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摘
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要"目的
!

建立一种毛细管聚合酶链反应"
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#芯片电泳方法!实现快速&准确地检测新德里金属
6

$
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内酰胺酶"
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#耐药菌$方法
!

根据
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基因设计
.

对特异引物!对临床微生物检测的
9$

株耐药肠道

杆菌和
"$

株鲍曼不动杆菌的细菌培养液进行毛细管振荡流
ZO3

扩增!芯片电泳快速检测
ZO3

产物$将

-PN6.

阳性标本进行测序验证!同时对
-PN6.

阳性菌细菌悬液定量梯度稀释进行
ZO3

!考察免核酸提取

ZO3

的敏感度$结果
!

毛细管
ZO3

芯片电泳方法检测出
!

例阳性标本!其产物经测序验证!确定携带
-PN6.

基因!阳性率为
.$$̂

$该方法在
#$)CD

内实现产
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耐药菌扩增产物的快速分离检测!细菌检测线为
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芯片电泳方法检测
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基因准确性高&特异性强!具有快速&廉价

等特点!适合
-PN6.

阳性菌的早期快速现场诊断$

关键词"新德里金属
6

$

6

内酰胺酶'

!

芯片电泳'

!

聚合酶链反应

中图法分类号"

3##"

文献标志码"

5

文章编号"

."1!67#88

"

!$.9

#

!#6%"1#6$8

H<

?

+::68678+9-95W!G0.;6,+,8<-8C<786;+<C

D

7<

?

+BB<;

D

7A+

?

6B678;9

?

A9;6,+,MIH

"

:#18U%/

C

%&

'

$

B7

C

)<D07&D4

E

I)J4<)D4<

(

;7K%H%&7

#

D37=%<LD#

EE

%G%)D7K+4L

C

%D)G4

E

-&%N7<L%D

(

4

E

@4/D3F3%&)

#

+7&

'(

)&

'

#

+/&)&#!.$$.

#

F3%&)

%

EC,8;<78

!

"C

*

678+F6

!

:;*(?EH=C(@E)*?@;2HE(*2;D)CB>;A=GC2CBB@C

<

*=*B?>;

<

@;>*(C(B;)HCD*2ZO3A;>

>E

<

C22*?*B?HEB?*>CEBE>>

'

CD

F

-*J P*=?@CN*?E==;6HE?E6MEB?E)E(*

$

-PN6.

%

4G68A9:,

!

5

<

EC>;A(

<

*BCACB

<

>C)*>(J*>*2*(C

F

D*2EBB;>2CD

F

?;?@*

F

*D*;A-PN6.

#

?@*BE

<

C==E>

'

;(BC==E?;>

'

A=;JZO3JE(G(*2?;E)

<

=CA

'

9$(?>ECD(;A2>G

F

6>*(C(?ED?XD?*>;HEB?*>ED2"$(?>ECD(;A5BCD*?;HEB?*>HEG)EDDCCBG=?G>*(

#

ED2?@*ZO3

<

>;2GB?(J*>*>E

<

C2=

'

2*?*B?*2H

'

B@C

<

*=*B?>;

<

@;>*(C(4:@*-PN6.

<

;(C?CK*(E)

<

=*(J*>*(*

e

G*DB*2ED2KE=C6

2E?*245??@*(E)*?C)*

#

?@*

e

GED?C?E?CK*

F

>E2C*D?2C=G?C;D;A-PN6.

<

;(C?CK*HEB?*>CE=(G(

<

*D(C;DJE(BE>>C*2

;G?H

'

ZO3

#

ED2?@*(*D(C?CKC?

'

;AP-56A>***+?>EB?C;D;AZO3JE(CDK*(?C

F

E?*24H6,@B8,

!

:J;

<

;(C?CK*(E)6

<

=*(J*>*2*?*B?*2H

'

BE

<

C==E>

'<

;=

'

)*>E(*B@ECD>*EB?C;DB@C

<

*=*B?>;

<

@;>*(C(4:@*

<

>;2GB?JE(B;DAC>)*2?;

BE>>

'

-PN6.

F

*D*H

'

(*

e

G*DBCD

F

4:@*

<

;(C?CK*>E?*JE(.$$̂ 4:@*>E

<

C2C(;=E?C;DED22*?*B?C;D;A-PN6.6>*6

(C(?ED?HEB?*>CE=E)

<

=CACBE?C;D

<

>;2GB?(J*>*EB@C*K*2JC?@CD#$)CD4:@*HEB?*>CE=2*?*B?C;D=CD*JE(.4.8d

.$

.

OL[

"

)M4I9-7B@,+9-

!

OE

<

C==E>

'

ZO3B@C

<

*=*B?>;

<

@;>*(C(C(E>E

<

C2ED2CD*+

<

*D(CK*)*?@;2JC?@@C

F

@EB6

BG>EB

'

ED2(

<

*BCACBC?

'

A;>-PN6.

F

*D*2*?*B?C;D4S?C((GC?EH=*A;>*E>=

'

ED2>E

<

C2AC*=22CE

F

D;(C(;A-PN6.

<

;(C?CK*HEB?*>CE4

J6

D

K9;:,

!

-PN6.

&

!

)CB>;B@C

<

*=*B?>;

<

@;>*(C(

&

!

ZO3

!!

滥用抗生素的问题由来已久#

!$$$

年出现了多重

耐药假单胞菌和肺炎克雷伯菌(

!$.$

年
9

月
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杂志报道了抗生素抗新德

里金属
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内酰胺酶$
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%超级细菌(

-PN6.

是一

种新鉴定的对
$

6

内酰胺类抗生素具有广谱水解作用

的酶#是编码碳青霉烯类酶基因家族成员之一(

-PN6=

可以水解碳青霉烯类抗生素#以及头孢菌素和

青霉素(携带该基因的细菌对几乎所有一线治疗重

症感染的广谱抗生素#如青霉素类+头孢菌素类+头霉

素类等
$

6

内酰胺和碳青霉烯类抗生素均耐药#仅对多

黏菌素
X

及米诺环素衍生物111替加环素敏感#被称

为.超级细菌/

)

.6!

*

(由于这类细菌的广谱耐药特性#

有必要进行早期快速鉴定#从而为控制医院内感染和

临床治疗提供及时准确的指导)
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因检测通常采用细菌分离培养和药物敏感性试验)

%

*

#

这些方法虽然有效#但由于检测时间较长#难以实现

快速检测#临床工作中急需快速有效的
-PN6.

阳性

细菌鉴定方法(采用毛细管聚合酶链反应$

ZO3

%扩

增试剂可以简化操作并缩短分析时间#满足快速检测

的需要(本研究采用直接
ZO3

扩增试剂
NC

F

@?

'

5)

<

P-5Z;=

'

)*>E(*

#尝试将直接
ZO3

扩增与微流控芯

片电泳技术结合用于
-PN6.

阳性细菌快速鉴定#拟

建立一种快速+高灵敏的检测方法#实现早期指导临

床用药和控制医院内感染#现报道如下(

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

$

.

%标本来源!收集本院
!$."/!$.1

年对碳青霉烯类抗生素不敏感的
9$

株肠道杆菌$美

罗培南
NSO

(

!

%

F

"

)M

%和
"$

株鲍曼不动杆菌$亚胺

培南
NSO

(

"#

%

F

"

)M

%(所有菌株使用法国梅里埃

公司
QS:XV6!O;)

<

EB?

全自动细菌鉴定药敏分析仪

进行鉴定和药敏试验检测(以大肠埃希菌
5:OO

!87!!

及铜绿假单胞菌
5:OO!198%

作为质量控制菌

株($

!

%引物设计!根据参考文献)

!

*按基因序列

$

L-%7"91"

%设计
ZO3

特异引物序列#上游!

8̀6

]]O]]55:]]O:O5:O5O]56%̀

#下 游!

8̀6O]6

O55O5O5]OO:]5O:::O6%̀

#扩增片段长度
!9"

H

<

(

ZO3

引物由上海生物工程公司合成(

$4/

!

试剂与仪器
!

宝生物工程$大连%有限公司的

NC

F

@?

'

5)

<

P-5Z;=

'

)*>E(*

试剂盒#

PM!$$$P-5

NE>a*>

#琼脂糖(江苏兴化宏泰硅氟制品厂的聚四氟

乙烯毛细管#美国
RC;63E2

公司
N

'

O

'

B=*>ZO3

扩增

仪+电泳仪#英国
[QS

公司凝胶成像分析仪和紫外分

析仪(美国贝克曼库尔特公司台式冷冻离心机#法国

梅里埃公司
QS:XV6!O;)

<

EB?

全自动细菌鉴定药敏

分析仪(研究采用塑型十字架结构聚甲基丙烯酸甲

酯$

ZNN5

%电泳芯片)

#

*

#芯片的有效分离通道长度设

定为
#B)

#电泳分析激光诱导在荧光芯片分析仪上完

成(该仪器由芯片电泳平台+光学检测系统+高压电

源控制和操作软件组成#检测方式为共聚焦激光诱导

荧光(毛细管
ZO3

装置参考文献)
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!

方法

$4'4$

!

产
-PN6.

细菌的实验室筛查和表型确

认
!

采用
V6R

纸片扩散法#$

.

%按照美国临床和实验

室标准化协会的改良方法进行#制备菌液浓度为
$48

麦氏浊度#采用无菌棉签取已制备好的菌液#在水解

酪蛋白$

N6T

%琼脂表面均匀涂布接种
%

次#每次平板

旋转
"$l

#最后沿平板内缘涂抹
.

周(平板置室温干

燥
%

!

8)CD

后用无菌镊子取美罗培南$

.$

%

F

%和亚胺

培南$

.$

%

F

%纸片#检测美罗培南和亚胺培南的抑菌

环直径($

!

%乙二胺四乙酸$

XP:5

%协同试验筛选金

属酶表型#

$48

麦氏单位的待检菌涂布
N6T

平板#贴

!

张亚胺培南纸片#相距
.4$

!

.48B)

#其中一张纸片

上面滴加
$48);=

"

MXP:5.$

%

M

(

%80

过夜培养#

亚胺培南加
XP:5

与亚胺培南纸片抑菌圈之差
(

8))

者为金属酶阳性(

$4'4/

!

产
-PN6.

细菌基因诊断
!

采用常规
ZO3

检

测#

ZO3

扩增反应体系分别是
NC

F

@?

'

5)

<

P-5Z;=6

'

)*>E(*

酶
$48

%

M

#

NC

F

@?

'

5)

<

ZO3RGAA*>.!48

%

M

#

引物
L

$

.$

%

);=

"

M

%

.4$

%

M

#引物
3

$

.$

%

);=

"

M

%

.4$

%

M

#

22T

!

\94$

%

M

#菌液标本
!4$

%

M

#总体积
!84$

%

M

(在台式
ZO3

仪上反应条件
79 0

#

!)CD

#

79 0

.$(

#

"90.$(#$

个循环(高效振荡流毛细管
ZO3

检测!毛细管
ZO3

反应体系同上#毛细管
ZO3

反应条

件!将上述
ZO3

反应液振荡#充分混匀#毛细管
ZO3

装置中毛细管顺序吸入
8

%

M

矿物油和
%

%

MZO3

反

应液(液滴首先运动至
79 0

区停留
!)CD

#继而在

790

和
"90

区间往返运动
#$

个循环(液滴运动速

度为
.!$

%

M

"

)CD

#每个循环在
"90

区暂停
.$(

(毛

细管
ZO3

产物检测同上(

ZO3

产物的电泳分析#琼

脂糖电泳分析#配制
!̂

琼脂糖凝胶板#按试剂标准操

作配置
!̂

的琼脂糖凝胶(取
P-5

相对分子质量标

准液 $

PM!$$$

%

8

%

M

#直接上样(电泳仪电压为

.$$Q

#约
%$)CD

后停止电泳(置于
[Q

紫外分析仪

下观察并照相#根据扩增产物长度得出判断结果(微

流控芯片电泳分析!用实验室自制的激光诱导荧光芯

片分析仪检测(将
ZO3

产物用无菌双蒸水稀释
!$

倍(先利用真空泵让电泳缓冲液各
.$

%

M

灌满通道#

同时将
.$

%

M

稀释后的样品加入样品池中(用
.4!̂

TZNO

作为筛分介质#缓冲液为
.dZO3RGAA*>

#电泳

分离电压为
.4!aQ

#分离时间设定为
%$$(

(采用

8$

!

9$$H

<

P-5=E22*>NE>a*>

和待测
ZO3

产物按

.c.

比例在相同条件下进行芯片电泳#根据
8$$H

<

P-5=E22*>NE>a*>

和内标物$

8$H

<

和
9$$H

<

P-5

片段%的相对迁移时间确定待测样品中特异
ZO3

扩

增产物的
P-5

片段(微流控芯片利用
P-5

电泳分

析#通过比较待测样品与标准样品的迁移时间确定

P-5

片段大小(

$4'4'

!

微流控芯片法检测
-PN6.

耐药菌敏感度
!

细菌培养和计数
6

平板涂布计数法!将耐药菌接种于新

鲜血平板上#培养
.9

!

!#@

(将培养好的单个菌落从

血平板上刮下来#溶于
!)M$4#8̂

的无菌盐水中#充

分振荡混匀&分别在
!#

个
XZ

管内加入
7$$

%

M

无菌

生理盐水#排成
%

排#按顺序编号(从前面配好的菌

液中取出
.$$

%

M

加到第
.

个
XZ

管内#则第
.

个
XZ

管内细菌浓度为标本的
.

"

.$

&同法#从第
.

个
XZ

管

中取出
.$$

%

M

加到第
!

个
XZ

管内#则第
!

个
XZ

管

'

81"%
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检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
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期
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内细菌浓度为标本的
.

"

.$$

(依此类推#第
9

个
XZ

管细菌浓度为原标本的
.

"

.$

9

(制备好营养培养基#

高压消毒灭菌(将培养基溶解#待冷却
8$0

左右#倒

入平板(取稀释好的菌液
.)M

铺皿(

%8 0

培养

!#

!

!9@

后#看平皿上菌落数(选取细菌数量在
%$

!

%$$

的菌液浓度进行计数(原菌液标本每毫升的细菌

浓度
b

某一浓度
%

个平板的菌落总数"
%d.$

$该浓度

菌液的稀释倍数%$

OL[

"

)M

%(敏感度考察!将已经

涂布平板中的原菌液标本按
.$

1

+

.$

"

+

.$

8

+

.$

#

+

.$

%

+

.$

!

+

.$

.

+

.$

$ 梯度稀释#分别作为
ZO3

模板#

ZO3

反

应体系和循环条件同前(考察免核酸提取
ZO3

的敏

感度(

$4'41

!

测序验证
!

将免核酸提取
ZO3

产物送大连

宝生物进行测序#用
B@>;)E(.#8

软件进行分析#并在

ZGHN*2

上与
L-%7"91"4.

序列进行比对(

$41

!

方法学评价及临床标本检测
!

对毛细管液滴

ZO3

反应体系和反应条件进行优化#分析评价该方法

的特异度和敏感度&本研究采用碳青霉烯类酶阳性
V6

R

纸片法和毛细管
ZO3

结合微流控芯片电泳对本院

检验科微生物实验室
!$."/!$.1

年收集的
9$

株耐

药肠道杆菌$美罗培南
NSO

(

!

%

F

"

)M

%和
"$

株鲍曼

不动杆菌$亚胺培南
NSO

(

"#

%

F

"

)M

%耐药菌进行筛

查#并对耐药菌标本进行
-PN6.

基因检测(

/

!

结
!!

果

/4$

!

不同酶浓度对毛细管液滴
ZO3

效果的影

响
!

本试验比较
#

种酶用量#加入
NC

F

@?

'

5)

<

P-5

Z;=

'

)*>E(*

酶分别是
$4.

+

$4%

+

$48

+

$41

%

M

#结果发

现#酶的浓度与毛细管液滴
ZO3

效果随酶浓度的增

加而升高#当酶加入量为
$48

%

M

时趋向于饱和#因

此#本试验酶加入量以
$48

%

M

为最优#见图
.

(

图
.

!!

试验酶加入量对
ZO3

的影响

/4/

!

不同标本量对毛细管液滴
ZO3

效果的影响
!

为了考察
NC

F

@?

'

5)

<

P-5Z;=

'

)*>E(*

酶的最合适

检测标本体积#将不同菌液体积$

.

+

!

+

%

+

8

+

1

%

M

%进行

毛细管
ZO3

(结果发现#标本加入量到
8

%

M

时#

ZO3

效率有所下降&当标本加入量为
1

%

M

时#

ZO3

受到明

显抑制#并且有纤维凝固团产生#见图
!

(因此#最合

适检测标本的体积为
!

%

M

(

图
!

!!

标本量对毛细管液滴
ZO3

的影响

/4'

!

不同退火温度和延伸时间对毛细管液滴
ZO3

效果的影响
!

为了考察在毛细管液滴
ZO3

上退火温

度和延伸时间对
ZO3

效果的影响#将同一阳性标本

采用同样的
ZO3

反应体系#退火温度分别为
"!

+

"8

+

"9

+

1.

+

1#0

#比较芯片电泳荧光信号强弱(发现芯片

电泳荧光信号退火温度为
"90

较强#但不是最理想(

每个循环中在
"90

区暂停
.$(

#将退火和延伸加长#

从而延长反应时间#芯片电泳荧光信号达最大值#

ZO3

扩增效果相当成功#见图
%

+

#

(

图
%

!!

退火温度对毛细管
ZO3

的影响

图
#

!!

延伸时间对毛细管
ZO3

的影响
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!

临床耐药菌筛选+表型确认及毛细管
ZO3

微流

控芯片电泳结果
!

XP:5

协同试验筛选金属酶结果

显示#阳性
"

株#毛细管
ZO3

微流控芯片电泳检测

-PN6.

阳性
!

株#同时进行普通
ZO3

检测结果也是

!

株
-PN6.

阳性(携带
-PN6.

耐药菌在血平板上

的培养情况见图
85

&药敏纸片美罗培南和亚胺培南

抑菌圈直径为
"))

'

!!))

#该耐药菌碳青霉烯类

酶阳性#见图
8R

&

V6R

纸片结果为!

XP:5

复合纸片

抑菌环直径
!8))

#比单药纸片直径
"))

增大
(

8))

#因此该耐药菌金属酶阳性#见图
8O

(

-PN6.

阳性菌毛细管液滴
ZO3

微流控芯片检测结果见图
"

&

'

"1"%

'
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对应的琼脂糖电泳结果见图
1

(

图
8

!!

-PN6.

阳性血平板培养和
V6R

纸片药敏试验结果

!!

注!

E

为
P-5)E>a*>

&

H

为有
-PN6.

基因扩增产物&

B

为无
-PN6

.

基因扩增产物

图
"

!!

-PN6.

基因检测芯片电泳结果

!!

注!

N

为
PM!$$$NE>a*>

&

.

为无
-PN6.

基因扩增产物&

!

+

%

为有

-PN6.

基因耐药菌扩增产物

图
1

!!

-PN6.

基因检测琼脂糖电泳结果
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!

芯片毛细管液滴
ZO3

特异性考察
!

经过试验

优化#按最优
ZO3

反应体系和反应条件#对该阳性

ZO3

产物进行测序(芯片检测结果与测序结果在

ZGH N*2

上与
L-%7"91"4.

序列进行比对#

.$$̂

符合(

/4)

!

芯片毛细管液滴
ZO3

检出限考察
!

将已经涂

布平板中的原菌液标本按
.$

1

+

.$

"

+

.$

8

+

.$

#

+

.$

%

+

.$

!

+

.$

.

+

.$

$ 梯度稀释#分别作为
ZO3

模板#

ZO3

反应体

系和循环条件同前(

ZO3

产物在芯片电泳和
!̂

琼

脂糖电泳上检测(芯片电泳可以检测到最低菌液浓

度为
.4.8d.$

.

OL[

"

)M

#相比琼脂糖电泳最低菌液

浓度
.48d.$

%

OL[

"

)M

更灵敏(

/4.

!

临床标本检测
!

本试验采用碳青霉烯类酶阳性

V6R

纸片法和毛细管
ZO3

结合微流控芯片电泳对本

院检验科微生物实验室
!$."/!$.1

年收集的
9$

株

耐药肠道杆菌$美罗培南
NSO

(

!

%

F

"

)M

%和
"$

株鲍

曼不动杆菌$亚胺培南
NSO

(

"#

%

F

"

)M

%耐药菌进行

筛查#结果显示#

V6R

纸片法检出碳青霉烯类酶阳性
"

株#其中金属酶阳性
!

株&采用毛细管
ZO3

结合微流

控芯片电泳方法筛选出
!

株
-PN6.

基因阳性#并经

P-5

测序验证#确证携带
-PN6.

基因(

'

!

讨
!!

论

!!

.超级细菌/最早发现于
!$$9

年#源自一名印度

籍的瑞典患者体内的一种细菌(由于多种抗生素对

该细菌均无效#于是一种具有特殊性的基因被检测出

来#这个基因就是
-PN6

编码基因)

"

*

(碳青霉烯酶抗

生素是革兰阴性菌医院内感染最后一线治疗药物#碳

青霉烯酶耐药的产生将严重威胁到全球卫生治疗系

统)

1

*

(最近发现的
-PN6.

引起人类的广泛关注#也

被大众媒体报道(尽管报道病例数非常少#影响还不

是很大#但诊断实验室需要发展一种快速检测的方

法#以备将来医院内感染暴发流行时应用(

目前#产
-PN6.

细菌的实验室常规诊断包括
X6

?*(?

法表型筛查试验+改良霍奇试验表型确证试验及

自动化鉴定与药敏试验等#但是都无法区分耐药类型

和耐药基因#且需要时间长#特异度低)

9

*

(分子诊断

检测方法弥补了常规方法的不足#可在
.@

内完成检

测#具有高敏感度和特异度(通常
ZO3

前需要消耗

大量时间进行标本
P-5

提取和前处理(用琼脂糖凝

胶电泳分析
ZO3

产物需要进行琼脂糖凝胶的制备#

而且电泳时间需要
%$)CD

以上#整个
ZO3

操作过程

不仅费时费力#而且还需要昂贵的仪器(

本研究采用的毛细管振荡流
ZO3

装置#使用量

注射泵驱动
ZO3

液滴在不同恒定温区往返运动#因

无需加热模块的升温和降温过程#所以大大缩短了

ZO3

时间(并且#该系统使用标准毛细管作为
ZO3

反应器#价格便宜#且毛细管
ZO3

只需
%

%

MZO3

反

应液#节约试剂#大大降低了检测成本(本研究采用

改良型
NC

F

@?

'

5)

<

P-5

聚合酶#直接从临床标本

中扩增目的片段#无需核酸提取预处理#将标本直接

进行
ZO3

#有望实现集成化核酸分析(此外#本研究

用微流控芯片电泳分析
ZO3

产物#分离检测时间为

%$$(

#相比常规琼脂糖电泳检测大大缩短了时间#而

且本方法检测敏感度高#细菌检测敏感度为
.4.8d

.$

.
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"

)M

(本研究中
V6R

纸片法检出碳青霉烯类

酶阳性为
"

株#其中金属酶阳性
!

株&毛细管
ZO3

结

合微流控芯片电泳筛选出
!

株
-PN6.

基因阳性#同

时进行普通
ZO3

检测结果也是
!

株
-PN6.

阳性#经

P-5

测序验证#这
!

株确证携带
-PN6.

基因(另外

#

株可能含有碳青霉烯类酶的其他耐药基因型#还需

进一步深入研究(本方法检测结果经过测序验证#完

全符合#由此说明本方法对
-PN6.

基因检测准确性

高+特异性强( $下转第
%"9.
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愿景的提出#以及
!$!$

年实现.

%

个
7$̂

/防治目标#

即!

7$̂

的感染者通过检测知道自己的感染状况#

7$̂

已经诊断的感染者接受抗病毒治疗#

7$̂

接受抗

病毒治疗的感染者病毒得到抑制#

TSQ3-5

载量的

高精度检测将具有重要意义(两种精准的定量分析

系统对病情的准确判断#特别是对
TSQ

阳性产妇的

婴儿和处于
TSQ

抗体窗口期的感染者等特殊免疫个

体)

86"

*

#在其感染的早期诊断中发挥了重要作用(此

外#两种精准的定量分析系统还能指导
5SP&

抗病毒

治疗的疗效监控#以尽量清除病毒或抑制病毒复

制)

.!

*

(

5SP&

患者在很大程度上依赖
TSQ 3-5

载

量的精确测定#因此#只有采用高精度的检测方法才

能为临床医生提供更准确可靠的
5SP&

治疗依据(
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