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结合流式细胞仪检测技术的菌体原位 !"#扩增

吴彩云 蔡俊鹏" 杨汝德
（华南理工大学食品与生物工程学院 广州 02$%!2）

摘 要：建立一套原位 DEF检测方法，联合流式细胞仪作为检测工具，作为基因水平转移研究中的基因监控手段。
通过常规 DEF反应以确定靶基因的基本扩增参数；细菌菌体经过多聚甲醛 DGH液固定和溶菌酶处理后进行原位
DEF扩增，产物洗涤后迅速用流式细胞仪进行荧光检测，并辅以荧光显微镜镜检。扩增样品在荧光显微镜的蓝光
激发下发出明亮的黄绿色荧光，与空白对照中的无扩增菌体的自发荧光可明显区分。流式细胞仪检测结果也显

示，阴性菌与阳性菌的荧光强度有明显区别。完成了对目标细菌的原位 DEF扩增，并成功地应用流式细胞仪对原
位 DEF扩增菌体实施了检测。由此表明 7>DEF4流式细胞仪检测技术在细菌致病基因原位监控上的应用前景。
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原位聚合酶链式反应（7, >7?+ DEF，简称为 7>DEF）作为一
门新兴的检测技术，以其快速、灵敏及其可原位监测的特点

而被医学界及生物界的学者们普遍接纳并加以广泛应用。

该技术最先用于组织细胞中 L.K扩增［2］，自 2110年 M’@>’,
等［#］首次将该法用于检测细菌中基因的存在及表达情况后，

7>DEF更受到国外微生物学者们的青睐［"］，他们还利用流式
细胞仪（N(’B <C?’5-?-O，简称为 NE）可对混合细菌进行检测并
分选的特有优点［!］，将其作为 7>DEF 的后续检测分选工
具［0］，并获得理想结果。但国内目前对于该法在细菌检测中

的应用还鲜有报导。本实验室为了进行致病因子在细菌种

属间水平转移的研究，运用原位 DEF对副溶血弧菌耐热的
直接溶血素基因（ !"#）进行扩增并结合流式细胞仪实行检
测，为后续的基因监测工作打下技术基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 菌株：已知携带有耐热的直接溶血素基因（PQ-O5’4
>?69(- @7O-<? Q6-5’(C>7,，!"#）的副溶血弧菌（$%&’%( )*’*#*+,(-
./!%012，&;）标准毒力株 &;#0412源自上海疾病控制中心，由第
一军医大学流行病学教研室李志峰硕士惠赠。

$%$%& 酶和试剂：溶菌酶、@.PD>为 G-9<’公司产品，蛋白酶
R为 S-OT公司产品，3*4 L.K聚合酶、琼脂糖、多聚甲醛及
其他试剂为北京鼎国生物技术有限公司产品。

$%& 方法
$%&%$ 细菌的培养：将 &;#0412接种于碱性蛋白胨水培养基
（北京微生物培养基制造厂）于 "$U培养 #$ V #!Q，获得处于
对数生长期的菌液，用于制备菌体模板。同样条件下振荡培

养过夜，获得用于制备 L.K模板的高浓度菌液。

$%&%& 菌体处理：固定：以 2W"的体积比将菌液与新鲜配制
的 !X多聚甲醛 DGH液混合，!U下固定 2Q，%$$$OY57,离心

!57,收集菌体。以 2 Z DGH洗涤菌体两次，重悬于无水乙醇
中置 A #$U保存。溶菌酶处理：取低温保存的固定液 2$$![
（约 2$J 个菌体），以等体积的 2 Z DGH 洗涤两次，重悬于含

25\Y5[溶菌酶的 DGH中室温消化 2057,。2 Z DGH洗涤两次，
重悬于 #$![ 2 Z DGH中作为原位扩增模板。

$%&%’ 常规 DEF引物的设计和合成：参照文献［%］，并通过

G(6>?的同源性分析，在 !"# 的下游引物内加入一个混合碱
基，由上海基康生物技术有限公司合成。序列如下：[4?@Q：

0]4^PKKK^^PEPEP^KEPPPP^^KE4"]；F4?@Q： 0]4P^^KKPK 4̂
KKE（^）EPPEKPEPPEKEE4"]其中（^）为混合碱基。

7>DEF带荧光素引物的合成和标记：为了能进行 7>DEF
的研究，需要在一个 DEF引物上标记上相关的荧光素。在
常规 DEF引物的基础上，选取引物 [4?@Q作为荧光素的标记
对象，选用羧基荧光素（NKS，<6O9’_C8(+’O-><-7,，K9>Y35 ‘ !1#Y
02J,5）为标记荧光素，通过化学反应在 [4?@Q的 0]端标记上

NKS。该部分工作由上海基康生物技术有限公司完成。

$%&%( 常规 DEF扩增：采用细菌总 L.K的小规模快速制备
法［/］抽提染色体 L.K。扩增体系为 #$![：模板 L.K #![，!"#
上下游引物各 $a!!5’(Y[，! 种 @.PD> 各 $a#55’(Y[，3*4 酶

#b，S\# c 2a055’(Y[，2$ Z DEF 9+88-O #![，加 @M#d 补足至

#$![。扩增循环在 #!$$ 扩增仪上完成。DEF 参数为 1!U
#57,；1!U 20>，0%U #$>，/#U #$>，循环 "$次；/#U !57,，!U
保存。同时设立不加模板及不加 3*4 酶的空白对照各 2管。

$%&%) 原位 DEF扩增：采用热启动操作在与常规扩增同样
的体系中加入 #![菌体模板代替 L.K模板，并以同样的浓



度用经过荧光标记的 !"#$%代替没有标记的上游引物，以同
样的循环参数在 &’((扩增仪上完成扩增。同时设立不加荧
光引物及不加 !"# 酶的空白对照各 )管。(*& + ,-.洗涤产
物两次，立刻进行检测。

!"#"$ 镜检：将原位扩增产物涂于干净载玻片上，在荧光显
微镜（/!01,2. -3"4(）下以 )( + )((的放大倍数下观察。采
用蓝光为激发光，并使用 /!01,2. ,1"5( 成像监控仪控制
/!01,2. ,1"65783相机拍照。
!"#"% 流式细胞仪分析：流式细胞仪为 -8 公司的 9:6.
6;<=>?@型 ，使用 75(AB C 5(AB的带通滤片，阈值调整到小于
细菌颗粒的数值。

# 结果和分析

#"! 常规 &’(和 )*&’(反应条件的确立
在常规 ,6D 扩增实验中，通过条件的优化，获得了

&4E>F的扩增产物，与测序已知的副溶血弧菌 $%& 基因片段
的大小一致［4，G］。通过实验也获得了 $%&基因扩增的最佳参
数，而这些参数也是 =H,6D扩增体系的反应条件。
#"# 荧光显微镜检测
荧光显微镜检测发现，9:1在蓝光激发下发出黄绿色

的荧光，而副溶血弧菌自身在蓝光激发下也能产生微弱的绿

色自发荧光，但凭两者的荧光强度和猝灭时间的不同可用荧

光显微镜或 96仪加以检测区分。图 )":为蓝光激发视野中
的阴性菌（即空白对照中的无 8I:扩增菌），图 )"-为阳性
菌。阴性菌的荧光黯淡难以分辩，而阳性菌则发出明亮的黄

绿色荧光，由此可判断 =H,6D的成功原位扩增。

图 ! 原位 &’(产物检测图谱
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#+, 流式细胞仪的检测

图 &为原位 ,6D产物荧光强度分布频率曲线，相同的峰

面积表示收集的菌数相同，而峰的横坐标的明显差别则代表

阴性菌（:）和阳性菌（-）的荧光强度有明显区别，由此判断

阳性菌内的 $%&基因发生了扩增，带上了引物标记的荧光。

对原位 ,6D产物密度梯度图谱（略）的分析可知它们密

度最高的中心圆的横坐标（前像角）基本是一致的，由此说明

菌体大小是一样的，体内的基因扩增并不会影响菌体大小，

阴性菌和阳性菌经过同样的热循环后大小变化是一致的。

图 # 原位 &’(产物荧光强度分布频率曲线
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纵坐标荧光强度与图 &中的横坐标是相应的。由此进一步
说明经过 =H,6D后，阳性菌内的 $%& 基因发生了扩增并带上
了引物标记的荧光，从而使它们与阴性菌产生了能被 96仪
检测到的差别。

菌体损失率较高［E］是菌悬液原位 ,6D一直存在且急需
解决的问题。由于整个实验过程涉及反复的离心洗涤，使得

菌体的损失确实难以避免。另外，扩增循环中的反复升降温

过程导致的菌体热裂解及溶菌酶处理时的化学裂解等破坏

作用，更是使菌体的数目大量减少。为了获得菌体通透性和

回收率之间的最佳平衡，本实验进行了溶菌酶处理条件的优

化。结果表明，当酶浓度为 )BJSB!，处理时间为 )7B=A时，足
可让引物自由进入菌体与靶基因结合而又不至于使菌内物

质外流或使菌体胀破。除此之外，在进行 ,6D扩增时，采用
了热启动加样方式，并在保证扩增成功的前提下，尽量缩短

了循环中各步骤的时间，以使菌体尽量减少在高温中的暴露

时间以降低热力学破坏程度。本实验中，菌体模板经过整个

实验过程后，所得的回收率为 T7U，其中菌体损失最多的两
个步骤是溶菌酶处理及扩增热循环，其损失率分别为 )(*7U
和 GU。

, 结论

本实验以副溶血弧菌为对象，以 $%& 基因为靶，在国内
率先进行了细菌原位 ,6D扩增及其检测的研究，初步建立
了原位检测菌内基因的方法。该法的技术关键是原位扩增

模板的前处理，固定步骤使得菌体能承受后续的化学及热力

学破坏而保持菌体的完整性；溶菌酶的处理则改善了菌体的

通透性而使 ,6D引物等能进入菌体内与靶基因结合，进而
发生扩增。=H,6D与流式细胞仪的联合使用，更是解决了微
生物研究中检测与分选不能同步进行的难题，为微生物生态

学、流行病学等研究提供了一种全新的手段。本实验室将其

作为基因水平转移研究方法，是一种创新性尝试，已初步获

得成效。诚然，该法在回收率、固定剂选择、背景干扰等方面

或多或少还存在问题，尚有待进一步研究改善。
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