的 ＭＲＳＡ 菌株携带

ｍｅｃＡ基因达１００％，而对甲氧西林敏感的 ＭＳＳＡ 是否携带

ｍｅｃＡ基因，尚需进一步研究分析。

ＧｅＸＰＰＣＲ技术多采用荧光标记的通用引物和特异嵌合

引物相结合。首先由正反向嵌合引物特异序列结合靶模板启

动ＰＣＲ反应，待扩增出适量通用引物互补序列后，通用引物与

互补序列结合，继续扩增出带标记的ＤＮＡ片段。ＰＣＲ产物经

ＧｅＸＰ毛细管电泳分离，由仪器探测荧光信号绘成峰图，分析

峰图的信号强度与片段大小可判断目标片段的含量及基因类

型。ＧｅＸＰ系统具有高灵敏，高通量，易标准化等诸多优点。

其最少可在５～５０ｎｇ的ＲＮＡ单样中同时检测分析３０个基

因；可区分差别５ｂｐ以上的基因片段，解决了琼脂糖电泳难以

区分１００ｂｐ以下基因片段的难题
［３］。目前，ＧｅＸＰ系统在临床

上的应用主要是在致病基因诊断与微生物病原体检测方

面［４８］，其对临床细菌耐药基因检测尚在方法建立阶段［９１０］，较

少应用于临床。

与上述相关参考文献不同，本实验未采用通用引物和特异

嵌合引物，而是用荧光染料ＣＹ５直接标记特异引物。在标记

引物前笔者事先经ＰＣＲ琼脂糖电泳验证了引物特异性，根据

电泳特异条带亮度强弱比对初步调试好双对引物ＰＣＲ反应条

件。在标记引物后，经ＧｅＸＰ系统测试发现，应用单独标记上

游或者下游的引物进行ＧｅＸＰＰＣＲ与应用同时标记上下游的

引物相比，所产生的特征峰一致；单独标记下游引物比单独标

记上游引物的杂质扩增峰较少。标记单条引物自然比同时标

记上下游引物节约成本，综合考虑，单独标记下游引物为最佳

选择。

本实验中携带ｎｕｃ片段的是金黄色葡萄球菌，携带 ｍｅｃＡ

基因的是甲氧西林耐药菌株，被检出同时携带这两种基因片段

的菌株可视为 ＭＲＳＡ。双对引物ＰＣＲ扩增的１８株葡萄球菌

包括 ＭＲＳＡ、ＭＲＣＮＳ、ＭＳＳＡ，经 ＧｅＸＰ毛细管电泳分析可见

明显特征峰，与琼脂糖电泳结果一致，与ＶＩＴＥＫⅡＣｏｍｐａｃｔ检

测结果相符。根据特征峰大小可直观辨别这３种不同菌株。

说明仪器分辨率高，抗干扰能力强，不易导致交叉污染。根据

系统本身特性，通常基线值＜５０００，且纵坐标×５０％（峰面积）

在１００００～＜１２００００即表明系统运行稳定且检测结果可

信［８］。本实验检测的１１６株葡萄球菌ＤＮＡ的扩增峰信号强

度均在１０００００以上，特征峰与杂峰区别显著，与 ＶＩＴＥＫⅡ

Ｃｏｍｐａｃｔ检测结果相符，说明仪器运行稳定，实验重复性好。

值得指出的是，特征峰对应片段的大小：ｍｅｃＡ在１５８ｂｐ左右，

ｎｕｃ在２８３ｂｐ左右；特征峰有２～３个数值，同一靶基因片段的

检测峰值不固定而是在区间内波动；根据该系统特性，待检片

段实际长度与理论长度误差在３～６ｂｐ的范围，属于毛细管电

泳分离过程中正常产生的片段大小漂移现象。另外，两引物在

未标记之前扩增的目的片段应分别为１５２ｂｐ和２８０ｂｐ，但考

虑到标记后的引物加上了染料本身的长度，其扩增出的片段大

小增加了。本实验ＧｅＸＰ系统检测的峰值分（下转第６２９页）
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且当患者存在疼痛应激时，以上指标将出现异常升高，同时与

患者疼痛程度呈正比。ＭＹＯ、ＩＭＡ及ＴＡＣ为机体氧化受损

的重要评价指标，卵巢功能是反映整个手术对患者周围组织影

响的程度，因此，监测患者卵巢功能可反映手术安全性［１２］。从

本研究结果可知，采用腹腔镜下子宫肌瘤剔除术可减少对患者

卵巢功能的影响，同时患者术后各项指标恢复较快，说明该手

术方式尽管对患者卵巢功能有一定影响，但却是短暂性的。采

用腹腔镜下子宫肌瘤剔除术对患者疼痛及氧化受损指标的影

响较小，患者术后恢复较快，对患者影响较小。

综上所述，临床采用腹腔镜下子宫肌瘤剔除术治疗子宫肌

瘤，对患者机体影响较小，具有较高安全性。本研究仍存在不

足之处：研究样本数量小且研究时间短，同时未对患者术后性

生活等指标进行研究，所以未得出更为准确的数据，尚需进一

步深入研究。但本研究具有其一定优势，尤其是对目前临床报

道较少的疼痛指标、氧化损伤指标等进行研究，可为后续前瞻

性研究提供参考。
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别为１５８ｂｐ左右和２８３ｂｐ左右，这与理论预测相符，说明检测

方法可行［３，８］。

综上所述，本实验建立的采用荧光染料ＣＹ５直接标记下

游引物代替通用引物经ＧｅＸＰ系统检测 ＭＲＳＡ的方法可行，

与使用通用引物相比较，其ＰＣＲ反应直接简单，省去制作通用

引物及嵌合引物的麻烦，节约成本，适合临床进行细菌多重耐

药基因的检测。
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