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摘要： 验证不同浓度黄色葡萄球菌 DNA 与特殊设计的分子信标探针杂交， 观察荧光强度的变
化，并验证该探针对于金黄色葡萄球菌 DNA的特异性。 利用特殊 ATMND 染料特异性嵌入缺失
DNA 位点的独特分子信标设计，并巧妙利用了能与 DNA 茎环结构杂交互补金黄色葡萄球菌特
异 DNA序列，导致茎环结构构相改变，而使 ATMND 染料离开缺失位点被重新激发荧光。 将不
同浓度黄色葡萄球菌 DNA 与分子信标探针杂交，观察荧光强度的变化，并选择标准菌株 DNA
对该探针进行特异性验证。 证实了这种探针能够特异性的选择杂交金黄色葡萄球菌目标序列，
随着金黄色葡萄球菌 DNA浓度的增强，荧光信号也随之增强，与其它沙门氏菌、大肠杆菌、阪崎
肠杆菌、单核细胞增生李斯特菌和铜绿假单胞菌 DNA相比，具有更为明显的荧光恢复功能。 荧
光信号随着金黄色葡萄球菌 DNA浓度的增高而增强，该探针在金黄色葡萄球菌 DNA 的识别上
具有一定的特异性。
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Abstract： In this manuscript，the effect of Staphylococcus aureus DNA hybridize special molecular
beacon on the fluorescence intensity was determined to designed a probe to sensitive to
Staphylococcus aureus DNA. The method using unique molecular beacon combined with ATMND
dye which embed into absent site to hybridize complementary Staphylococcus aureus specific DNA
sequence，resulting in stem -loop structure phase change and the ATMND dye is excited
fluorescence. Different concentration of Staphylococcus aureus DNA hybrid with designed molecular
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近年来，病原菌在全球范围内的肆掠，造成了
广泛的关注。 数千种病原菌已经被证实对人类具有
明显的危害作用，包括感染、食物中毒以及各种免
疫反应。

金黄色葡萄球菌是一种葡萄状排列的革兰阳
性球菌，该细菌能够造成人类皮肤感染、肺炎、脑膜
炎以及严重的食物中毒等状况。 有报道显示 20%的
人群长期携带该种细菌[1]。 当前在食品检测以及医
疗领域，金黄色葡萄球菌的检测一般都基于常规的
生化培养方法，时间 3~5 d。 因此如何减少检测时间
成为摆在食品监督以及医疗卫生领域的一大难题。

近几年，各种关于金黄色葡萄球菌在临床医疗
以及食品安全领域快速检测的新方法不绝于耳，相
关基础研究工作也在不断的推进，包括基于纳米颗
粒的免疫层析法 [2]，表面增强生物传感器[3]核苷酸链
式反应结合酶免反应检测金黄色葡萄球菌的肠毒
素 A 基因 [4]，环介导恒温扩增法检测金黄色葡萄球
菌，以及商业化 API 试剂盒以及金黄色葡萄球菌测
试片等实验室基础研究工作。 虽然这些新型的方法
较传统的方法能够缩短时间，但由于该类方法的重
复性较差，阻碍了其在现实工作中的推广。 因此，研
究并开发一种能够运用到实际工作中检测金黄色
葡萄球菌的检测体系，已成为摆在各类专业技术人
员面前的新课题和迫切需要。

分子信标是一种特异的 DNA 序列结构其中茎
部结构由两个互补序列结合杂交而成。 一个荧光基
团标记在一条序列的一头，而另一头则标记一个淬
灭基团。 由于荧光基团与淬灭基团的距离很近，荧
光信号被淬灭而不被激发。 这种特殊的基因机构在
很多领域具有运用[5-14]。 在作者的研究中，拟借用这
样的独特结构， 借助 ATMND 染料结合在核苷酸缺
失位点中，同时，利用 ATMND 互补的 C 碱基能够

淬灭该染料的荧光而暂时失去荧光信号的特点，设
计出新奇的检测方法。 这种方法针对金黄色葡萄球
菌序列并结合分子信标的环状互补序列，同时在分
子信标的茎部设计基因缺失位点， 让 ATMND 染料
能够嵌入且被互补的 C碱基淬灭。 由于 ATMND染
料能够自动插入缺失位点，并被 C 碱基淬灭，因此
当杂交目标序列被混入探针溶液后，茎环结构的构
象将发生根本改变 ， 分子信标变成打开状态 。
ATMND 染料也远离了 C 碱基， 荧光信号被重新恢
复。因此通过检测荧光强度就能客观反应目标 DNA
的存在。 这种利用 ATMND 无标记探针方法已经成
功的在腺苷、Pb2+、UO2、Hg2+的检测 [15-18]中有所使用。
当然，这样的独特的结构与设计方法与传统的分子
信标方法检测比较，大幅地降低了检测成本。 作者
将不同浓度的金黄色葡萄球菌 DNA 与设计独特的
分子信标探针进行杂交， 以获得金黄色葡萄球菌
DNA与分子信标探针荧光恢复的比例状况，同时验
证该分子信标探针以及结合体系与对金黄色葡萄
球菌 DNA 是否存在相关特异性。 为将来该方法真
正用于金黄色葡萄球菌的检测工作中奠定坚实的
基础。

1.1 材料
1.1.1 试剂 ATMND：美国 RYAN 科技公司产品；
细菌 DNA 提取试剂盒：鼎国生物产品；半固体培养
基：广东环凯生物技术有限公司产品；脑心浸液：广
东环凯生物技术有限公司产品；DNA 序列由上海生
工生物有限公司合成，序列可以参看表 1。其他的试
剂均为分析纯试剂并未进行其他纯化和改变。 所有
的实验用水均使用双蒸水进行。

材料与方法1

beacon and observe the changes of fluorescence intensity. Finally，the standard strains DNA were
used to verify the sensitivity to the probe. The probe has high sensitive to Staphylococcus aureus
target DNA，along with high concentration of target DNA. Compared with other Salmonella，
Escherichia coli，Enterobacter sakazakii，Listeria monocytogenes and Pseudomonas aeruginosa，the
probe has more obvious fluorescence recovery ability. The fluorescence signal increased along with
the increase of Staphylococcus aureus DNA concentration，the probe has a certain specificity in
identification of Staphylococcus aureus DNA.
Keyword： beacon，different concentration DNA，Staphylocossus aureus

70



李 乐，等： 梯度金黄色葡萄球菌 DNA 杂交分子信标激发荧光初探
研究论文

2014 年第 33 卷第 1 期食品与生物技术学报

1.1.2 菌株及培养基 阳性标准菌株为金黄色葡
萄球菌 （ATCC6538）， 阴性菌株为阪崎肠杆菌
（ATCC2900）、大肠埃希菌（ATCC25922）、铜绿假单
胞菌（ATCC27853）、单核细胞增生李斯特菌（CMCC
（B）54002）、沙门氏菌（CMCC（B）50115）。 所有的细
菌均保存于 4 ℃，半固体培养基中。 所有的菌种复
苏以及增菌培养基均由脑心浸液培养。 在整个实验
过程中所有设计细菌分离和 DNA 提取步骤均在生
物安全柜中进行，废物处理均为高压灭菌锅 121 ℃
灭菌 20分钟后丢弃。
1.1.3 主要仪器 Mastercycler：EPPEDORF 公司产
品；荧光分光光度计：F7000，日立公司产品。
1.2 实验原理

作者设计了能与金黄色葡萄球菌的目标 DNA
杂交的含有脱碱基位点的茎-环结构，从图 1 可知，
在缺乏目标 DNA 时，ATMND 与茎-环结构的脱碱
基位点紧密结合，从而抑制其荧光信号。 当金黄色
葡萄球菌黄色葡萄球菌目标 DNA 加入到溶液中，
其与茎-环结构 DNA 杂交，ATMND 从 D-SPACER
位点释放，从而使被猝灭的荧光信号重新恢复。 这
种基于 ATMND 染料的茎环结构基因缺失位点探针
与金黄色葡萄球菌的特异 DNA 目标序列的检测效
果。 这种探针对于金黄色葡萄球菌 DNA特异性目标
序列具有相当的敏感性并能够使得荧光复原的效果。

ATMND：无标记染料 X：缺失位点
图 1 ATMND 荧光分子信标基因探针与黄色葡萄球菌目标

DNA 结合释放荧光染料激发荧光示意图
Fig. 1 Scheme of motivated fluorescence by Staphylo -

coccus aureus DNA hybrid with stem -loop
structure probe with ATMND

1.3 实验方法
1.3.1 不同梯度金黄色葡萄球菌 DNA 与分子信标
杂交， 荧光强度恢复实验 在离心管内分别加入
360 μL 缓冲液 （10 mmol/L HEPES pH 7.0，100
mmol/L NaCl 和 1 mmol/L EDTA），24 μL ATMND（1
μmol/L），36 μL 茎环结构的 DNA（10 μmol/L）以及
不同体积的 3，6，9，12，15，18，21，24 μL 的金黄色
葡萄球菌特异性目标 DNA 序列（10 μmol/L），即金
黄色葡萄球菌特异性目标 DNA 序列终浓度分别为
7.09×10-2，1.41×10-1，2.10×10-1，2.78×10-1，3.45×10-1，4.11×
10-1，4.76×10-1，5.41×10-1 μmol/L。 漩涡震荡后 ，用
MASTERCYCLER 加热器对溶液进行 70 ℃ 10 min
变性处理，再逐步 30 min 内冷却到 5 ℃。 然后将混
合液转移到石英比色皿中， 并持续控制在 5 ℃测
定。 5 min 后，用荧光分光光度计检测荧光强度 ex/
em=358/405 nm。
1.3.2 标准菌株 DNA 与分子信标探针验证该体系
的特异性 在离心管内分别加入 360 μL 缓冲液
（10 mmol/L HEPES pH 7.0，100 mmol/L NaCl 和 1
mmol/L EDTA），24 μL ATMND （1 μmol/L），36 μL
茎环结构的 DNA （10 μmol/L） 以及不同标准菌株
（金黄色葡萄球菌，阪崎肠杆菌、大肠埃希菌、铜绿
假单胞菌、 单核细胞增生李斯特菌、 沙门氏菌）的
DNA 各 6 μL （10 μmol/L）。 漩 涡 震 荡 后 ， 用
MASTERCYCLER 加热器对溶液进行 70 ℃ 10 min
变性处理，再逐步 30 min 内冷却到 5 ℃。 然后将混
合液转移到石英比色皿中， 并持续控制在 5 ℃测
定。 5 min 后，用荧光分光光度计检测荧光强度 ex/
em=358/405 nm，方法参考 1.2.1。

2.1 金黄色葡萄球菌目标 DNA的量与荧光强度的
关系的探讨

为了进一步评估分子信标探针的实用效果，在
相同的条件下， 对金黄色葡萄球菌目标 DNA 的量
与荧光强度的关系进行研究，金黄色葡萄球菌DNA

结 果2

表 1 DNA 序列列表
Table 1 Sequences of oligonucleotides used in this work

名称 序列

目标 DNA 5’-TGGACGTGGCTTAGCGTATATTTATGCTGATG-3’
茎环结构 DNA[20] 5’-CATCAGCATAAATATACGCTAAGCCACGTCCATATXCTGATG-3’
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的量从 3~24 μL（10 μmol/L）逐渐增加，随着目标
DNA 的量的增加，荧光强度增大，从金黄色葡萄球
菌 DNA 3 μmol/L 的荧光强度 10 一直上升至金黄
色葡萄球菌 DNA 24 μL的 990。 其荧光强度随着目
标 DNA的浓度增高而增强。如图 2所示。即在本实
验体系中金黄色葡萄球菌特异性目标 DNA 序列终
浓度的检测下限为 7.09×10-2 μmol/L。

A：ATMND 染料；茎环结构基因探针，缓冲液，3 μL 目标 DNA
B：ATMND 染料，茎环结构基因探针，缓冲液，6 μL 目标 DNA
C：ATMND 染料，茎环结构基因探针，缓冲液，9 μL 目标 DNA
D：ATMND染料，茎环结构基因探针，缓冲液，12 μL目标DNA
E：ATMND染料，茎环结构基因探针，缓冲液，15 μL目标DNA
F：ATMND染料，茎环结构基因探针，缓冲液，18 μL目标DNA
G：ATMND染料，茎环结构基因探针，缓冲液，21 μL目标DNA
（1. H：ATMND 染料，茎环结构基因探针，缓冲液，24 μL 目标
DNA
图 2 金黄色葡萄球菌目标 DNA 的量与荧光强度的关系

Fig. 2 Relationship between fluorescence enhancement
rate and Staphylococcus aureus target DNA
concentrations

2.2 茎环结构无标记探针与实际细菌 DNA 序列结
合的荧光效果的测定

随后，在相同的条件下，对不同种类的标准菌
株 DNA 进行了探讨， 以验证其分子信标探针以及
体系对对金黄色葡萄球菌 DNA 的特异性。 标准金
黄色葡萄球菌菌株和其它标准阴性对照菌株 DNA
也同时进行了荧光检测比较，如图 3 所示。 当标准
金黄色葡萄球菌的 DNA 被加入并与探针杂交后，
ATMND 从缺失位点释放， 且产生明显的荧光恢复
信号。 而其它阴性对照菌株 DNA 对这种探针具有
不敏感或者是荧光信号恢复不强等效果。 包括大肠
埃希氏菌、单核细胞增生李斯特菌、阪崎肠杆菌、铜
绿假单胞菌以及沙门氏菌荧光激发不明显。 作者验
证了该分子信标探针以及实验体系对于金黄色葡
萄球菌标准菌株 DNA 具有一定的敏感性。 为将来

的实际检测鉴定了坚实的理论和数据基础。

A：ATMND 染料
G：ATMND 染料，茎环结构基因探针，缓冲液，金黄色葡萄球

菌 DNA
B：ATMND 染料，茎环结构基因探针，缓冲液

C：ATMND 染料，茎环结构基因探针，缓冲液，阪崎岖肠杆菌

DNA
D：ATMND 染料，茎环结构基因探针，缓冲液，单核细胞增生

李斯特 DNA
E：ATMND 染料，茎环结构基因探针，缓冲液，大肠杆菌 DNA
F：ATMND 染料，茎环结构基因探针，缓冲液，沙门氏菌 DNA
H：ATMND 染料，茎环结构基因探针，缓冲液，铜绿假单胞菌

DNA
图 3 荧光分光光度计检测茎环结构无标记探针与实际细菌

DNA 序列结合的荧光效果
Fig. 3 Fluorescence spectra of stem-loop structure prob

hybrid with standard strains DNA

这种基于缺失 DNA 位点的分子信标探针能够
很好的利用 ATMND染料的特点， 结合特异性金黄
色葡萄球菌目标 DNA 序列，通过茎-环结构的构象
改变，重新激发 ATMND荧光。由于荧光的强度客观
反应出目标细菌 DNA 量的多少，因此，这种独特的
检测探针在测试金黄色葡萄球菌 DNA 的有无或者
半定量上具有一定的特点和先进性。当然，实验过程
中 ATMND染料具有高温随意进出缺失位点的特殊
性，因此整个过程需要持续在 5 ℃的温度下进行。 最
后，与传统的生物化学培养方法相比，这种技术还是
具有明显的先进性， 包括在时间效率以及成本估算
中占有一定额优势。 今后，将继续利用这种方法在未
来的实际运用， 包括更复杂的食品和临床样本环境
体系，或者无需 DNA提取的条件下进行基础研究和
测定工作。

讨 论3
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