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摘  要: 目的  研制可作为 β-内酰胺类抗生素耐药编码基因检测质控用标准样品。方法  通过检索美国国家

生物技术信息中心基因库, 获得 β-内酰胺类抗生素耐药性编码基因 blaTEM、blaPSE、blaCTX-M、blaCMY 和 blaOXA

的 DNA 序列 , 构建耐药基因重组质粒和工程菌。将工程菌传代培养 15 代 , 同时使用聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction, PCR)扩增和 DNA 测序测定确认目标基因的遗传稳定性。大量制备菌悬液, 提取重

组质粒, 真空干燥得到质粒标准样品。使用 PCR 和定量逆转录 PCR (quantitative reverse transcription PCR, 

RT-qPCR)检测质粒标准样品的最低检出限。使用超微量分光光度计测定质粒标准样品的质量, RT-qPCR 测定

质粒作为模板扩增时的循环数(cycle threshold, Ct), 以此评价标准样品的均匀性及贮藏稳定性。结果  5 种重

组质粒 DNA 可在工程菌中稳定遗传且无突变发生, 5 种质粒 DNA 标准样品均匀性良好。各质粒 DNA 经梯度

稀释后, PCR 最低检出限在 2.33×104~2.25×106 拷贝数/μL 之间, RT-qPCR 最低检出限在 1.93~1850 拷贝数/μL

之间。样品在 37 ℃贮存 14 d、4 ℃贮存 3 个月、-20 ℃贮存 12 个月稳定性良好。结论  研究制备得到的 β-

内酰胺类抗生素耐药编码基因检测用质粒标准样品的目的基因遗传稳定性、标准样品的均匀性和贮存稳定性

均良好。 
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ABSTRACT: Objective  To develop a standard sample which can be used as the quality control for the detection of 

β-lactam antibiotics resistance coding genes. Methods  By searching the gene bank of the National Biotechnology 

Information Center of the United States, the DNA sequences of the drug resistance coding genes blaTEM, blaPSE, 
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blaCTX-M, blaCMY and blaOXA of β-lactam antibiotics were obtained, and the recombinant plasmid and engineering 

bacteria of drug resistance genes were constructed. The engineered bacteria were subcultured for 15 generations, and 

the genetic stability of the target gene was confirmed by polymerase chain reaction (PCR) amplification and DNA 

sequencing. A large amount of bacterial suspensions were prepared, the recombinant plasmids were extracted, and the 

standard plasmid DNA reference sample was obtained after vacuum drying. The minimum detection limit for the 

standard plasmid DNA reference sample were determined by PCR and quantitative reverse transcription PCR 

(RT-qPCR). The ultra-micro spectrophotometer was used to determine the mass of the standard plasmid DNA 

reference sample, and RT-qPCR was used to determine the cycle threshold (Ct) of plasmid amplification as a 

template, in order to evaluate the homogeneity and storage stability of the standard samples. Results  The 5 kinds of 

recombinant plasmid DNA could be stably inherited in the engineering bacteria without mutation, and the 

homogeneity of the 5 kinds of plasmid DNA standard samples were good. After gradient dilution of each plasmid 

DNA, the minimum detection limit of PCR was 2.33×104-2.25×106 copies/μL, and the minimum detection limit of 

RT-qPCR was 1.93-1850 copies/μL. The stability of samples stored at 37 ℃ for 14 d, 4 ℃ for 3 months and -20 ℃ 

for 12 months was good. Conclusion  The prepared standard plasmid DNA reference sample for detecting the gene 

encoding β-lactam antibiotic resistance has good genetic stability, uniformity and storage stability of the target gene. 

KEY WORDS: β-lactam antibiotics; drug resistance genes; standard plasmid DNA reference sample 
 
 

0  引  言 

标准物质作为一种均匀性好、稳定性强的材料或物

质, 在任何一种微生物检测中使用均可实现精准检测的

目标 , 并保证检测结果的可比性 , 具有较好发展前   

景[1‒3]。近年来, 我国标准物质研究发展迅速, 但食品类

标准物质却研究较少[4‒6], 而微生物标准物质尤其是核酸

标准样品的研究更是少之又少。目前, 一些实验室已开展

食源性致病微生物标准样品的研制工作, 主要以活菌如

大肠埃希菌[7]、金黄色葡萄球菌[8]、副溶血性弧菌[9]、鼠

伤寒沙门氏菌[10]、克罗诺杆菌[11]为原材料制成, 同时也

有以肠炎沙门氏菌[12‒14]和大肠杆菌[15]的核酸制备而成的

检测用标准物质。但目前为止, 关于微生物耐药机制编码

基因和耐药基因检测用核酸标准样品的研究几乎为空

白。随着基因工程技术的不断发展, 质粒重组技术应用日

益广泛, 如疫苗制备[16]、转基因食品研发[17]、人类特有

短串联重复序列分型标准物质研制[18]等, 但该技术应用

于食品类标准物质研制较少见。本研究通过构建携带 β-

内酰胺类抗生素耐药机制编码基因的重组质粒, 研制多

种满足国家一级标准物质要求的质粒 DNA 标准样品, 以

期丰富食源性致病菌耐药性和耐药编码基因检测领域的

标准物质基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

Luria-Bertani (LB)琼脂、LB 肉汤培养基(北京陆桥技

术股份有限公司); SOC 肉汤培养基(青岛海博生物技术有

限公司); Plasmid Mini Kit Ⅰ (100)试剂盒(美国 OMEGA 公

司); SYBR Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒(湖南艾

科瑞生物工程有限公司); pEASY-Blunt Simple Cloning Kit 

试剂盒 (北京全式金生物技术股份有限公司 ); TaKaRa 

Taq™ (with Mg2+ free Buffer)、DL 2000 DNA Marker[宝日

医生物技术(北京)有限公司]。 

1.2  仪器与设备 

BCD-601WPCX 无霜冷藏冷冻箱(合肥美菱股份有限

公司); HS-1300-U 超净工作台(苏州安泰空气技术有限公

司); Hema 9600 基因扩增仪(珠海黑马医学仪器有限公司); 

LX-200 迷你离心机 (海门市其林贝尔仪器制造公司 ); 

NanoDrop One 超微量分光光度计[默飞世尔科技(中国)有

限公司]; GELDOCXR 凝胶成像系统、GELDOCXR 实时荧

光定量 PCR 仪(美国 Bio-Rad 公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  β-内酰胺类抗生素耐药机制编码基因重组质粒和菌

株构建 

通过美国国家生物技术信息中心(National Center for 

Biotechnology Information, NCBI)基因库检索得到 β-内酰

胺类抗生素耐药机制的常见基因 blaTEM、blaPSE、blaCTX-M、

blaCMY、blaOXA 序列, 再使用 BioEdit 软件对每个基因序列

进行比对, 获得共同 DNA 片段。确定各基因具体序列信息

后, 交由杨凌天润奥科生物科技有限公司合成, 并构建携

带目标基因的重组质粒和工程菌, 重组质粒构建、重组菌

株构建及蓝白斑筛选法筛选阳性菌株均使用 pEASY-Blunt 

Simple Cloning Kit 试剂盒完成。重组质粒构建方法: 成功

合成目的基因片段后, 取 1 μL pEASY-Blunt Simple Cloning 



第 23 期 陈  进, 等: β-内酰胺类抗生素耐药编码基因检测用质粒标准样品研制 9095 
 
 
 
 
 

 

Vector 与 0.5~4.0 μL 聚合酶链式反应(polymerase chain 

reaction, PCR)产物轻轻混合, 室温反应 5 min, 置于冰上获

得质粒连接产物, 即为重组质粒。菌株构建方法: 在 50 μL 

Trans1-T1 感受态细胞中加入连接产物, 轻弹混匀, 冰浴

20~30 min后, 42 ℃水浴热激 30 s, 立即置于冰上 2 min, 加

入 250 μL SOC肉汤培养基于 37 ℃摇床中 200 r/min摇晃培

养 1 h 后蓝白斑筛选白色阳性菌株, 经目标基因 PCR 验证

为阳性者为重组菌株。 

1.3.2  工程菌中目标基因遗传稳定性检测 

将工程菌划线接种于 LB 琼脂培养基, 于(37±0.5) ℃

下恒温培养 18~24 h, 挑选单菌落连续传代培养至 15 代。

使用第 1、3、6、9、12、15 代菌株制备 PCR 模板, 扩增

目标基因。制备 PCR 模板时, 使用无菌牙签挑取 2~3 个单

菌落, 均匀分散到装有 200 μL 无菌去离子水的 PCR 管中, 

100 ℃保温 10 min后于 4 ℃冰箱冷藏 5 min, 冷藏结束后室

温条件下 2000 r/min 离心 3 min, 收集上清液, 即为 PCR 模

板。按照 GB 4789.6—2016《食品安全国家标准 食品微生

物学检验 致泻大肠埃希氏菌检验》中“6.5 部分: PCR 确认

试验”方法, 取 0.5 μL PCR 模板, 扩增目标基因。剩余菌落

于甘油管中‒80 ℃冷冻保存。 

各基因 PCR 扩增用引物和序列如表 1 所示。PCR 反

应体系为 25 μL, 包括 13.15 μL 双蒸水, 上、下游引物各

0.3 μL (50 ng/mL), 10×PCR 缓冲液 2.5 μL, Taq DNA 聚合酶

0.25 μL (5 U/μL), MgCl2 1.5 μL (25 mmol/L), 脱氧核糖核

苷三磷酸(deoxy-ribonucleoside triphosphate, dNTP)混合物

2 μL (2.5 mmol/L), 5 μL DNA 模板。扩增条件为: 94 ℃预变

性 5 min; 94 ℃变性 30 s, 退火 30 s(退火温度随基因而不同, 

见表 1), 72 ℃延伸 1 min, 35 个循环; 72 ℃延伸 10 min。 

PCR 产物一部分使用质量体积分数为 1%的琼脂糖凝

胶电泳检测, 另一部分保存在低温环境下送至杨凌天润奥

科生物科技有限公司进行测序。测序结果通过 NCBI 官网

的 Blast 功能在线比对, 验证传代菌株扩增所得的目标基

因是否丢失以及序列是否突变。 

1.3.3  重组质粒提取和检出限测定 

工程菌株活化后, 按照 OMEGA 公司 Plasmid Mini 

Kit Ⅰ (100)试剂盒说明书操作步骤提取携带目标基因的重

组质粒。使用超微量分光光度计测定质粒 DNA 的浓度和

纯度 , 保证样品质量浓度在 50~60 ng/μL, 吸收波长

(adsorption, A) A260/A280 范围为 1.8~2.0, A260/A230 大于 2.0。

取 10 μL 质粒溶液与 90 μL 无菌超纯水在 PCR 管中充分混

匀 , 得到稀释 10 倍质粒溶液 , 重复上述操作 , 得到

101~1010 连续 10 倍梯度稀释的质粒溶液。 

以不同浓度的质粒溶液作为 DNA 模板, 分别使用

PCR 和定量逆转录 PCR (quantitative reverse transcription 

PCR, RT-qPCR)检测目标基因。PCR 扩增未出现明显 DNA

条带的质粒 DNA 浓度确定为 PCR 最低检出浓度。将

RT-qPCR 扩增得到的循环数(cycle threshold, Ct)与模板拷

贝数对数值建立标准曲线, 满足标准曲线 r2>0.99 的最大

稀释倍数所对应的模板浓度确定为 RT-qPCR 最低检出限, 

质粒拷贝数换算公式如公式(1)所示。 

9 23DNA 10 6.20 10

( ) 660

  
 

质粒 浓度
拷贝数=

载体长度 目的基因长度
      (1) 

PCR 扩增引物及反应条件与 1.3.2 相同。RT-qPCR 反

应体系为 25 μL, 包括 8.5 μL 无菌双蒸水, 12.5 μL 2×SYBR 

Green Pro Taq HS Premix, 上、下游引物各 1 μL (50 ng/mL), 

2 μL 质粒 DNA 模板。扩增条件为: 95 ℃ 30 s, 1 个循环; 

95 ℃ 5 s 和 60 ℃ 30 s, 40 个循环; 95 ℃ 15 s 和 60 ℃ 30 s, 1

个循环。RT-qPCR 扩增用引物使用 Primer Premier 6.0 设计, 

见表 2。 

1.3.4  质粒 DNA 标准样品的制备  

按照 1.3.3 的方法提取工程菌中携带目的基因的质粒, 

测定浓度和纯度。选取浓度和纯度符合试验要求的质粒溶

液等体积分装入 1.5 mL 离心管中, 由杨凌天润奥科生物

科技有限公司协助完成真空干燥。各质粒 DNA 分别制备

200 管。每支离心管中质粒 DNA 质量约为 100~200 ng, 即

为标准样品。干燥后的标准样品放入‒20 ℃冰箱保存。 

 
 

表 1  β-内酰胺类抗生素耐药机制编码基因 PCR 扩增引物 
Table 1  PCR amplification primers of gene coding β-lactam antibiotic resistance mechanism 

基因名称 引物序列 5’-3’ 退火温度/℃ 片段长度/bp 参考文献 

blaTEM 
ATGAGTATTCAACATTTCCG 
ACCAATGCTTAATCAGTGAG 

50  859 [19] 

blaCMY 
GACAGCCTCTTTCTCCACA 
TGGAACGAAGGCTACGTA 

55 1015 [20] 

blaCTX-M 
AAGTGAAAGCGAACCGAATCT 

ATTGCCCGAGGTGAAGTG 
61  309 [21] 

blaPSE 
AATGGCAATCAGCGCTTCCC 
GGGGCTTGATGCTCACTCCA 

59  587 [22] 

blaOXA 
ACCAGATTCAACTTTCAA 
TCTTGGCTTTTATGCTTG 

55  590 [23] 
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表 2  β-内酰胺类抗生素耐药机制编码基因 RT-qPCR 扩增引物 
Table 2  RT-qPCR amplification primers of β-lactam antibiotic resistance mechanism coding genes 

基因名称 引物序列 5’-3’ 退火温度/℃ 片段长度/bp 

blaTEM 
GCGGTATTATCCCGTGTTG 
CGTCGTTTGGTATGGCTTC 

60 295 

blaCMY 
ACTTGACGCCGAAGCCTAT 
TCAGCATCTCCCAGCCTAAT 

60 179 

blaCTX-M 
AAGTGAAAGCGAACCGAATCT 

ATTGCCCGAGGTGAAGTG 
60 309 

blaPSE 
TACTGCGGCAAATATCATCC 

TGTCGTATCCCTCAAATCACC 
60 148 

blaOXA 
CAAATTCAATTCCTGCGTAA 

AAACCCTTCAAACCATCC 
60 180 

 
1.3.5  质粒 DNA 标准样品的均匀性检验 

在制备的标准样品中随机抽取 12 支进行均匀性检

验。依据 SN/T 1869—2007《食品中多种致病菌快速检测

方法 PCR 法》对质粒 DNA 标准样品进行定性检验, 采用

紫外分光光度计法进行定量检验。取 20 μL 无菌超纯水水

化样品, 使用 Nano Drop 超微量分光光度计测定质粒 DNA

质量, 重复 3 次, 取平均值。计算公式如公式(2)。 

DNA 质量(ng)=DNA 浓度(ng/μL)×ddH2O 水化体积(μL)  (2) 

使用 Minitap 18 对所测质量进行 F 检验[24‒25], 以此评

价样品间的均匀性。 

1.3.6  质粒 DNA 标准样品稳定性检验 

(1)短期稳定性检验 

短期稳定性主要通过模拟标准样品保存和运输环境

的温度进行检验, 即: 将标准样品于 37 ℃(不加冰常温运

输)和 4 ℃(加冰运输或冷藏)恒温箱中贮藏, 定期随机抽样, 

按照 1.3.3 方法进行 DNA 质量和 RT-qPCR 检验, 考察质粒

DNA 标准样品的短期稳定性。抽样频次具体为: 37 ℃分别

于第 1、7、14 d 各抽样 3 份; 4 ℃分别于第 1、7、14、21、

30、60、90 d 各抽样 3 份进行检验。记录各样品浓度值和

RT-qPCR 的 Ct 值。所有储存温度下抽取的样品平行检测 3

次, 取平均值。 

(2)长期稳定性检验 

DNA 标准样品于‒20 ℃条件下长期冷冻保存。长期稳

定性检验时直接从冷冻样品中随机抽取 3 份样品进行分析, 

检验方法同短期稳定性检验。抽样频次为第 1、2、3、4、5、

6、10、11、12 个月, 抽取的样品平行检测 3 次, 取平均值。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒与重组菌构建 

成功合成编码 β-内酰胺类抗生素耐药机制的 blaTEM、

blaPSE、blaCTX-M、blaCMY和 blaOXA基因, 并将其连接到 pUC57

质粒载体, 转入大肠杆菌 DH-5α, 得到重组质粒与重组菌。

对重组菌中目标基因扩增、测序和 Blast 在线比对结果表明

(以 blaCTX-M 为例, 见图 1), 扩增片段与目标片段序列相同, 

未发生任何突变, 符合基因序列准确性要求。 

 
 

 

 
图 1  blaCTX-M 测序比对结果 

Fig.1  Sequence alignment results of blaCTX-M 



第 23 期 陈  进, 等: β-内酰胺类抗生素耐药编码基因检测用质粒标准样品研制 9097 
 
 
 
 
 

 

 
 

图 1(续)  blaCTX-M 测序比对结果 

Fig.1  Sequence alignment results of blaCTX-M 
 

2.2  菌株中目标基因遗传稳定性检验 

重组菌第 1、3、6、9、12、15 代培养物中目的基因

PCR 扩增和测序结果表明, 各目的基因扩增条带清晰、片段

大小一致(图 2), 不同代菌株目的基因测序结果与原始序列

完全一致(以 blaCTX-M 为例, 见图 3)。β-内酰胺类抗生素耐药

性编码基因均能稳定遗传, 无基因丢失和突变现象。 

2.3  PCR 和 RT-qPCR 检测灵敏度与检出限 

PCR 检测结果表明, blaTEM、blaPSE、blaCTX-M、blaCMY、

blaOXA 可检出最大稀释倍数分别为 105、106、106、104、105 

(图 4), 检出限分别为 1.85×105、2.33×104、2.33×104、

2.25×106、1.93×105 拷贝数/μL。RT-qPCR 扩增结果表明, 目

的 DNA 浓度与其扩增的 Ct 值间相关性极好, 所有回归系

数(r2 值)均大于 0.99(图 5); blaTEM、blaPSE、blaCTX-M、blaCMY、

blaOXA 可检出的最大释倍数分别为 107、109、108、108、1010, 

检出限浓度分别为 1850、23.3、233、225、1.93 拷贝数/μL。

结果表明, 本研究研制的质粒 DNA 标准样品在稀释一定

倍数后仍可使用 PCR 和 RT-qPCR 检出。 

2.4  质粒 DNA 标准样品的均匀性检验 

随机抽取标准样品, 水化后使用超微量分光光度计定量

检测质粒的质量, 对结果进行 F 检验(表 3)。结果表明各管内

质粒 DNA 标准样品的质量 F 值均小于 F 临界值=2.72, 抽取的各

质粒 DNA 标准样品间不存在显著性差异, 均匀性良好。 

 

 

 
 

 
注: M 为 D2000 DNA Marker; 1~3、4~6、7~9、10~12、13~15、16~18 泳道分为第 1、3、6、9、12、15 代重组菌株目的基因 PCR 产物

电泳条带。 

图 2  β-内酰胺类抗生素耐药机制编码基因遗传稳定性 PCR 检验结果 

Fig.2  Results of PCR assay for genetic stability of genes encoding resistance mechanism of β-lactam antibiotics 
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图 3  blaCTX-M 重组菌株第 1、3、6、9、12、15 代目的基因测序比对图 

Fig.3  Sequencing comparison of target genes in the 1st, 3rd, 6th, 9th, 12th and 15th generations of blaCTX-M recombinant strain 
 

 
 

注: M 为 D2000 DNA Marker; 1~10 泳道分为 101~1010 倍连续稀释后的质粒 DNA 作为模板时的 PCR 扩增条带。 

图 4  质粒 DNA 标准样品 PCR 检出限结果 

Fig.4  PCR detection limit results of plasmid DNA standard sample 
 

2.5  质粒 DNA 标准样品的稳定性检验 

2.5.1  短期稳定性 

保存于 37 和 4 ℃的质粒 DNA标准样品不同时间抽检

结果如图 6 所示, RT-qPCR 扩增的 Ct 值如图 7 所示。结合

图 6、7 可知, 37 ℃贮存 14 d 时, blaTEM、blaPSE、blaCTX-M

质粒标准样品无显著性变化(P>0.05), blaCMY 与 blaOXA 第

14 d 抽样检测与其他天数有差异(P<0.05)。4 ℃贮存 3 个月

时, 仅 blaCMY 质粒样品质量存在显著变化现象(P<0.05), 

blaCTX-M、blaOXA 7 次抽样结果均无显著性差异(P>0.05)，

其他标准样品只有个别抽样天数与其他天数差异较显著
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(P<0.05), 如 blaTEM 第 60 d 以及 blaPSE 第 90 d; RT-qPCR 检

测所得 Ct 值离散程度小, 无离群值, 表明各标准样品的短

期储存稳定性较好。 

 

 
 

图 5  质粒 DNA 标准样品 RT-qPCR 检测时模板拷贝数和 Ct 值的

相关性 

Fig.5  Correlation between template copy number and Ct value in 
RT-qPCR assay of plasmid DNA standard sample 

 
表 3  质粒 DNA 标准样品均匀性检验结果 

Table 3  Uniformity test results of plasmid DNA standard 
samples  

基因  SS df MS F 值 F 临界值 P 值
置信

概率

blaTEM 
组间 6.08 11.00 0.55 

1.98 2.72 0.13 0.95
组内 3.35 12.00 0.28 

blaPSE 
组间 5.73 11.00 0.52 

1.83 2.72 0.16 0.95
组内 3.14 12.00 0.28 

blaCTX-M 
组间 9.32 11.00 0.85 

2.63 2.72 0.06 0.95
组内 3.87 12.00 0.32 

blaCMY 
组间 9.10 11.00 0.83 

1.86 2.72 0.15 0.95
组内 5.34 12.00 0.45 

blaOXA 
组间 13.32 11.00 1.21 

2.42 2.72 0.07 0.95
组内 6.00 12.00 0.50 

注: SS 表示平方和, df 表示自由度, MS 表示均方差。 

 
2.5.2  长期稳定性 

质粒标准样品储存后测得管内质粒 DNA 质量如图 8

所示, RT-qPCR 扩增测得的 Ct 值如图 9 所示。结合图 8、9

可知, ‒20 ℃贮存 12 个月, 各质粒 DNA 标准物质质量差异

较小, 只有 blaCTX-M 质粒标准样品第 1 个月与第 12 个月以

及 blaOXA 第 2 个月与第 3、12 个月抽样检测存在差异

(P<0.05), blaTEM、blaPSE、blaOXA 标准样品质量无显著性变

化(P>0.05); RT-qPCR 检测 Ct 值离散程度小, 无离群值, 表

明各标准样品的长期储存稳定性良好。 

 

 
 

注: 相同字母标记的数据间无统计学差异(P>0.05), 不同字母标

记的数据间有统计学差异(P<0.05), 下同。 

图 6  质粒 DNA 标准样品 37 和 4 ℃保存时稳定性检测结果 

Fig.6  Stability test results of plasmid DNA standard samples stored 
at 37 and 4 ℃ 

 

 

 
图 7  质粒 DNA 标准样品 37 和 4 ℃保存时 RT-qPCR 

检测的 Ct 值 

Fig.7  Ct values of RT-qPCR detection for plasmid DNA standard 
samples stored at 37 and 4 ℃ 
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图 8  质粒 DNA 标准样品‒20 ℃保存时质量检测结果 

Fig.8  Quality test results of plasmid DNA standard samples stored 
at ‒20 ℃ 

 

 
 

图 9  质粒 DNA 标准样品‒20 ℃贮存时 RT-qPCR 检测的 Ct 值 

Fig.9  Ct value of RT-qPCR detection of plasmid DNA standard 
samples stored at ‒20 ℃ 

 
 

3  结论与讨论 

在多重耐药食源性致病菌日益流行的今天, 研究致

病菌经常携带的介导某类抗生素耐药编码基因检测用质粒

DNA 标准样品, 有利于耐药性食源性微生物的检测和预

防。本研究选取的目的基因片段为大肠杆菌、沙门氏菌、

肺炎克雷伯氏菌和铜绿假单胞菌等常见食源性致病菌经常

携带的耐药基因的共有序列, 实际应用时可作为质控, 快

速了解检测样品中是否含有该类耐药基因。成功构建 5 种

β-内酰胺类抗生素耐药机制编码基因的重组质粒及重组菌

株后, 将重组菌传代培养至 15 代, 发现该 5 种基因在菌株

15 代传代内均能稳定遗传且不发生突变, 非常适用于质粒

DNA 标准样品的制备。使用 PCR 和 RT-qPCR 对质粒溶液

最低检出限进行检验, 发现 2 种检测方法的灵敏度较好, 

表明研究制备的质粒 DNA 标准样品能够作为耐药机制编

码基因 PCR 和 RT-qPCR 检测用阳性质控。 

均匀性检验是标准物质研制过程的一个重要测试 , 

用以保证生产的标准物质单位间有相同的性质[26]。本研究

中, 随机抽取多管标准样品检测其 DNA 质量, F 检验结果

表明各管内各质粒 DNA 标准样品质量之间不存在显著性

差异(P>0.05), 均匀性良好。稳定性检验同为标准样品制备

过程中的关键环节之一, 是生产和使用实践过程中储存条

件参考[26]。研究模拟了标准样品在 4、37、-20 ℃运输及储

藏条件下的稳定性, 除 4 ℃下 blaCMY 质粒标准样品质量差

异较大外(P<0.05), 其他样品质量含量和 RT-qPCR 扩增的

Ct 值均反映出良好的稳定性。尽管标准样品在真空干燥处

理前保证了样品 DNA 浓度在一定的范围, 但制备时可能

由于人工分装损失等情况 , 导致质量测量结果处于

100~300 ng 之间, 因而有的样品在不同时段测量的数据有

一定差异性(P<0.05)。另外, 质粒 DNA 标准样品在贮藏过

程中也可能发生自然降解, 使质量呈现下降趋势, 但总体

水平仍然符合标准要求, 贮藏稳定性良好。 

综上可知, 本研究制备得到的 β-内酰胺类抗生素耐

药机制编码基因 blaTEM、blaPSE、blaCTX-M、blaCMY、blaOXA

质粒 DNA 标准样品, 目的基因遗传稳定性、标准样品的均

匀性和贮存稳定性良好。研制得到的质粒 DNA 标准样品

可为广泛流行的食源性致病菌 β-内酰胺类抗生素耐药编码

基因快速检测提供物质参考, 进一步提升微生物检测技术

的精准和快速化, 保障食品安全。 
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