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　　【摘要】　目的　探讨用寡核苷酸芯片检测革兰阴性杆菌耐产超广谱β内酰胺酶抗生素耐药基因的可行性。方

法　制备了检测产超广谱β内酰胺酶革兰阴性杆菌寡核苷酸芯片。应用该寡核苷酸芯片检测１６例临床革兰阴性

杆菌耐药株，并与测序结果比较。结果　提取的ＤＮＡ产物随机引物标记后杂交，杂交结果差异无统计学意义。其

结果与测序结果相符。结论　寡核苷酸芯片可以推广应用到临床作为耐产超广谱β内酰胺酶抗生素快速诊断的一

种有效方法。

【关键词】　寡核苷酸芯片；　革兰阴性杆菌；　耐药基因；　产超广谱β内酰胺酶

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２９４５５．２０１０．２２．００１

中图分类号：Ｒ９６９．４ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１０）２２２４３３０３

犇犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪狀犱犪狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狅犳狅犾犻犵狅狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犿犻犮狉狅犪狉狉犪狔犻狀犱犲狋犲犮狋犻狀犵犲狓狋犲狀犱犲犱狊狆犲犮狋狉狌犿β犾犪犮狋犪犿犪狊犲狊犱狉狌犵狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲

犵犲狀犲狊　犠犃犖 犡犻犪狀犵狔犪狀犵
１，犛犝犖犉犲犻２，犑犐犉犪狀犵

３．１．犎狌狀犪狀犈狀狋狉狔犪狀犱犈狓犻狋犐狀狊狆犲犮狋犻狅狀犅狌狉犲犪狌，犎狌狀犪狀４１０００４，

犆犺犻狀犪；２．犜犺犲犜犺犻狉犱犡犻犪狀犵狔犪犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犆犲狀狋狉犪犾犛狅狌狋犺犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犎狌狀犪狀４１００７８，犆犺犻狀犪

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔ

ａｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎＧｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａｂｙｍｅａｎｓｏｆｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｐｒｏｂｅｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄ

ｔｈｅｇｅｎｅｃｈｉｐｗａｓｆａｂｒｉｃａｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅ１６ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｃａｓｓｅｔｔｅｐｕｂｌｉｓｈｅｄｉｎ

Ｇｅｎｅｂａｎｋ．Ａｎｄ１６ＧｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇＤＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．

ＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｐｒｏｂｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅ．犚犲狊狌犾狋狊　Ａｓａｒｅ

ｓｕｌｔ，ｉｔｉｓｃｏｎｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｏｎｅｅｘｐｅｃｔｅｄｂｅｆｏｒｅ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｉｓｒｅｓｅａｒｃｈｉｍｐｌｉｅｓｔｈａｔｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ

ｃａｎｂｅａｐｐｌｉｅｄｉｎｔｏｔｈｅｑｕｉｃｋｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎＧｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅ

ｂａｃｔｅｒｉａ

【犓犲狔狑狅狉犱狊】ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ；　Ｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａ；　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ；　ｅｘｔｅｎｄ

ｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓ

　　近年来，临床上３代头胞菌素等超广谱β内酰胺酶（ＥＳ

ＢＬｓ）类抗生素的广泛使用
［１］，使得产ＥＳＢＬｓ菌株的检出率逐

年上升，给临床治疗造成很大困难。传统的药敏试验在获得细

菌阳性培养结果后，尚需很长时间。为了更好地控制产ＥＳ

ＢＬｓ菌的传播，指导临床医生合理使用抗生素，需要一种更好

更快捷的检测方法。基因芯片作为最有效和快速检测细菌耐

药的方法，具有十分广阔的应用前景。本研究探讨用寡核苷酸

芯片检测革兰阴性杆菌耐ＥＳＢＬｓ耐药基因的可行性，为运用

寡核苷酸芯片快速诊断耐产ＥＳＢＬｓ抗生素的耐药菌提供依

据，现报道如下。

１　材料和方法

１．１　检测耐产ＥＳＢＬｓ抗生素寡核苷酸芯片的研制

１．１．１　ＥＳＢＬｓ耐药基因靶基因的确定　在中文文献数据库

ＣＮＫＩ（中国知网）和ＣＭＣＣ（生物医学期刊文献数据库）、英文

文献数据库Ｐｕｂｍｅｄ（ＮＬＭ，ＮＩＨ，ＵＳＡ）中筛选核心文献，最后

从这些文献中提取候选靶基因。

１．１．２　寡核苷酸探针的制备　Ｐｕｂｍｅｄ中下载确定要扩增的

靶基因片断，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｅｒｓ５．０、Ｏｌｉｇｏ６．０等生物学软件在

耐药基因的碱基对齐图上ＰＣＲ扩增区域内寻找出所有可能的

探针，从中遴选长度为６０ｍｅｒ的最佳芯片探针。结合Ｃｌｕｓｔ

ａｌｗ同源性分析软件找出特定耐药基因靶基因ＤＮＡ序列的高

度保守区，用ＤＮＡｓｔａｒＭｅｇＡｌｉｇｎ对获得的候选探针进行基因

内多重序列比对分析，去除其中存在的重复探针序列。将经过

筛选的所有探针，登陆美国生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎ

ｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）的网站（ｈｔｔｐ／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ），选择核酸序列的ＢＬＡＳＴ，进行数据库类似

检索，剔除其中物种特异性差的序列。

本研究中分别针对ｂｌａＴＥＭ耐药基因设计了３４条寡核苷

酸探针，针对ｂｌａＳＨＶ耐药基因设计了８９条寡核苷酸探针，针

对ｂｌａＯＸＡ耐药基因设计了８６条寡核苷酸探针，针对ｂｌａＶＥＢ

耐药基因设计了９４条寡核苷酸探针，针对ｂｌａＶＩＭ耐药基因设

计了９４条寡核苷酸探针，针对ｂｌａＣＴＸ耐药基因设计了９１条寡

核苷酸探针，针对ｂｌａＰＳＥ耐药基因设计了９０条寡核苷酸探针，

针对ｂｌａＩＭＰ４耐药基因设计了７６条寡核苷酸探针。制作探针

商业合成订单，委托美国ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司合成。

１．１．３　寡核苷酸芯片的制备　芯片的阵列设计包括定位对照

基因、空白对照和耐药基因检测探针。定位对照基因起到定位

作用，同时作为阳性对照，用来监控杂交反应的有效性；空白对
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照用来监控芯片的本底ＳＮＲ。

本课题研究的芯片设计的目的是为了同时检测多种耐药

基因。因此，在该芯片上，将包含有ＥＳＢＬｓ耐药基因靶基因的

探针，分别以每一个耐药基因的检测探针重复点样３次构建一

个亚阵列，在亚阵列末尾在探针数不足以形成一个方针的地

方，均以空白代替；然后再将这所有的亚阵列构建为一个大阵

列。每个亚阵列之间，分别以一行空白作为间隔。每个大阵列

在芯片片基上重复打印８次。

表１　以ｂｌａＴＥＭ基因为例，所设计的探针序列如下

探针名称 探针序列

ＣＵＳＴ＿１＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＴＡＴＧＣＡＴＣＴＧＡＡＴＴＡＡＣＡＡＡＴＧＡＡＣＴＴＣＴＴＡＡＡＡＡＡＧＡＣＧＧＴＡＡＧＧＴＧＣＡＡＧＣＴＡＡＡＡＡＣ

ＣＵＳＴ＿２＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＡＡＴＴＡＡＣＡＡＡＴＧＡＡＣＴＴＣＴＴＡＡＡＡＡＡＧＡＣＧＧＴＡＡＧＧＴＧＣＡＡＧＣＴＡＡＡＡＡＣＴＣＡＴＴＴＡＧＣ

ＣＵＳＴ＿３＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＡＡＴＧＡＡＣＴＴＣＴＴＡＡＡＡＡＡＧＡＣＧＧＴＡＡＧＧＴＧＣＡＡＧＣＴＡＡＡＡＡＣＴＣＡＴＴＴＡＧＣＧＧＡＧＴＴＡＧＴ

ＣＵＳＴ＿４＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＣＴＴＡＡＡＡＡＡＧＡＣＧＧＴＡＡＧＧＴＧＣＡＡＧＣＴＡＡＡＡＡＣＴＣＡＴＴＴＡＧＣＧＧＡＧＴＴＡＧＴＴＡＴＴＧＧＣＴＡ

ＣＵＳＴ＿５＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＡＣＧＧＴＡＡＧＧＴＧＣＡＡＧＣＴＡＡＡＡＡＣＴＣＡＴＴＴＡＧＣＧＧＡＧＴＴＡＧＴＴＡＴＴＧＧＣＴＡＧＴＴＡＡＡＡＡＴ

ＣＵＳＴ＿６＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＴＧＣＡＡＧＣＴＡＡＡＡＡＣＴＣＡＴＴＴＡＧＣＧＧＡＧＴＴＡＧＴＴＡＴＴＧＧＣＴＡＧＴＴＡＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＴＧＡＡ

ＣＵＳＴ＿７＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＡＡＡＡＡＣＴＣＡＴＴＴＡＧＣＧＧＡＧＴＴＡＧＴＴＡＴＴＧＧＣＴＡＧＴＴＡＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＴＧＡＡＧＴＴＴＴＴＴＡＴ

ＣＵＳＴ＿８＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＴＴＴＡＧＣＧＧＡＧＴＴＡＧＴＴＡＴＴＧＧＣＴＡＧＴＴＡＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＴＧＡＡＧＴＴＴＴＴＴＡＴＣＣＣＧＧＣＣＣＧ

ＣＵＳＴ＿９＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＴＴＡＧＴＴＡＴＴＧＧＣＴＡＧＴＴＡＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＴＧＡＡＧＴＴＴＴＴＴＡＴＣＣＣＧＧＣＣＣＧＧＧＧＣＡＣＡＣＴ

ＣＵＳＴ＿１０＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＴＧＧＣＴＡＧＴＴＡＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＴＧＡＡＧＴＴＴＴＴＴＡＴＣＣＣＧＧＣＣＣＧＧＧＧＣＡＣＡＣＴＣＡＡＧＡＴＡＡＣ

ＣＵＳＴ＿１１＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＡＡＡＡＡＴＡＡＡＡＴＴＧＡＡＧＴＴＴＴＴＴＡＴＣＣＣＧＧＣＣＣＧＧＧＧＣＡＣＡＣＴＣＡＡＧＡＴＡＡＣＧＴＡＧＴＧＧＴＴ

ＣＵＳＴ＿１２＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＡＴＴＧＡＡＧＴＴＴＴＴＴＡＴＣＣＣＧＧＣＣＣＧＧＧＧＣＡＣＡＣＴＣＡＡＧＡＴＡＡＣＧＴＡＧＴＧＧＴＴＴＧＧＴＴＡＣＣＴ

ＣＵＳＴ＿１３＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＴＴＴＴＡＴＣＣＣＧＧＣＣＣＧＧＧＧＣＡＣＡＣＴＣＡＡＧＡＴＡＡＣＧＴＡＧＴＧＧＴＴＴＧＧＴＴＡＣＣＴＧＡＡＡＡＧＡＡＡ

ＣＵＳＴ＿１４＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＧＣＣＣＧＧＧＧＣＡＣＡＣＴＣＡＡＧＡＴＡＡＣＧＴＡＧＴＧＧＴＴＴＧＧＴＴＡＣＣＴＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＴＴＴＴＡＴＴＣ

ＣＵＳＴ＿１５＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＣＡＣＡＣＴＣＡＡＧＡＴＡＡＣＧＴＡＧＴＧＧＴＴＴＧＧＴＴＡＣＣＴＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＴＴＴＴＡＴＴＣＧＧＴＧＧＴＴＧＴ

ＣＵＳＴ＿１６＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＡＴＡＡＣＧＴＡＧＴＧＧＴＴＴＧＧＴＴＡＣＣＴＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＴＴＴＴＡＴＴＣＧＧＴＧＧＴＴＧＴＴＴＴＧＴＴＡＡＡ

ＣＵＳＴ＿１７＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＴＧＧＴＴＴＧＧＴＴＡＣＣＴＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＴＴＴＴＡＴＴＣＧＧＴＧＧＴＴＧＴＴＴＴＧＴＴＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧＧＴ

ＣＵＳＴ＿１８＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＴＴＡＣＣＴＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＴＴＴＴＡＴＴＣＧＧＴＧＧＴＴＧＴＴＴＴＧＴＴＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧＧＴＣＴＴＧＧＴＡＡＴ

ＣＵＳＴ＿１９＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＡＡＧＡＡＡＡＴＴＴＴＡＴＴＣＧＧＴＧＧＴＴＧＴＴＴＴＧＴＴＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧＧＴＣＴＴＧＧＴＡＡＴＴＴＧＧＧＴＧＡＣ

ＣＵＳＴ＿２０＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＴＴＡＴＴＣＧＧＴＧＧＴＴＧＴＴＴＴＧＴＴＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧＧＴＣＴＴＧＧＴＡＡＴＴＴＧＧＧＴＧＡＣＧＣＡＡＡＴＴＴＡ

ＣＵＳＴ＿２１＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＧＴＴＧＴＴＴＴＧＴＴＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧＧＴＣＴＴＧＧＴＡＡＴＴＴＧＧＧＴＧＡＣＧＣＡＡＡＴＴＴＡＧＡＡＧＣＴＴＧＧ

ＣＵＳＴ＿２２＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＴＴＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧＧＴＣＴＴＧＧＴＡＡＴＴＴＧＧＧＴＧＡＣＧＣＡＡＡＴＴＴＡＧＡＡＧＣＴＴＧＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣ

ＣＵＳＴ＿２３＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＡＣＧＧＴＣＴＴＧＧＴＡＡＴＴＴＧＧＧＴＧＡＣＧＣＡＡＡＴＴＴＡＧＡＡＧＣＴＴＧＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＧＣＣＡＡＡＡＴＡ

ＣＵＳＴ＿２４＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＧＴＡＡＴＴＴＧＧＧＴＧＡＣＧＣＡＡＡＴＴＴＡＧＡＡＧＣＴＴＧＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＧＣＣＡＡＡＡＴＡＴＴＡＡＴＧＴＣＴ

ＣＵＳＴ＿２５＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＧＴＧＡＣＧＣＡＡＡＴＴＴＡＧＡＡＧＣＴＴＧＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＧＣＣＡＡＡＡＴＡＴＴＡＡＴＧＴＣＴＡＡＡＴＡＴＧＧＴ

ＣＵＳＴ＿２６＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＡＡＴＴＴＡＧＡＡＧＣＴＴＧＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＧＣＣＡＡＡＡＴＡＴＴＡＡＴＧＴＣＴＡＡＡＴＡＴＧＧＴＡＡＡＧＣＡＡＡＡ

ＣＵＳＴ＿２７＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＣＴＴＧＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＧＣＣＡＡＡＡＴＡＴＴＡＡＴＧＴＣＴＡＡＡＴＡＴＧＧＴＡＡＡＧＣＡＡＡＡＣＴＧＧＴＴＧＴＴ

ＣＵＳＴ＿２８＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＡＡＧＴＣＣＧＣＣＡＡＡＡＴＡＴＴＡＡＴＧＴＣＴＡＡＡＴＡＴＧＧＴＡＡＡＧＣＡＡＡＡＣＴＧＧＴＴＧＴＴＴＣＡＡＧＴＣＡＴ

ＣＵＳＴ＿２９＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＡＡＡＡＴＡＴＴＡＡＴＧＴＣＴＡＡＡＴＡＴＧＧＴＡＡＡＧＣＡＡＡＡＣＴＧＧＴＴＧＴＴＴＣＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＧＡＡＡＴＴ

ＣＵＳＴ＿３０＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＡＴＧＴＣＴＡＡＡＴＡＴＧＧＴＡＡＡＧＣＡＡＡＡＣＴＧＧＴＴＧＴＴＴＣＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧＡＣＧＣＡ

ＣＵＳＴ＿３１＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＴＡＴＧＧＴＡＡＡＧＣＡＡＡＡＣＴＧＧＴＴＧＴＴＴＣＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧＡＣＧＣＡＴＣＡＣＴＣＴＴＧ

ＣＵＳＴ＿３２＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＣＡＡＡＡＣＴＧＧＴＴＧＴＴＴＣＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧＡＣＧＣＡＴＣＡＣＴＣＴＴＧＡＡＡＣＧＴＡＣＡ

ＣＵＳＴ＿３３＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＧＴＴＧＴＴＴＣＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧＡＣＧＣＡＴＣＡＣＴＣＴＴＧＡＡＡＣＧＴＡＣＡＴＧＧＧＡＡＣＡＧ

ＣＵＳＴ＿３４＿ＰＩ４１５９２１５４１ ＡＧＴＣＡＴＡＧＴＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧＡＣＧＣＡＴＣＡＣＴＣＴＴＧＡＡＡＣＧＴＡＣＡＴＧＧＧＡＡＣＡＧＧＣＴＧＴＴＡＡＡ

１．２　检测耐产ＥＳＢＬｓ抗生素寡核苷酸芯片的应用

１．２．１　样本的制备　１６株革兰阴性杆菌临床分离株来源于

中南大学湘雅三医院，均已通过常规耐药性检测。煮沸法提取

细菌基因组ＤＮＡ，用超声波打断成４００～５００ｂｐ的低相对分

子质量片段，Ｃｙ３随机引物标记。

１．２．２　杂交及清洗　按照Ａｇｉｌｅｎｔ杂交试剂盒操作。

１．２．３　芯片扫描　使用安捷伦专用的芯片扫描软件 Ａｇｉｌｅｎｔ

ｓｃａｎｎｅｒ对芯片进行扫描；在芯片扫描过程中，可以运用放大镜

工具，放大扫描区域，观察扫描图的细节；扫描结束后，点击存

盘图标，将获得的扫描图像存盘。
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１．２．４　芯片扫描数据的提取与分析　采用ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｉｅｓ公司专用的数据分析软件对阳性荧光信号值、阴性荧光信

号值及空白对照的背景值进行统计分析。分析并提取每一个

芯片探针与样品杂交检测的信号强度值，转换为数值数据。在

特异性评价的基础上，Ａｇｉｌｅｎｔｓｃａｎｎｅｒ扫描软件通过数据统

计，自动确定每条探针的阳性标准。将数值数据以ＴＸＴ文件

的形式导出到Ｅｘｃｅｌ表进行阳性探针数量的分析。

１．２．５　耐药基因特异性扩增片段的克隆与测序　采用非标记

引物进行ＰＣＲ扩增。获得的ＰＣＲ产物克隆按Ｐｒｏｍｅｇａ公司

的ＰＧＥＭ（ｒ）ＴＶｅｃｔｏｒＳｙｓｔｅｍ１使用说明书操作。重组质粒

的测序由上海英俊公司完成。

２　结　　果

２．１　探针设计结果　以ＥＳＢＬｓ类耐药基因ｂｌａＴＥＭ、ｂｌａＳＨＶ、

ｂｌａＯＸＡ、ｂｌａＶＥＢ、ｂｌａＶＩＭ、ｂｌａＣＴＸ、ｂｌａＰＳＥ、ｂｌａＩＭＰ４为模式靶基

因，分别设计了ＥＳＢＬｓ类耐药基因检测探针，基因芯片检测探

针长度都是６０ｍｅｒ，其他参数如退火稳定Ｔｍ和ＧＣ％含量等也

都是按照设计参数，进行严格控制。

表２　芯片结果与测序结果相比较（狀）

项目

（基因）
芯片结果

测序结果

阳性 阴性 总数

ｂｌａＴＥＭ 阳性 １１ ０ １１

阴性 ０ ５ ５

总数 １１ ５ １６

ｂｌａＳＨＶ 阳性 ５ １ ６

阴性 １ ９ １０

总数 ６ １０ １６

ｂｌａＯＸＡ 阳性 ２ １ ３

阴性 ０ １３ １３

总数 ２ １４ １６

ｂｌａＶＥＢ 阳性 １ ０ １

阴性 １ １４ １５

总数 ２ １５ １６

ｂｌａＶＩＭ 阳性 ０ ０ ０

阴性 ０ １６ １６

总数 ０ １６ １６

ｂｌａＣＴＸ 阳性 １０ ０ １０

阴性 １ ５ ６

总数 １１ ５ １６

ｂｌａＰＳＥ 阳性 ０ １ １

阴性 ０ １５ １５

总数 ０ １６ １６

ｂｌａＩＭＰ４ 阳性 ０ ２ ２

阴性 ０ １４ １４

总数 ０ １６ １６

２．２　片打印结果　本研究构建的ＥＳＢＬｓ类耐药基因检测芯

片由８个重复的芯片阵列组成，而每个芯片阵列都是针对ＥＳ

ＢＬｓ类耐药基因检测的探针亚阵列组成。整个芯片阵列点阵

规则、均匀、探针点清晰、无融点发生。在打印革兰阴性杆菌耐

药基因检测芯片之前，ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司有丰富的操

作经验，因此，最终打印的革兰阴性杆菌耐药基因检测芯片阵

列，没有发生漏点和间距异常等问题。

２．３　寡核苷酸芯片检测耐ＥＳＢＬｓ类抗生素菌株

２．３．１　芯片检测结果　用革兰阴性杆菌耐药基因检测芯片共

检测了１６个菌株样品，耐药基因为阳性的样本在相应的探针

出现阳性信号，且芯片杂交检测信号强度值计算的阳性探针率

均值高，同时，阴性探针和空白对照荧光信号较弱，阳性探针率

值较低。

２．３．２　芯片检测结果与测序结果比较　以ｂｌａＴＥＭ 基因为

例，芯片检测到其中１１株证实含有该基因，５株不含此耐药基

因，与测序结果相吻合，特异性较高；两种检测方法都未检测到

ｂｌａＶＩＭ耐药基因；芯片检测结果显示其中有１株临床耐药株

中检测到ｂｌａＳＨＶ、ｂｌａＯＸＡ、ｂｌａＰＳＥ耐药基因、２株临床耐药株

中检测到ｂｌａＩＭＰ４耐药基因，而ＰＣＲ测序未发现该基因；经

ＰＣＲ测序检测出其中１株临床耐药株中含ｂｌａＳＨＶ、ｂｌａＶＥＢ、

ｂｌａＣＴＸ耐药基因，但芯片检测该基因为阴性。

２．３　重复性验证　分别用本课题研制的革兰阴性杆菌芯片阵

列３个，同时重复检测该样品３次。重复性试验结果表明，在

同一杂交条件下，批次内和批次间的芯片都能得到明显的阳性

杂交信号，说明制备的芯片具有较好的可重复性。

３　讨　　论

通过上述样品的初步验证性检验证实，本课题研制的ＥＳ

ＢＬｓ类耐药基因检测芯片阵列能清楚、显著地区分不同来源的

样品。

基因芯片技术作为病原微生物耐药基因检测和分型的一

种平台，其检测和分型的可行性主要依赖于芯片上所固定的靶

基因是否能实现这种目的，选择适合于检测基因芯片和分型基

因芯片的靶基因成为用基因芯片检测和分型耐药基因的关

键［３］。基因芯片的特异性与靶基因的特异性相关，本试验为了

增加基因芯片检测的特异性，避免交叉同源性，笔者针对所有

的耐药基因设计１０个以上的组合探针对耐药基因进行检测和

分型。

本研究中革兰阴性杆菌耐药基因检测芯片上全部探针都

由美国ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司合成，该公司使用喷墨技术，

将体积非常小的化学物质准确地进行点样，这一技术无需接触

载玻片表面，也不会引入表面接触的不均匀性，最终实现样点

的一致性及可重现性。安捷伦微阵列喷墨生产过程由获得专

利技术的质量控制（ＱＣ）系统进行逐点监测，该系统会追踪样

点是如何以及在何处印制的，消除样点丢失及偏离点现象，并

提供全方位的ＱＣ系统标准，１００％确保每个微阵列上每个样

点的呈现，确保每个微阵列上９５％以上的样点可以充分进行

杂交并可图像采集分析。

本课题组研制的基因芯片检测临床样品，芯片检测结果与

测序结果仍然存在小的差异。说明本研究所设计的部分探针

的特异性表现还不理想，在该芯片的下一轮优化改进时，还需

要不断增加检测样品的特异性探针。

芯片重复性试验结果表明，在同一杂交条件下，批次内和

批次间的芯片都能得到明显的阳性杂交信号，根据其结果分

析，与临床药敏结果一致，但是不管是批次间还是批次内芯片

同一探针经点的信噪比（ＳＮＲ）略有差别，所以目前建立的方法

只能用于细菌耐药性的定性检测。

样品制备上，当前多数公司在标记和测定前都要对样本进

行一定程度的扩增以便提高检测的灵敏度。（下转第２４３８页）
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