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·论著·

应用通用引物犘犆犚检测诊断细菌和真菌性中枢神经系统感染的价值

曹敬荣１，陈　静
１，２，高世超１，陈典典１，王培昌１

（１首都医科大学宣武医院，北京　１０００５３；２江西卫生职业学院，江西 南昌　３３０２０１）

［摘　要］　目的　了解细菌和真菌性中枢神经系统（ＣＮＳ）感染病原谱，并探讨通用引物聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测

技术的病原学诊断价值。方法　收集某院２００９年１月—２０１５年３月疑似或确诊ＣＮＳ细菌或真菌性感染患者资

料，分析其脑脊液培养病原菌种类，采用细菌１６ＳｒＲＮＡ和真菌２８ＳｒＲＮＡ通用引物对患者脑脊液ＤＮＡ进行ＰＣＲ

扩增和序列测定，并与同期脑脊液培养及鉴定结果进行比较。结果　共收集确诊或疑似ＣＮＳ细菌或真菌感染者

４００例，其中脑脊液培养阳性１３２例。共分离病原菌１５０株，其中革兰阳性菌４８株，革兰阴性菌９０株，真菌１２株；

居前３位的细菌为鲍曼不动杆菌（３２株）、凝固酶阴性葡萄球菌（１６株）和肺炎克雷伯菌（１３株）；最常见真菌为新生

隐球菌（８株）。选取８８份感染患者脑脊液标本和２０例非感染患者脑脊液进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ扩增法灵敏度

（３５．２３％，３１／８８）高于培养法（２８．４１％，２５／８８）（χ
２＝４．１７，犘＜０．０５）。ＰＣＲ扩增和培养法阴性预测值分别为

２５．９７％、２４．１０％，两种方法的特异度、阳性预测值均为１００．００％。ＰＣＲ扩增测序与培养结果符合率为８４．００％

（２１／２５）；ＰＣＲ检测平均报告时间（４８ｈ）较培养结果报告时间（细菌平均约７２ｈ，真菌平均约９６ｈ）更快速。

结论　ＣＮＳ感染病原分布广泛，以革兰阴性菌为主；通用引物ＰＣＲ检测具有快速、灵敏、准确等特点，具有良好的

临床推广和应用价值。

［关　键　词］　中枢神经系统感染；脑膜炎；脑脊液；颅内感染；病原体；通用引物；鉴定
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ｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒ；ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１６，１５（３）：１４５－１４９］

　　中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）

感染严重威胁人类健康，病死率和致残率高。细菌

性／真菌性脑膜（脑）炎是较常见的ＣＮＳ感染，但其

病原学确诊常由于微生物培养时间长、阳性率低、抗

菌药物的使用等原因而延误［１３］。准确、快速的病原

诊断是微生物实验室协助临床正确治疗的前提和关

键，为此笔者对２００９—２０１５年某院脑脊液培养病原

谱进行分析，并利用细菌／真菌通用引物对确诊或疑

似ＣＮＳ细菌或真菌感染的患者脑脊液进行聚合酶

链反应（ＰＣＲ）检测，探讨通用引物ＰＣＲ检测技术对

ＣＮＳ感染病原学诊断的价值，探索早期、快速、准确

诊断ＣＮＳ感染的新方法。

１　材料与方法

１．１　临床资料　回顾性分析首都医科大学宣武医

院２００９年１月—２０１５年３月神经内科、神经外科

和门诊确诊或疑似ＣＮＳ细菌或真菌感染的病例，收

集其脑脊液进行培养，留存脑脊液１～２ｍＬ置于

－８０℃保存。细菌／真菌ＣＮＳ感染诊断标准参照

《医院感染诊断标准（试行）》［４］中颅内感染临床诊断

并稍作修改：符合下列条件之一即考虑ＣＮＳ感染：

（１）高热、颅高压症状（头痛、呕吐、意识障碍等）、脑

膜刺激征（颈抵抗、角弓反张等），并有脑脊液炎性改

变（白细胞＞１０×１０
６／Ｌ，葡萄糖＜２．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，蛋

白＞０．４５ｇ／Ｌ）；（２）脑脊液白细胞轻至中度升高或

呈上升趋势，经抗菌药物治疗后症状体征消失、脑脊

液恢复正常；（３）出现发热、不典型颅高压症状体

征、脑脊液白细胞轻度增多，并具有下列情况之一：

①脑脊液中抗特异性病原体的ＩｇＭ达诊断标准，或

ＩｇＧ呈４倍升高，或脑脊液涂片找到细菌；②有颅脑

侵袭性操作（如颅脑手术、颅内穿刺、颅内植入物）

史，或颅脑外伤或腰椎穿刺史；③脑膜附近有感染灶

（如头皮切口感染、颅骨骨髓炎等）或有脑脊液漏者；

④新生儿血培养阳性。排除脑肿瘤、脑出血及其他

致病微生物（如病毒等）所致颅内感染，表现为发热

和细胞数升高病例。

１．２　试剂与仪器　ＰＣＲ扩增试剂，包括ｐｒｅｍｉｘ

Ｔａｑ酶、ｂｕｆｆｅｒ、ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ等（大连宝生物公

司）；ＱＩＡａｍｐＵＣＰＰａｔｈｏｇｅｎ ＭｉｎｉＫｉｔ、Ｐａｔｈｏｇｅｎ

ＬｙｓｉｓＴｕｂｅｓ（Ｌ）和 ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ ＭｉｎｉＫｉｔ（Ｑｉａ

ｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）；细菌和酵母菌 ＤＮＡ 提取试剂盒

（天根生化科技公司）。主要仪器为ＰＣＲ仪（Ｖｅｒｉｔｉ

９９０２，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）、电泳仪（北京六

一仪器厂）、凝胶成像仪（ＵＧｅｎｉｕｓ，ＧｅｎｅＣｏｍｐａ

ｎｙ，ＵＫ）和ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ自动化鉴定仪（法国

生物梅里埃公司）。引物合成和序列测定委托上海

Ｉｎｖｅｎｔｒｏｇｅｎ公司。

１．３　基因组ＤＮＡ提取　冻存脑脊液室温融化后

取１ｍＬ加入ＰａｔｈｏｇｅｎＬｙｓｉｓＴｕｂｅ中，１３４００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，弃上清，加入试剂盒配套缓冲液 ＡＴＬ

（含试剂ＤＸ）悬浮颗粒，涡旋振荡器振荡１０ｍｉｎ，短

暂离心，吸取４００μＬ上清液置于无菌ＥＰ管中，按

试剂盒操作说明提取ＤＮＡ模板（２０～１００μＬ），置

于－２０℃保存备用。标准菌株和临床分离菌株

ＤＮＡ提取按天根细菌和酵母菌ＤＮＡ提取试剂盒

说明进行操作。

１．４　ＰＣＲ扩增及最低检出限测定　参照文献［３，５］

合成细菌和真菌通用引物，可涵盖所有细菌和真菌

（包括酵母菌及霉菌）。细菌通用引物序列为２７Ｆ：

５’ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３’和 １４９２Ｒ：

５’ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３’；真菌通用引

物序列为 Ｐ１：５’ＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ

３’和 Ｐ２：５’ＣＴＣＴＧＧＣＴＴＣＡＣＣＣＴＡＴＴＣ３’与

ＩＴＳ１：５’ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３’和ＩＴＳ４：

５’ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３’。ＰＣＲ 反

应体积为２５μＬ，反应体系为ＰｒｅｍｉｘＴａｑ１２．５μＬ，

上下游引物各１μＬ（浓度１０μｍｏｌ／Ｌ），模板ＤＮＡ
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５μＬ，无菌双蒸水５．５μＬ。反应条件参考文献
［３，５］

进行，ＰＣＲ 产物经１％琼脂糖凝胶电泳（１００Ｖ，

３０ｍｉｎ）在紫外凝胶成像仪下成像观察条带，细菌和

真菌目的条带分别为１５００和５００～８００ｂｐ。阳性

对照模板：细菌为大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２和金黄

色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３，真菌为新生隐球菌

ＡＴＣＣ２０４０９２和白假丝酵母菌 ＡＴＣＣ１０２３１菌悬

液；阴性对照为无菌双蒸水。最低检出限检测：选取

大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２和白假丝酵母菌 ＡＴＣＣ

１０２３１菌液１０倍比稀释，提取不同浓度菌液ＤＮＡ

进行ＰＣＲ扩增，测试ＰＣＲ扩增阳性所需最低样本

含菌量（ＣＦＵ／ｍＬ）。

１．５　病原菌鉴定　采用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ自动化

鉴定仪鉴定病原体种属；ＰＣＲ产物测序后与 Ｇｅｎ

ｂａｎｋ数据库进行Ｂｌａｓｔ比对，挑选最佳比对结果鉴

定病原体种属。

１．６　统计分析　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，采用

χ
２ 检验对两种检测方法的阳性率进行比较，以犘≤

０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　病原菌种类　共收集确诊或疑似ＣＮＳ细菌或

真菌感染者４００例，其中脑脊液培养阳性１３２例，年

龄１７～９０岁（平均５４岁），男女比例为３∶２。１６例

患者在不同时期分离出多株不同病原菌，未发现同

一份标本混合感染者。共分离病原菌１５０株，其中

革兰阳性菌４８株，革兰阴性菌９０株，真菌１２株；居

前３位的细菌为鲍曼不动杆菌、凝固酶阴性葡萄球

菌和肺炎克雷伯菌；最常见真菌为新生隐球菌。详

见表１。

表１　脑脊液分离病原菌种类及构成

犜犪犫犾犲１　ＳｐｅｃｉｅｓａｎｄｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＣＳＦ

病原菌 构成比（％，株） 排名 病原菌 构成比（％，株） 排名

鲍曼不动杆菌 ２１．３３（３２） １ 阴沟肠杆菌 ２．００（３） １５

凝固酶阴性葡萄球菌 １０．６７（１６） ２ 鹑鸡肠球菌 ２．００（３） １６

肺炎克雷伯菌 ８．６７（１３） ３ 缓症链球菌 ２．００（３） １７

金黄色葡萄球菌 ６．００（９） ４ 白假丝酵母菌 ２．００（３） １８

大肠埃希菌 ６．００（９） ５ 热带假丝酵母菌 ２．００（３） １９

铜绿假单胞菌 ５．３３（８） ６ 产酸克雷伯菌 ０．６７（１） ２０

嗜麦芽窄食单胞菌 ５．３３（８） ７ 产气肠杆菌 ０．６７（１） ２１

新生隐球菌 ５．３３（８） ８ 栖稻黄色单胞菌 ０．６７（１） ２２

屎肠球菌 ４．００（６） ９ 鲁氏不动杆菌 ０．６７（１） ２３

肺炎链球菌 ２．６７（４） １０ 马耳他布鲁杆菌 ０．６７（１） ２４

粪肠球菌 ２．６７（４） １１ 放射根瘤菌 ０．６７（１） ２５

醋酸钙鲍曼复合不动杆菌 ２．６７（４） １２ 藤黄微球菌 ０．６７（１） ２６

铅黄肠球菌 ２．００（３） １３ 杰氏棒杆菌 ０．６７（１） ２７

黏质沙雷菌 ２．００（３） １４ 合计 １００．００（１５０）

２．２　ＰＣＲ扩增与培养阳性率比较　选取８８份感

染患者脑脊液标本和２０例非感染患者脑脊液进行

ＰＣＲ扩增，结果３１份阳性，其中细菌２５株，真菌６株；

同期脑脊液培养阳性者２５份，分离细菌２１株，真菌

４株。２０例非感染患者脑脊液，以及阴性对照（无菌

双蒸水）结果均为阴性。ＰＣＲ 扩增法灵敏度为

３５．２３％（３１／８８），高于培养法的２８．４１％（２５／８８）

（χ
２＝４．１７，犘＜０．０５）。ＰＣＲ扩增和培养法阴性预

测值分别为２５．９７％、２４．１０％，两种方法的特异度、

阳性预测值均为１００．００％。详见表２。４例细菌培

养阴性者经ＰＣＲ检测，结果为人苍白杆菌２例，铜

绿假单胞菌和大肠埃希菌各１例。临床使用抗菌药

物（人苍白杆菌改用左氧氟沙星联合阿米卡星，铜绿

假单胞菌和大肠埃希菌应用美罗培南）治疗后，３例

患者临床症状缓解，１例感染人苍白杆菌脑脓肿患

者最后因发生脑疝死亡。

表２　脑脊液ＰＣＲ扩增与培养法比较

犜犪犫犾犲２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｕｌｔｕｒｅ

ｍｅｔｈｏｄｏｆＣＳＦ

分组
ＰＣＲ检测

阳性 阴性

培养法

阳性 阴性
合计

病例 ３１ ５７ ２５ ６３ ８８

对照 ０ ２０ ０ ２０ ２０

合计 ３１ ７７ ２５ ８３ １０８
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２．３　ＰＣＲ检测时间与最低检出限　ＰＣＲ检测时间

约６ｈ，测序结果平均报告时间约４８ｈ，短于培养结

果报告时间（细菌平均约７２ｈ，真菌平均约９６ｈ）。

ＰＣＲ检测大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２的最低检测限

为１．５×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，白假丝酵母菌ＡＴＣＣ１０２３１

为１．５×１０２ＣＦＵ／ｍＬ。

２．４　ＰＣＲ测序鉴定　ＰＣＲ扩增测序结果与培养鉴

定结果的符合率为８４．００％（２１／２５），包括新生隐球

菌５株，鲍曼不动杆菌４株，肺炎克雷伯菌３株，金

黄色葡萄球菌、白假丝酵母菌和大肠埃希菌各２株，

马耳他布鲁杆菌、溶血葡萄球菌和肺炎链球菌各１

株。不符合的４例分别为：新生隐球菌测序鉴定为

格特隐球菌，罗伦特隐球菌测序鉴定为白假丝酵母

菌，鲍曼醋酸钙不动杆菌复合体测序鉴定为鲍曼不

动杆菌，新生隐球菌测序鉴定为新生隐球菌格鲁比

变种。

３　讨论

ＣＮＳ感染的病原菌以往以革兰阳性菌为主，随

着抗菌药物的广泛应用，脑脊液培养的病原菌种类

亦在发生变化［６９］。本组分离的１５０株菌中革兰阳

性菌占６０．００％，革兰阴性菌占３２．００％，真菌占

８．００％，共２７个种属，居前５位的细菌分别为鲍曼

不动杆菌、凝固酶阴性葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、金

黄色葡萄球菌和大肠埃希菌，与报道［６］不同。可能

与本研究入选对象多为住院术后颅内感染患者，多

已接受过抗菌药物治疗有关。本组ＣＮＳ感染患者

分离病原体最常见的真菌为新生隐球菌和白假丝酵

母菌，表明ＣＮＳ感染病原体种类较多，革兰阴性细

菌上升趋势明显，临床应关注其病原谱的变化，合理

选择抗菌药物，防止耐药菌的发生与传播。

ＣＮＳ感染加大了临床治疗难度，延长了患者住

院时间，并影响预后，因此，早期正确的诊断和及时

有效的抗菌治疗非常重要。目前，传统的病原学培

养仍是诊断ＣＮＳ感染的重要手段。本组ＰＣＲ检测

敏感度（３５．２３％）高于培养法（２８．４１％），同以往研

究结果一致［１３］。本组ＰＣＲ法和培养法阳性预测值

和特异度均为１００％，在临床诊断基础上ＰＣＲ或培

养出病原体均可明确感染。４例培养阴性者临床均

有感染相关指征，如发热、头痛等症状，脑脊液浑浊

或脓性，脑脊液压力升高、细胞总数和中性粒细胞数

或淋巴细胞数增高，脑脊液葡萄糖和氯化物下降、蛋

白升高等；ＰＣＲ检测为阳性，测序结果为人苍白杆

菌２例、铜绿假单胞菌和大肠埃希菌各１例；临床进

行抗菌药物治疗后，３例患者好转。培养阳性率较

低的原因可能为培养所需菌量多、敏感性差，临床抗

菌药物的应用抑制了细菌生长，标本采集和运送过

程等外界因素影响细菌的存活等。Ｒａｊｅｓｈ等
［１］研

究发现，脑脊液放置２、４ｈ后培养假阴性比率分别

为５２．６％和７８．９％。本组结果显示，ＰＣＲ检测细

菌最低检出限为１．５×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，真菌为１．５×

１０２ＣＦＵ／ｍＬ，敏感性高于培养法（１０５／ｍＬ）
［１０］。另

外，ＰＣＲ检测不受使用抗菌药物的影响
［１０］，活菌死

菌均可检测，尤其对于苛养菌、难培养及鉴定的细菌

或真菌均能准确检出，如本研究中苛养菌马尔他布

鲁菌。病原学培养缓慢，报告所需时间长。ＰＣＲ方

法缩短了报告时间，在早期诊断方面具有显著优

势［１１１２］。

本组１例真菌培养经 ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定

为新生隐球菌，ＰＣＲ测序结果为格特隐球菌
［１３］，可

见分子方法较常规方法在区分表型及生化特征相近

菌方面更准确［１４］。但１６ＳｒＲＮＡ为所有细菌共有，

通用引物ＰＣＲ扩增时控制细菌污染是关键问题。

由于ＰＣＲ检测的敏感性高，整个检测过程，包括标

本采集、ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序分析等，一旦

出现污染，可导致假阳性误导临床，因此，必须设置

阴性对照。本组所有标准菌株测序结果与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中数据完全符合，双蒸水扩增结果阴性，说明

ＰＣＲ扩增准确无污染。而ＰＣＲ法能否成功扩增与

样本模板ＤＮＡ含量相关，若ＤＮＡ含量低，可导致

假阴性而漏检，因此，选择合适的ＤＮＡ提取方法，

并获得足量的模板ＤＮＡ是ＰＣＲ成功的关键
［２，１５］。

总之，细菌／真菌性ＣＮＳ感染病原菌种类众多，

临床应关注脑脊液中病原谱的变化。使用通用引物

ＰＣＲ检测较传统培养方法更快速、准确、灵敏，在诊

断细菌或真菌性ＣＮＳ感染时可结合多种检测手段，

提高检测阳性率，为临床早期诊断、及时治疗提供病

原学依据。
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