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鸡源细菌中
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种四环素耐药基因多重
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检测方法的建立
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摘要!为建立一种同步检测鸡源细菌中
#

种四环素耐药基因

=7=,

$

=7=Y

$

=7=5

$

=7=Q

和
=7=*

的多重聚合酶链式反应'

FDT

(

方法"优化了多重
FDT

体系的引物和
E0

2

V;U

聚合酶浓度

及退火温度等参数"并考察了方法的灵敏度$特异性和适用

性#建立的多重
FDT

反应技术的最佳反应体系为%混合

V;U

模板
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=7=,

和
=7=*

的正反向引物各

85#
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=7=5
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=7=Y

和
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的正反向引物各
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4
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"

B

"

"8]FDT

反应缓冲液
#

"

B

"最终用
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?

4

<

补齐至
#8

"

B

&反应程序为%

&#X

预变性
#*,1

&

&#X

变

性
!8.

"

##X

退火
!8.

"

$4X

延伸
"*,1

"

!#

个循环&

$4X

延

伸
"8*,1

#该方法的灵敏度为
"8

4

D[d

)

*B

"且能广谱地检

测多种鸡源细菌中的
#

种四环素耐药基因#与传统的单重

FDT

方法相比"该多重
FDT

技术快速高效$适用性广#

关键词!鸡源细菌&四环素耐药基因&多重聚合酶链式反应&

快速检测
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#作为一种广普类抗生素$在禽

畜养殖场中被大量使用)

"

*

$导致病原菌产生耐药性)
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*

%研究

表明$中国肉鸡中多种致病菌对四环素类抗生素已经产生了

很高的耐药性)
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%因此$禽源四环素耐药菌的控制迫在眉

##



睫%大量证据)

'W%

*表明$数量庞大的非致病菌可以是耐药基

因的供体(受体和中间体$因此$近年来$在全细菌范围内研

究抗生素耐药性的污染特征和耐药基因的水平迁移规律$成

为揭示耐药性发生机制的新途径)

&
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%然而$关于在整个细菌

范围内进行耐药基因的筛查研究$现有试验)
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*大多基于

单重或不多于三重的聚合酶链式反应!
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#而展开$工作量非常大%因此$亟需开发耐药基

因的快速筛查技术%

细菌对四环素的耐药机理主要分为主动外排蛋白!涉及
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是鸡肉中较多

检出的四环素耐药基因)

#

*

$且涉及了
!

种四环素耐药机制%

目前$对这
#

种四环素耐药菌的多重
FDT

同时检测技术尚

未见报道%因此$本研究在已有的多重
FDT

技术开发经

验)
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*基础上$通过优化引物浓度(
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聚合酶浓度

和退火温度等因素$建立了同时检测
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和
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的五重
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体系$为禽源四环素耐药基因的大规模筛

查研究提供技术支撑%
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公司%
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主要仪器与设备
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凝胶成像分析系统"

AH-V76fTaP*+

2

HG
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方法

"545"
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四环素耐药基因片段阳性克隆
V;U

模板的制备

根据夏乐先等)

4"

*和刘宗保)

44

*的方法修改后制备四环素

耐药基因
=7=,

(

=7=Y

(

=7=5
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和
=7=*

片段阳性克隆的
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模板%菌株用含
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的
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殖
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后$取
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"4888G
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*,1

离心
!*,1

$弃去上清

液$无菌条件下加入
4*B

生理盐水$振荡悬浮混合均匀$再

用生理盐水依次
"8

倍梯度稀释至
"8

W"

#

"8

W%

$依次取

488

"

B

稀释菌液均匀涂布于固体
BY

培养基上$

!$X

过夜

培养$菌落计数并计算对应稀释液的活菌数$同时$依次取

4*B

稀释菌液悬浮
! *,1

$沸水浴
"8 *,1

后立即冰浴

"#*,1

$即得粗提
V;U

$

W48X

保存$作为
FDT

反应的模板%
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!

多重
FDT

预试验

!

"

#单重
FDT

灵敏性试验"以
#

种四环素耐药基因片段

阳性克隆的粗提
V;U

为模板$进行单重
FDT

并用琼脂糖凝

胶电泳观察结果$结合稀释菌液计数结果$初步确定
#

种耐

药基因的单重
FDT

灵敏性%

!

4

#多重
FDT

预试验"根据单重
FDT

的灵敏性$对
#

种

耐药基因阳性克隆稀释菌液分别选择合适的稀释浓度下的

粗提
V;U

模板$等比例混合后作为多重
FDT

的模板$进行

多重
FDT

扩增反应%

!

!

#反应体系"混合
V;U

模板
#

"

B

$

E0

2

酶
854#

"

B

$每

种基因的正向引物和反向引物各
"58

"

B
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J;RF9

"

B

$

@
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D-

4

9

"

B

$

"8]FDT

反应缓冲液
#

"
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$最终用
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4
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补齐至

#8

"
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%反应程序"

&#X

预变性
#*,1

+

&#X

变性
!8.

$

#!X

退火
!8.

$

$4X

延伸
"*,1
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!#

个循环+

$4X

延伸
"8*,1

%

以去离子水为模板作阴性对照%琼脂糖凝胶电泳观察结果%

"545!
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多重
FDT

参数优化

!
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#引物浓度的优化"在预试验的基础上$根据各基因

FDT

扩增产物的长度$按照表
4

进行引物浓度优化试验%

!

4

#

E0

2

酶浓度的优化"在引物浓度优化结果的基础上

优化
E0

2

酶的浓度$在多重
FDT

反应体系中分别添加
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"54#d
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45#8d
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"588
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$5#8d
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E0

2

酶$考察
E0
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酶浓度对扩增效果的影响%

!
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#退火温度的优化"依次选取
#!

$

##

$

#$

$

#%X

作为退

火温度$进行多重
FDT

反应体系退火温度的优化试验%

表
4

!

多重
FDT

体系引物浓度的优化

R+K-H4

!

<

>

=,*,Q+=,717M6716H1=G+=,71.7M

>

G,*HG.,1

*0-=,)FDT.

L

.=H*.

试验组
FDT

反应体系中各条引物的添加量'
"

B

=7=, =7=* =7=5 =7=Y =7=Q

" 85# 85# 85# 85# "58

4 85# 85# 85# "58 "58

! 85# 85# "58 "58 "58

9 85# "58 "58 "58 "58

# "58 "58 "58 "58 458

"5459

!

多重
FDT

的灵敏度和特异性分析
!

在多重
FDT

参

数优化的基础上$对混合
V;U

模板进行
"8

倍梯度稀释

!

"8

W"

$

"8

W4

$

"8

W!

#$考察多重
FDT

方法的灵敏度%粗提耐

药基因
=7=,

(

=7=Y

(

=7=F

(

=7=5

(

=7=!

(

=7=T

(

=7=-

(

=7=G

(

=7=Q

(

=7=E

(

=7=*

(

3.("

和
..(4

片段阳性克隆菌株的
V;U

$以优化

的反应条件和体系进行
FDT

$检测该多重
FDT

方法的特

异性%

"545#

!

禽源四环素耐药菌的
#

种耐药基因检测
!

4!

株已鉴

定四环素耐药基因携带情况的禽源四环素耐药菌!表
!

#在含

有
"'

"

2

'

*B

四环素的
Y?P

液体培养基活化后粗提
V;U

$

分别用上述优化后的多重
FDT

体系进行耐药基因的检测$

验证方法的实用性%

表
!

!

用于验证多重
FDT

方法实用性的
4!

株禽源四环素菌

R+K-H!

!

4!.=G+,1.7M

>

70-=G

L

=H=G+6

L

6-,1HGH.,.=+1=K+6=HG,+

0.HJM7G3HG,M

L

=/H0=,-,=

L

7M*0-=,)FDT.

L

.=H*

菌株

序号

携带四环素

耐药基因
种属

革兰氏染

色特性

" =7=, U:$I4$=4:)K=47:;$3

V

40I=0 A

a

4 =7=, Q=7%$=:$

V

4$;$%033

V

A

W

! =7=,

(

=7=Q (0I=)I0I)S/0I=7:).; A

a

9 =7=,

(

=7=Y Q

V

4)%

&

$/0I=7:).;3

V

A

W

# =7=Y T0I:$I$II.3I037$(

>

=)I.3 A

a

' =7=Q 60:%$/0I=7:).;3

V

A

a

$ =7=* ,7:$;$%033

V

A

W

% =7=,

(

=7=Y N.:=4)03

V

A

a

& =7=,

(

=7=Y Z37.S$;$%033

V

A

W

"8 =7=,

(

=7=Y ,7:$;$%033

V

A

W

"" =7=,

(

=7=Y U:$I4$=4:)K=47:;$3

V

40I=0 A

a

"4 =7=Q T0I:$I$II.3I037$(

>

=)I.3 A

a

"! =7=* Q=0

V

4

>

($I$II.33

V

A

a

"9 =7=Q ,I)%7=$/0I=7:3

V

A

W

"# =7=, Z37.S$;$%033

V

A

W

"' =7=Q 60:%$/0I=7:).;3

V

A

a

"$ =7=Q

(

=7=* T

>

:$)S73;0:)%.3 A

W

"% =7=Q T0I:$I$II.3I037$(

>

=)I.3 A

a

"& =7=,

(

=7=Q 60:%$/0I=7:).;3

V

A

a

48 =7=Q 60:%$/0I=7:).;3

V

A

a

4" =7=Q 60:%$/0I=7:).;3

V

A

a

44 =7=Q 60:%$/0I=7:).;3

V

A

a

4! =7=Q

(

=7=* Q

V

4)%

&

$/0I=7:).;3

V

A

W

4

!

结果与分析

45"

!

单重
FDT

灵敏性试验结果

用梯度稀释菌液的粗提
V;U

作为模板$对
#

种耐药基

因进行单重
FDT

扩增!图
"

#%选择比目的条带可见的稀释

梯度高
"

#

4

个梯度的稀释度$即
=7=,"8

W9

(

=7=*"8

W9

(

=7=5

"8

W!

(

=7=Y"8

W9

(

=7=Q"8

W9

$作为多重
FDT

中混合
V;U

的模

板稀释度%稀释菌液的平板计数结果表明$

=7=,

(

=7=*

(

=7=5

(

=7=Y

(

=7=Q

阳性克隆菌株菌悬液原始浓度为
#5"]"8

%

$

$5']

"8

%

$

95!]"8

$

$

95#]"8

%

$

&54]"8

%

D[d

'

*B

$再将各被选中的

V;U

模板稀释
#5"

$

$5'

$

95!

$

95#

$

&54

倍$制成
"8

9

D[d

'

*B

的菌液
V;U

粗提物$等比混合后获得用于开发多重
FDT

方

法的
V;U

模板%

!!

在多重
FDT

体系中$随着检测基因位点的增多$即引物

数量的增加$每条目的基因的扩增效率会受到影响$某种特

异性条带优先进行
FDT

反应$而部分条带甚至无法获得扩

增)

4!

*

%在本研究中也出现了类似的情况$当多种
V;U

模板

和引物混合反应后$部分在单重
FDT

中能够顺利扩增的条

带不再呈现目的条带%采取阶梯增加引物的策略$调整新加

入的引物浓度直至获得扩增$使得
FDT

体系从一重增加至

$#

第
!9

卷第
"8

期 白
!

龙等"鸡源细菌中
#

种四环素耐药基因多重
FDT

检测方法的建立
!



五重!图
4

#%但用该体系和程序对实际细菌样品进行
#

种耐

药基因的筛查时$发现部分基因无法扩增$因此需要优化多

重
FDT

的反应体系及反应程序%

图
"

!

不同稀释度
V;U

粗提液的单重
FDT

扩增结果

[,

2

0GH"

!

R/H+*

>

-,M,6+=,717MM,3H=H=

2

H1H.,1.,1

2

-HFDT

I,=/J,-0H1==H*

>

-+=H.

@54\ @+SHG

!

"5

四环素耐药基因五重
FDT

扩增条带
!

W5

阴性

对照

图
4

!

多重
FDT

预试验扩增结果

[,

2

0GH4

!

FGH-,*,1+G

L

+*

>

-,M,6+=,717M*0-=,

>

-HFDT

454

!

多重
FDT

条件优化

4545"

!

引物浓度
!

当
=7=,

(

=7=*

(

=7=5

(

=7=Y

和
=7=Q

的引物浓

度分别为
85"

$

85"

$

854

$

854

$

854

"

*7-

'

B

!即
#

对引物的单条引

物添加量分别为
85#

$

85#

$

"58

$

"58

$

"58

"

B

$浓度比为
"

#

"

#

4

#

4

#

4

$图
!

$泳道
!

#时$

#

个目的基因的扩增条带亮度相

近$均能得到比较好的扩增且无非特异性条带%

45454

!

E0

2

酶浓度
!

当多重
FDT

体系中的
E0

2

酶添加量为

"

"

B

!即
E0

2

酶的终浓度为
85"d

'

"

B

#时$

#

条目的条带最为

清晰!图
9

$泳道
!

#%

4545!

!

退火温度
!

对多重
FDT

反应的退火温度进行优化$

结果表明$当退火温度高至
#%X

时!图
#

#$部分条带不再扩

增$因此选择
##X

作为多重
FDT

的退火温度%

!!

综上$优化后的多重
FDT

反应体系为"混合
V;U

模板

#

"

B

$

E0

2

酶
"

"

B

$

=7=,

和
=7=*

的正反向引物各
85#

"

B

$

=7=5

(

=7=Y

和
=7=Q

的正反向引物各
"58

"

B

$

J;RF9

"

B

$

@

2

D-

4

9

"

B

$

"8]FDT

反应缓冲液
#

"

B

$最终用
JJ?

4

<

补

至
#8

"

B

%反应程序为"

&#X

预变性
#*,1

+

&#X

变性
!8.

$

@54\ @+SHG

!

"

#

#5=7=,

(

=7=*

(

=7=5

(

=7=Y

和
=7=Q

的引物浓度比分

别为
"

#

"

#

"

#

"

#

4

$

"

#

"

#

"

#

4

#

4

$

"

#

"

#

4

#

4

#

4

$

"

#

4

#

4

#

4

#

4

$

"

#

4

#

4

#

4

#

9

!

'

#

"85"

#

#

组的阴性对照

图
!

!

不同浓度的引物进行多重
FDT

扩增

[,

2

0GH!

!

U*

>

-,M,6+=,717M*0-=,

>

-HFDT0.,1

2>

G,*HG.I,=/

J,MMHGH1=6716H1=G+=,71.

@54\@+SHG

!

"

#

95E0

2

酶添加量分别为
854#

$

85#8

$

"588

$

"5#8

"

B

#

#

%5"

#

9

组的阴性对照

图
9

!

多重
FDT

体系中添加不同体积
E0

2

酶的扩增结果

[,

2

0GH9

!

U*

>

-,M,6+=,717M*0-=,

>

-HFDT0.,1

2

E0

2

I,=/J,M)

MHGH1=6716H1=G+=,71.

@54\@+SHG

!

"

#

95

退火温度分别为
#!

$

##

$

#$

$

#%X

!

#

#

%5"

#

9

组的阴性对照

图
#

!

不同退火温度对多重
FDT

扩增的影响

[,

2

0GH#

!

U*

>

-,M,6+=,717M*0-=,

>

-HFDTI,=/J,MMHGH1=

+11H+-,1

2

RH*

>

HG+=0GH

##X

退火
!8.

$

$4 X

延伸
" *,1

$

!#

个循环+

$4 X

延伸

"8*,1

%

45!

!

多重
FDT

的灵敏度和特异性

为了确定多重
FDT

体系的灵敏度$基于优化的
FDT

扩

增条件和反应程序$将含
"8

9

D[d

'

2

菌落的粗提
V;U

混合

模板稀释成
"8588C

$

"588C

$

85"8C

分别进行扩增%结果

表明$当混合
V;U

模板被稀释到
85"8C

时$使用本方法已

检测不到
=7=Q

基因$而
"588C

的稀释模板仍能扩增出所有

#

条目的条带!图
'

#%因此$本多重
FDT

反应的灵敏度为

"8

4

D[d

'

2

%

!!

以
"!

种耐药基因的阳性克隆菌株的粗提
V;U

为模板$

用优化的多重
FDT

体系进行扩增$考察体系的特异性%结

果表明$本方法仅可以检测
#

种目的耐药基因$对不含目的

耐药基因的样品无法扩增出条带!图
$

#%因此本多重
FDT

体系具有较好的特异性%

%#

安全与检测
!

48"%

年第
"8

期



@54\@+SHG

!

"

#

95

模板稀释梯度分别为
"8

W!

$

"8

W4

$

"8

W"

$

"8

8

!

#

#

%5"

#

9

组的阴性对照

图
'

!

不同稀释梯度的混合
V;U

模板的多重
FDT

扩增结果

[,

2

0GH'

!

U*

>

-,M,6+=,717M*0-=,

>

-HFDT0.,1

2

=H*

>

-+=H.

I,=/J,MMHGH1=J,-0=,71.

"

#

"'5

分别以
=7=,

(

=7=,a=7=Y

(

=7=,a=7=5

(

=7=Q

(

=7=*

(

3.("

(

3.(4

(

=7=F

(

=7=T

(

=7=E

(

=7=-

(

=7=G

(

=7=,a=7=*

(

=7=,a=7=Q

(

=7=,a3.("

(

=7=,a=7=* a=7=Q

的阳性克隆菌为模板进行
FDT

扩增的样品

!

@54\ @+SHG

!

W5

阴性对照

图
$

!

特异性验证结果

[,

2

0GH$

!

E

>

H6,M,6,=

L

7M=/H*0-=,)FDT.

L

.=H*

459

!

禽源四环素耐药菌的耐药基因检测

用建立的多重
FDT

体系和反应程序检测
4!

株本实验

室筛查获得并鉴定保存的禽源四环素耐药菌$检测结果与普

通单重
FDT

检测结果完全一致!表
!

$图
%

#%

4!

株禽源耐药

菌属于
""

个种属$包括肉杆菌!

60:%$/0I=7:).;3

V

#(溶酪大

球菌 !

T0I:$I$II.3I037$(

>

=)I.3

#(鞘氨醇杆菌!

Q

V

4)%

&

$/0I'

=7:).;3

V

#(气单胞菌!

,7:$;$%033

V

#(假单胞菌!

Z37.S$'

;$%033

V

#(热死环丝菌!

U:$I4$=4:)K=47:;$3

V

40I=0

#(库特

氏菌!

N.:=4)03

V

#(寡养单胞菌!

Q=7%$=:$

V

4$;$%033

V

#(乳酸

菌!

(0I=)I0I)S/0I=7:).;

#(海洋类香味菌!

T

>

:$)S73;0:)'

%.3

#(不动杆菌!

,I)%7=$/0I=7:3

V

#$且既有革兰氏阴性菌又

有革兰氏阳性菌%因此$本研究建立的多重
FDT

体系能广

谱地应用于禽源细菌的
#

种耐药基因筛查检测%

@54\@+SHG

!

"

#

4!5

实验室筛查获得并鉴定的四环素耐药菌菌株

W5

阴性对照

图
%

!

用多重
FDT

筛查
4!

株四环素耐药菌中
#

种

四环素耐药基因的存在情况

[,

2

0GH%

!

E6GHH1,1

2

7MM,3H=H=G+6

L

6-,1HGH.,.=+16H

2

H1H.K

L

*0-=,)FDT.

L

.=H*,14!

>

70-=G

L

,.7-+=H.7M=H=G+)

6

L

6-,1HGH.,.=+1=K+6=HG,+

!

!

结论
本试验通过优化四环素耐药基因引物的浓度(

E0

2

V;U

聚合酶浓度和退火温度等因素$建立了可以同时检测
#

种四环素耐药基因
=7=,

(

=7=*

(

=7=5

(

=7=Y

和
=7=Q

的多重
FDT

方法$灵敏度为
"8

4

D[d

'

*B

$可用于鸡源革兰氏阳性和革

兰氏阴性细菌中四环素耐药基因的快速筛查%目前已发现

98

多种四环素耐药基因)

"

*

$且在鸡肉产品)

#

*和饲养环

境)

49W4#

*中还存在除本研究所涉
#

种基因以外的其他多种四

环素耐药基因$因此$还需继续开发其他禽源四环素耐药基

因的多重
FDT

检测技术$以满足细菌中四环素耐药基因的

大规模筛查研究的需求%
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一芽一叶不完整
9

部分新梢叶片的叶展角较大

错采一芽两叶
!

部分新梢第一节间距较短!夹

爪的指尖有一定的宽度#+部分

新梢叶片的叶展角较小

采摘的新梢未能与茎秆

发生分离$但新梢的茎秆

部分发生夹损

"4

夹爪闭合时发生错位$采摘指

机械结构存在一定的加工误差

生错位是采摘成功率不高的主要因素%后续研究中$一方面

要提高采摘指机械加工精度$减少夹爪闭合时的错位+另外

一方面$将在采摘指夹爪指尖增加柔性材料$改善指尖与新

梢茎的接触状态%

#
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结论
通过分析人工采茶时手指的动作要领$并基于在茶园开

展的新梢形态及力学特征参数测量试验$本研究提出并设计

了模仿人工-提手采.的仿生采摘指%采摘指在气力驱动下$

通过定位(夹紧(提拉等动作实现对新梢嫩芽的选择性采摘%

基于支链结构运动学分析和遗传算法优化了采摘指结构参

数$使得力的传递效率提高了
4'5'C

$室内采摘试验成功率

约为
$8C

%后续研究将进一步提高采摘成功率$并与视觉识

别系统集成开展茶园现场试验%
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