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痰标本中金黄色葡萄球菌的分离鉴定方法研究
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　　【摘要】　目的　探索一种基于１６ＳｒＲＮＡ基因的细菌快速鉴定方法，为临床标本中未知病原菌的诊断提供新

的方法思路。方法　对１份临床发热伴呼吸道症候群患者的痰标本进行分离培养，获得３种不同的菌落。直接以

纯菌落为模板，以通用引物扩增未知菌的１６ＳｒＲＮＡ基因片段，产物直接测序后进行基于局部比对算法的搜索工具

比对，根据序列同源性鉴定病原细菌。结果　３种菌落分别为不易致病的表皮葡萄球菌、龋齿罗特放线菌及致病性

的金黄色葡萄球菌，后者继续用特异性引物扩增检测鉴定，确认为金黄色葡萄球菌。结论　本研究建立了一种利用

１６ＳｒＲＮＡ基因扩增快速鉴定临床标本中未知病原菌的简便方法。
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　　１６ＳｒＲＮＡ 基因是细菌基因组的高度保守区
［１］，１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因序列分析技术就是从微生物标本中获取１６ＳｒＲＮＡ

基因片段的序列信息，再与数据库中的序列进行比较，分析并

确定标本序列在进化树中的位置，从而鉴定标本可能的微生物

种类，达到病原菌鉴定的目的［２３］。该技术是一种建立在基因

文库及生物信息学技术上的细菌快速鉴定方法。经过多年的

发展，已得到了广泛的应用。本研究利用１６ＳｒＲＮＡ基因序列

分析技术从１份临床患者的痰标本中分离鉴定出了１株金黄

色葡萄球菌。现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　临床标本取自某军区医院发热伴呼吸道症候

群患者，患者为５９岁老年男性，以受凉后咳嗽、咳痰伴发热、头

痛就诊，之前有自用抗菌药物治疗史，就诊时体温３８．２℃，血

常规检查中白细胞（ＷＢＣ）９．１６×１０９／Ｌ。对照用的金黄色葡

萄球菌菌株为本中心传代保存。

１．２　仪器与试剂　实验使用仪器设备有生物梅里埃全自动细

菌鉴定仪、ＰＥ（美国）４８０型ＤＮＡＣＹＣＬＥＲ扩增仪、六一核酸

电泳槽、天能ＵＶ２０００凝胶成像仪分析仪等。培养基为广州环

凯公司产品。聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂为 ＴＡＫＡＲＡ公司生

产。１６ＳｒＲＮＡ 基因通用引物，正向序列为（２７Ｆ）：５′ＡＧＡ

ＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，反向序列为（１４９２Ｒ）：５′

ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′。金黄色葡萄球菌特

异性引物，正向序列：５′ＣＧＴＧＣＣＴＡＡＴＡＣＡＴＧＣＡＡＧＴＣ

Ｇ３′，反向序列：５′ＴＡＣ ＧＡＴ ＴＡＣＴＡＧＣＧＡ ＴＴＣＣＡＧ

Ｃ３′。

１．３　方法

１．３．１　细菌分离与培养　痰标本经生理盐水稀释，取适量接

种于肉汤培养基，３７℃过夜培养，培养菌液接种ＬＢ平板培养。

１．３．２　ＰＣＲ扩增１６ＳｒＲＮＡ基因片段　挑取平板上的单个菌

落，１００℃煮沸１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取２μＬ上清

液作为扩增模板。应用１６ＳｒＲＮＡ基因通用引物，建立３０μＬ

的ＰＣＲ反应体系：细菌核酸模板２μＬ，ＥｘＴａｑ酶０．３μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ１９．２μＬ，酶ｂｕｆｆｅｒ３μＬ，正向及反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）

各１．５μＬ，脱氧核糖核苷三磷脂（ｄＮＴＰ）（２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ）

２．５μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ后开始循环，９４℃

变性５５ｓ、５５℃退火５５ｓ、７２℃延伸９０ｓ，３０个循环，之后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。产物用１．５％琼脂糖电泳，凝胶成像仪分析

结果［４］。

１．３．３　产物测序比对分析　阳性ＰＣＲ产物送上海生工直接

测序，选通用引物的正向２７Ｆ引物进行单向测序。Ｅｄｉｓｅｑ软件
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对测序结果进行分析，去掉首尾易错碱基，取编辑后的约９００

个ｂｐ序列，利用局部比对算法的搜索工具（ＢＬＡＳＴ）中的１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因核酸序列比对功能，进行同源性比对，取结果输出

中同源性最高的菌群［５］。

１．３．４　金黄色葡萄球菌特异性ＰＣＲ检测　选取可疑的阳性

金黄色葡萄球菌菌落，挑单菌落。建立３０μＬ的ＰＣＲ反应体

系：细菌核酸模板１．５μＬ，ＥｘＴａｑ酶０．３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１９．３μＬ，

酶ｂｕｆｆｅｒ３μＬ，正向及反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１．２μＬ，ｄＮＴＰ

（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ后

开始循环。９４℃变性４０ｓ、５５℃退火４０ｓ、７２℃延伸５０ｓ，３５

个循环，之后７２℃延伸１０ｍｉｎ。产物用１．５％琼脂糖电泳，凝

胶成像仪分析结果。

２　结　　果

２．１　标本培养增菌结果　培养平板上可见明显不同的３种菌

落，白色大菌落、白色小菌落和少数黄色菌落。

２．２　细菌１６ＳｒＲＮＡ基因扩增结果　以上述３种菌落为模板

的１６ＳｒＲＮＡ基因扩增产物特异性较好，片段大小约为１５００

ｂｐ，与目的条带大小一致。见图１。

　　注：泳道从左至右的模板依次为：Ｌａｎｅ１．白色小菌落；２．黄色菌

落；３．白色大菌落；４．阳性对照（Ｅ．ｃｏｌｉ）；５．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；６．阴性对

照 Ｈ２Ｏ。

图１　细菌１６ＳｒＲＮＡ基因扩增产物的凝胶电泳图

２．３　１６ＳｒＲＮＡ基因扩增产物测序比对分析结果　白色细小

菌落产物的比对结果为非致病性龋齿罗特放线菌，白色稍大菌

落产物比对结果为不易致病的表皮葡萄球菌，黄色菌落产物比

对结果为致病性金黄色葡萄球菌。

　　注：泳道从左至右的模板依次为：Ｌａｎｅ１．阳性对照（金黄色葡萄球

菌）；２．待测菌落；３．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；４．阴性对照 Ｈ２Ｏ。

图２　特异性ＰＣＲ产物的凝胶电泳图

２．４　金黄色葡萄球菌特异性ＰＣＲ检测结果　待测可疑金黄

色葡萄球菌的ＰＣＲ产物大小与金黄色葡萄球菌阳性对照株的

产物大小一致，约为１３００ｂｐ，与目的条带大小吻合。见图２。

３　讨　　论

１６ＳｒＲＮＡ基因测序在菌株鉴定中有独特优势，弥补了生

化鉴定敏感性低、结果不稳定的缺点［６７］。随着相关技术的发

展，基因测序的准确性不断提高，时间也不断缩短，使１６Ｓ

ｒＲＮＡ技术有可能成为细菌鉴定的常规检测方法之一
［８９］。细

菌的１６ＳｒＲＮＡ恒定区序列特别保守，约１５００个核苷酸，大

小适中，易于扩增并分析。在１６ＳｒＲＮＡ区设计引物，可以方

便地得到扩增产物并利用测序技术得到目的序列。且美国国

立生物技术信息中心已积累和公布了大量细菌的１６ＳｒＲＮＡ

基因序列，测序得到的结果可以做比对分析，得出目的细菌种

属及差异等信息。随着生物技术的快速发展，１６ＳｒＲＮＡ基因

序列测定不仅客观，且比以前更经济、准确和快速，结合核酸序

列分析不仅可检测与鉴定已知细菌，也可应用于未知菌种的检

测与鉴定，实现快速、微量、准确地对微生物进行检测，更适应

于临床诊断的应用需求［１０１２］。

本研究所检测的某咳嗽咳痰伴发热就诊的男性患者痰标

本，初次在批量检测过程中并未检出致病性金黄色葡萄球菌，

可能是患者在就诊前有自用多种抗菌药物治疗史，且该痰标本

混合有大量口腔菌群，使得标本中的金色葡萄球菌不易被检

出。之后用标本直接反复涂抹接种平板，培养出肉眼可见的３

种不同菌落，随后采用了细菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列鉴定法，从３

种不同菌落中快速分析出了可疑的致病菌种属。在此基础上

再利用具有针对性的特异引物ＰＣＲ检测方法，进行针对性验

证，成功鉴定出了标本中的致病菌。

综上所述，１６ＳｒＲＮＡ基因序列测定操作相对简单、快速，

且投入低廉、结果准确，更符合准确高效且经济易行的临床诊

治需求，值得继续研究并推广应用。
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　　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＣＩＡ模型组；Ｃ：甲氨蝶呤治疗组；Ｄ：ＭＳＣｓ移植治疗组

图３　各组ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞表达水平比较

３　讨　　论

ＲＡ是以多关节慢性滑膜炎为特征的一种常见自身免疫

病，发病机制目前尚未完全阐明。研究表明自身反应性Ｔ细

胞与疾病的发生、发展有密切关系，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞可以调

节机体损伤后的免疫反应，而机体内ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞缺失

会导致自身免疫性疾病的发生［７８］。越来越多的证据表明ＲＡ

患者中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞存在异常。ｖａｎＡｍｅｌｓｆｏｒｔ等
［５］发

现，ＲＡ患者外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分比明显高于健康

对照组，而这些细胞的抑制活性却明显下降。Ｌａｗｓｏｎ等
［６］检

测活动期和稳定期 ＲＡ患者外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分

比，结果发现早期活动性ＲＡ患者外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞

百分比明显少于健康对照组，而稳定期ＲＡ患者组与健康对照

组比较差异则无统计学意义（犘＞０．０５），表明ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ

细胞在早期活动性ＲＡ患者中，其外周血数量是减少的。Ｃａｏ

等［７］发现ＲＡ患者靶器官中高表达ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞，与外

周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞相比明显增高，认为与外周血ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔ细胞转移至受累关节有关。由此看来，上调体内的

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分比可以很好地控制ＲＡ病情。

本研究结果显示，ＭＳＣｓ移植组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞与正

常对照组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），说明 ＭＳＣｓ治

疗可以在炎症局部阻止骨和软骨的破坏，促进软骨修复。

ＭＳＣｓ移植治疗小鼠ＣＩＡ，能显著改善关节肿胀度，明显上调

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞的表达，并且与甲氨蝶呤治疗组比较，差异

亦有统计学意义（犘＜０．０５）。说明 ＭＳＣｓ可以通过提高ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分比，控制ＲＡ病情的发展。

综上所述，ＭＳＣｓ移植治疗小鼠ＣＩＡ，能显著改善关节的

肿胀度，明显上调ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞表达，故 ＭＳＣｓ可作为

一种新的替代细胞来源用于ＲＡ的移植治疗。
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