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·论著·

分子检测与常规培养在中重度皮肤软组织感染病原学诊断中的比较

谢　昆，李湘燕，朱赛楠，齐　心，郑　波

（北京大学第一医院，北京　１０００３４）

［摘　要］　目的　探讨分子检测方法在中重度皮肤软组织感染（ＳＳＴＩ）病原诊断中的可行性。方法　收集２０１６年

１—１０月北京大学第一医院整形烧伤外科收治的中重度ＳＳＴＩ病例，符合入组标准共５０例，留取伤口深部组织，分

别行常规培养及细菌涂片检查；提取各标本ＤＮＡ，以９种常见细菌基因组保守区为靶序列，设计特异性引物行

ＰＣＲ膜杂交法检测细菌结果；将分子检测、常规培养及涂片的结果进行比较。结果　常规培养３８份阳性，分子检

测结果２８份阳性，细菌涂片仅８份阳性，培养结果在检测的９种细菌范围内，分子检测与常规培养检查结果的完

全符合率为８２．１％（３２／３９），分子检测结果为多种细菌，而培养结果为单一细菌者占７．７％（３／３９）；分子检测结果

为阳性而培养结果为阴性者占５．１％（２／３９）。结论　分子检测技术可以对中重度ＳＳＴＩ常见致病菌进行检测及鉴

定，并在复合细菌混合感染的病原检测中更具优势。
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［中图分类号］　Ｒ７５１　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１６７１－９６３８（２０１８）０７－０５６０－０６

犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犿狅犾犲犮狌犾犪狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀犪狀犱狉狅狌狋犻狀犲犮狌犾狋狌狉犲犻狀狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犱犻犪犵

狀狅狊犻狊狅犳犿狅犱犲狉犪狋犲犪狀犱狊犲狏犲狉犲狊犽犻狀犪狀犱狊狅犳狋狋犻狊狊狌犲犻狀犳犲犮狋犻狅狀

犡犐犈犓狌狀，犔犐犡犻犪狀犵狔犪狀，犣犎犝犛犪犻狀犪狀，犙犐犡犻狀，犣犎犈犖犌犅狅（犘犲犽犻狀犵犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔犉犻狉狊狋犎狅狊

狆犻狋犪犾，犅犲犻犼犻狀犵１０００３４，犆犺犻狀犪）

［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆ

ｍｏｄｅｒａｔｅａｎｄｓｅｖｅｒｅｓｋｉｎａｎｄｓｏｆｔｔｉｓｓｕｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（ＳＳＴＩ）．犕犲狋犺狅犱狊　ＦｉｆｔｙｍｏｄｅｒａｔｅａｎｄｓｅｖｅｒｅＳＳＴＩｃａｓｅｓｉｎｔｈｅｄｅ

ｐａｒｔｍｅｎｔｏｆｂｕｒｎｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｐｌａｓｔｉｃｓｕｒｇｅｒｙｉｎＰｅｋｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＦｉｒｓｔＨｏｓｐｉｔａｌｂｅｔｗｅｅｎＪａｎｕａｒｙａｎｄＯｃｔｏ

ｂｅｒ２０１６ｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄ，ｄｅｅｐｔｉｓｓｕｅｏｆｗｏｕｎｄｗｅｒｅｔａｋｅｎｆｏｒｂａｃｔｅｒｉａｌｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｂａｃｔｅｒｉａｌｓｍｅａｒ；ＤＮＡｉｎｅａｃｈｓｐｅｃ

ｉｍｅｎｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ，ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｒｅｇｉｏｎｓｏｆ９ｃｏｍｍｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｇｅｎｏｍｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍ

ｅｒｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｆｏｒｐｅｒｆｏｒｍｉｎｇｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）ｍｅｍｂｒａｎｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａ；ｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅ，ａｎｄｓｍｅａｒｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　３８ｃａｓｅｓｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅ，

２８ｃａｓｅｓｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄｏｎｌｙ８ｃａｓｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｓｍｅａｒｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅ，ｃｏｍｐｌｅｔｅｃｏｉｎｃｉ

ｄｅｎｃｅｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ９ｄｅｔｅｃｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａｗａｓ８２．１％（３２／３９），

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｐｒｅｓｅｎｔｅｄｍｕｌｔｉｐｌｅｓｐｅｃｉｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａ，７．７％ （３／３９）ｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄ

ｓｉｎｇｌｅｂａｃｔｅｒｉａ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｃａｎｄｅｔｅｃｔａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｙｃｏｍｍｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

ｃａｕｓｉｎｇｍｏｄｅｒａｔｅａｎｄｓｅｖｅｒｅＳＳＴＩ，ｉｔｈａｓｍｏｒｅａｄｖａｎｔａｇｅｉｎｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｓｏｆｍｉｘｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｓｋｉｎａｎｄｓｏｆｔｔｉｓｓｕｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；ｃｕｌｔｕｒｅ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；ｅｔｉｏｌｏｇｙ

［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１８，１７（７）：５６０－５６５］

　　中重度皮肤软组织感染（ｓｋｉｎａｎｄｓｏｆｔｔｉｓｓｕｅｉｎ ｆｅｃｔｉｏｎ，ＳＳＴＩ）早期使用敏感抗菌药物，对控制病情、
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缩短病程都有重要的临床意义［１］。目前ＳＳＴＩ治疗

方案的制定主要根据常规细菌培养结果，但是常规

培养结果相对滞后、阳性率低，导致患者可能错失抗

感染治疗的黄金时期，因此，病原学的早期诊断，对

实现早期抗菌药物目标性治疗，改善患者预后有重

要意义［２］。分子诊断技术是应用分子生物学方法检

测患者体内遗传物质而做出诊断的技术，检测靶标

包括ＤＮＡ、ＲＮＡ，是当前医学发展的重要前沿领域

之一。分子诊断技术的主要手段包括聚合酶链式反

应技术、基因芯片技术及ＤＮＡ测序等。聚合酶链

反应技术（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）作为分

子生物学方法中一种常用的方法，以其敏感、特异、

简便、快速的特点，可用于感染早期快速检测，并明

确病原体［３］。然而目前分子病原学诊断多用于创面

分泌物的检测，缺乏ＳＳＴＩ病变组织的研究。本研

究旨在评估中重度ＳＳＴＩ组织样本中分子生物学检

测方法的价值。

１　对象与方法

１．１　研究对象　按照连续采样方法，收集２０１６年

１—１０月北京大学第一医院整形烧伤外科收治的中

重度ＳＳＴＩ病例。入组标准：符合美国感染病学会

（ＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓＳｏｃｉｅｔｙｏｆＡｍｅｒｉｃａ）中重度

ＳＳＴＩ的分级标准
［４］。入组患者５０例，其中糖尿病

足并感染患者２２例，手术部位感染患者１５例，脓肿

患者８例，坏死性筋膜炎患者５例。

１．２　标本留取及处理　创面彻底清创后，使用

４ｍｍ环钻取深部组织共３块，加入３０ｍＬ生理盐

水，研磨后，制成悬浊液后平均分为３份。第１份注

入带有培养基的需氧及厌氧培养瓶内，常规细菌培

养。第２份行细菌涂片检查，细菌涂片及培养由北

京大学第一医院检验科细菌室完成。第３份使用

ＤＮＡ提取试剂盒提取ＤＮＡ。

１．３　主要试剂及仪器　细菌基因组ＤＮＡ提取试

剂盒（ＤＰ３０２）购自天根生化科技（北京）有限公司；

引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成；

ＴａＫａＲａＴａｑＨｏｔＳｔａｒｔＶｅｒｓｉｏｎ、２．５ｍｍｏｌｄＮＴＰ

Ｍｉｘｔｕｒｅ、１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ均购自宝生物工程（大

连）有限公司；亲和素碱性磷酸酶购自Ｖｅｃｔｏｒ公司；

牛血清白蛋白、ＢＣＩＰ、ＮＢＴ购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；Ｂｉ

ｏｔｉｎ１１ｄＵＴＰ购自红惠新医药公司；其他生化试剂

购自北京化工厂；硝酸纤维素膜购自 ＧＥ 公司。

ＰＣＲ仪为美国赛默飞世尔公司的 ＡＢＩ９７００Ｉ型

ＰＣＲ仪；ＡＨ８１００生物芯片杂交仪、ＡＨ８２００生物

芯片杂交仪、ＡＡ９１００生物芯片分析仪为和利时公

司产品。

１．４　引物设计　以金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球

菌、铜绿假单胞菌、屎肠球菌、粪肠球菌、大肠埃希

菌、阴沟肠杆菌、肺炎克雷伯菌和鲍曼不动杆菌等九

种常见细菌基因组保守区为靶序列，自行设计特异

性引物及试剂盒，对标本的ＤＮＡ行ＰＣＲ检测，引

物序列见表１。

１．５　分子检测　ＰＣＲ扩增：ＰＣＲ反应体系１为：

１×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，２μｍｏｌｄＮＴＰ，４μｍｏｌＢｉｏｔｉｎ１１

ｄＵＴＰ，２ｍｍｏｌＭｇＣｌ２，金黄色葡萄球菌、表皮葡萄

球菌、铜绿假单胞菌、屎肠球菌、粪肠球菌上下游引

物各４００ｎｍｏｌ，２ＵＴａｑ酶，０．４ＵＪＮＧ酶，模板

２μＬ，水加至６０μＬ；ＰＣＲ反应体系２为：１×ＰＣＲ

Ｂｕｆｆｅｒ，２μｍｏｌｄＮＴＰ，４μｍｏｌＢｉｏｔｉｎ１１ｄＵＴＰ，

２ｍｍｏｌＭｇＣｌ２，大肠埃希菌、阴沟肠杆菌、肺炎克雷

伯菌、鲍曼不动杆菌上下游引物各４００ｎｍｏｌ，２Ｕ

Ｔａｑ酶，０．４ＵＪＮＧ酶，模板２μＬ，水加至６０μＬ。

反应条件：３７℃消化１０ｍｉｎ；９４℃预变性４ｍｉｎ；

９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，

４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。探针标记及杂交：将

９条特异性探针标记于硝酸纤维素膜上，每条探针

标记３个点。将ＰＣＲ扩增后的反应管置于ＰＣＲ扩

增仪中９９℃，１０ｍｉｎ，然后快速置于冰水浴中。设

置杂交程序按照仪器说明书［５］。将杂交反应后的芯

片放入生物芯片分析仪中进行数据分析，判读结果。

１．６　统计方法　应用ＳＰＳＳ１６．０进行统计分析，

采用描述性统计方法。

２　结果

２．１　革兰染色结果　革兰染色方法阳性率为

１６．０％（８／５０），其中革兰阳性球菌４份，革兰阴性杆

菌１份，阴性杆菌合并阳性球菌２份，阴性杆菌合并

阳性杆菌１份。
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表１　各菌种的特异性引物序列及特异性探针序列

犜犪犫犾犲１　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｂｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｅａｃｈｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎ

靶标菌 靶基因　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　序列（５＇→３＇）

金黄色葡萄球菌 狀狌犮 ＦＰ ＧＣＧＡＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＡＣＧＧＴＴ

ＲＰ ＡＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣＴＡＡＡＧＣ

ｐｒｏｂｅ ＴＡＣＡＣＣＴＧＡＡＡＣＡＡＡＧＣＡＴＣＣＴＡＡＡＡＡＡＧＧＴＧＴＡＧＡＧＡＡＡＴＡＴＧＧＴＣＣＴＧＡ

ＡＧＣＡＡＧＴＧＣＡＴＴＴＡＣＧＡＡＡＡＡＡＡＴＧＧＴＡＧＡＡＡＡＴＧＣＡＡＡＧＡＡＡＡＴＴＧＡＡＧ

ＴＣＧＡＧＴＴＴＧＡＣＡＡＡＧＧＴＣＡＡＡＧＡＡＣＴＧＡＴＡＡＡＴＡＴＧＧＡＣＧＴＧＧＣＴＴＡＧＣＧ

表皮葡萄球菌 ＳＥ０５１５ ＦＰ ＣＣＡＴＡＧＴＡＣＣＡＧＣＡＧＴＣＧＴＴＧ

ＲＰ ＴＣＴＣＴＴＴＡＴＴＴＡＴＡＧＧＧＧＴＧＡＧＴＣＡＧ

ｐｒｏｂｅ ＴＴＡＴＴＴＴＧＣＡＴＣＡＴＣＴＧＴＴＧＣＡＴＡＡＴＴＡＡＴＣＣＴＧＡＴＡＡＡＧＣＴＡＧＴＧＡＡＣＴＡ

ＣＣＣＧＡＡＡＧＴＡＧＡＡＴＡＣＴＡＡＣＴＧＴＴＣＴＧＧＧＡＡＴＴＣＧＡＣＴＣＧＡＡＡＡＣＡＡＡＡＴＡ

ＴＴＴＡＴＴＴＧＴＴＣＡＴＣＡＣＴＴＡＡＡＴＧＧＡＡＡＡＴＡＴＣＴＡＴＴＡＧＡＧ

铜绿假单胞菌 １６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌｒＲＮＡ ＦＰ ＣＣＡＡＣＴＴＧＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣＴＡＣ

ＲＰ ＡＴＣＴＴＣＧＧＡＣＣＴＣＡＣＧＣＴＡＴＣ

ｐｒｏｂｅ ＴＡＴＴＡＡＣＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＴＣＣＴＣＣＣＡＡＣＴＴＡＡＡＧＴＧＣＴＴＴＡＣＡＡＴＣＣＧＡＡＧＡＣ

ＣＴＴＣＴＴＣＡＣＡＣＡＣＧＣＧＧＣＡＴＧＧＣＴＧＧＡＴＣＡＧＧＣＴＴＴＣＧＣＣＣＡＴＴＧＴＣＣＡＡＴＡＴ

ＴＣＣＣＣＡＣＴＧＣＴＧＣＣＴＣＣＣＧＴＡＧＧＡＧＴＣＴＧＧＡＣＣＧＴＧ

屎肠球菌 狉犲犮Ｇ ＦＰ ＧＴＣＣＡＡＣＡＣＧＴＣＣＡＣＧＡＡＧ

ＲＰ ＴＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡＣＡＴＣＡＡＡＴＧ

ｐｒｏｂｅ ＡＴＣＴＧＣＡＴＣＴＧＧＴＴＧＧＣＴＴＴＧＡＡＧＧＣＴＴＣＣＡＴＧＡＴＴＡＣＴＴＣＴＴＴＴＴＣＣＴＧＡＴ

ＴＣＴＴＣＡＴＴＴＴＡＣＣＡＴＧＴＡＡＣＡＡＧＣＣＡＡＣＴＴＣＡＴＡＴＴＴＴＧＧＴＧＣＡＡＡＴＡＧＴＴＣ

ＡＣＧＡＡＧＴＴＴＴＴＣＡＴＡＧＡＴＴＴＣＣＡＣＴＧＣＡＴＴＴＴＴＴＡＣＡＴＣＴＡＡＴＧＣＴＴＣＴＧＡＴ

ＴＣＴＴＣＡＡＴＣＡＧＣＧＧＡＣＡＧＡＴＧＡ

粪肠球菌 犵犲犾Ｅ ＦＰ ＣＣＡＴＴＡＴＣＣＡＧＡＡＣＴＴＡＧＧＣＡＴＴＧ

ＲＰ ＣＡＴＴＧＡＣＣＡＧＡＡＣＡＧＡＴＴＣＡＣＴＴＧ

ｐｒｏｂｅＣＡＧＡＣＴＡＴＴＴＴＣＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＴＡＧＴＡＡＡＴＴＡＣＴＴＡＡＣＡＣＣＴＡＡＡＧＣＡＣＡＡＴ

ＴＣＡＧＴＧＡＴＧＣＴＣＧＴＧＡＴＧＣＧＡＴＧＣＴＴＧＣＴＧＣＴＧＣＡＡＡＡＧＴＴＣＡＡＴＡＴＧＧＣＧＡ

ＴＧＡＡＧＣＡＧＣＴＴＣＡＧＴＧＧＴＧＴＣＡＧＣＡＧＣＣＴＴＴＡＡＣＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＴＣＧＧＡＧＣＴ

ＡＡＡＧＡＧＧＡＴＡＴＴＣＡＡＧＴＡＡＡＣＣＡＡ

大肠埃希菌 βｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ ＦＰ ＣＧＴＴＧＧＣＧＧＴＡＡＣＡＡＧＡＡＧＧ

Ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ＲＰ ＴＴＧＣＧＡＡＧＧＣＧＡＡＧＴＴＡＴＴＧＧ

ｐｒｏｂｅ ＧＣＧＡＣＣＧＣＡＡＡＣＣＧＡＡＧＴＣＧＧＣＧＧＣＴＴＴＴＣＴＧＣＴＧＣＡＡＡＡＡＣＧＣＴＧＧＡＣＴＧＧ

ＣＡＴＧＡＡＣＴＴＣＧＧＴＧＡＡＡＡＡＣＣＧＣＡＧＣＡＧＧＧＡＧＧＣＡＡＡＣＡＡＴＧＡＡＴＣＡＡＣＡＡ

ＣＴＣＴＣＣＴＧＧＣＧＣＡＣＣＡＴＣＧＴＣＧＧＣＴＡＣＡ

阴沟肠杆菌 犪犿狆Ｒ ＦＰ ＡＴＣＧＴＡＴＡＧＣＣＧＧＡＡＴＧＣＴＧ

ＲＰ ＡＣＧＧＴＴＧＴＴＡＴＧＧＧＴＧＧＡＡＡＧ

ｐｒｏｂｅ ＡＴＣＧＣＴＴＣＧＣＴＡＡＣＣＡＴＣＧＴＧＣＧＣＡＧＧＡＧＡＡＧＣＴＧＡＡＡＡＴＣＧＧＣＧＴＧＧＴＧＧＧ

ＴＡＣＡＴＴＴＧＣＣＡＣＣＧＧＧＧＴＴＴＴＡＴＴＣＴＣＧＣＡＧＣＴＧＧＡＧＧＡＴＴＴＴＣＧＣＣＧＴＧＧＣ

ＴＡＴＣＣＧＣＡＣＡＴＣＧＡＴＣＴＴＣＡ

肺炎克雷伯菌 Ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ ＦＰ ＧＧＧＡＧＡＡＡＡＣＧＡＴＧＡＡＡＣＧ

ＲＰ ＡＴＡＧＣＣＣＴＣＣＡＧＣＡＣＧＴＡＧ

ｐｒｏｂｅ ＡＴＧＣＣＡＣＴＴＡＴＣＣＣＧＡＣＡＧＣＣＣＧＧＡＧＣＧＴＴＴＴＴＣＧＡＴＴＧＧＣＧＣＧＣＣＧＣＴＧＧＧＧ

ＣＧＣＧＧＴＴＴＡＣＧＴＣＴＣＡＡＣＣＧＧＴＴＧＧＧＧＡＴＣＣＡＣＣＡＣＧＡＧＣＧＡＣＴＧＣＣＧＣＣＣＧＧ

ＧＣＧＧＣＧＣＡＣＣＴＣＧＴＡＣＣＣＧＣＡＣＧＣＧＧＡＧＡＧＣＧＡＴＧＡＧＧＡＡＧＡＧＴＴＣ

鲍曼不动杆菌 狉狆狅Ｂ ＦＰ ＴＡＴＣＧＴＡＴＴＧＡＡＣＣＣＧＣＴＧＧ

ＲＰ ＴＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＣＣＧＡＣＴＴＴ

ｐｒｏｂｅＣＣＡＴＣＴＣＧＴＡＴＧＡＡＣＧＴＧＧＧＴＣＡＧＡＴＴＣＴＡＧＡＧＡＣＴＣＡＣＴＴＧＧＧＴＡＴＧＧＣＧＧ

ＣＴＡＡＡＧＧＧＣＴＴＧＧＴＧＡＣＡＡＡＡＴＣＧＡＡＡＡＡＡＴＧＴＴＧＡＡＡＧＡＡＣＡＡＣＧＴＡＣＡＧ

ＴＴＴＴＡＧＡＡＣＴＧＣＧＣＧＡＡＴＴＣＴＴＡＧＡＣＡＡＧ

２．２　常规细菌培养与分子生物学检测结果　常规

细菌培养方法阳性率为７６．０％（３８／５０），其中单一

菌种３５份，多菌种３份，分别为大肠埃希菌合并粪

肠球菌２份，金黄色葡萄球菌合并粪肠球菌１份。

其中有２份培养阳性标本考虑为非致病菌，菌种分

别为藤黄微球菌及痤疮丙酸杆菌。分子检测阳性率

５６．０％（２８／５０），单一菌种２２份，多菌种６份。详见

表２、表３。
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表２　常规培养与分子生物学检测结果（狀＝５０）

犜犪犫犾犲２　Ｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ（狀＝５０）

编号 感染名称 革兰染色 常规培养 分子生物学检测

１ 手术部位感染 阴性 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

２ 糖尿病足并感染 阴性 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

３ 坏死性筋膜炎 阴性 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

４ 糖尿病足并感染 阴性 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

５ 脓肿 阴性 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

６ 手术部位感染 阴性 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

７ 糖尿病足并感染 革兰阳性球菌 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

８ 手术部位感染 阴性 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

９ 脓肿 阴性 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

１０ 糖尿病足并感染 阴性 白假丝酵母菌 金黄色葡萄球菌

１１ 坏死性筋膜炎 阴性 阴性 金黄色葡萄球菌

１２ 糖尿病足并感染 阴性 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌

１３ 手术部位感染 阴性 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌

１４ 手术部位感染 阴性 表皮葡萄球菌 阴性

１５ 脓肿 革兰阳性球菌 表皮葡萄球菌 阴性

１６ 糖尿病足并感染 阴性 大肠埃希菌 大肠埃希菌

１７ 手术部位感染 阴性 大肠埃希菌 大肠埃希菌

１８ 糖尿病足并感染 阴性 阴性 大肠埃希菌

１９ 糖尿病足并感染 阴性 肺炎克雷伯菌 肺炎克雷伯菌

２０ 糖尿病足并感染 阴性 肺炎克雷伯菌 肺炎克雷伯菌

２１ 糖尿病足并感染 革兰阴性及阳性杆菌 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

２２ 糖尿病足并感染 阴性 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

２３ 脓肿 阴性 阴沟肠杆菌 阴沟肠杆菌

２４ 手术部位感染 阴性 粪肠球菌 粪肠球菌

２５ 手术部位感染 革兰阳性球菌及阴性杆菌 粪肠球菌、金黄色葡萄球菌 粪肠球菌、金黄色葡萄球菌

２６ 糖尿病足并感染 革兰阴性杆菌 大肠埃希菌、粪肠球菌 大肠埃希菌、粪肠球菌

２７ 糖尿病足并感染 革兰阳性球菌 大肠埃希菌、粪肠球菌 大肠埃希菌、粪肠球菌

２８ 糖尿病足并感染 革兰阳性球菌及阴性杆菌 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌

２９ 坏死性筋膜炎 阴性 阴沟肠杆菌 阴沟肠杆菌、粪肠球菌、金黄色葡萄球菌

３０ 手术部位感染 阴性 阴沟肠杆菌 阴沟肠杆菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌

３１ 糖尿病足并感染 阴性 白假丝酵母菌 阴性

３２ 糖尿病足并感染 阴性 白假丝酵母菌 阴性

３３ 糖尿病足并感染 阴性 变形杆菌属 阴性

３４ 糖尿病足并感染 阴性 变形杆菌属 阴性

３５ 手术部位感染 阴性 变形杆菌属 阴性

３６ 糖尿病足并感染 阴性 链球菌属 阴性

３７ 糖尿病足并感染 阴性 链球菌属 阴性

３８ 脓肿 阴性 雷丁放线菌 阴性

３９ 脓肿 阴性 藤黄微球菌 阴性

４０ 脓肿 阴性 痤疮丙酸杆菌 阴性

４１ 手术部位感染 阴性 阴性 阴性

４２ 手术部位感染 阴性 阴性 阴性

４３ 手术部位感染 阴性 阴性 阴性

４４ 手术部位感染 阴性 阴性 阴性

４５ 手术部位感染 阴性 阴性 阴性

４６ 糖尿病足并感染 革兰阳性球菌 阴性 阴性

４７ 糖尿病足并感染 阴性 阴性 阴性

４８ 坏死性筋膜炎 阴性 阴性 阴性

４９ 坏死性筋膜炎 阴性 阴性 阴性

５０ 脓肿 阴性 阴性 阴性
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表３　常规培养及分子检测结果菌种分布（株）

犜犪犫犾犲３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎｓｐｅｃｉｅｓｏｆｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅａｎｄ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ）

细菌 常规培养 分子检测

金黄色葡萄球菌 １０ １４

大肠埃希菌 ４ ６

表皮葡萄球菌 ４ ２

粪肠球菌 ４ ５

铜绿假单胞菌 ３ ４

阴沟肠杆菌 ３ ３

肺炎克雷伯菌 ２ ２

白假丝酵母菌 ３ －

变形杆菌属 ３ －

链球菌属 ２ －

雷丁放线菌 １ －

藤黄微球菌 １ －

痤疮丙酸杆菌 １ －

合计 ４１ ３６

２．３　培养法和分子检测法检测结果比较　除去常

规培养结果不在选取的９种细菌范围内的标本１１

份，纳入统计的共３９份标本。其中细菌涂片阳性

者８份，阳性率为２０．５％；常规培养及分子检测结

果阳性率均为６９．２％（２７／３９）。常规培养及分子检

测结果完全符合率为８２．１％（３２／３９）：二者结果均

为阴性占２５．６％（１０／３９）；二者结果均为阳性且完全

符合占５６．４％（２２／３９）。常规培养及分子检测结果

不符合率为１７．９％（７／３９），分子检测结果为多种细

菌，而培养结果为单一细菌者占７．７％（３／３９）；分子

检测结果为阳性而培养结果为阴性者占５．１％（２／

３９）。详见表４。

表４　常规培养法和分子检测法结果比较（份）

犜犪犫犾犲４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ（Ｎｏ．ｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓ）

检测结果 常规培养 分子检测 符合

单一菌种

　金黄色葡萄球菌 ９ １０ ９

　肺炎克雷伯菌 ２ ２ ２

　大肠埃希菌 ２ ３ ２

　铜绿假单胞菌 ３ ２ ２

　粪肠球菌 １ １ １

　阴沟肠杆菌 ３ １ １

　表皮葡萄球菌 ４ ２ ２

多菌种

　大肠埃希菌＋粪肠球菌 ２ ２ ２

　金黄色葡萄球菌＋粪肠球菌 １ １ １

　铜绿假单胞菌＋金黄色葡萄球菌 ０ １ ０

　金黄色葡萄球菌＋阴沟肠杆菌＋粪肠球菌 ０ １ ０

　铜绿假单胞菌＋阴沟肠杆菌＋大肠埃希菌 ０ １ ０

合计 ２７ ２７ ２２

３　讨论

中重度ＳＳＴＩ，尤其是有脓毒症的患者，早期使

用敏感的抗菌药物控制感染，对控制病情、缩短病程

都有重要的临床意义［６］。早期病原学的诊断有助于

在感染早期实现目标性治疗，避免抗菌药物的滥用，

以达到进行个性化精准治疗的目的 ［７８］。分子检测

技术可以通过在分子生物学水平上研究生物大分

子，特别是核酸结构及其组成部分检测无法培养或

难以鉴定的病原性微生物［９１０］。对于单一致病菌导

致的感染检测有着非常好的效果，已经广泛应用于

ＨＩＶ、ＨＣＶ等多种病毒感染以及衣原体及分枝杆菌

感染的检测中［１１１３］。目前已有报道称多重ＰＣＲ基

因芯片杂交技术可用于耐药菌感染的病原学早期诊

断和耐药基因的同步检测［１４１５］。但目前尚无分子诊

断方法用于中重度ＳＳＴＩ的快速检测产品问世，急

需开展相关研究。

根据我院近５年来软组织感染的细菌谱，并结

合其他学者的研究发现，金黄色葡萄球菌、表皮葡萄

球菌、铜绿假单胞菌、屎肠球菌、粪肠球菌、大肠埃希

菌、阴沟肠杆菌、肺炎克雷伯菌和鲍曼不动杆菌等９

种细菌是临床软组织感染最常见的病原体，合计占

全部病原体的９０％以上
［１６］。故我们在实验中选取

这９种细菌，展开相关分子病原学研究。我们选取

的５０例患者中，常规培养阳性共３８例，而这９种细

菌共２７例，仅占７１．１％，说明这９种细菌虽然可以

覆盖大部分的常见致病菌，但仍存在覆盖不足的问

题，后期研究应扩大分子病原学研究的菌种范围。

涂片的敏感性较低，低于常规培养及分子检测，

不宜作为早期病原体鉴定的可靠检查方法，仅可以

作为补充检测手段。虽然目前常规培养是感染诊断

的金标准，但其本身仍具有很大的缺陷，包括标本采

集情况、培养条件的选择及不同种细菌直接的互相

影响等，并不总能真实的反映感染病原体的情况。

在实验中为了提高阳性率，虽然我们采用了取组织

块研磨培养等方法，但是总体的培养阳性率并不高，

仅为７６．０％，可能还需要进一步改善取材方法及检

验方法。最终入组进行对比研究的３９例患者中，分

子检测与常规培养的阳性率大致相当，二者的完全

符合率为８２．１％，具有较高的符合程度。部分符合

率７．７％，均为分子检测结果为多种细菌感染，而培

养结果仅为单一细菌，说明对于复杂的复合菌感染

的病原学诊断，分子检测手段具有一定的优势。
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比较实验中常规培养及分子检测两种检测方法

结果的差异，主要有三类情况：首先，分子检测结果

为多种细菌感染，而培养结果仅为单一细菌者３

例。其原因可能为在复合菌感染的情况下，常规培

养时，不同细菌相互之间有抑制作用，不能形成优势

菌群生长，而分子检测并不受这种因素的影响，只要

标本中存在细菌核酸，即能检测出对应细菌。其次，

分子检测结果为阳性而培养结果为阴性者２例，细

菌分别为大肠埃希菌及金黄色葡萄球菌，以上两种

差异体现了分子检测方法对常见致病菌和复合菌感

染敏感性高于普通细菌培养。第三，分子检测结果

为阴性而培养结果为阳性者２例，细菌均为表皮葡

萄球菌，因为表皮葡萄球菌为正常定植菌，广泛存在

于自然界中，不除外取材或转移过程中有污染可能，

从而导致的假阳性出现，但也不能除外是由本研究

中分子检测手段的缺陷导致的假阴性可能，需要增

加样本量后进一步评估。

综上所述，本研究显示分子检测技术与常规培

养等方法相比较具有很高的一致性，在复合菌感染

检出方面有一定的优势。
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