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多重半套式聚合酶链反应在检测

脑脊液病原菌中的应用

闫志勇 王斌 毕春霞

【摘要】 目的 建立多重半套式聚合酶链反应（!"#）快速检测脑脊液标本中常见的病原菌。方

法 通过对病原菌$%&’#()基因保守区和变异区的序列分析，设计通用引物及革兰阴性菌、革兰阳

性菌的特异性引物，分别作为外、内侧引物，对脑脊液标本中不同细菌的*()进行多重半套式!"#
扩增；同时与常规细菌培养法作比较，并检测了该方法的敏感性。结果 外侧扩增后革兰阳性菌、革

兰阴性菌经扩增后均有长约$+,-./的片段产生；内侧扩增两种细菌除$+,-./的产物外，革兰阳性

菌另有一,,%./的特异性产物，革兰阴性菌另有一$-0./的特异性产物。该方法最低可检测出

1234／56的大肠埃希菌；%-份脑脊液标本扩增结果与培养法相比，敏感性、特异性、阳性预测值、阴性

预测值分别为7,819、:809、118-9、70819。结论 多重半套式!"#方法能特异、敏感、快速地检

测出脑脊液感染的常见病原菌。
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脑脊液标本病原菌感染的快速准确诊断一直是

困扰临床实验室的一大难点。目前，国内外多采用

传统的培养法，该法虽然较准确，但存在耗时、敏感

性低等不易克服的缺点。聚合酶链反应（!"#）技术

自问世以来已被广泛应用于病原菌感染的早期、快

速检测，但是一般!"#只能针对特定的细菌*()
进行扩增，而临床实际操作中不可能用!"#逐一检

作者单位：-%%+-$青岛大学医学院微生物学教研室（闫志勇、王

斌）；青岛市市立医院检验科（毕春霞）

测每种可能的病原菌，因此，使该技术的应用受到了

限制。对于本应无菌的组织和体液标本（如血液、脑

脊液、膀胱中的尿液），只要确定有细菌存在即可断

定为感染。根据这一特点，结合细菌$%&核糖体

（’<.@B@5>6#()，’#()）基因兼有保守性和变异性

的特征［$］，我们成功地设计出所有细菌的通用引物

（4=<KA’B>6/’<5A’，N!），以及常见革兰阴性菌、革兰

阳性菌的特异性引物，建立了多重半套式聚合酶链

扩增（546C</6AFBA5<G=ABCAE!"#）的方法，对不同病

原菌进行检测，并将该方法在临床脑脊液标本的检
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测中进行了实际应用，现将结果报告如下。

材料与方法

!"标本和对照菌株：大肠埃希菌（#$%%!!&&’）

和金黄色葡萄球菌（#$%%((’)*）标准菌株由中国

药品生物制品检定所提供，肺炎克雷伯菌、脑膜炎奈

瑟菌、铜绿假单胞菌、化脓性链球菌、腐生葡萄球菌、

结核分支杆菌等为本室保存株。+,份脑脊液标本

采自!***年&月至,--,年(月青岛市立医院、青

岛大学医学院第一、第二附属医院疑为细菌性脑脊

髓膜炎患者，每份标本,!./0，平均分为,份，分别

用于细菌学常规检测和多重半套式1%2扩增。

,"试 剂 及 处 理：34#提 取 试 剂 盒 购 自 美 国

156/789公司，$9:34#聚合酶、;4$1等购自加拿

大<=>公司，其他试剂由本微生物室自行配置。除

$9:酶外，其他试剂均经过高压灭菌或用-",-"/
滤器抽滤处理。

("引物设计与合成：在美国生物技术信息中心

（4%=>）基因库中查得’+种（属）常见细菌的!+?
524#基因序列（其中革兰阴性菌(!种，革兰阳性

菌,’种），用34#@A95软件进行分析比较，在保守

区各寻找一段保守序列作为外侧的通用引物B1!
和B1,，根据变异区部分序列分别设计革兰阳性菌

引物1CD和革兰阴性菌引物1CE（表!），由上海生

物工程技术公司合成，稀释成!-"/60／F的应用液。

各引物中，通用引物B1!和B1,除在第一步反应中

共同扩增出!-(,GH的产物外，在第二步反应中，

B1!还作为1CD的上游引物，扩增出((+GH的特异

性产物；B1,作为1CE的下游引物，扩增出!,&GH
的特异性产物（图!）。

表! 多重半套式1%2引物序列

引物 序列（’’!(’）
在!+?524#

基因中的
位置"

长度
（GH）

扩增
产物的
长度""

（GH）

B1! $#%C$C%%#C%#C%
%C%CC$##$# ’-*!’,( ,.

!-(,
B1, #C$##CC#CC$C#$%%##%%C%# !’.!!!’,, ,(

1CD CC###%%C$%$##%
#%$$#C%#%$ ).’!),, ,. ((+

1CE $CCC#C$CCC%$C$#%##C##C$# !.!.!!.(& ,. !,&

" 引物在!+?524#基因中的位置以大肠埃希菌为参照［,］；

"" 由于不同!+?524#基因变异区的长度存在差异，使各菌1%2
扩增产物的大小并不完全一致，但一般差异较小，在琼脂糖凝胶电泳

中位置变化不明显。本文为描述方便均以大肠埃希菌为参照

图! 引物设计示意图

."增菌和34#的提取：将脑脊液标本接种于

(/0F=液体培养基中，(&I摇 床 增 菌 培 养,J，

!.---8离心’/KL，弃去上清液，加入!/01=?缓

冲液洗涤沉淀物，用基因组34#提取试剂盒（美国

156/789公司）提取34#，最后溶于!--"034#水

合剂作为扩增模板。大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌

标准菌株，以及肺炎克雷伯菌、脑膜炎奈瑟菌、铜绿

假单胞菌、化脓性链球菌、腐生葡萄球菌、结核分支

杆菌等本室保存株，接种于’/0F=培养基中，于

(&I摇床振荡过夜，然后提取34#。

’"多重半套式1%2扩增：先用通用引物B1!
和B1,在进行1%2检测，1%2混合液（,’"0反应体

系）组 成：模 板!"0，$9:34# 聚 合 酶-"’B，

,//60／F .M ;4$1 ,"’"0，!-M 1%2 GNOO75
〔!--//60／F P%0，!--//60／F（4Q. ）,?R.，

!--//60／F$5K@SQ%0，HQ*"-，!T $5KA6LUS!--〕

,"’"0，引物B1!和B1,各!"0。扩增条件为*.I
+/KL后，*.I!/KL，’.I!/KL，&,I,/KL，(-个

循环后&,I延伸!-/KL。取扩增产物!",T 琼脂糖

凝胶电泳并于紫外透射仪下观察，如有约!-(,GH
大小的34#片段，则证实该标本有细菌感染。取

该扩增产物!"0进行多重半套式1%2内套扩增以进

一步鉴定细菌。反应体系中含引物B1!、B1,、1CD

各!"0，引物1CE,"0，复性温度为’,I，其余同外

侧扩增。

+"通用引物1%2扩增敏感性测定：将大肠埃希

菌标准株接种于F=培养基中，(&I摇床振荡培养

至对数生长期，用无菌生理盐水做一系列!V!-稀释，

每一稀释度吸取!/0加入无菌培养皿中，倾注适量

预先保温到’+I的营养琼脂，(&I过夜后计数；将

每一稀释度分别取!/0提取34#后，用通用引物

进行外侧1%2扩增。

&"脑脊液标本的常规细菌学检测：将+,份脑脊

液标本接种于专用增菌培养基后置于全自动细菌培

养仪（=#%$W%*!,-，美国=S3公司）培养，待仪器提

示有细菌生长时，转种血液琼脂平板和巧克力色培

养基，(&I分离培养!)!,.J，涂片革兰染色，根据

染色结果用自动细菌鉴定分析仪（X90P#Y9ZS.-，

美国3937公司）进行鉴定。
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结 果

!"多重半套式#$%的扩增结果：对金黄色葡萄

球菌和大肠埃希菌标准菌株，以及本室保存的部分细

菌菌株进行多重半套式#$%扩增的部分结果见图&。

经第一步扩增，所有细菌均有!’(&)*的产物；第二步

扩增后，除有!’(&)*的+,-片段产生和结核分支杆

菌外，革兰阳性菌另有一((.)*的特异性产物，革兰

阴性菌有一!&/)*的特异性产物形成。

-：外侧扩增结果；0：内侧扩增结果；1：+2&’’’134564；!：大

肠埃希菌；&：肺炎克雷伯菌；(：脑膜炎奈瑟菌；7：铜绿假单胞菌；

8：金黄色葡萄球菌；.：化脓性链球菌；/：腐生葡萄球菌；9：结核分支

杆菌；:：水对照

图! 部分菌株的多重半套式#$%扩增结果

&"通用引物#$%的敏感性：将大肠埃希菌标准

株做!;!’系列稀释后，分别进行扩增，结果显示最低

可检测出9<=>／?@的大肠埃希菌（图(）。

1：+2&’’’134564；!!.：大肠埃希菌菌液经!;!’稀释提取

+,-后的扩增结果，其浓度依次为9A!’7、9A!’(、9A!’&、9A!’、

9、9A!’B!<=>／?@；/：阴性对照

图" #$%检测大肠埃希菌的敏感性

("脑脊液标本多重半套式#$%扩增和常规细

菌学检测结果的比较：.&份脑脊液标本经细菌学常

规培养鉴定与多重半套式#$%扩增结果见表&，(。

根据表&计算出与培养法相比，本法的敏感性为

:("9C，特异性为:8"/C，阳性预测值为99"&C，阴

性预测值为:/"9C。

表! 多重半套式#$%扩增与细菌学常规培养法

检测脑脊液标本的结果比较

#$%检测结果
常规细菌分离培养结果

D B
标本总数

D !8 & !/
B ! 77 78

合计 !. 7. .&

注：敏感性为:("9C，特异性为:8"/C，阳性预测值为99"&C，

阴性预测值为:/"9C

表" .&份脑脊液标本细菌学常规培养鉴定和

多重半套式#$%扩增鉴定结果

细菌名称
常规培养
阳性份数

#$%扩增阳性份数

E# #FD #FB

脑膜炎奈瑟菌 ! ! !
肺炎克雷伯菌 & & &
大肠埃希菌 ! ! !
都柏林沙门菌 ! ! !
荧光假单胞菌 ! ! !
铜绿假单胞菌 ! ! !
表皮葡萄球菌 ( ( (
肺炎链球菌 ! ! !
金黄色葡萄球菌 & ! !
腐生葡萄球菌 ! ! !
草绿色链球菌 ! ! !
产单核李斯特菌 ! ! !
流感嗜血杆菌! ’ ! !
其他 ’ ! !

合 计 !. !/ : 9

! 患者应用青霉素治疗后采集血样

表(所示，&份脑脊液标本多重半套式#$%扩

增检测阳性，而常规细菌分离培养阴性，其中!份标

本为大量应用青霉素后采集，将该标本用含适量青

霉素酶的增菌培养基增菌后重新分离培养证实为流

感嗜血杆菌。!份标本分离培养阳性（金黄色葡萄

球菌），而#$%扩增阴性。

讨 论

脑脊液的病原菌感染往往比较凶险，如不及时

诊断和治疗将严重危及患者的生命。目前国内外对

临床标本中病原菌的检验大多仍采用培养法，该方

法尽管准确，但敏感性低，耗时长，易受细菌生理条

件和抗生素的使用限制，且不能用于某些目前还不
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能培养或新菌种的鉴定，故很难满足临床要求［!，"］，

因此，对疑似严重感染的患者，临床医生往往来不及

等待细菌培养结果，就盲目根据经验给患者使用大

剂量广谱抗生素，故而很可能导致菌群失调和耐药

细菌的产生。#$%虽早已应用于病原菌感染的检

测，但一般#$%通常仅对特定病原体检测，而在病

原体未明时，需用多种不同引物对多种病原微生物

分别进行#$%扩增，往往费时费力，使#$%技术在

临床病原体检测中的应用受到了限制。细菌等微生

物的&’()%*+基因同时具有高度保守区和变异

区，故既可作为细菌分类的标志，又可作为临床病原

菌检测和鉴定的靶基因［,］。此外，对于正常情况下

无菌的组织和体液标本，如血液、脑脊液、膀胱中的

尿液等，只要确定有病原菌-*+的存在即可断定

为感染。故以细菌&’()%*+基因为靶分子已成为

检测这些标本中病原菌感染的主要方案［’./］。我们

设计的多重半套式#$%方法，集多重#$%、通用引

物#$%和半套式#$%三种方法于一身，旨在先对

可疑 标 本 进 行 外 侧 的 通 用 引 物#$%，通 过 观 察

&0!123片段的产生判断标本中是否有细菌的感

染，作出初步诊断；然后再用一组特异性引物与通用

引物一起进行多重半套式扩增，将细菌区分为革兰

阳性菌和革兰阴性菌以指导临床用药。

我们用计算机软件 比 较 了,’种 细 菌 的&’(
)%*+的基因序列，在上、下游各选一段保守区序

列，参考%4567)89［:］的引物序列并加以改进，重新

设计了一对能够扩增出所有真细菌的通用引物。革

兰特异性引物则是通过对!&种革兰阴性菌、1,种

革兰阳性菌&’()%*+基因可变区序列的分析完全

自行 设 计，目 前 尚 无 类 似 报 道。 由 于 不 同&’(
)%*+基因变异区的长度存在差异，使各菌#$%扩

增产物的大小并不完全一致，但一般差异较小，在琼

脂糖凝胶电泳中位置变化不明显。此外，对于结核

分支杆菌等革兰染色比较特殊的细菌，该特异性引

物并不能将其加以区分。因此，当通用引物扩增出

现&0!123的条带，而进一步扩增无革兰染色特异

性产物产生时，可提示标本中有此类细菌的感染。

对于其他多数脑脊液中常见的病原菌，该套引物具

有较好的特异性。

对来自青岛市的’1份标本的检测中发现，脑脊

液感染病原菌中传统的脑膜炎奈瑟菌仅有&例，其

他大多为一些体内平时存在的条件致病菌，如肺炎

克雷伯菌、大肠埃希菌、表皮葡萄球菌、草绿色链球

菌等，且分布较分散，未发现优势流行株的存在。1
份脑脊液标本多重半套式#$%扩增检测阳性，而常

规细菌分离培养阴性，其中&份标本为大量应用青

霉素后采集，将该标本用含适量青霉素酶的增菌培

养基增菌后重新分离培养，证实为流感嗜血杆菌；另

外&例原因不明，推测可能为污染，或目前尚不能分

离培养的其他细菌的感染。

&’()%*+基因在细菌基因组中以多拷贝的形

式存在，因此，#$%检测该基因有较好的敏感性。

另外，我们在采集标本后先接种;<培养基!:=空

气浴震荡增菌培养1>，使该方法的敏感性进一步提

高，最低可检测出/?@A／9B的大肠埃希菌。用本文

建立的方法检测了’1例脑脊液标本，与常规分离培

养法相比，其敏感性、特异性、阴性预测值、阳性预测

值都较高。但培养法一般需要至少:1>才能完成

鉴定，而该实验过程，外侧扩增不超过">，全部扩增

不超过:>，加上标本的预处理，整个实验过程在1"
>，完全能满足临床快速诊断的要求。
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