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EMB基因330密码子分子 DNA探针设计及荧光检测 
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陈庆海 ，府伟灵 ，刘春江 ，吴 蔚 ，匡 红 (1．第三军医大学附属西南医院检验科，重庆400038；2．解放军第452医 

院，四川 成都 610021) 

[摘 要] 目的 针对结核杆菌耐乙胺丁醇embB330密码子位点设计分子DNA探针，尝试运用荧光分光光度计直接观测液 

相中分子 DNA探针与embB330密码子扩增产物杂交后的荧光信号，从而检出该位点突变。方法 运用软件 Beacon designer设计 

embB基因包含 330密码子的分子 DNA探针，应用荧光分光光度计检测 embB306密码子扩增片段与探针杂交后荧光信号，比较扩 

增产物测序结果。结果 通过荧光分光光度计观测到结核标准株及 embB330密码子突变株 PCR产物与探针杂交后荧光信号存在 

显著差异；33株耐乙胺丁醇组与 10株 H37RV标准株对照组荧光信号强度比较，耐乙胺丁醇组 embB330密码子突变检出率为 3％， 

测序法突变检出率为3％。结论 分子DNA探针技术可以有效检测embB330密码子单碱基靶点突变；应用荧光分光光度计直接观 

测液相荧光杂交信号简单、灵敏。 
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Fluorescence detection and molecular DNA probe design of 330 codon in embB gene 

CHEN Qing—hai，FU Wei-ling，LIU Chun-jiang，WU Wei，KUANG Hong(Southwest Hospital，Third Military Medical Universi- 

ty，Chongqing 400038，China) 

Abstract：Objective To design molecular DNA probe detecting embB330 codon of Ethambutol resistant mycobacterium tuberculosis 

(MTB)，and to detect fluorescence of mutation site of embB330 codon in liquid by fluorescence spectrophotometer．Methods The software， 

beacon designer，was used to design molecular DNA probe detecting embB306 codon and detecting fluorescence signal from hybridization be— 

tween the amplified product and probe by fluorescence spectrophotometer，and confer to the sequencing results．Results The difference be— 

tween PCR products from standard strain and Ethambutol resistant one is obvious in detecting the fluorescent light by use of fluorescence mi— 

eroscope．We detected fluorescent light signal between the 33 Ethambutol resistant strains and 10 H37RV standard strains．The rate of resist— 

ant Ethambutol detected is about 3％ ．and the rate of sequencing is about 3％ ．Conclusion The technology of molecular DNA probe can ef- 

fectually detect a mutation single basyl site of embB 330 codon．Fluorescence spectrophotometer have characteristics such as high sensitive— 

ness．simple to directly detect the fluorescent light in liquid． 

Keywords：Ethambutol resistant embB gene；330 codon of mutation site；molecular DNA probe；fluorescence spectrophotometer 

近年来，国内外学者在分子水平上对引起结核乙 

胺丁醇(Ethambutol，EMB)耐药的突变基因作了详尽 

的研究。研究结果表明结核杆菌 embB基因306位密 

码子突变是耐 EMB产生的主要原因，其他 285、303、 

330密码子等突变也是引起该类耐药的重要原因 。 

针对广泛存在的单碱基突变位点不易检测，应用分子 

探针高灵敏直接检测单碱基突变是近年来一个重要技 

术发展。其中具有茎环结构分子 DNA探针就是一类 
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根据核酸碱基配对原则和荧光共振能量转移(FRET) 

现象而设计的DNA探针，对单碱基检测具有很高的灵 

敏性和特异性L2 J。本研究选择结核杆菌耐乙胺丁醇 
一 个重要突变位点embB330密码子，设计相应的分子 

DNA探针，通过扩增及杂交、采用荧光分光光度计观 

测液相杂交荧光信号，并比较测序结果，为结核杆菌耐 

药位点准确测定提供一种新手段。 

1 材料与方法 

1．1 乙胺 丁醇耐药菌株、标 准株来源及其基 因组 

DNA提取 

结核分枝杆菌标准株 H37RV(ATCC 27294)来源于中国药 

品生物制品鉴定所，耐乙胺丁醇结核分枝杆菌菌株来源于重庆 

市肺科医院(42RE＼AO21E＼307E等共33株)，金葡菌对照组来 
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源 于 本 科室 。 按 全 国结 核 病 细 菌学 检 验 标 准 化 规 程 进 行 分 支

杆 菌培 养 ( R o c h 培养基 ) 、 菌种 鉴 定 和 药 敏 试 验 。 灭 活 条 件 为 ：

8 5 ℃
，

1 h 。 采 用 Q1A N G E N 公 司 的细 菌基 因组 D N A 提 取 试 剂

盒 提取 D N A
， 耐 乙 胺 丁 醇 结 核 分枝 杆 菌 菌 株 和 标 准 株 D N A 提

取 后 ， 置 一 2 0 ℃ 冰箱 中备用 。

1 ． 2 主 要 仪 器

荧 光 分 光 光 度 计 、 热 循 环 仪 ( G e n e A m p P C R S y s t e m 2 7 0 0

型 ) 、 碧 云 天 恒 温 水平摇 床 、 电泳仪 、 离心 机 等 。

1 ． 3 引物 及 分 子 D N A 探 针 设 计 、 合 成

经 查 寻 文 献 ， 选 择 结核 杆 菌 耐 乙 胺 丁 醇 ( E M B ) e m b 基 因包

含 3 3 0 密码 子突 变位点 的序列设 计 分子 D N A 探 针 。 登 陆 G e n —

B a n k
， 找 到结 核杆 菌耐 乙 胺 丁 醇 ( E M B ) e m b 基 因包 含 3 3 0 密 码

子 突变 位点序列 ， 在 P r i m e r P r e m i e r V 5 ． 0 软 件 上 设 计 结 核 合杆

菌特 异性 引物 ， 经 N C B I B I ．A S T 比对 验 证 。 分子 D N A 探 针 设 计

软 件 采 用 B e a c o n d e s i g n e r 软 件 。 引 物 e m b B 3 0 6 e o d o n P r i m e r l ：

5 r - A G C T G G C G C A C C I
'

F C A C C C T - -3
， 引 物 e m b B 3 0 6 c o d o n P r i m —

e r 2 ：5
’

一 T G G C A G G c G C A T c CA C A G A -3
’

， 分 子 D N A 探 针 T B — e m —

b B 3 3 0 c o d o n M B ： 5
’

一 F A M — A G T C C A G T G G A G G A T C C C T ]
'

C G G C T G —

G A C T G G A C T — D A B C Y L ． ．3 。 引物 及 探 针 均 由上 海 生 工 生 物 科 技

有 限公 司合成 。

1 ． 4 结 核 杆 菌 e m b B 3 3 0 c o d o n 序 列 P C R 扩 增

P C R 缓 冲 液 5 t r L
、

d N T P ( 0 ． 4 m m o ~ L ) 0 ． 5 斗 L 、 M g C l
2

1 0

斗L 、 弓I物 e m b B 3 3 0 e o d o l l P r i m e r l ( 2 O D ／4 0 肛L ) 0 ． 5 肛L 、 弓l 物

e m b B 3 3 0 c o d o n P r i m e r 2 ( 2 O D／4 0 斗L ) 0 ． 5 斗L 、 模板 ( 含 H 3 7 R V

或耐 E M B 菌 株 4 2 R E ＼A 0 2 1 E ＼3 0 7 E 等 ，
1 0 0 m m o ~ L ) 2 ¨L

、

d d H 2 0 2 9 ． 5 肛L
、

T B — e m b B 3 3 0 c o d o n M B ( 10 0 m m o L／L ) 1 IL L 、
T a q E

1 止 ， 上 述 组 份t昆合液建 立 5 0 止 的 反 应 体 系 。 _r B 分 子 D N A

探 针 P C R 扩增 条件 为 ：在 热循 环 仪 上 9 4 ℃ 预 变性 5 ra i n 后 ， 按

9 4 ℃ 3 0 S
，

6 5 oC 1 m i n 和 7 2 ℃ 1 ra i n 运 行 3 5 个 循 环 ， 9 4 ℃ 变性

3 0 S 后 ，
7 2 ℃ 退 火 l ra i n 结 束 。

1 ． 5 荧光 分 光 光 度 计 的 液 相 观 测

实 验步骤 ：荧 光 分 光 光 度仪 的石 英 比 色 器 最 低 体 积 要 求 为

l m L
， 标 本作稀 释 ：2 5 止 M B — P C R 标 本 + 9 7 5 灿 无 菌三 蒸 水 。

打开 荧 光 分光 光 度 计 ， 进 入 操 作 界 面 。 选 择 激 发 波 长 4 9 4 n m
，

发 射 波 长 5 2 2 n m 。 开 盖 放 人 比 色杯 空 白 调 零 。 以 1 m L 无 菌

d d H
：O 测定做空 白对 照 。 标本 编号 ， 做 荧 光 定 量 检测 。 保 存 实

验数据取 出 比色杯 ， 清洗 。

1 ． 6 临 床 耐 药 分 离株 P C R 扩 增 产 物 测 序

3 3 株 耐 乙 胺 丁 醇 ( E M B ) 结 核 分枝 杆 菌 P C R 扩增 产 物 ( 扩

增 按 以 上 方案 ， 不 加入 T B — e m b B 3 3 0 e o d o n M B ) ， 产 物 由上 海 生 工

生 物科 技 有 限公 司测序 。

2 结 果

分 子 D N A 探 针 T B ． e m b B 3 3 0 密 码 子 M B 二 级 结 构 预 测 见

图 1 。

运 用 荧光 分光光 度 计 观 测 e m b B 3 3 0 密 码 子 序 列 扩 增 一 分

子 D N A 探 针杂 交结果见 图 2 。

结 核 杆 菌 耐 乙 胺 丁 醇 临 床 分 离 株 P C R 扩 增 产 物 测 序 ， 发

现 e m b B 3 3 0 c o d o n 位 点 突 变 仅 1 株 ：3 0 5 S R E
， 为 T F C ~ G T C ；其

余 ：6 0 5 E 、 9 4 2 E R
、

9 8 7 E 、 15 3 E 、 A 0 2 1 E 、 10 2 E 、 4 0 9 E R 、
0 7 5 E S 、

2 9 2 E R ?
8 5 E ? 5 3 E ? 3 0 7 E

?
2 0 7 E

?
4 2 R E

?
5 5 3 E

?
6 4 R E ?

2 E R
?

4 2 4 S E
7 ．

6 0 5 E R ?
4 19 S E

?
4 5 1 E R ? 0 4 R E ?

7 5 R E
?

5 2 S E
?

A 7 9 R E ?
7 0 8 E

?
8 4 1 E S

?

3 2 5 E
、

A 7 4 E
、
6 9 R E

、
8 2 R E 、 5 4 E R 未 见 e m b B 3 3 0 c o d o n 位 点 突 变 。

突 变 率 为 3 ％ 。 3 0 5 S R E 突 变株 测 序见 图 3 。

F i l e ：Un t i t l e d l l 2

Mo d e ：No r m a l

R a n g e ： 1 — 3 5

t o t a l S e c o n d a r y S t r u c t u r e E n e r g y ：
一 1 4 ． 9 k c a l ／ra o l

图 1 e m b B 3 3 0 c o d o n M B 探 针 设 计 二 级 结 构 预 测

7 ． 0

6 ． O

5 ． O

凳4 ． 0

』

最 3 ． 0

2 ． O

I ． 0

0 ． O

口 无 M B 宅 白 对 照 组

医 盈 金 葡 菌 对 照 组

疆 翻 3 0 5 S R E 3 3 0 c o d o n 突 变 株

口 e m b B 3 3 0 c o d o n 无 突 变 组
l H 3 7 R V 标 准 菌 株

分 组

图 2 荧 光 分 光 光 度 计 观 测 e m b B 3 3 0 c o d o n - P C R 扩 增 分

子 D N A 探 针 杂 交液相 荧 光 强 度 对 照

3 讨 论

E M B 是 具 有 广谱 抗 分 支 杆 菌 活 性 的 一 线 抗 结 核

合成药 物 ， 被广 泛 应用 于 结 核分枝杆菌 、 鸟分枝杆菌 和

堪 萨斯 分枝 杆菌等引起 的 结 核 的治 疗 ， 具 有 比异 烟肼

更 广 的抗 菌谱 。 为 了提 高 乙 胺 丁 醇 的杀 菌作用 ， 研 究

结 核杆 菌对 乙 胺 丁 醇 的耐药机 制 ， 建立 结核杆菌精确 、

快 速 耐药性 检 测方 法 、 特别是 单碱基 突变 的精确定位 ，

对 结核病 防控 具 有 重 要 的 现 实 意 义
¨ J

。 目前 的 研 究

表 明结 核 E M B 耐 药 主 要 由 阿 拉 伯糖 基 转 移酶 的编 码

基 因 e m b B 突变 引起 ，
e m b B 第 3 0 6 位 甲硫 氨酸 密 码 子

突变 为缬 氨酸 最 常见 ， 此 外 ， 尚有 2 8 5 、
3 0 3

、
3 3 0 等密码

子 单碱基 突变 现 象 ， 较 为复 杂 多样
旧 J

。 传统 检 测 方 法

如 培养法 需 时较 长 ， 且 不 能 准 确 测 定 E M B 耐 药 基 因 。

随着分子 生 物 学 技 术 的 发 展 ， 使 用 分 子 探 针 ( 如 分 子

信标 ) 准确靶 向检测 D N A 突 变 位 点 ， 成 为 一 种新 的 高

灵 敏检测 技术
¨ �

。
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S T R A I N 一 1
、
2 ：T B 标 准 菌株 H 3 7 R V 的 e m b B 3 3 0 密码 子 正 ／反 向 序 列 ( 来 自 G e n B a n k ) ；3 0 5 S R E 一 1

、
2 ：T B 临 床 分 离株 3 0 5 S R E 的

e m b B — P C R 扩 增 产 物 a Y- ／反 向序 列 ；1 — 2 0 ：上 、 下 游 引 物 段 ；( 圈 所 示 为 3 3 0 密码 子 突 变 点 )

图 3 突 变株 3 0 5 S R E e m b B 扩 增 产 物 ／E ／反 向测序 与标 准 菌株 比 对 结 果 ( D N A s i s 软件 分 析 )

本研究 针 对 耐 乙 胺 丁 醇 位 点 e m b B 3 3 0 密 码 子 设

计分子 D N A 探 针 ， 随 着 扩 增 进 程 ， 实 现 边 扩 增 、 分 子

D N A 探 针 与 靶 D N A 边 杂 交 ， 运 用 荧 光 分 光 光 度 计 直

接观 测 液 相 中杂 交 产 物 的 荧 光 信 号 ， 达 到 准 确 检 测

e m b B 3 3 0 密码 子 靶 点 的 目 的 。 空 白 对 照 组 由 于 没 有

荧光素分 子 ， 所 以 荧 光 背 境 很 低 ；金 葡 菌 对 照 组 没 有

相 应模 板 及 靶 序列 ， 与 分 子 D N A 探 针 无 法 结 合 ， 茎 环

不 能 打 开 ， 荧 光 强 度 也 很 低 ， 但 有 一 定 荧 光 背 景 。

3 0 5 S R E 3 3 0 密码 子 突变 株 由于 点 突 变 r丌 c — G T C
， 与

分子 D N A 探 针 不 能 结 合 ， 茎 环 未 打 开 ， 荧 光 强 度 较

低 ，但 由于 有荧 光 素分 子 的存 在 ， 故 有 一 定 荧 光 背 景 ；

e m b B 3 3 0 密 码 子 无 突 变 组 与 分 子 D N A 探 针 完 全 结

合 ， 茎 环 打 开 ， 荧 光强 度 高 ， 但有 个别 为靶 环 其他 位 点

突变 ， 平 均值 与 H 3 7 R V 标准 菌 株略有 不 同 ；H 3 7 R V 标

准菌株没 有 点突变 ， 与 分子 D N A 探 针 完 全 结 合 ， 茎 环

打开 ， 荧光 强 度 最高 ；对 照 测序 结 果 ， 两 者 的 突 变 检 出

率为 3 ％
， 说 明本 地 区 e m b B 3 3 0 密 码 子 点 突 变 占结 核

杆菌耐 乙 胺 丁 醇 基 因 突 变 的 比例 较 低 。 通 过 荧 光 分

光 光 度 计
H 刮

直 接 观 测 液 相 中 的分 子 D N A 探 针 与 靶

点 杂交 荧 光 ， 快 速 鉴 定 部 分 结 核 杆 菌 耐 E M B 基 因 点

突变 ， 具 有无 须 分 离纯 化 、 简单 、 耗 时 短 、 高效 、 准确 等

优 特点 。
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