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　　摘要：以笔者所在实验室提供，从新鲜奶样中初步分离并通过生理生化鉴定的大肠杆菌为研究对象，设计一对特
异性引物，ＰＣＲ技术检测分离的大肠杆菌。结果表明，扩增的１６ＳｒＲＮＡ序列大小为１４１９ｂｐ，与ＧｅｎＢａｎｋ上发表的大
肠杆菌１６ＳｒＲＮＡ序列核苷酸同源性为９６％，从分子水平上确定分离的菌为大肠杆菌。这为奶牛隐性乳房炎的分子
生物学鉴定奠定了基础。
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　　奶牛乳房炎是奶牛高发病之一，极大地影响了奶牛业发
展［１］，根据临床表现可分为临床型、非临床型２种。其中，非
临床乳房炎即隐性乳房炎，最主要是奶牛隐性乳房炎［２］，导

致奶牛隐性乳房炎的病原菌主要有金黄色葡萄球菌、大肠杆

菌、无乳链球菌等，其中大肠杆菌较为重要［３］。目前，奶牛乳

房炎的治疗主要靠抗生素，但是经过时间积累，大量使用或者

滥用抗生素现象较为突出，导致抗生素大量残留在奶牛体内，

最终导致其产生耐药菌株［４］。因此，尽早诊断出导致奶牛隐

性乳房炎的病原菌，对人类健康和经济发展至关重要［５］。奶

牛隐性乳房炎不仅给奶牛养殖业带来了巨大经济损失，而且

牛奶也因为奶牛患病而使其营养价值下降，甚至当人类食用

带有病原菌的牛奶后会给人类健康带来巨大威胁［６－７］。本研

究在生理生化初步鉴定的基础上，提取病原菌 ＤＮＡ，设计特
异性引物，通过分子生物学方法检测奶样中大肠杆菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ，并与ＧｅｎＢａｎｋ中发表的１６ＳｒＲＮＡ序列进行比较，以便
建立一种检测奶样中大肠杆菌的分子生物学方法。

１　材料与方法

１．１　材料
经过生理生化鉴定的大肠杆菌为笔者所在实验室从奶样

中分离保存。

１．２　细菌培养
在超净工作台中，将经过生化鉴定并进行纯化培养后初

步确定的大肠杆菌接种到 ＬＢ培养液中，再将培养液放置在
３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养２４ｈ后提取细菌ＤＮＡ。
１．３　细菌ＤＮＡ提取

应用ＣＴＡＢ结合ＳＤＳ法提取大肠杆菌 ＤＮＡ，取５μＬ进

行琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ含量。
１．４　大肠杆菌１６ＳｒＲＮＡ的ＰＣＲ扩增

根据 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的大肠杆菌 １６ＳｒＲＮＡ序列
（ＮＣ００２６９５），应用Ｐｒｉｍｉｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５引物设计软件设计１对
特异性引物，引物序列如下：Ｐ１，５′－ＧＡＡＴＣＡＣＡＡＡＧＴ
ＧＧＴＡＡＧＣＧＣ－３′；Ｐ２，５′－ＴＣＧＡＡＣＡＡＴＡＡＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣ－
３′，以提取的细菌ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，反应条件如下：
９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，４９．７℃退火１ｍｉｎ，７２℃
延伸１００ｓ，２８个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存，取５μＬ样
品进行琼脂糖凝胶电泳检测。

１．５　ＰＣＲ产物的测序和分析
将ＰＣＲ扩增产物送到深圳华大基因科技服务有限公司，

完成正反测序，序列结果运用ＤＮＡＳｔａｒ软件进行同源性分析。

２　结果与分析

２．１　细菌ＤＮＡ的提取
细菌ＤＮＡ经ＣＴＡＢ结合 ＳＤＳ法提取后于１％琼脂糖凝

胶电泳检测，结果表明，细菌ＤＮＡ约为２１０００ｂｐ（图１）。

２．２　ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳
ＰＣＲ产物经１％琼脂糖电泳检测，结果见图２，从图２可

以看出，ＰＣＲ产物约为１４００ｂｐ，与预测结果一致。
２．３　序列同源性对比

ＰＣＲ产物经测序后，将测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中大肠杆菌
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１６ＳｒＲＮＡ基因序列（ＮＣ００２６９５）进行同源性对比分析，发现
二者序列相似性为９６％，同源性对比结果见图３。

３　讨论与结论

细菌基因组ＤＮＡ提取方法较多，有ＳＤＳ法、ＣＴＡＢ法［８］、

传统ＤＮＡ抽提法、加热煮沸发、试剂盒抽提法、ｃｈｅｌｅｘ１００法。
本研究利用ＳＤＳ、ＣＴＡＢ混合法提取细菌基因组ＤＮＡ，通过琼
脂糖凝胶电泳检测可看到细菌ＤＮＡ提取过程中无污染，琼脂
糖凝胶条带中无拖尾现象，说明细菌提取的基因组ＤＮＡ较为
完整。

　　１６ＳｒＲＮＡ基因是细菌染色体上编码 ｒＲＮＡ相对应的
ＤＮＡ序列，存在于所有细菌的染色体基因组中，具有较高的
保守性，由于１６ＳｒＲＮＡ基因核苷酸序列总长度适宜，结构完
整，更便于对细菌进行各种研究。因此设计一对引物，以

１６ＳｒＲＮＡ为靶分子在适当条件下进行 ＰＣＲ扩增，便得到扩
增后的１６ＳｒＲＮＡ片段，将扩增后的１６ＳｒＲＮＡ基因序列与基
因库中的片段比对，便可以知道未知菌与其他菌的同源性，从

而完成对菌的鉴定。
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