
［收稿日期］　２０１５－０３－０２

［作者简介］　毕艳妮（１９７３－），女（汉族），山东省威海市人，主管技师，主要从事医学检验研究。

［通信作者］　宋宇　　Ｅｍａｉｌ：ｓｏｎｇｙｕ８４４１７＠１６３．ｃｏｍ

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０１５．１０．００４

·论著·

多重降落犘犆犚检测血流感染产犈犛犅犔狊肠杆菌科细菌与 犕犚犛犃方法的

建立和应用
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［摘　要］　目的　探索一种可同时检测产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）的肠杆菌科细菌与耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌（ＭＲＳＡ）的多重降落ＰＣＲ方法。方法　收集某院２０ｌ３年３月—２０１４年９月１０２份住院患者血培养阳性标

本，针对产ＥＳＢＬｓ肠杆菌科细菌的犛犎犞、犜犈犕、犗犡犃基因和 ＭＲＳＡ的犕犲犮Ａ基因设计４对特异性引物，分别采用

单一降落ＰＣＲ和多重降落ＰＣＲ对各耐药基因进行扩增，并将结果与药敏纸片法进行比较。结果　各单一ＰＣＲ均

可扩增出特异性条带，并用多重降落ＰＣＲ同时检测了４种耐药基因；建立的多重降落ＰＣＲ对４种耐药基因

（犕犲犮Ａ、犛犎犞、犜犈犕、犗犡犃）ＤＮＡ的检测下限分别为４．３７、２．１９、４．５３和３．５９ｎｇ。与药敏纸片法相比，多重降落

ＰＣＲ总灵敏度与特异性分别为１００．００％、８８．２４％，检测ＥＳＢＬｓ的灵敏度达１００．００％，特异性为８７．２３％，检测

ＭＲＳＡ的灵敏度和特异度均为１００．００％。结论　该实验建立的多重降落ＰＣＲ具有高灵敏度与特异性，可用于产

ＥＳＢＬｓ肠杆菌科细菌和 ＭＲＳＡ所致血流感染的快速诊断与流行病学调查，有利于指导临床使用抗菌药物。
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　　血流感染（ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＢＳＩ）是指各

种病原微生物侵入血液循环引起的一种严重全身感

染性疾病，可通过释放毒素和代谢产物等引起全身

感染、中毒和炎性反应，甚至引起全身多器官功能障

碍综合征［１］。肠杆菌科细菌和金黄色葡萄球菌是常

见的ＢＳＩ病原菌，与ＢＳＩ的发病率和病死率密切相

关。近年来，产超广谱β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃ

ｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＥＳＢＬｓ）的肠杆菌科细菌检出率

不断上升［２］，其可以抵抗多种抗菌药物，故多重耐药

的肠杆菌科细菌在临床ＢＳＩ中越来越常见；随着抗

菌药物的不断使用，耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲ

ＳＡ）已成为医院感染和社区感染的重要病原菌之

一。本研究尝试建立一种可同时检测产ＥＳＢＬｓ的

肠杆菌科细菌与 ＭＲＳＡ的灵敏度高、特异性强的多

重降落ＰＣＲ方法，用于临床血液标本的检测。

１　对象与方法

１．１　研究对象

１．１．１　 标本收集 　 收集本院 ２０１３ 年 ３ 月—

２０１４年９月的１０２份住院患者血培养阳性标本，其

中培养出大肠埃希菌４０株，肺炎克雷伯菌１２株，铜

绿假单胞菌３２株，嗜麦芽窄食单胞菌７株，金黄色

葡萄球菌１１株。阳性报警时间＜４８ｈ。

１．１．２　阳性对照菌株　犛犎犞、犜犈犕、犗犡犃基因阳

性的大肠埃希菌各１株，犗犡犃基因阳性的嗜麦芽窄

食单胞菌１株，犛犎犞＋犜犈犕 基因阳性的肺炎克雷

伯菌１株，犜犈犕＋犗犡犃 基因阳性的铜绿假单胞菌

１株，犕犲犮Ａ基因阳性的金黄色葡萄球菌１株。阳性

对照菌株所含基因型已经测序确定，均来自山东大

学（威海）海洋学院。

１．２　方法

１．２．１　引物设计　应用Ｐｌｅｘ２（ＰｒｅｍｉｅｒＢｉｏｓｏｆｔ，美

国）软件针对犛犎犞、犜犈犕、犗犡犃、犕犲犮犃基因设计特

异性引物，应用ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ检测所设计引物的

特异性。引物序列见表１。

１．２．２　标本处理　从血培养系统中取出阳性培养

瓶，再从培养瓶中无菌操作抽取１ｍＬ培养物于

１．５ｍＬＥＰ管中，１５００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，将上层液

体转移至新ＥＰ管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃

上清，所得沉淀即为菌体，进行实验操作。阳性对照

菌株接种于血平板，３７℃、５％ＣＯ２ 培养２４～４８ｈ，

挑取单个菌落进行操作。

１．２．３　细菌ＤＮＡ的提取　革兰阳性菌的处理：向

沉淀中加入４％溶菌酶５００μＬ，３７℃消化４０ｍｉｎ，离

心收集沉淀后加入１０％蛋白酶 Ｋ，于５５℃裂解

１０ｍｉｎ，离心收集沉淀后操作同革兰阴性菌。按

ＴａＫａＲａｍｉｎｉｂｅｓｔ细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒

（ＴａＫａＲａ，大连）说明书提取ＤＮＡ，－２０℃保存备用。

表１　多重降落ＰＣＲ的引物序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｘｔｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ

目的基因 引物序列（５’－３’） 产物长度（ｂｐ）

犜犈犕 Ｆ：ＣＣＧＣＡＴＡＣＡＣＴＡＴＴＣＴＣＡＧＡＡＴＧ

Ｒ：ＣＴＣＡＣＣＧＧＣＴＣＣＡＧＡＴＴＴＡＴＣ

４４０

犛犎犞 Ｆ：ＴＧＴＡＴＴＡＴＣＴＣＣＣＴＧＴＴＡＧＣＣＡＣＣ

Ｒ：ＣＴＣＡＣＣＧＧＣＴＣＣＡＧＡＴＴＴＡＴＣ

７６７

犗犡犃 Ｆ：ＧＧＣＡＣＣＡＧＡＴＴＣＡＡＣＴＴＴＣＡＡＧ

Ｒ：ＡＴＣＴＣＣＡＧＡＧＡＡＧＴＣＴＴＧＡＴＴＴＣＣ

２５６

犕犲犮Ａ Ｆ：ＧＧＴＧＡＡＧＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＴＧＡＡＣＧＴＣ

Ｒ：ＧＴＡＡＣＧＴＴＧＴＡＡＣＣＡＣＣＣＣＡＡＧ

１１６０

１．２．４　单一降落ＰＣＲ　ＰＣＲ扩增总体系２５μＬ，

含（１０×ＰＣＲ）缓冲液２．５０μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｏｌ／ｍＬ）

３μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｏｌ／ｍＬ）１μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶

（５Ｕ／μＬ）０．２０μＬ，提取的ＤＮＡ１μＬ，各体系中引

物量（引物浓度均为１０μｍｏｌ／Ｌ）分别为犜犈犕 上下

游引物各０．０５μＬ，犛犎犞 上下游引物各０．０８μＬ，

犗犡犃上下游引物各０．１５μＬ，犕犲犮Ａ上下游引物各

０．２０μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ，同时设阳性对照与阴

性对照（双蒸水作为模板）。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；

９４℃３０ｓ，６５℃ （每循环降低０．５℃）３０ｓ，７２℃

１ｍｉｎ（２０个循环）；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ

（２０个循环）；７２℃７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物于２％琼脂糖

凝胶６Ｖ／ｃｍ恒压电泳，０．５０ｍｇ／Ｌ溴化乙锭溶液

染色，在凝胶成像仪下分析电泳结果。

１．２．５　多重降落ＰＣＲ　多重降落ＰＣＲ同一体系

中同时含有４种特异性引物，反应体系和反应条件

与单一降落ＰＣＲ体系相同。

１．２．６　检测下限的确定　使用无菌水稀释阳性对

照菌株的ＤＮＡ，犛犎犞、犜犈犕、犗犡犃基因的稀释度分

·４６６· 中国感染控制杂志２０１５年１０月第１４卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１４Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０１５



别为：２－１、２－２、２－４、２－６、２－８、２－１０，犕犲犮Ａ基因的稀

释度分别为：２－２、２－４、２－６、２－８、２－１０、２－１２；以此稀释

模板进行ＰＣＲ扩增，将产生特异可见条带的最低

ＤＮＡ浓度定义为该多重降落ＰＣＲ的检测下限。

１．２．７　临床标本验证　药敏纸片法（ＫＢ法）作为

参考方法，通过纸片扩散初筛法、纸片扩散确证法确

认耐药菌株。多重降落ＰＣＲ在临床检测时的特异

性与灵敏度计算方法：灵敏度＝ａ／（ａ＋ｃ）×１００％，ａ

为真阳性例数，ｃ为假阴性例数；特异性＝ｄ／（ｂ＋ｄ）

×１００％，ｂ为假阳性例数，ｄ为真阴性例数。

１．２．８　扩增产物测序　ＰＣＲ结果与细菌培养结果

不一致时，将ＰＣＲ扩增产物送上海英骏公司测序，结

果进行ＢＬＡＳＴ比对（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）。

２　结果

２．１　多重降落ＰＣＲ特异性检测　各单一ＰＣＲ均

可扩增出特异性条带，并用多重降落ＰＣＲ同时检测

了４种耐药基因，携带相应耐药基因的菌株于

１１６０、７６７、４４０和２５６ｂｐ处出现对应大小的条带，

见图１和表２。

２．２　检测下限的确定　利用建立的多重降落ＰＣＲ

对４种耐药基因（犕犲犮犃、犛犎犞、犜犈犕、犗犡犃）ＤＮＡ

进行检测限测定，ＤＮＡ 原液的质量分别为０．２８、

０．１４、０．２９、０．２３μｇ，检测下限分别为４．３７、２．１９、

４．５３和３．５９ｎｇ。见图２。
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　　１为阴性对照菌株；１４为ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；２、１３、２１为犕犲犮Ａ基因阳性菌株；６、１０、１７—１９、２４和２５为犜犈犕 基因阳性菌株；５和２６为

犗犡犃基因阳性菌株；１６为犛犎犞＋犗犡犃基因阳性菌株；２０为基因犛犎犞＋犜犈犕 阳性菌株；９为犛犎犞＋犜犈犕＋犗犡犃基因阳性菌株

图１　血培养菌株多重降落ＰＣＲ产物的特异性检测结果

犉犻犵狌狉犲１　ＳｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｘｔｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｆｏｒｂｌｏｏｄｃｕｌｔｕｒｅｓｔｒａｉｎｓ

表２　血培养阳性菌株ＥＳＢＬｓ基因检出情况

犜犪犫犾犲２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥＳＢＬｇｅｎｅｓｉｎｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓ

ｆｒｏｍｂｌｏｏｄｃｕｌｔｕｒｅ

基因名称
大肠埃希

菌（狀＝４０）

肺炎克雷伯

菌（狀＝１２）

铜绿假单胞

菌（狀＝３２）

嗜麦芽窄食

单胞菌（狀＝７）

犛犎犞 ３ ０ １ １

犜犈犕 ７ ２ ６ １

犗犡犃 ５ １ ４ １

犛犎犞＋犜犈犕 ２ ０ １ ０

犜犈犕＋犗犡犃 ０ １ ２ ０

犛犎犞＋犗犡犃 ３ ０ ３ １

犛犎犞＋犜犈犕＋犗犡犃 ２ ０ ２ １

合计 ２２ ４ １９ ５

２．３　临床标本验证　１０２份血培养阳性标本的菌

株中，经纸片扩散法检测，确定产ＥＳＢＬｓ的大肠埃

希菌、肺炎克雷伯菌，铜绿假单胞菌、嗜麦芽窄食单

胞菌分别为２２、４、３、５株，ＭＲＳＡ７株。以纸片扩散

法为参考标准，多重降落ＰＣＲ检测ＥＳＢＬｓ的灵敏

度达１００．００％，检测特异性为８７．２３％；检测 ＭＲ

ＳＡ的灵敏度达１００．００％，检测特异性达１００．００％，

因此多重降落ＰＣＲ的总灵敏度与特异性分别为

１００．００％、８８．２４％，见表３。

表３　血培养菌株耐药类型多重降落ＰＣＲ与培养法检测结

果比较

犜犪犫犾犲３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｙｐｅｓｂｅｔｗｅｅｎｍｕｌ

ｔｉｐｌｅｘｔｏｕｃｈｄｏｗｎ ＰＣＲ ａｎｄｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄｆｏｒ

ｂｌｏｏｄｃｕｌｔｕｒｅｓｔｒａｉｎｓ

耐药类型
多重降落

ＰＣＲ

培养法

阳性 阴性

灵敏度

（％）

特异性

（％）

ＥＳＢＬｓ 阳性 ４４ ６ １００．００ ８７．２３

阴性 ０ ４１

犕犚犛犃

（犕犲犮犃）

阳性 ７ ０ １００．００ １００．００

阴性 ０ ４
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　　１、１４、２１、２２为ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；２—７为犕犲犮Ａ阳性对照菌株ＤＮＡ原液及各稀释浓度模板，４泳道为４．３７ｎｇＤＮＡ（犕犲犮Ａ基因检出

下限）；８—１３为犛犎犞基因阳性对照菌株ＤＮＡ原液及各稀释浓度模板，９泳道为２．１９ｎｇＤＮＡ（犛犎犞基因检出下限）；１５—２０为犜犈犕 基因阳

性对照菌株ＤＮＡ原液及各稀释浓度模板，１６泳道为４．５３ｎｇＤＮＡ（犜犈犕 基因检出下限）；２３—２８为犗犡犃基因阳性对照菌株ＤＮＡ原液及各

稀释浓度模板，２４泳道为３．５９ｎｇＤＮＡ（犗犡犃基因检出下限）

图２　多重降落ＰＣＲ的检测限检测结果

犉犻犵狌狉犲２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｘｔｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ

３　讨论

产ＥＳＢＬｓ是以肠杆菌科细菌为代表的革兰阴

性杆菌对第一、二、三代头孢菌素等β内酰胺类抗生

素耐药的主要原因之一。１９８３年首次报道了产

ＥＳＢＬｓ的肠杆菌科细菌，目前，ＥＳＢＬｓ至少包括

４２４种基因型（其中犜犈犕 型１５９种、犛犎犞型９９种、

犗犡犃型１０２种）
［３］。ＥＳＢＬｓ的迅速衍变以及在菌

株间的转移和传播，使其耐药性成为突出问题。近

年来，有关单一菌株同时产多种ＥＳＢＬｓ，以及由产

复合ＥＳＢＬｓ菌株
［４－５］引起医院感染暴发流行的报

道屡有出现。ＭＲＳＡ除对甲氧西林耐药外，对其他

所有与甲氧西林相同结构的β内酰胺类抗生素均耐

药，ＭＲＳＡ还可通过其他机制对氨基糖苷类、大环

内酯类、四环素类、氟喹喏酮类、磺胺类、利福平等产

生不同程度的耐药。

细菌对抗菌药物耐药性的产生与传播本质上都

是在细菌的基因水平上发生的，分析抗性基因序列，

揭示基因结构与功能的关系，对阐明细菌耐药机理

具有重要意义［６］。产不同型别ＥＳＢＬｓ细菌在世界

各地的流行情况差异很大，国外主要以犜犈犕 基因

型为主，亚洲流行犆犜犡Ｍ型，以犆犜犡Ｍ１４、犆犜犡

Ｍ３为主，我国也以犆犜犡Ｍ亚型为主，各地基因型

略有差别［７］。在本研究中未发现不同型别流行情况

的差别，在以后的研究中可通过增加标本数量检测

本地区的主要流行类型。

细菌多重耐药的常规检测方法为药敏纸片扩散

法，其存在费时、繁琐、灵敏度低等弊端，且有些病原

菌培养条件苛刻，不易检出，标本采集前患者使用抗

菌药物也会导致病原菌检出率低［８］，这些限制了及

时正确的临床诊断与治疗。因此，建立一种快速检

测耐药菌的方法尤为重要。近年分子生物学、尤其

是ＰＣＲ技术在临床微生物学中的应用，为病原生物

的快速灵敏诊断提供了新的方法，有助于临床及时

有效治疗。

多重 ＰＣＲ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ），又称多重引物

ＰＣＲ或复合 ＰＣＲ，指在同一 ＰＣＲ 反应体系中加

２对或多对引物，同时扩增２个或多个基因的ＰＣＲ，

具有快速、高效、经济的优点。在单一ＰＣＲ的基础

上，加入１对内参引物，同时扩增内参基因可检测模

板的质量及整个 ＰＣＲ 反应的 质量。１９８８ 年，

Ｃｈａｍｂｅｒｌａｉｎ等
［９］首次报道了应用多重ＰＣＲ筛查

杜氏肌营养不良基因缺失，随后广泛应用于临床病

原检测、耐药基因筛查、临床流行病学调查等领域。

研究［１０－１２］利用多重ＰＣＲ鉴定细菌β内酰胺酶耐药

基因，应用多重ＰＣＲ检测金黄色葡萄球菌耐药基因

及致病毒素基因［１３－１５］。当前尚无同时针对产ＥＳ

ＢＬｓ肠杆菌科细菌犛犎犞、犜犈犕、犗犡犃 基因和 ＭＲ

ＳＡ犕犲犮Ａ基因的多重ＰＣＲ的报道。

在本研究中有多株菌检出≥２种的耐药基因，

显示出多重耐药性，在尚不知耐药基因流行病学情

况时，应用多重ＰＣＲ方法可以快速筛查出肠杆菌科

细菌的耐药基因型，了解其主要流行型别，为进一步

研究提供依据，本研究只鉴定到基因型而并未鉴定

到基因的亚型，还需应用更多特异性的方法（如特异

性引物的单一扩增、单链构象多态性ＰＣＲ等技术）

进行亚型鉴定［１６］。研究中血培养阳性标本经初步

鉴定后进行多重降落ＰＣＲ，为临床防治产 ＥＳＢＬｓ

菌提供一定的理论依据，但是由于ＥＳＢＬｓ基因型较
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多，有些基因型在非ＥＳＢＬｓ菌中也有检出，后续研

究中可设计更多其他型甚至是更多ＥＳＢＬｓ亚型的

引物保证扩增的特异性，在血培养阳性报警后直接

检测标本将会大大缩短临床标本的检测时间，更早

指导临床用药。

本研究尝试建立的多重降落ＰＣＲ方法操作简

单，对实验室硬件要求不高，特异性与灵敏度高，可

缩短报告时间等，结果可直接指导临床使用抗菌药

物，可作为ＢＳＩ中ＥＳＢＬｓ与 ＭＲＳＡ感染的快速诊

断与流行病学研究的备选方法。
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