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［摘　要］　目的　建立ｑＰＣＲ法快速检测金黄色葡萄球菌及其犿犲犮Ａ基因，以期快速精准诊断金黄色葡萄球菌感

染及初步判断耐药情况。方法　从ＮＣＢＩ数据库下载金黄色葡萄球菌狀狌犮、犪狋犾、犻犮犪Ｂ、犳狀犫Ａ、犺犾犪、狊狉犪狆基因序列用于

鉴定标志筛选，犿犲犮Ａ基因序列用于 ＭＲＳＡ标志筛选；经ＤＮＡＭＡＮ比对后，选择各基因保守区分别设计１～２套

引物、探针，建立单重及双重ｑＰＣＲ，用临床分离株及标准菌株筛选出检测性能最好的基因片段作为检测标志物，建

立金黄色葡萄球菌鉴定和耐药双重ｑＰＣＲ检测方法，并进行性能评价。结果　经筛选，金黄色葡萄球菌犪狋犾基因

（ＣＰ００９３６１．１：１０１０２１７～１０１０３４１）、犿犲犮Ａ基因（ＫＦ０５８９０８．１：１７１５～１８４３）两片段检测性能最优，将其作为标志物

建立双重ｑＰＣＲ法。该方法的检测下限均低至４ｃｏｐｉｅｓ／反应；扩增线性范围均达２．０×１０
２～８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。３３５份金

黄色葡萄球菌（含９４份 ＭＲＳＡ）培养阳性的患者样本中，ｑＰＣＲ法分别检出ＳＡ３３５份，ＭＲＳＡ９４份；９５份金黄色

葡萄球菌培养阴性的患者样本中，ｑＰＣＲ法分别检出ＳＡ１７份，ＭＲＳＡ４份，经ＰＣＲ产物测序，与标准菌株同源性

均≥９０％。双重ｑＰＣＲ法从样品处理到报告结果≤２．０ｈ。结论　ｑＰＣＲ法方法简便、快速、灵敏度高、特异性好，

可望提高金黄色葡萄球菌感染的诊断能力并实现快速检测，为尽早精准治疗赢得时间。
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　　金黄色葡萄球菌（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＳＡ）

是人类的一种重要病原菌，既可引起严重的社区获

得性感染［１］，也可引起严重的医源性感染［２］。由于

其症状与其他细菌感染无明显差异，临床难以针对

该菌感染进行早期精准诊断，且其耐药问题日益突

出，严重影响治疗效果［３］。培养法是目前常用的检

测方法，也是金标准，但需２～３ｄ，甚至更久，其时效

性、简便性、灵敏度等均无法满足临床快速精准诊断

的需求［４］。研究通过多重降落 聚合酶链反应

（ｑＰＣＲ）方法检测血流耐甲氧西林ＳＡ（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）感染，结

果具有高灵敏度与特异度，有利于指导临床使用抗

菌药物［５］。但通过电泳分析ＰＣＲ产物，易造成实验

室污染而出现假阳性。沈蕾等［６］比较上海之江的

ＭＲＳＡＰＣＲ快速检测方法，发现除阴性预测值较好

外，灵敏度、特异度及阳性预测值均较低［６］。笔者基

于Ｔａｑｍａｎ探针技术，同时检测ＳＡ种属特异性和

耐药基因效果较好，现报告如下。

１　对象与方法

１．１　研究样本　（１）随机复苏笔者医院２０１５年１

月—２０１７年１２月冻存的经生化反应或质谱鉴定为

ＳＡ的菌株９３株（含３２株 ＭＲＳＡ）、凝固酶阴性葡

萄球菌（ＣＮＳ）９３株［含２６株耐甲氧西林 ＣＮＳ

（ＭＲＣＮＳ）］及金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３和

ＡＴＣＣ４３３００用于引物、探针筛选。（２）留取同期笔

者医院就诊的ＳＡ感染患者样本３３５份（含 ＭＲＳＡ

感染９４份）及培养阴性的脓性样本９５份用于诊断

评价。

１．２　仪器与试剂　（１）细菌分离培养基购自郑州安

图公司，包括哥伦比亚血琼脂、普通营养琼脂；血培

养仪（ＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ３Ｄ１２０）、细菌鉴定药敏分析仪

（ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ）、质谱鉴定仪（ＶＩＴＥＫ ＭＳ）、

染色仪（ＰＲＥＶＩＴＷ ＣｏｌｏｒＧｒａｍ）及其配套试剂均购

自法 国 生 物 梅 里 埃 公 司。（２）核 酸 提 取 仪

（ＥｘＰｕｒｅ２０）及其配套磁珠法提取纯化试剂购自深

圳市汇研科创公司。（３）荧光定量ＰＣＲ仪（Ｌｉｇｈｔ

Ｃｙｃｌｅｒ４８０）购自德国罗氏公司，多重荧光定量ＰＣＲ

体系（ＰｌａｔｉｎｕｍＴＭ ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ）购自

美国赛默飞公司。（４）ＰＣＲ 产物测序委托 Ｌｉｆｅ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司完成。

１．３　细菌培养鉴定与 ＭＲＳＡ检测　增菌、分离及

纯化培养、革兰染色、生化鉴定、质谱鉴定、ＭＲＳＡ

检测等均严格按仪器及其配套试剂ＳＯＰ文件操作，

按美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）Ｍ１００－Ｓ２７

标准，将头孢西丁最低抑菌浓度（ＭＩＣ）≥８μｇ／ｍＬ

判断为 ＭＲＳＡ
［７］。

１．４　核酸提取与纯化　（１）纯培养物核酸提取：挑

取复苏后的对数生长期纯培养菌落，用生理盐水调

成０．５～１．０麦氏浊度单位菌悬液，８ｈ内完成菌悬

液核酸提取。（２）原始样本核酸提取：各类原始样本

接种完毕后，选用对应的核酸提取试剂盒，严格按仪

器及配套试剂ＳＯＰ进行操作。（３）提取纯化后的核

酸模板吸入无ＤＮＡ酶ＥＰ管，冻存于－８６℃备用。

１．５　引物／探针设计、合成、标记　从 ＮＣＢＩ数据

库，分别下载 ＳＡ 耐热核酸酶 （ｔｈｅｒｍｏｎｕｃｌｅａｓｅ，

狀狌犮）、自溶素（ａｕｔｏｌｙｓｉｎ，犪狋犾）、细胞黏附素Ｂ（ｉｎｔｅｒ

ｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｎ，犻犮犪Ｂ）、纤维粘连蛋白结合蛋白 Ａ

（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，犳狀犫Ａ）、α溶血素（ａｌ

ｐｈａｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，犺犾犪）、富丝氨酸血小板黏附素（ｓｅｒ

ｉｎｅｒｉｃｈａｄｈｅｓｉｎｆｏｒｐｌａｔｅｌｅｔｓ，狊狉犪狆）、青霉素结合蛋

白２ａ（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２ａ，犿犲犮Ａ）基因序列

各１００条，用ＤＮＡＭＡＮ进行序列比对，用Ｐｒｉｍｅｒ

５软件，避开变异区或突变点后，分别设计各基因的

引物和探针，每个基因设计１～２套，委托Ｌｉｆｅｔｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｉｅｓ公 司 合 成 及 标 记。ＳＡ狀狌犮、犪狋犾、犻犮犪Ｂ、

犳狀犫Ａ、犺犾犪、狊狉犪狆、犿犲犮Ａ基因引物、探针设计及标记

结果见表１。
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表１　ＳＡ各基因引物／探针设计与标记

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒ／ｐｒｏｂｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｆｌｕｏｒｏｇｅｎｉｃｌａｂｅｌｉｎｇｏｆｅａｃｈＳＡｇｅｎｅ

基因 引物／探针 序列及标记（５’～３’） Ｔｍ（℃） 长度（ｂｐ）

狀狌犮 狀狌犮正向引物１ ＧＣＴＧＧＣＡＴＡＴＧＴＡＴＧＧＣＡＡＴ ５６．３０ １５８

狀狌犮反向引物１ ＧＣＡＴＴＴＧＣＴＧＡＧＣＴＡＣＴＴＡＧＡＣ ５７．４７

狀狌犮探针１ ＦＡＭＡＧＧＧＡＴＧＧＣＴＡＴＣＡＧＴＡＡＴＧＴＴＴＣＧＨＢＱ１ ６０．７４

狀狌犮正向引物２ ＧＣＴＴＡＧＣＧＴＡＴＡＴＴＴＡＴＧＣＴＧＡＴＧ ５６．２０ １１０

狀狌犮反向引物２ ＡＡＧＴＴＧＴＴＣＡＴＧＴＧＴＡＴＴＧＴＴＡＧＧＴＴＴＡ ５８．１８

狀狌犮探针２ ＲＯＸＣＡＡＣＴＴＴＡＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣＨＢＱ２ ６２．９８

犪狋犾 犪狋犾正向引物１ ＴＴＣＧＴＡＴＣＣＡＴＴＧＣＡＴＧＣＴＴＡＡＣ ５７．８３ １２５

犪狋犾反向引物１ ＧＧＴＡＴＧＡＣＡＴＴＡＡＡＣＣＡＡＧＴＴＧＣＴＣ ５８．６８

犪狋犾探针１ ＶＩＣＡＣＴＴＡＣＣＴＧＧＴＡＣＡＣＧＴＴＧＴＡＣＴＴＧＴＧＧＨＢＱ１ ６４．６４

犪狋犾正向引物２ ＧＴＴＡＴＧＧＴＡＴＴＴＣＧＴＧＴＴＴＧＡＧＴＴＡＧ ５６．９０ １１９

犪狋犾反向引物２ ＡＡＧＴＴＴＡＴＣＴＴＡＴＣＴＣＡＣＡＴＧＣＣＣＴＡ ５７．９７

犪狋犾探针２ ＣＹ５ＡＡＣＴＴＴＧＴＴＧＴＴＣＡＣＴＡＣＡＴＣＴＧＣＡＣＣＴＴＴＨＢＱ３ ６４．０８

犻犮犪Ｂ 犻犮犪Ｂ正向引物１ ＴＧＡＧＴＡＴＣＴＴＧＡＴＣＡＴＡＴＴＧＣＣＴＧＴＡ ５７．８１ １２４

犻犮犪Ｂ反向引物１ ＣＧＧＴＧＡＴＡＡＴＴＴＡＡＴＧＣＣＡＧＡＧＣ ５８．２１

犻犮犪Ｂ探针１ ＦＡＭＴＧＧＡＴＧＧＴＣＡＴＣＡＴＡＴＴＧＣＡＡＡＴＧＣＡＧＡＨＢＱ１ ６３．５６

犻犮犪Ｂ正向引物２ ＴＧＧＡＡＴＣＣＧＴＣＣＣＡＴＣＴＣＴＴＡ ５７．９６ １７０

犻犮犪Ｂ反向引物２ ＧＧＣＴＴＧＡＴＧＡＡＴＧＡＣＧＡＴＡＡＡＴＴＡＣＣ ５８．９２

犻犮犪Ｂ探针２ ＲＯＸＡＡＡＧＣＡＧＴＣＡＣＴＣＣＧＡＡＣＴＣＣＡＡＴＧＡＴＴＡＴＨＢＱ２ ６４．７３

犳狀犫Ａ 犳狀犫Ａ正向引物１ ＡＡＡＣＡＡＴＡＧＡＡＧＡＡＡＣＧＧＡＴＴＣＡＴＣ ５６．１９ １１８

犳狀犫Ａ反向引物１ ＴＣＡＡＴＴＧＧＡＴＴＴＧＡＴＴＣＣＴＣＡＧＡ ５５．８９

犳狀犫Ａ探针１ ＶＩＣＴＡＴＴＧＡＴＡＴＣＧＡＴＴＡＣＣＡＴＡＣＴＧＣＴＧＴＧＧＡＨＢＱ１ ６２．０１

犳狀犫Ａ正向引物２ ＴＣＣＣＡＴＣＣＣＡＡＣＡＡＣＧＡＴＣＡ ５９．０１ ８０

犳狀犫Ａ反向引物２ ＡＴＣＴＴＡＧＧＴＡＣＧＧＣＡＴＴＡＧＡＡＡＡＣＡ ５８．３５

犳狀犫Ａ探针２ ＣＹ５ＡＴＴＧＧＧＡＧＣＡＧＣＡＴＣＡＧＴＡＴＴＣＴＴＡＧＧＡＨＢＱ３ ６３．８１

犺犾犪 犺犾犪正向引物１ ＴＧＣＣＡＴＴＴＴＣＴＴＴＡＴＣＡＴＡＡＧＴＧＡＣＴＡ ５７．３２ ９２

犺犾犪反向引物１ ＴＧＡＴＡＴＴＡＡＴＡＴＴＡＡＡＡＣＣＧＧＴＡＣＴＡＣＡＧＡ ５７．１１

犺犾犪探针１ ＦＡＭＡＴＣＡＣＣＴＧＴＴＴＴＴＡＣＴＧＴＡＧＴＡＴＴＧＣＴＴＣＣＨＢＱ１ ６２．００

狊狉犪狆 狊狉犪犘正向引物１ ＡＴＣＴＡＡＣＴＣＡＡＴＧＣＡＴＣＣＧＴＣＡ ５７．５９ １５０

狊狉犪犘反向引物１ ＧＴＧＣＣＡＴＴＡＴＧＴＴＴＡＧＴＣＡＣＴＴＣＡ ５７．５１

狊狉犪犘探针１ ＲＯＸＡＣＴＧＡＧＡＴＴＣＡＣＴＣＧＴＧＣＴＣＧＴＴＧＴＴＧＨＢＱ２ ６５．４７

犿犲犮Ａ ｍｅｃＡ正向引物１ ＣＡＡＴＴＴＧＴＣＴＧＣＣＡＧＴＴＴＣＴＣＣ ５８．０９ １２９

犿犲犮Ａ反向引物１ ＣＴＧＡＴＧＧＴＡＴＧＣＡＡＣＡＡＧＴＣＧ ５７．３４

犿犲犮Ａ探针１ ＣＹ５ＡＧＴＴＣＴＧＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＴＴＴＧＣＣＡＨＢＱ３ ６４．６７

犿犲犮Ａ正向引物２ ＣＡＴＧＡＡＧＡＴＧＧＣＴＡＴＣＧＴＧＴＣ ５６．５９ １１８

犿犲犮Ａ反向引物２ ＣＴＴＴＡＧＣＡＴＣＡＡＴＡＧＴＴＡＧＴＴＧＡＡＴＡＴＣ ５５．２８

犿犲犮Ａ探针２ ＦＡＭＴＧＴＡＴＧＴＧＣＧＡＴＴＧＴＡＴＴＧＣＴＡＴＴＡＴＣＧＴＣＨＢＱ１ ６２．２４

１．６　ｑＰＣＲ 扩增及结果判断　（１）ｑＰＣＲ 体系：

ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲＭｉｘ２５．０μＬ，１０μｍｏｌ正反引物各

１．０μＬ，１０μｍｏｌ探针各０．３μＬ，模板２０．０μＬ，补

水至终体积５０．０μＬ。（２）扩增参数：９５℃预变性

２ｍｉｎ，９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环，选择５１０、

５８０、６１０、６７０ｎｍ通道于６０℃探测荧光。（３）鉴定

结果判断：鉴定标志物扩增曲线呈“Ｓ”形，ＣＴ 值

≤３６，且临界阳性 ＣＴ 值≥３６，阴性对照 ＣＴ 值

≤４０，判为阳性，否则判为阴性。（４）ＭＲＳＡ结果判

断：ＭＲＳＡ及鉴定标志物扩增曲线均呈“Ｓ”形，ＣＴ

值均≤３６，且临界阳性ＣＴ值均≥３６，阴性对照ＣＴ

值均≤４０，判为阳性，否则判为阴性。

１．７　检测下限及扩增线性范围试验　（１）挑取对数

生长期的两个标准株（金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ

２５９２３、ＡＴＣＣ４３３００）纯培养菌落，分别用生理盐水

调制成浓度约为３．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，经

３次平板倾注法菌落计数均值确定菌悬液浓度，再

用生理盐水稀释菌悬液至２．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ后提

取核酸，以１个细菌对应１Ｃｏｐｙ模板确定模板浓

度，其中，金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ４３３００用于犿犲犮Ａ

试验，金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３用于其他基因

试验。（２）用超纯水，１０倍梯度稀释核酸模板，制成

８个梯度浓度模板，用于ＰＣＲ扩增，以能判阳的最

低加入模板数作为检测下限；以线性关系良好的最

低和最大浓度作为扩增线性范围。

１．８　基因片段灵敏度、特异度计算　（１）鉴定标志
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物灵敏度＝鉴定基因片段ｑＰＣＲ阳性数÷ＳＡ株数

×１００％；ＭＲＳＡ标志物灵敏度＝ＭＲＳＡ基因片段

ｑＰＣＲ阳性数÷ＭＲＳＡ株数×１００％。（２）鉴定标志

物特异度＝鉴定基因片段ｑＰＣＲ阴性数÷ＣＮＳ株

数×１００％；ＭＲＳＡ标志物特异度＝ＭＲＳＡ基因片

段ｑＰＣＲ阴性数÷非 ＭＲＳＡ株数×１００％。

２　结果

２．１　ＳＡ培养鉴定与 ＭＲＳＡ检测结果　２０１５年１

月—２０１７年１２月共分离ＳＡ３３５株，其标本分布与

ＭＲＳＡ检出率见表２。

表２　３３５株ＳＡ标本分布及 ＭＲＳＡ检出率

犜犪犫犾犲２　ＳｐｅｃｉｍｅｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄＭＲＳＡｉｓｏｌａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆ

３３５ｓｔｒａｉｎｓｏｆＳＡ

标本类型 ＳＡ（株） ＭＲＳＡ（株） 检出率（％）

伤口分泌物 １３９ ３７ ２６．６２

痰 ９７ ２５ ２５．７７

穿刺液 ６７ ２７ ４０．３０

血 ２３ ２ ８．７０

尿 ８ ３ ３７．５０

脑脊液 １ ０ ０．００

合计 ３３５ ９４ ２８．０６

２．２　ＳＡ药物敏感试验结果　９４株ＭＲＳＡ、２４１株甲

氧西林敏感ＳＡ（ＭＳＳＡ）及全部菌株药敏试验结果见图

１。３５５株金葡菌中ＭＲＳＡ与ＭＳＳＡ对青霉素、红霉素

及克林霉素耐药性差别较大，并且敏感率较低。
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图１　ＳＡ药物敏感试验结果

犉犻犵狌狉犲１　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＡ

２．３　ＳＡ各基因引物、探针筛选结果　ＳＡ狀狌犮、犪狋犾、

犻犮犪Ｂ、犳狀犫Ａ、犺犾犪、狊狉犪狆、犿犲犮Ａ基因引物、探针筛选结果

见表３。根据扩增效率、检测下限、灵敏度及特异度

选择犪狋ｌ片段１及犿犲犮Ａ片段１作为检测标志物。

表３　ＳＡ各基因引物／探针筛选结果

犜犪犫犾犲３　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒ／ｐｒｏｂｅｆｏｒｅａｃｈＳＡｇｅｎｅ

基因片段 斜率 线性（Ｒ２） 扩增效率 检测下限（Ｃｏｐｙ／Ｒ） 扩增线性（Ｃｏｐｙ／ｍＬ） 灵敏度（％） 特异度（％）

狀狌犮片段１ ３．２３ ０．９８ ０．９７ ４ ２×１０２～８ ９７．８（９１／９３） １００．０（９３／９３）

狀狌犮片段２ ３．１４ ０．９６ １．０５ ４ ２×１０２～８ １００．０（９３／９３） ９５．７（８９／９３）

犪狋犾片段１ ３．１６ ０．９７ １．０３ ４ ２×１０２～８ １００．０（９３／９３） １００．０（９３／９３）

犪狋犾片段２ ３．４３ ０．９３ ０．９４ ４０ ２×１０３～８ １００．０（９３／９３） ９８．９（９２／９３）

犻犮犪Ｂ片段１ ３．１８ ０．９９ １．０１ ４ ２×１０２～８ １００．０（９３／９３） １００．０（９３／９３）

犻犮犪Ｂ片段２ ３．２１ ０．９８ ０．９８ ４ ２×１０２～８ １００．０（９３／９３） ９７．８（９１／９３）

犳狀犫Ａ片段１ ３．２９ ０．９６ ０．９６ ４ ２×１０２～８ １００．０（９３／９３） ９８．９（９２／９３）

犳狀犫Ａ片段２ ３．３５ ０．９７ ０．９５ ４０ ２×１０３～８ ９７．８（９１／９３） ８６．０（８０／９３）

犺犾犪片段１ ３．２２ ０．９８ １．０２ ４ ２×１０２～８ ９７．８（９１／９３） １００．０（９３／９３）

狊狉犪狆片段１ ３．１５ ０．９５ １．０４ ４ ２×１０２～８ ９７．８（９１／９３） １００．０（９３／９３）

犿犲犮Ａ片段１ ３．１６ ０．９６ １．０３ ４ ２×１０２～８ １００．０（５８／５８） ９９．２（１２７／１２８）

犿犲犮Ａ片段２ ３．１９ ０．９９ ０．９９ ４ ２×１０２～８ １００．０（５８／５８） ９５．３（１２２／１２８）

　　注：ＳＡ９３株（含ＭＲＳＡ３２株，ＭＳＳＡ６１株），ＣＮＳ９３株（含ＭＲＣＮＳ２６株，ＭＳＣＮＳ６７株），ＳＡ和ＣＮＳ中耐药株为５８株，敏感株为１２８株
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２．４　ｑＰＣＲ检测原始样本结果　用检测性能最好

的犪狋犾基因片段１及犿犲犮Ａ 基因片段１建立双重

ｑＰＣＲ，经引物浓度、探针浓度、退火温度、延伸时间

等优化后，检测４３０份原始标本，结果培养法阳性的

３３５份ＳＡ及９４份 ＭＲＳＡ标本，ｑＰＣＲ检测全部阳

性；９５份ＳＡ培养法阴性的标本，ｑＰＣＲ检测ＳＡ阳

性１７份，ＭＲＳＡ阳性４份，且经ＰＣＲ产物一代测

序，与标准菌株同源性均≥９０％。见表４。

表４　４３０份原始标本常规培养法与ｑＰＣＲ检测结果（份）

犜犪犫犾犲４　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｑＰＣＲｉｎ４３０ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ（Ｎｏ．ｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓ）

检测方法 标本数
ＳＡ

阳性 阴性

ＭＲＳＡ

阳性 阴性

培养法 ４３０ ３３５ ９５ ９４ ３３６

ｑＰＣＲ法 ４３０ ３５２ ７８ ９８ ３３２

ｑＰＣＲ产物测序 ２１ １７ － ４ －

　　：培养法阴性、ｑＰＣＲ法阳性的产物经一代测序，与标准菌株

序列同源性均≥９０％

３　讨论

ＳＡ是医院感染和社区获得性感染的重要病原

菌［８］。本研究的鉴定和药敏结果显示，ＳＡ可引起

多部位、多系统感染，甚至颅内感染，其对青霉素、红

霉素等抗菌药物的耐药形势不容乐观，且 ＭＲＳＡ的

耐药问题依然严峻，建立快速的检测方法具有现实

意义。

既往有多位学者选用不同的基因片段作为标志

物，建立ＰＣＲ方法用于检测ＳＡ和（或）ＭＲＳＡ，但

效果参差不齐。２００６年温冬青等
［９］学者建立的

ＭＧＢ探针法检测 ＭＲＳＡ，经２０份标本和２０株菌

株评价，检测和诊断性能良好。２００７年朱以军等
［１０］

学者建立的ｑＰＣＲ方法检测 ＭＲＳＡ，经１０９株ＳＡ

评价，检出率为３３．９％（３７／１０９），高于苯唑西林纸

片扩 散 法 的 ２４．８％ （２７／１０９），但 检 测 下 限 为

１０４Ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。２０１１年牟晓峰等
［１１］学者建立的

ｑＰＣＲ方法检测 ＭＲＳＡ，经１８２株ＳＡ评价，其检测

和诊断性能也很理想。但上述学者建立的方法不能

检测ＳＡ种属特异基因，也未进行 ＭＲＣＮＳ验证。

由于 ＭＲＣＮＳ中的犿犲犮Ａ基因序列与 ＭＲＳＡ中的

并无差异，当检测原始标本时，很可能将 ＭＲＣＮＳ

报告成 ＭＲＳＡ误导临床。２０１３年龚玉姣等
［１２］建立

了双重ＰＣＲ方法检测 ＭＲＳＡ，能同时扩增种属特

异基因犆狅犪犵和犿犲犮Ａ，验证８５株ＳＡ，结果与培养

法一致，但不能进行实时荧光定量检测，ＰＣＲ产物

容易造成实验室污染。

本研究对６个常用于鉴定的种属特异基因共

１０个片段，以及犿犲犮Ａ基因２个片段进行筛选，选取

检测性能最佳的片段作为标志物建立双重ｑＰＣＲ方

法，经４３０份原始标本验证，不仅能将培养法阳性的

３３５份ＳＡ及９４份 ＭＲＳＡ标本全部检测出阳性，还

从９５份ＳＡ培养法阴性的标本中，检出了１７份标

本ＳＡ及４份标本 ＭＲＳＡ阳性，且经ＰＣＲ产物一

代测序，与标准菌株同源性均≥９０％。ｑＰＣＲ法检

测ＳＡ阳性数多于培养法，其原因可能是培养法容

易受抗菌药物使用、标本运送、接种时机等因素影

响，造成结果阴性。ｑＰＣＲ法检测 ＭＲＳＡ阳性数也

多于培养法，其原因可能是部分ＳＡ已经携带犿犲犮Ａ

基因，但体外实验时，该基因表达下调或被抑制，故

有学者认为检测犿犲犮Ａ基因应作为 ＭＲＳＡ判别的

“金标准”［１３１４］。本研究方法既可鉴定ＳＡ，也可检

测 ＭＲＳＡ，与培养法比，不仅可提高阳性率，且检测

时间≤２．０ｈ，能有效弥补培养法耗时太长的缺点。

本研究组在筛选基因片段作为ｑＰＣＲ标志物的

过程中发现，不同的基因，甚至是同一基因不同片

段，作为检测标志物时均存在差异，与国外学者［１５１６］

结果类似。说明不是每个基因及其片段均适合作为

ｑＰＣＲ检测标志物，特别是仅根据 ＮＣＢＩ或文献等

既往资料设计的引物和探针，由于生物进化、地区分

布不同等原因，基因序列存在ＳＮＰ多态性，可能导

致检测灵敏度和特异性不高。目前，不同ｑＰＣＲ检

测试剂盒检测结果不一致，也可能是由以上原因导

致的。所以，建立分子诊断方法前，对标志物进行筛

选，有利于提高诊断灵敏度和特异度。

本研究组建立的ｑＰＣＲ方法尚未在其他地区或

机构进行验证，其检测性能是否能保持一致，有待进

一步验证。
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