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基于细菌１６犛狉犚犖犃基因扩增临床不常见病原菌的价值
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［摘　要］　目的　探讨１６ＳｒＲＮＡ基因扩增与测序在临床不常见病原菌鉴定中的价值，指导临床相关感染的

诊治。方法　选择临床微生物实验室常规方法难以准确鉴定、无法鉴定或有特殊表型的细菌１２株，采用聚合酶链

反应（ＰＣＲ）扩增其１６ＳｒＲＮＡ基因，测序后进行ＢＬＡＳＴ比对鉴定菌种，并分析相关感染的临床特点。结果　１２株

菌经ＰＣＲ扩增均得到阳性条带（约１５００ｂｐ），均鉴定到种（相似度≥９９％），分别为产单核细胞李斯特菌、马耳他布

鲁杆菌各２株，死亡梭杆菌、空间罗氏菌、鼻疽奴卡菌、解糖葡萄球菌、放射性根瘤菌、二路普雷沃菌、解甘露醇罗尔

斯顿菌及阴道阿托波菌各１株。１６ＳｒＲＮＡ基因扩增灵敏度高，大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２的最低检测限为１．５×

１０１ＣＦＵ／ｍＬ。１２例患者临床资料显示上述菌可引起临床多部位、多类型感染，选用针对性抗菌药物治疗后１１例

好转，１例死亡。结论　１６ＳｒＲＮＡ基因测序方法可快速、准确鉴定少见菌、厌氧菌及难培养细菌，为临床不同类型

感染的病原学诊断和治疗提供实验室依据。

［关　键　词］　１６ＳｒＲＮＡ；病原菌；鉴定；感染；分子生物方法；聚合酶链反应
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　　病原学检测对感染性疾病的诊疗十分重要，目

前，大部分临床微生物实验室采用商品化的鉴定系

统鉴定病原菌，但对于临床少见、疑难或表型相近的

细菌，该方法会出现偏差，不能满足临床快速、准确

鉴定病原菌的需求［１］。随着分子生物学方法成本逐

渐降低、基因数据库不断更新，基于细菌１６ＳｒＲＮＡ

基因的测序技术在微生物界已成为热点［２５］，并逐渐

成为细菌菌种鉴定和分类的金标准［６８］。本研究选

择实验室常规方法难以准确鉴定、无法鉴定或有特

殊表型的细菌，应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增其

１６ＳｒＲＮＡ基因并测序，探讨该方法在临床不常见

病原菌鉴定中的价值。

１　材料与方法

１．１　研究资料　选择临床微生物实验室常规方法

难以准确鉴定、无法鉴定或有特殊表型的细菌

１２株。阳性质控菌株为大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２、

金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３、粪肠球菌 ＡＴＣＣ

２９２１２和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３，阴性对照为

白假丝酵母菌ＡＴＣＣ１０２３１和双蒸水。

１．２　主要试剂与仪器　主要试剂为ＰａｔｈｏｇｅｎＬｙｓｉｓ

Ｔｕｂｅｓ（Ｌ）和 ＱＩＡａｍｐ ○Ｒ ＵＣＰＰａｔｈｏｇｅｎ ＭｉｎｉＫｉｔ

（ＱＩＡＧＥＮ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 和 ＤＬ２０００

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）、细 菌 和 酵 母 菌

ＤＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有限公司）。主要

仪器为涡旋振荡器（ＶｏｒｔｅｘＧｅｎｉｅ２，ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎ

ｄｕｓｔｒｉｅｓ，ＵＳＡ）、ＰＣＲ仪（Ｖｅｒｉｔｉ９９０２，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ

ｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）、电泳仪（北京六一仪器厂，中国）、

凝胶成像仪（ＵＧｅｎｉｕｓ，ＧｅｎｅＣｏｍｐａｎｙ，ＵＫ）、离

心机（（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１，Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、生

物安全柜（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｃｈｉｎａ）、全自动微生物鉴

定仪（Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ，ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘ，Ｆｒａｎｃｅ）、全自动

血培养仪（ＢＤＢＡＣＴＥＣ９１２０，ＵＳＡ）。

１．３　培养及鉴定　需氧菌、兼性厌氧菌采用血平

板、中国蓝平板，置于５％～１０％ＣＯ２ 环境中进行培

养，厌氧菌采用厌氧平板培养；脑脊液、血、关节液等

培养采用ＢＤ公司ＢＡＣＴＥＣＴＭ９２４０全自动血培养

系统，仪器报阳性后根据检验目的及镜检结果转种血

平板、中国蓝及巧克力琼脂平板，３５℃培养２４～４８ｈ。

细菌鉴定时根据可疑菌落的革兰染色结果选择合适

的鉴定卡，利用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌鉴定

系统鉴定。

１．４　１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增

１．４．１　ＤＮＡ提取　实验菌株和标准菌株ＤＮＡ的

提取按ＤＮＡ提取试剂盒说明书进行，获得的ＤＮＡ

模板－２０℃保存。

１．４．２　ＰＣＲ扩增　根据文献
［３］合成细菌通用引物

（２７Ｆ：５’ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３’和

１４９２Ｒ：５’ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３’），目

的片段约１５００ｂｐ，引物合成和测序委托英潍捷基

（上海）贸易有限公司。反应体系２５μＬ：ＰｒｅｍｉｘＥＸ

Ｔａｑ１２．５μＬ，Ｐｒｉｍｅｒ上下游各１μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），

ＤＮＡ模板５μＬ，双蒸水补足至２５μＬ。ＰＣＲ扩增

参数为９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，６０℃退火

４５ｓ，７２℃延伸１．２ｍｉｎ（３５个循环），最终７２℃延伸

７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在１％琼脂糖凝胶中电泳，在紫外

凝胶成像系统分析仪中进行观察。

１．４．３　序列分析　ＰＣＲ 产物测序序列提交至

Ｇｅｎｂａｎｋ数据库，挑选最佳ＢＬＡＳＴＮ序列比对结

果确定细菌种属。基因序列的同源性比对与结果解

释参考美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）ＭＭ１８

Ａ的判定规则
［９］：相似度≥９９％判断为同种，相似度

在９５％～９９％判断为同属，相似度９１％～９５％则判

断为同科。

１．４．４　最低检出限检测　大肠埃希菌 ＡＴＣＣ

２５９２２培养后制备浓度为０．５麦氏单位的菌液，采

用１０倍连续稀释法，使菌悬液浓度为１．５×１０８～

１．５×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，提取不同浓度菌液 ＤＮＡ并进

行ＰＣＲ扩增，测试ＰＣＲ扩增阳性所需最低样本含

菌量。

２　结果

２．１　１６ＳｒＲＮＡ通用引物ＰＣＲ扩增结果　１２株临

床分离少见菌和４株标准菌株（ＡＴＣＣ２５９２２、

ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ２７８５３ 和 ＡＴＣＣ２９２１２）经

ＰＣＲ扩增，均获得与目的片段大小一致的基因片段

（１５００ｂｐ左右），白假丝酵母菌和双蒸水ＰＣＲ扩增

结果均为阴性。见图１。
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　　Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；１—１２分别为临床分离菌株扩增结果；１３—１６为４株标准菌

株扩增结果；１７为白假丝酵母菌扩增结果（阴性）；１８：阴性对照

图１　１６ＳｒＲＮＡ通用引物ＰＣＲ扩增电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｂｙｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒ

２．２　１６ＳｒＲＮＡ基因测序结果　４株标准菌株的序

列结果在ＧｅｎＢａｎｋ中比对完全符合（１００％）；临床标

本分离的病原菌均鉴定到种水平（相似度≥９９％）。

病原菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析结果与临床感染特

征见表１。

表１　１２株临床不常见病原菌株的来源、鉴定与临床感染特征

犜犪犫犾犲１　Ｓｏｕｒｃｅｓ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ１２ｉｓｏｌａｔｅｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｒａｒｅｐａｔｈｏｇｅｎｓ

编号 性别
年龄

（岁）

临床

诊断

感染

类型
标本

培养

条件

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ

鉴定结果

１６ＳｒＲＮＡ

鉴定结果

抗菌

药物ａ
转归

１ 男 ５６ 高处坠落伤、多发伤、

胸腔积液、腹腔感染

胸腔感染 胸腔积液 厌氧 死亡梭杆菌 死亡梭杆菌

（９９％）

亚胺培南、

克林霉素

好转

２ 女 ３２ 宫内感染、胎死宫内 宫内感染 胎盘组织 需氧 产单核细胞李斯特菌 产单核细胞李斯

特菌（９９．９％）

青霉素 胎儿

死亡

３ 男 ６０ 颅内感染、症状性

癫痫、脑积水

中枢神经

系统感染

脑脊液 需氧 马耳他布鲁杆菌 马耳他布鲁杆菌

（９９％）

利福平、

多西环素

好转

４ 男 ３８ 感染性心内膜炎 血流感染 血 需氧 ３３％的麦氏放线菌、丙

酸杆菌和小棒状杆菌

空间罗氏菌

（９９．９％）

氨苄西林／

舒巴坦

好转

５ 男 ５９ 肺奴卡菌病、多发

脑脓肿

呼吸道感染、

颅内感染

痰 需氧 不能鉴定 鼻疽奴卡菌

（９９．９％）

复方磺胺甲

口恶唑、链霉素

好转

６ 男 ６０ 败血症、感染性

休克、肺炎

血流感染 血 厌氧 解糖葡萄球菌（５５％）、

木糖葡萄球菌（５０％）

解糖葡萄球菌

（９９％）

万古霉素 死亡

７ 男 ５９ 神经型布鲁菌病 中枢神经

系统感染

脑脊液 需氧 马耳他布鲁杆菌 马耳他布鲁杆菌

（９９％）

头孢曲松、

利福平、

多西环素

好转

８ 男 １０１ 败血症、消化道

出血

血流感染 血 需氧 产单核细胞

李斯特菌

产单核细胞

李斯特菌（９９．９％）

哌拉西林／

他唑巴坦、

替考拉宁

好转

９ 男 ５７ 颅内感染 中枢神经

系统感染

脑脊液 需氧 放射性根瘤菌 放射性根瘤菌

（９９％）［１０］
亚胺培南、

依替米星

好转

１０ 女 ２８ 血流感染、羊水

污染

血流感染 血、羊水 厌氧 二路普雷沃菌 二路普雷沃菌

（１００％）

美洛西林／

舒巴坦

好转

１１ 女 ６０ 血流感染 血流感染 血 需氧 解甘露醇罗尔斯顿菌 解甘露醇罗尔

斯顿菌（１００％）

左氧氟沙星、

头孢吡肟

好转

１２ 女 ３５ 血流感染 血流感染 血 厌氧 阴道阿托波菌 阴道阿托波菌

（１００％）

克林霉素 好转

　　ａ：为临床根据鉴定及药敏结果最终使用的药物

２．３　ＰＣＲ检测大肠埃希菌最低检测限　大肠埃希

菌ＡＴＣＣ２５９２２的最低检测限为１．５×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，

双蒸水（阴性对照）基因扩增结果为阴性。见图２。
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　　Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００），１—８依次为１．５×１０８、１．５×１０７、１．５×１０６、１．５×１０５、

１．５×１０４、１．５×１０３、１．５×１０２、１．５×１０１ＣＦＵ／ｍＬ菌液提取ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增产物

图２　不同浓度大肠埃希菌ＰＣＲ扩增电泳图

犉犻犵狌狉犲２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．４　临床感染特征分析　１２株少见细菌可引起呼

吸道、皮肤软组织、胸腔、子宫内、中枢神经系统、血

流等临床多部位、多类型感染，具有相应的临床表现

和体征，临床结合病原菌鉴定结果及药敏结果选择

针对性的抗菌药物治疗后，１１例好转，１例死亡。

３　讨论

微生物鉴定及药敏结果是指导临床抗感染治疗

的重要依据，准确、快速的病原学鉴定是协助临床正

确诊治患者的前提，目前临床常规鉴定方法是根据

细菌的菌落形态、革兰染色等进行的表型鉴定（如

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ等商品化微生物鉴定系统），其

受多种因素的影响，常出现不能准确鉴定细菌的情

况，尤其对临床少见菌的鉴定率低［１］。１６ＳｒＲＮＡ

存在于所有原核生物中，能鉴定包括罕见菌、苛养

菌、厌氧菌等在内的所有细菌［２６］。蔡莹等［４］通过对

临床８４株菌的１６ＳｒＲＮＡ基因测序发现，该方法可

增加病原体检测的敏感性和特异性、扩大病原谱、缩

短检测时间、减少抗菌药物对检测的抑制作用，相对

于常规方法更准确。本组大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２

的最低检测限为１．５×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，可微量检测病

原菌。

本组４株标准菌株１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增

产物测序，结果与ＧｅｎＢａｎｋ中相应菌株比对，符合

率１００％，且对革兰阴性菌或革兰阳性菌均适用，说

明１６ＳｒＲＮＡ序列分析可靠，可用于临床菌株的鉴

定。１２株实验菌株经１６ＳｒＲＮＡ序列分析与比对，

均鉴定到种水平（相似度≥９９％），说明１６ＳｒＲＮＡ

基因测序方法相较于常规方法鉴定谱更广、更准

确［１，３］。４号菌 ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定率低（３３％

的麦氏放线菌、丙酸杆菌和小棒状杆菌），无法给出

准确的鉴定结果，其原因是系统不包含空间罗氏菌

数据、且该菌生长缓慢、表型特征易与奴卡菌属、放

线菌属等混淆所致，但序列测定可准确鉴定；５号菌

生长缓慢、菌落不溶于生理盐水，常规方法很难鉴

定，而１６ＳｒＲＮＡ序列分析可为临床确诊提供帮助，

准确鉴定为鼻疽奴卡菌（９９．９％）；６号菌与其他凝

固酶阴性葡萄球菌表型特征相似，我国分离率极低，

对其研究相对较少［１１］，常规鉴定虽给出结果但鉴定

率低，需１６ＳｒＲＮＡ等分子学方法进行确认（鉴定率

９９％）。此外，本组研究还发现了本实验室首次鉴定

的细菌，如鼻疽奴卡菌和放射性根瘤菌；近年来命名

的具有明确临床意义的细菌，如空间罗氏菌；

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定率低或鉴定错误的细菌，如

解糖葡萄球菌、马耳他布鲁杆菌［８］等；以及专性厌氧

性细菌，如二路普雷沃菌和阴道阿托波菌［１２］。

研究［３５］发现，厌氧菌、条件致病菌、少见菌［１３］

等引起的感染有增加趋势，给临床诊断和抗感染治

疗带来困难，而基于１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ扩增与

测序可提供快速、准确的病原学结果，帮助临床医生

针对性选用抗菌药物。由于大多苛养菌、厌氧菌不

常规进行药敏而经验用药，如无准确的病原菌鉴定

将误导临床诊治，马耳他布鲁杆菌如使用广谱抗菌

药物治疗则临床无效，改用胞内药物（利福平、多西

环素）后患者很快好转。５号菌的准确鉴定使得临

床确诊肺奴卡菌病，并使用敏感的磺胺类药物，结合

颅脑手术治疗，患者病情得以控制并很快好转。甲

硝唑可有效治疗厌氧菌感染，而二路普雷沃菌和阴

道阿托波菌对甲硝唑天然耐药，此２例患者更换抗
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菌药物（美洛西林／舒巴坦和克林霉素）治疗后很快

好转。解糖葡萄球菌感染患者死亡，查病例发现该

患者有入住重症监护病房（ＩＣＵ）、多器官功能衰竭、

感染性休克、混合细菌血流感染（解糖葡萄球菌和肺

炎克雷伯菌）、年龄大等危险因素，最终导致死亡。

产单核细胞李斯特菌是致命的食源性病原体之一，

其易引起免疫功能低下或有基础疾病、老年人等发

生血流感染、中枢神经系统感染等，因此对其准确的

病原诊断非常重要。

综上所述，分子诊断在各类细菌感染诊断中具

有明显优势，随着测序技术的不断发展和基因数据

库的不断完善，基于细菌１６ＳｒＲＮＡ的测序方法在

临床病原菌鉴定中的应用将越来越广，但 １６Ｓ

ｒＲＮＡ是所有细菌共有，通用引物ＰＣＲ扩增时一定

严格控制污染，避免扩增假阳性而误导临床。另外，

对于混合感染患者直接进行１６ＳｒＲＮＡ扩增和测序

会导致鉴定率低或双峰，从而影响鉴定，因此１６Ｓ

ｒＲＮＡ的测序方法在非纯菌落或混合感染标本的直

接检测中受限；对于种属间相似性较高（≥９９％）的

近缘菌，如溶血葡萄球菌等凝固酶阴性葡萄球菌间

的鉴定分辨率低，且由于基因突变或基因转移等因

素会影响１６ＳｒＲＮＡ鉴定率
［１４］，必要时需联合ｇａｐ

基因测序提高鉴定准确率［１１］。因此，１６ＳｒＲＮＡ的

测序方法应与表型方法，以及相关试验方法相结合，

进行综合分析，以获得科学、准确的病原学结果，为

临床诊断和改善感染患者预后提供帮助。
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