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奇异变形杆菌、洛菲氏不动杆菌 1 6s rRNA 3’一23s rRNA 5’问 

序列的克隆及测序 
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【摘 要】目的：对奇异变形杆菌、洛菲氏不动杆菌 16s rRNA 3’~23s rRNA 5’间序列(16S-23S rRNA intergenic spacer region， 

ISR)进行克隆测序，为分子探针技术鉴定两菌奠定基础。方法：针对临床常见致病菌 16s rRNA 3’～23s rRNA 5’间序列两端的 

16S及 23S。-RNA保守序列设计 PCR扩增的通用引物，对两菌进行扩增 ，利用 PMD一18 T Vector质粒对两菌的 PCR产物进行 

T载体克隆构建，测序后申报Genbank。结果：两菌的通用引物扩增产物构建的T载体克隆，测序结果经Blast分析，确定为两菌 

的ISR序列，申报Genbank获得接收。结论：成功的对奇异变形杆菌、洛菲氏不动杆菌ISR序列进行了克隆测序，该序列可以用 

于两种菌的通用引物 PCR扩增技术鉴定。 
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Cloning and sequencing of the 1 6s rRNA intergenic spacer region of proteus 

mirabilis and acinetobacter iwoffii 

sHI Let，e￡ 

(Molecular Biology Center，Research Institute ofSurgery，the Third Military Medical University) 

【Abstract lObjective：To clone and sequence of 16S一23S r RNA intergenie spacer re,on of Proteus mirabilis and Acinetobaeter lowffii for 

further identification of these two bacteria by means of molecular probe．Methods：The PCR universal clinical common pathogenic bacteria 

primers for 16S and 23S rRNA’S conserved sequences were~ signed．Then the genomes of these two bacteria were amplified。T Vector 

clones were constructed with PMD-18 T Vector ad PCR products．The vectors were sequenced and the sequence was submitted to 

Genbank．Ressdts．'T Vector clones were constructed with products amplified by using universal primers；according to Blast analyses，the 

results of sequencing were determined as ISR sequences of the two kinds of bacteria．And the reports to Genbank were accepted．Conclu一 

8ion：Genbank accepted the cloning and sequencing results of Proteus mirabilis and Acinetobacter lwoffii as new sequences．And these se— 

quences can be used to identify the two bacteria by universal primers． 

【Key words]Proteus mirabilis；Acinetobacter lwoffii；16s～23s rRNA intergenic spacer region；T vector 

目前聚合酶链反应(PCR)技术在临床致病菌诊 

断中的应用越来越受到人们的重视，特别针对多种 

／型的通用引物 PCR扩增技术，可以一次扩增多种 

临床致病菌及耐药菌株的DNA，结合凝胶电泳、寡 

核苷酸探针杂交、基因芯片等技术 ，可以快速、简 

便、灵敏而特异的对临床样本进行分析。而结合基 

因芯片技术更可以免除同位素、荧光标记的繁琐和 

污染等缺点，同时具有高通量、及时在线、高并行性 
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等优点，易于标准化和产业化 ，是当前临床基因检 

测的研究开发趋势之一[1．2l。 

目前细菌 PCR通用引物的设计多选择 rRNA 

基因，特别是 16s及 23s rRNA以及 16s～23s rRNA 

区间 (16s一23s ISR)序列。16srRNA、23srRNA在细 

菌及其他微生物的进化过程中高度保守，被称为细 

菌的“分子化石”，目前是最常用的细菌 PCR通用引 

物设计选择的靶点位置刚。但由于 16s及23s rRNA序 

列太保守 、进化太慢，无法区分某些种系非常接近 

的菌种及分型。而序列的进化速度是 16s rRNA的 

10倍，具有较高的突变速率，这使得 ISR序列既具 

有高保守性 ，又具有可变性的特点。因此可以作为 
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精细的分子指标，用于一些亲缘关系 ¨}密 的细 

菌的分类 、燎定和系统学研究I I 

奇异变形扦菌、洛菲氏不动杆茁这两剥，菌是临 

床感染的常见致病茼 ．临床鉴定多采用血琼脂培养 

后 化检删等疗法，繁琐1『i『日耗时 【乇．堆以陕速卣 

接的得到结果 南于其 1 【RNA 3’～23“RNA 5’r开] 

序列R前未有报道． 能用 厂基 片等基 鉴定 

方法．为了解决浚问题，简化诊断程f：7-，节省梭 时 

口̈]，匈今后建 高通量 、高速度的r 床微 物榆洲 

芯片段其广泛应用提供基训 ．我们州阿种茼的 16s 

rRNA 3’～23slRNA 5’I~1．g-P0片段进行 免隆测序 

和鉴定 

材料与方法 

I I 主要材料及仪器 

I I l奇异’妲形秆菌 滞菲氏小动杆阿 l_J1大H 医院椅骑科 

细菌室提供．喀定参照《全 l l床精骑操作觇1'7'~JJ12衍： 

u 2 R 增 jI物 ．洲序引物 di L悔生 1。物 有限公司 

合成： 

1．1j PM1)一I 8Tv lnr 走连盅 I：物{TAK4R̂ )幸物有限公刮； 

1 1 4Ⅳ R仪 VFC1 00PCR仪 ，姜M MJ； 

1 1．5凝艘戒像系统 I；1)S8000，荚 t3,PInc 

1 1．6基周删 仪 CEQTMSOO0．荧同 pkIlia 1蛩 

1 2计算机软 件 

1 2．I Primer PFim{ r 5 O I I-M1FR l l u[I It／lerlltl[i⋯1al 

l 2．2 A riay DesiNler 2．0 PR1"2Mll2R Iliosl,Ii hlternalinna[： 

i 2．3 CfImn1a#l 45 】 hnelysium Ply 1．1d 

I 3主要实验方法n 

I 3 1根拊临康常见致精菌 16s rl{、A 3’一23 rR、̂ 5’riiJI 刊 

两端的i 6s醴23srli、A恽守序州世iI I{扩增的趣用0I物 

c卜游 ：’13’(，TAC At ̂ CCG CC(：c．T‘：下 ：CCI FI ( CC l 

l：AC l， I’̂ (1『r)， _f从 两种 巾提取 的蕈 组 进行 I{扩 

增．扩增条件如表 1．『 l 

I 32利用 卜海乍 生 l韵有限登 刊 17；ll地化酞剂盒纯化 H．R 

表 I 通用 引物 PCR扩增体系 

试剂 

lO×Fx[ n Phdi~r 

NTPs f 2 5i rlm‘ 【 PaI h 

31g(7I l 25 m } 

Primt rF(25tx nl J 

Prinl~r Rl 25 m 

l】NA tio。％'lilt~ril,~p l 51 I u 

Templa_P 

R F H，【】 

』 

山  ＼ 
50 t’ hnm — - 72( 2nun 

』 

图l 通用引物}，【 R扩增反应条件 

产物 ； 

I．3．3 pⅥI 一lRT v⋯1)r质赎州两 fl：i PCR产l拘进行1、戟海 

克隆树建： 

1 3．4氨化 法i刚备 1il}1t5“走肠杆【 l感受忐绷恤，转化 

r载体宛降．培养 振 增雨 捕捉质粒； 

l 3．s逋 弓l韧 PCI{扩增鉴定疆牲 ．蚌对 蕊牲进行 LI·厦向 

庠 ．删序引物 嗵Ⅲ删 序引物：MI 3P c 5’一 r̈Î 【̂ (  ̂ ： 

1，．6撤撮止臣同恻I芋站 垃计侧墒·j1斗枯 II：̂I TTT At r 

A(：G[： ：(  ̂ ；、．洲坷．拼披序列： 

l 3 7埘删l芋筱佴的序刊在 NCBI M站{ lllasl舒析．申搬 

! 结 果 

2 l 通 引物 PCI／扩增细菌 DNA PCR产物琼脂 

糖凝胶 电泳 

站果如图2所 ：阿菌通用引物扩增均有产物 

条带 ，条带清晰．均 卉， j 2000 DNA『ll ,rk 比较 大 

约在 l004)～J 500bp之间 

2．2 质粒转染感受态细胞．增茼培养后抽提质粒， 

_ ．_I· - ：  

I —— 

I：阱 、刈什 城 

引物 IN：It l 物 

c l：汀异 譬 B̈  遗川 

枷 n 批 

M 21)0fi I】、  ̂ k 

L I IJ U M 

图 2 两菌通用引物 f 扩增产物 电泳结果 

质粒琼脂精凝胶电泳 

结果如冈3所示 ：可见到清晰均齐肿质粒条 

特 

一 ～一 一 
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电泳结果 

『：洛非 [乇．f、动杆葡质粒涵 

硐弓1柳 H H 物 

U：奇 蚌变形杆菌曩 通 

用引劫 PCI{I 栅 

M 2 )f)DNAmarker 

图 4 质粒通用引劫 I {扩增产物 电泳 

785 

一 

一 一 
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3 讨 论 

本实验中，我们针对包括奇异变形杆菌及洛菲 

氏不动杆菌在内的多种菌的 ISR序列两端 16s及 

23s rRNA保守区设计通用引物，用该通用引物作为 

通用引物 PCR扩增检测的扩增引物，并对两种菌进 

行了扩增。对扩增产物采用了高效 T载体进行克隆 

构建、测序。经过反复的测序及测序结果的拼接分 

析，结果真实可靠。经过将结果提交 NCBI网站行 

Blast分析，没有与之重复的序列结果，申报 Gen— 

bank并被接受，公开了两个菌的 16s rRNA 3’～23s 

rRNA 5’间序列。 

我们将两个序列与 Genbank中 Blast结果中各 

序列进行比对： 

奇异变形杆菌 序列 ：我们 所提 交 的序列 

AY9939433’端第 4个碱基到第 304个碱基共约 

300个碱基与 Genbank上已经公开的奇异变形杆菌 

的 16s rRNA部分序列吻合，末端从第 721个碱基 

始到第 1193个碱基与 Genbank上已经公开的奇异 

变形杆菌的 23s rRNA部分序列吻合，证明测序结 

果可靠，准确性高。另外两端的序列与多种细菌的 

16s及 23s rRNA有至少 200碱基以上的吻合，说明 

ISR序列两端 16s及 23s rRNA序列保守，在此区域 

设计通用扩增引物可以对多种细菌进行有效的 

PCR扩增获得产物。在 16s及 23s rRNA之间大约 

有 400多碱基区域在 Genbank奇异变形杆菌基因 

组中没有相匹配序列，证明我们所提交的 ISR序列 

是未有人申报的新序列。该 ISR序列与基因库中序 

列没有超过 80bp的序列吻合 ，而且在第 304碱基 ～ 

第 436碱基 、第 513碱基 ～第 558碱基、第 607碱 

基 ～第 709碱基三段区域与现有 Genbank中的序 

列没有吻合 ，这三个区域可认为是奇异变形杆菌 

ISR序列的特异区域，在此区域设计特异性诊断探 

针，可以对奇异变形杆菌进行特异性基因诊断。 

洛菲氏不动杆菌序列 ：我们所提交的序列 

DQ188904与 Blast结果比对，序列 3’端第 4个碱基 

到第 209个碱基共约 200个碱基与 Genbank上已 

经公开的洛菲 氏不动杆菌或不动杆菌属的 16s 

rRNA部分序列吻合，末端从第 824个碱基始到第 

994个碱基及第 1040碱基到第 1290碱基与 Gen— 

bank上已经公开的洛菲氏不动杆菌或不动杆菌属 

的 23s rRNA部分序列吻合，证明测序结果可靠，准 

确性高 ，且说明不动杆菌属 ISR序列两端 16s及 

23s rRNA序列保守，在此区域设计通用扩增引物可 

以对多种细菌进行有效的PCR扩增获得产物。在 

16s及 23s rRNA之间第 358碱基 ～第 589碱基 ；第 

616碱基 ～第 787碱基与不动杆菌属部分序列吻 

合，而没有完全匹配的基因序列，证明我们所提交 

的 ISR序列是未有人申报的新序列。该 ISR序列与 

基因库中非不动杆菌属序列没有超过 80bp的序列 

吻合，虽然在上述两段序列与不动杆菌属部分序列 

吻合 ，但中间仍有部分区域特异性比较高(如：约第 

210碱基 ～约第 290碱基 ，约第 330碱基 约第 

710碱基区域)，在此区域设计特异性诊断探针，可 

以对洛菲氏不动杆菌进行特异性基因诊断。 

奇异变形杆菌及洛菲氏不动杆菌 16s rRNA 3’ 

- 23s rRNA 5’间序列的公开为科研及临床对这两个 

菌的新的检测方法提供了可能。ISR序列在种系进 

化发展过程中变异度较高，其在不同种的细菌中拷 

贝数、长度、碱基排列顺序以及含有的 tRNA基因的 

数量和种类不同，这些不同可用于临床对细菌种系 

甚至分型的鉴定。我们在该序列区域分别设计针对 

此两菌的特异性检测探针，结合 16s及 23s rRNA保 

守区设计的通用引物 PCR扩增、基因探针杂交、基 

因芯片等技术对于此两菌的临床鉴定及分型提供 

了新的方法和思路。另外，这两个 1SR序列是以 l6s 

(下转第 835页) 
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可使胎盘血管收缩 ，胎儿一胎盘循环阻力增大，缺 

氧、缺血及应激均可导致脑、胎盘等组织 NPY的合 

成及释放再增加_1]1。过度升高的NPY可导致胎儿重 

要器官缺血 、缺氧损伤 ，加重循环不良，使胎儿各系 

统功能产生抑制，从而导致胎儿缺氧更加严重 ，NPY 

含量也更加上升 ，这种恶性循环，最后导致胎儿死 

亡。这一作用途径可能是 ICP胎儿窘迫或死亡发生 

发展的重要原因之一。 

本研究认为 NPY与 ICP及其并发症密切相关， 

监测 NPY的变化可作为诊断 ICP和预测 ICP胎儿 

宫内情况指标之一；推测 NPY受体拮抗剂的应用可 

能是改善胎儿不良结局的一条新途径。 
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及 23s rRNA保守区设计的通用引物扩增获得的片 

段序列。因此，这两个片段的测序及 Genbank的收 

录发表丰富了细菌通用 PCR扩增及基因芯片检测 

的靶样本范围，对于扩大一次 PCR扩增及基因芯片 

对临床标本的检测范围做出了贡献 并且可以大大 

促进临床细菌通用 PCR扩增检测试剂盒及检测基 

因芯片的开发和临床应用 

(通讯作者：周元国，第三军医大学野战外科研究所分子生物 

学中心，ygzhou@cta cq．cn) 
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