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·基础论著·

自发性腹膜炎常见致病菌 ＰＣＲＳＳＣＰ图谱的建立
全敏　李炜　王琦　邢卉春　成军

　　【摘要】　目的　探讨自发性腹膜炎快速诊断的方法。方法　利用细菌特有１６ＳｒＲＮＡ基因序列
片段设计引物，分别通过单引物和双引物扩增标准菌种样品，通过ＰＣＲＳＳＣＰ分析常见致病菌的单链
构象差异。结果　建立了基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列的自发性腹膜炎７种常见致病菌的 ＰＣＲＳＳＣＰ图
谱。结论　ＰＣＲＳＳＣＰ技术可快速检测及鉴定自发性腹膜炎常见致病菌。

【关键词】　聚合酶链反应；单链构象多态性；细菌；自发性腹膜炎
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　　自发性细菌性腹膜炎是肝硬化腹水患者常见的
并发症之一。研究显示，自发性细菌性腹膜炎致病

菌中革兰阴性杆菌占７５％，以大肠埃希菌和肺炎克
雷伯菌为主［１］。目前诊断 ＳＢＰ的金标准是细菌培
养，由于其阳性率低，花费时间长，迫切需要开发快

速、灵敏的检测方法。ＰＣＲＳＳＣＰ技术在多项领域中
已有研究，如微生物领域结核分枝杆菌耐药基因的

检测［２］和汉坦病毒基因分型等［３］；目前尚少见应用

于诊断ＳＢＰ的研究，为此，本研究应用基于细菌１６Ｓ
ｒＲＮＡ的 ＰＣＲＳＳＣＰ技术，建立 ＳＢＰ常见致病菌
ＰＣＲＳＳＣＰ图谱，为进一步探讨该技术在自发性细菌
性腹膜炎快速诊断中的价值奠定了基础。

材料与方法

一、材料

１．标准菌株：标准菌株均来自本院检验科保存

　　ＤＯＩ：１０．３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４１３５８．２０１３．０１．００３
　　基金项目：首都医学发展科研基金（Ｎｏ．２００７３０５４）
　　作者单位：１０００１５　北京，北京大学北京地坛医院教学医院（全
敏、邢卉春、成军）；北京老年医院（李炜）；首都医科大学附属北京地

坛医院（邢卉春、王琦、成军）；新发突发传染病研究北京市重点实验

室（全敏、王琦、成军）

　　通讯作者：邢卉春，Ｅｍａｉｌ：ｈｕｉｃｈｕｎｘｉｎｇ＠１２６．ｃｏｍ

菌株，分别为大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）、大肠埃希菌
（产酶型）、铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）、金黄色葡
萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３）、肺炎克雷伯菌（ＡＴＣＣ２６１１４）、
粪肠球菌、屎肠球菌和鲍曼不动杆菌。上述菌株的

ＤＮＡ均经序列测定，与 ＧｅｎＢａｎｋ中相应标准株序列
同源性为９８％。
２．仪器及试剂：ＰＣＲ仪（ＡＢＩ公司）；凝胶成像

系统（北京六一仪器厂）；ＢｉｏＲＡＤ电泳仪；ＧｏＴａｑ
酶及ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（大连宝生生物工程有限公司）；引
物由上海生工生物技术有限公司合成，Ｗｉｚａｒｄ基因
组纯化试剂（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）。
３．引 物 设 计：从 数 据 库 （ＧｅｎＢａｎｋ或 Ｔｈｅ

ＥｕｒｏｐｅａｎＲｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡＤａｔａｂａｓｅ，ｈｔｔｐ：／／ｒｒｎａ．ｕｉａ．
ａｃ．ｂｅ／ｓｓｕ／）中查找致自发性细菌性腹膜炎的常见病
原菌如大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌、金

黄色葡萄球菌、粪肠球菌、阴沟肠杆菌和变形杆菌等

的１６ＳｒＲＮＡ序列，根据恒定区序列设计引物，扩增可
变区，同时选用文献中的引物作为参考比较，选取最

适合的引物，见表１［４５］。
二、方法

１．样品ＤＮＡ制备：取过夜培养的菌液１ｍｌ，按
照Ｗｉｚａｒｄ基因组纯化试剂盒说明书提取细菌 ＤＮＡ，
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－２０℃条件下保存以备ＰＣＲ扩增用。

表１　本研究ＰＣＲ所采用的引物序列

可变区 引物（５’→３’）
产物大

小（ｂｐ）
Ｖ６ Ｐ１１Ｐ（５９ＧＡＧＧＡＡＧＧＴＧＧＧＧＡＴＧＡＣＧＴ）１１７３１１９２ ２１７

Ｐ１３Ｐ（５９ＡＧＧＣＣＣＧＧＧＡＡＣＧＴＡＴＴＣＡＣ）１３７０１３８９
Ｖ２ ＥＲ１０（５９ＧＧＣＧＧＡＣＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡ）１０３１１９ ２５５

ＥＲ１１（５９ＧＡＣＴＧＣＴＧＣＣＴＣＣＣＧＴＡＧ）３４１３５７

　　２．ＰＣＲ扩增：以提取的细菌 ＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应体系为 ２５μｌ。ＰＣＲ反应参数
为：９５℃ ５ｍｉｎ，９４℃１ｍｉｎ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃３０ｍｉｎ，
３５个循环。取ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳。

３．ＳＳＣＰ操作步骤：（１）ＤＮＡ样品变性：ＳＳＣＰ变
性缓冲液（９８％去离子甲酰胺，ｐＨ８．０浓度为 １０
ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＥＤＴＡ，０．０２５％二甲苯青，０．０２５％溴酚
蓝）。样品与上样缓冲液等量经 ＰＣＲ仪（或沸水浴）
９５℃变性１０ｍｉｎ后置于冰上，静置５ｍｉｎ，以免变性产
物复性。根据ＰＣＲ产物的大小选择聚丙烯酰胺凝胶。

（２）电泳：于冰上或４℃科研室操作，１５０Ｖ预电
泳３０ｍｉｎ，２００Ｖ高电压电泳５ｍｉｎ，１５０Ｖ恒压电泳
３ｍｉｎ。

（３）银染：染色液（０．２％的 ＡｇＮＯ３、１％冰醋酸、
１０％无水乙醇）银染 ２０ｍｉｎ，蒸馏水漂洗 ２次。显
影：显影液（３％的无水ＮａＯＨ，每２００ｍｌ溶液加１ｍｌ
甲醛）显色１５ｍｉｎ，凝胶摄像。

结　　果

一、标准菌ＤＮＡ样品经ＰＣＲ扩增结果
使用引物 Ｐ１１Ｐ和 Ｐ１３Ｐ扩增 ７种常见致病菌

ＤＮＡ样品的ＰＣＲ产物，图１可见阳性条带（２１７ｂｐ）。

注：ＥＢ染色；Ｍ：２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：大肠埃希菌
（ＡＴＣＣ２５９２２）；２：大肠埃希菌（产酶型）；３：鲍曼不动氏
杆菌；４：肺炎克雷伯杆菌；５：粪肠球菌；６：屎肠球菌；７：铜
绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）；８：金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ
２５９２３）；９：空白对照
图１　ＰＣＲ扩增７种自发性腹膜炎常见感染菌 ＤＮＡ产
物的琼脂糖凝胶电泳图

　　二、ＳＢＰ常见致病菌ＳＳＣＰ分析图谱
将７种常见致病菌 ＰＣＲ产物变性后经非变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离单链，图２可见不同菌种
得到的单链构象存在差异，从单链的位置和距离可

鉴别菌种的不同。可见同一菌种条带的位置和单链

距离基本一致，不同菌种各有差异。

注：单引物 Ｐ１１Ｐ，Ｐ１３Ｐ，银染；１：大肠埃希菌（ＡＴＣＣ
２５９２２）；２：大肠埃希菌；３：大肠埃希菌（产酶型）；４：鲍曼
不动氏杆菌；５：肺炎克雷伯杆菌；６：粪肠球菌；７：屎肠球
菌；８：铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）；９：金黄色葡萄球菌
（ＡＴＣＣ２５９２３）
图２　单一引物ＰＣＲ扩增７种自发性腹膜炎常见感染菌
的ＤＮＡ产物的ＳＳＣＰ图

　　为更好的鉴别常见 ＳＢＰ致病菌，本研究应用两
对引物（ＥＲ１０、ＥＲ１１与 Ｐ１１Ｐ、Ｐ１３Ｐ）同时扩增标准
菌ＤＮＡ，产物变性后经非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳
分离，与图２相比单链条带的数目增加，不同菌种的
单链位置和距离均有差异，得到的标准菌图谱更有

利于鉴别菌种。可见，双引物扩增产物所得条带数

目和距离均有不同，增加了鉴别菌种的灵敏度。

讨　　论

随着分子生物学理论和技术的飞速发展，对细

菌染色体或染色体外的ＲＮＡ／ＤＮＡ片段进行分析已
成为细菌分类和鉴定的有价值的方法。目前应用较

多的是以１６ＳｒＲＮＡ为基础的分子生物学技术。１６Ｓ
ｒＲＮＡ是细菌核糖体小亚单位中的核糖核酸
（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ｒＲＮＡ），长度约为 １６００
ｂｐ（每一种原核生物１６ＳｒＲＮＡ基因长度略有差异，
如大肠埃希菌为１５４１ｂｐ）。１６ＳｒＲＮＡ基因序列为
１６ＳｒＤＮＡ，可变区与恒定区序列相间。根据恒定区
设计通用引物进行ＰＣＲ扩增，可判断细菌的存在与
否；通过分析扩增产物的序列，可对细菌进行种属鉴

定和分类。目前，每一种细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列
几乎全部已完成测定［６］。
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基于１６ＳｒＲＮＡ用于细菌种属鉴定的常用分子
生物学技术包括 ＰＣＲ限制性片段长度多态性分析
（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）、
ＰＣＲ单链构象多态性 （ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＳＣＰ）；ＰＣＲ反向核酸杂交（ｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）及基因芯片等，尚世强等［７８］采用

ＰＣＲＲＦＬＰ及测序技术，建立检测不同属、不同种细
菌的１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因区间的特异图谱，对临床
上常见的细菌（如肺炎克雷伯菌和葡萄球菌等）进

行检测，与常规细菌培养比较阳性率显著增高。但

ＰＣＲＲＦＬＰ需预先设计可供鉴别的酶切位点，故需
预先知晓被扩增的核酸序列，故只能用于已知菌的

检测，且检测菌种有限。与前述的几种方法相比，

ＰＣＲＳＳＣＰ操作简单、经济快捷、在相同条件下重复
性好，且不需预先知晓待测菌基因序列、不需特殊仪

器，便于临床推广应用。１９８９年，ＰＣＲＳＳＣＰ作为一
种快速、灵敏的筛选点突变和反映基因多态性的方

法被提出并推广应用［９］。此方法主要基于 ＤＮＡ单
链上碱基及碱基顺序的不同来检测差异性［１０］。近

年来该方法已得到了不断完善和发展，目前已经成

为临床上快速检测细菌耐药性突变和环境微生物中

研究微生物群落多样性的重要技术手段［１１］。其基

本原理是由于碱基的不同导致 ＤＮＡ分子构象的差
异，在电泳过程中不同构象的单链迁移率就会出现

差异。

本研究采用改良的银染方法对凝胶进行染色，

其机制为 Ａｇ＋与核酸上 ＮＨ２结合后，在还原剂作用
下还原为Ａｇ，显示为黑色条带，通过各样品在凝胶
上黑色条带位置的差异可判断样品是否存在差异。

ＳＳＣＰ方法最初是采用放射性同位素进行末端标记，
但该方法污染大，且操作复杂。目前银染是较普遍

的染色方法，因其操作简单，费时少，其检测敏感性

与同位素相近，但无同位素污染，费用较低，故本研

究采用改良后的银染方法。通过 ＳＳＣＰ分析图可以
看出不同细菌之间的条带数目不一样，一般变性后

会出现两条带。条带的位置和两条带之间的距离是

区别不同细菌的关键。为了更精确的区别菌种，本

研究采用双引物扩增细菌１６ＳｒＤＮＡ，进行 ＳＳＣＰ分
析（图３），结果显示ＤＮＡ样品变性后得到更多的单
链条带，更易发现差异，有利于鉴别菌种。

注：双引物：ＥＲ１０、ＥＲ１１与 Ｐ１１Ｐ、Ｐ１３Ｐ；银染；１：大肠埃
希菌，２：大肠埃希菌（产酶型），３：肺炎克雷伯杆菌，４：鲍
曼不动杆菌，５：屎肠球菌，６：粪肠球菌，７～８：金葡萄球菌
菌，９～１０：铜绿假单胞菌
图３　双引物ＰＣＲ扩增７种自发性腹膜炎常见感染菌的
ＤＮＡ产物的ＳＳＣＰ图

　　本研究成功地构建了自发性细菌性腹膜炎常见
菌的ＰＣＲＳＳＣＰ图谱，为进一步探讨该技术在自发
性腹膜炎快速诊断中的价值奠定了基础。随着

ＰＣＲＳＳＣＰ分析操作系统化，有望成为检测和鉴定自
发性腹膜炎致病菌种的简便、快捷的方法。
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