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肺炎链球菌PCR分型技术的建立与应用

李马超张砺李倩任红宇 王晓蕾徐丽邵祝军

·实验室研究．

【摘要】 目的建立肺炎链球菌血清型分型的PCR简便方法，初步了解肺炎链球菌flIL清型／

群的分布状况。方法设计合成12种肺炎链球菌m清型／群特异性引物，优化不同血清型／群引物

PCR条件。并检测最佳反应浓度、灵敏性以及特异性；初步应用于肺炎链球菌菌株的血清型／群检

测。结果引物浓度优化后，12种肺炎链球菌血清型／群特异引物呈现较好的特异性与敏感性；对

119株肺炎链球菌菌株进行PCR分型检测，其中113株可分为9个血清型／群(3、5、6A／B、9AN、14、

18、19A、19F、23F)，6株未分群。结论初步建立了12种血清型／群肺炎链球菌PCR分型技术，可

用于鉴别人群巾主要流行的肺炎链球菌血清型／群。

【关键词】肺炎链球菌；血清型；聚合酶链反应
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【Abstract】 Objective To establish a method based on PCR for serotyping of Streptococcus

pneumonia isolates．PCR serotyping method was applied for investigating the serotypes of

S．pneumonia strains．Methods 12 pairs ofprimers targeting different serotypes ofS．pneumonia were

designed and synthesized．After optimizing the PCR amplification reaction，sensitivity and specificity

of each pair was performed．We applied the PCR methods for testing the serotypes of the isolated

曼pneumonia strains．Results Each pair of primers showed satisfied PCR sensitivity and specificity．

Of all 119 S．pneumonia strains tested by PCR serotyping method，113 isolates were identified(3．5，

6A／B，9AN，14，18，19A，19F．23F)with 6 isolatcs were unable to be serotyped．Conclusion Wrc

deveioped a simple．reliable and economic method for S pneumonia serotyping which could be used

for testing the serotypes ofS．pneumonia that had been prevailed among general population．

【Key words】Streptococcuspneumonia；Serotype；Polymerase chain reaction

肺炎链球菌(Streptococcus pneumonia)血清型／群

的流行病学特征对于评价肺炎链球菌的疾病负担、

疫苗血清型／群覆盖率、疫苗免疫学效果评价以及了

解该菌血清型／群与耐药特征之间的关系尤为重要⋯

引。荚膜肿胀实验(quellung reaction)是传统的肺炎

链球菌血清学分型／群方法，但该方法费用较高且操

作复杂，对操作人员的技术要求较高，在13常的检测

中常不能得到广泛应用。PCR方法由于其灵敏性

高、操作简便、成本相对较低等优点已经成为肺炎链

球菌分型／群的重要手段。本研究拟建立一种基于
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PCR技术的快速、简便、成本低廉的肺炎链球菌血清

分型方法，初步应用成都地区儿童中分离肺炎链球

菌的分型检测。

材料与方法

1．菌株来源：本研究共采用菌株145株。其中

肺炎链球菌参考菌株16株[12株由美国疾病预防控

制中心惠赠，2株购自中国生物制品检定所，1株购

自美国ATCC，I株购自丹麦国立血清研究所(SSI)，

所有参考菌株均已经过血清学验证]，菌株编号(血

清群／型)分别为NCTC7465(1)、31001(1)、164—07

(3)、31003—17(3)、BAA一334(4)、112-07(5)、

182一07(6A)、113—07(6B)、218一07(7F)、207—07

(9v)、11l一07(14)、235—07(18c)、155-07(19A)、

146—07(1 9F)、ATCC49619(19F)、SSl20060525—14
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(23F)；119株肺炎链球菌分离菌株(其中9株为全国

脑膜炎监测网的患者分离株，110株为成都市儿童医

院临床分离株)；其他菌株分别为金黄色葡萄球菌

ATCC25923、轻型链球菌NCTCl2261、大肠埃希菌

ATCC25922、粪肠球菌ATCC29212、绿脓假单胞菌

ATCC27853、A群链球菌分离株2株、B群链球菌分

离株l株、副流感嗜血杆菌分离株1株、肺炎克雷伯

菌分离株l株。上述肺炎链球菌菌株均经奥普托欣

敏感性实验及胆汁溶解实验验证。

2．试剂与设备：TaqDNA聚合酶、dNTPs、100 bp

DNA Marker均购自大连宝生物TaKaRa公司，超纯

水购自美国Gibical公司，PCR引物由北京赛百盛公

司合成，DNA提取试剂盒购自德围QIAGEN公司，

肺炎链球菌分型血清PNEUMOTEST购自丹麦SSI；

PCR扩增仪为美国BIO．RAD PT-200，凝胶成像系

统为美国Bio．Rad Geldoc XR，分光光度计为德国

Eppendorf Biophotometer。

3．实验方法：

(1)引物设计：本实验中采用两组引物对肺炎链

球菌菌株进行分型分析b刮：肺炎链球菌种属特异性

扩增引物cpsA，血清型／群特异性扩增引物分别为1、

3、4、5、6A／B、7F、9V、14、18C、19A、19F、23F(表1)。

(2)DNA提取：收集血平板上培养18—24 h的

肺炎链球菌菌落，采用QIAGEN细菌基冈组提取试

剂盒提取DNA(提取方法参照试剂盒说明书)，测定

DNA浓度。

(3)PCR扩增：反应体系为20斗l，其中2¨l 10×

PCR buffer、0．2 mmol／LdNTP、TaqDNA聚合酶l U、

DNA 5¨l。反应条件94℃4min；94℃45 s，54℃

45 S，72℃90 S，30个循环；72 oC 5 min。

(4)凝胶图像分析：扩增产物经1．0％的琼脂糖

凝胶电泳，5 V／cm 1 h，收集图像。

(5)引物浓度优化及灵敏性检测：以菌株BAA一

334DNA为模板，5倍梯度稀释成10个浓度，加入

cpsA引物浓度分别为0．2、0．5、1．0 I．tmol／L的反应体

系中，检测引物的最佳浓度及灵敏性；同上操作，分

另U以31001、164—07、BAA一344、112—07、182—07、

218—07、207—07、111—07、235—07、155—07、146—07、

SSl20060525—14 DNA为模板对l、3、4、5、6～B、7F、

9V、14、18C、19A、19F、23F引物进行引物浓度优化

及灵敏性检测。

(6)引物特异性检测：以epsA引物分别扩增肺

表l肺炎链球菌血清型，群分型引物序列
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炎链球菌参考菌株16株和lo株其他菌株；分别以

31001，164—07，BAA-344、112-07，182-07、

218—07、207—07、111—07、235-07、155-07、146-07、

SSl20060525—14 DNA为模板，对1、3、4、5、6加、
7F、9V、14、18C、19A、19F、23F引物进行交叉扩增检

测引物特异性。

(7)肺炎链球菌分离菌株血清分型：采用荚膜

肿胀试验，油镜下如荚膜显著肿大，菌体周围有一无

色而较宽的环状物时，判断为荚膜肿胀试验阳性。

(8)肺炎链球菌分离菌株PCR检测：以cpsA引

物对119株临床肺炎病例肺炎链球菌分离菌株进行

检测；cpsA引物扩增阳性菌株，继续以l、3、4、5、6A／

B、7F、9V、14、18C、19A、19F、23F引物进行扩增，确

定血清型／群。

结 果

1．引物的最佳反应浓度及灵敏性：将出现最多

明亮扩增条带时反应体系的引物浓度定为最佳反应

浓度；若多个反应体系同时出现相同扩增结果，以最

低引物浓度的反应体系为参考。将出现最多扩增条

带时，亮度最低且肉眼可辨扩增条带所对应的反应

体系中的DNA浓度，定为反应的灵敏性(以19F引

物为例，见图1)。12对血清型／群特异性引物的最佳

反应浓度及灵敏性结果见表2。

注：从左至右每三条泳道为同一个DNA稀释浓度，5倍梯度稀释

共lO个DNA稀释浓度；每条泳道的引物浓度(pmol／L)分别为0．2、

0．5和1．0

图1 19F cps I引物最佳反应浓度及灵敏性检测

表2不同引物的最佳反应浓度及灵敏性

猢畿嚣粼 泐嚣淼
cpsA 0．2 1 9V 0．5 1

1 0．2 l 14 O．2 l

3 0．2 l 18C O．5 1

4 0．5 10 19A O．2 1

5 1．0 1 19F 0．2 l

6A／B 0．5 I 23F 0．2 10

71：0．2 l

2．引物特异性：以cpsA引物对肺炎链球菌参考

菌株16株和lo株其他菌株的核酸提取物，在最佳反

应浓度下进行PCR扩增，肺炎链球菌株均能得到阳

性扩增产物；其他非肺炎链球菌菌株DNA未产生阳

性扩增结果。分别以1、3、4、5、6A／B、7F、9V、14、

18C、19A、19F、23F引物在最佳反应浓度下对

31001，164—07，BAA一344、112—07，182-07，218—07，

207—07、 Ill一07，235-07， 155-07、 146-07，

SSl20060525—14DNA进行扩增，均呈现引物特异性

扩增结果(图2)；且未出现交叉扩增阳性扩增结果

(表3)。

苎f1～14：100印Marker，1，3，4,5，6A／B，7F，9V、14，18C、19A，

19F、23F和100 bp Marker

图2 12种分型，群引物特异性扩增结果

3．肺炎链球菌分离菌株血清分型：全部119株

肺炎链球菌分离菌株中，l株(0．84％)血清群为3；1

株(0．84％)血清群为5；32株(26．89％)血清群为6；2

株(1．68％)血清群为9；11株(9．24％)血清群为14；2

株(1．68％)血清群为18；53株(44．54％)血清群为19；

11株(9．24％)血清群为23；6株未分群。

4．肺炎链球菌分离菌株PCR检测：以cpsA引物

扩增119株肺炎链球菌分离菌株均呈阳性扩增结

果。以分型引物分别对分离菌株DNA进行扩增，

113株(94．96％)呈阳性反应，6株未分群。可分型菌

株中，l株(0．84％)血清群为3；l株(0．84％)血清群为

5；32株(26．89％)血清型为6A／B；2株(1．68％)血清

型为9A／V；1l株(9．24％)血清群为14；2株(1．68％)

血清群为18；53株(44．54％)血清群为19，其中10株

为血清型19A，43株为血清型19F；1l株(9．24％)血

清型为23F；PCR检测结果与血清学分型结果完全

吻合。

讨 论

肺炎链球菌是严重危害老年人和儿童身体健康

的重要病原体之一。目前已知肺炎链球菌的90个

血清型／群中虽然只有少部分血清型／群能够导致人

群发病"’81，但该菌所导致的疾病在世界范围内仍成

为一个严重的公共卫生问题。而针对这部分血清
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表3分型引物特异性扩增

血清型 31001 164一07 BAA一3“ 112-07 182一07 218-07 207-07 11l一07 235—07 155一07 146—07 SSl20060525一14

引物 (1) (3) (4) (5) (6A) (7F) (9V) (14) (18C) (19A) (19F) (23F)

l 十 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一

3 一 十 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一

4 一 一 + 一 一 一 一 一 一 一 一 一

5 一 一 一 十 一 一 一 一 一 一 一 一

6加 一 一 一 一 + 一 一 一 一
． 一 一

7F 一 一 一 一 一 + 一 一 一 一 一 一

9V 一 一 一 一 一 一 + 一 一 一 一 一

14 一 一 一 一 一 一 一 + 一 一 一 一

18C 一 一 一 一 一 一 一 一 + 一 一 一

19A 一 一 一 一 一 一 一 一 一 + 一 一

19F 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 + 一

23F·-—-—-·-·-·-·-—---—．—-—‘。

注：+扩增刚性，一扩增阴性

型／群所设计的疫苗，已经被证明可以作为一种有效

的手段抵抗肺炎链球菌所带来的危害归】。

目前在全球范围内，已经商品化肺炎链球菌疫

苗主要分为多糖疫苗和结合疫苗两种。多个国家疫

苗应用数据显示，疫苗在人群中的广泛接种均可以

使肺炎链球菌相关疾病的发病率明显减低，并呈现

较高的保护力¨0’11]。本研究所采用的引物能够鉴别

肺炎链球菌1、3、4、5、6A／B、7A／F、9州、14、18A／B／
C／F、19A、19F、23F等血清型／群，分别覆盖了23价疫

苗、11价疫苗、7价疫苗所包含血清型／群的52．17％、

100％和100％。虽然在已上市的7价和11价疫苗中

均未包括血清型19A，但有报道证明大量接种7价

或1l价疫苗后，儿童及成年携带者中分离到的19A

型菌株呈上升趋势¨引。因此，本研究选择19A引物

用以鉴别19A型菌株。疫苗的长期使用可能会导致

肺炎链球菌血清流行病学方面的变化，已有人群携

带的肺炎链球茵血清型／群由疫苗覆盖血清型／群向

非疫苗覆盖血清型／群的转变的相关报道【13J⋯。

近年来，非疫苗覆盖血清型／群肺炎链球菌的感

染病例逐渐增多，而其耐药菌株的不断扩散逐渐为

专业工作者所重视“s．161，针对该菌的监测已经成为

肺炎链球菌相关疾病预防控制工作的重要组成部

分。目前，以了解血清学分布为主要目的常规监测

主要是通过对收集菌株的培养、血清学鉴定来完成；

但所用血清比较昂贵，对结果解释的操作人员主观

依赖性较强、且专业技能要求较高，这已经成为制约

血清学分型技术推广的主要缺陷。随着分子生物学

技术的快速发展以及PCR手段的推广，建立在PCR

技术基础上的分子分型技术可以成功的克服传统血

清分型技术的缺点；另外，以PCR技术为基础的分

型方法还可以用于一些临床上不能直接用血清鉴定

标本的分型以及一些对传统血清学分型方法不敏感

标本的检测¨7|。

荚膜是肺炎链球菌的最主要致病因子，而荚膜

的产生主要是由荚膜合成基因簇(cps)调控的，cp存

在于几乎所有肺炎链球菌基因组中，且相对保守。

本研究用于鉴定肺炎链球菌的cpsA引物，以及用于

分型的引物对所对应的基因序列大多来自cps，且均

经过Southen印迹实验的检验¨引。

肺炎链球菌PCR分子分型技术也存在一定的

缺陷。对于cpsA引物，虽然其扩增的基因序列高度

保守，但已有文献报道对于极少数菌株不能扩增出

阳性产物’1引，推测其原因可能是cpsA基因的缺失或

突变导致；虽然在本研究中未发现类似情况，但这并

不表示cpsA引物扩增阴性的菌株就一定是非肺炎

链球菌。本研究所采用的分型引物设计也存在一定

的不足。首先，以PCR技术为基础的分子分型方法

所能鉴定的肺炎链球菌血清型／群有限。例如本研

究中有6株肺炎链球菌未能分型，分析原因可为：所

采用的肺炎链球菌分型引物不能覆盖目前全部的血

清型／群，另外也不能排除新的血清型存在的可能。

其次，一些分型引物为血清群特异性而非血清型特

异性，例如6A／B引物阳性扩增结果的菌株可能是血

清型6A也可能是血清型6B。这些应在后续试验中

完善。

此外，本研究llO株分离于成都市儿童医院菌

株，主要以血清型6A／B、14、19A、19F、23F为主；9株

分离于全国脑膜炎监测网患者的菌株，主要以血清

群6、19为主。这为制定肺炎链球菌疾病的防治策

略提供了基础性资料。

虽然以PCR为基础的分子分型技术还存在一

定的局限性，但相对于传统的血清学分型技术，仍不

失为一种简便快捷、费用较低且准确可靠的手段，可

广泛应用于常规监测，成为可依赖的分型手段。
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