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细菌鉴定和耐药性检测对于指导临床精确用药

和及时治疗患者具有重要意义。目前临床上进行细

菌鉴定和耐药检测仍以表型检测方法为主．主要包

括：传统手工鉴定与药敏实验方法、自动化药敏鉴

定系统。传统方法虽然能够满足临床的部分需要．

但这些方法仍然存在一些缺点．例如检测时间较长

和检测结果不够准确等。因此．随着分子生物学技

术在临床检验领域的应用．近年来发展了一系列快

速细菌鉴定和(或)耐药检测技术．例如基于PCR

技术和DNA探针杂交以及生物芯片技术等．这类

方法的特点是快速而准确．一般在几个小时之内就

可以得到检测结果。

t二传统雾法在细菌鉴定和耐药一睡检测警钓应用。

临床手工细菌鉴定和细菌药敏实验．是临床上

尤其在中小医院应用最广泛的方法。细菌鉴定主要

是根据细菌对生化物质的代谢特点进行．药敏方法

包括纸片扩散法(常规实验室使用较普遍)和抗生

素稀释法(MIC法)等。这些方法的特点是方便、

易操作．成本低．而且灵活性强．测定的细菌和药

物可灵活选择。其缺点是操作烦琐、经验依赖性

强、报告结果慢．不能完全适应临床治疗的需要。

使用自动化药敏和鉴定系统，是临床微生物学

实验包括体外药物敏感实验的发展方向。最有代表

性的是VITEK—AMS微生物自动分析系统．可同时

完成细菌鉴定和药敏实验。该套系统的检测卡片分

为14种．每一种鉴定卡片含有25种以上的生化反

应指标．基本与常规检测鉴定相同。此方法的优点

是简便、快速、鉴定范围广，受人为的影响小，可

靠性高。但它仍需要细菌培养的步骤，准确性也受
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到一定限制，同时其耗材价格较为昂贵。使用这类

仪器的主要是三级甲等以上的大型医院。在细菌快

速鉴定方面最有代表性的是mini—Vidas全自动免疫

分析仪．其原理是应用细菌的特异性抗体对细菌进

行鉴定，以荧光为标记，进行自动化检测。其最大

优点是速度快．可以在40min内快速鉴定沙门氏

菌、大肠杆菌0157：H7、单核李斯特菌．空肠弯曲

杆菌和葡萄球菌肠毒素等。但检测指标过少，主要

限于这几种菌．而且也不能进行药敏实验。

目前．微生物鉴定技术中除了少数医院使用半

自动、全自动的细菌鉴定仪外．大多数医院主要还

是使用常规鉴定技术进行细菌菌种的鉴定。

参势子生物学技寨程～菌张满鉴定枣的应嚣一

采用与系统发育学相关的基因实现对细菌血清

型的分型，越来越成为一种趋势。目前．利用基因

检测方法对细菌进行种属鉴定所涉及的基因包括细

菌16s rRNA基因或5S rRNA序列、HSP基因家族、

gyrB基因以及细菌特异基因等。

2．1利用16S rRNA基因序列作为分类依据的原因

利用16S rRNA基因序列对细菌进行菌种鉴定

在目前应用较多．也越来越被临床所接受。在细菌

分类学著作中，如《伯杰氏系统细菌学手册》，越

来越倾向于选择16S rRNA基因序列作为分类的依

据。主要原因有下面几点：

2．1．1 rRNA存在于所有生物中．在生物进化过程

中其功能保持不变。16S rRNA基因普遍存在于原

核生物中．在真核生物中其同源分子是18S rRNA。

2．1．2 16S rRNA最能反映细菌间的亲缘关系。在

16S rRNA分子中．既含有高度保守的序列，又含
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有中度保守和高度变化的序列．能够衡量进化距离

不同的各类原核生物。

2．1．3 16S rRNA分子量大小适中．便于序列分析。

5S rRNA约120bp，信息量太小；23S rRNA约

2900bp．信息量大．但分析工作量太大．不利于实

际操作；16S rRNA，约1540bp，信息量足够，分

析工作量适中．

2．2 16S rRNA用于临床细菌鉴定的意义

2．2．1 菌种鉴定结果更加准确。利用基因序列进行

菌种的分析是一种直接的分析方法．该方法比利用

理化性状分析菌种更准确。在实际应用中．常规的

细菌鉴定由于菌株的极易变异性．或某个具有鉴别

意义的生化性状丢失．常会出现争议性的结果。

2．2．2利用基因鉴定比常规方法更灵敏．特别是当

标本中细菌数目少或难以培养时．只能通过用16S

rRNA基因扩增后进行序列分析。

随着测序技术的发展．细菌基因组序列逐渐清

楚．对细菌体内所含基因也逐渐了解．因此利用细

菌的特异基因进行菌种鉴定就成为可能。目前在临

床微生物研究中常常会用到特异基因对菌种鉴定．

特别是当细菌菌种间通过16S rRNA基因不易区分

时。

2．3 16S rRNA基因在菌种鉴定中的应用。

DNA芯片具有灵敏度高和检测通量高的特点．

已经广泛用于微生物的检测。Wang等⋯建立了一个

寡核苷酸芯片来检测人类粪便中的肠道细菌，该芯

片采用了20个主要的人类肠道细菌菌种的16S

rRNA序列设计的寡核苷酸探针．检测的20个肠道

菌包括：多形拟杆菌、普通拟杆菌、脆弱拟杆菌、

梭状梭菌、普氏梭杆菌、白色瘤胃球菌、长双岐杆

菌、青春期双岐杆菌、婴儿双岐杆菌、产气真杆

菌、嗜酸乳杆菌、大肠埃希氏菌和屎肠球菌等。

除了使用16S rRNA基因作为检测靶基因外，

也有报道使用另外具有细菌种属特征的基因，如

23S rRNA基因。Anthonv等[2]利用通用引物扩增细

菌23S rRNA的可变区，产物与寡核苷酸芯片杂交，

进行细菌菌种鉴定。可以检测血培养中常见的30
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多种细菌。

另外．由于一些不常见肠球菌菌种的生化反应

特征很少．通过常规生化实验难以鉴定．因此可以

利用PCR等分子方法实现对肠球菌进行准确地鉴

定到菌种。Gregory等[3]利用16S rRNA和23S rRNA

基因之间的间区序列(intergenic spacer，ITS)作为

PCR的靶基因．建立了一套PCR辅用酶切图谱的

方法．对肠球菌属的多个种做了准确的鉴定。

除了使用16S rRNA和23S rRNA基因作为菌

种鉴定的依据外，gvrB基因也是选择较多的基因之

一．Stina等[4]构建了寡核苷酸玻璃芯片．用于急性

上呼吸道感染细菌的诊断。探针序列来自呼吸道病

原菌的编码拓扑酶GvrB和ParE基因的变异区域。

检测的细菌种类有：白喉棒状杆菌、坏疽梭杆菌、

嗜血流感杆菌、嗜肺军团菌、卡他摩拉菌、肺炎支

原体、金葡菌、肺炎链球菌和化脓链球菌等。检测

的临床标本包括中耳流出物和咽拭子标本。具有比

较高的敏感性和特异性。对中耳流出物标本，检测

嗜血流感杆菌、卡他摩拉菌和肺炎链球菌的敏感性

分别为96％(培养法93％)，73％(培养法为93％)

和100％(培养法为78％)；咽拭子标本与口腔其他

常见菌没有交叉反应：化脓链球的敏感性为93％

(培养法80％)。

特异基因也常用于细菌的鉴定。粪肠球菌和屎

肠球菌是临床最常见的肠球菌．传统的生化方法能

够鉴定出粪肠球菌。但却不能区分屎肠球菌和某些

新发现的肠球菌菌种．这时通过PCR方法扩增屎

肠球菌特异靶基因片段．就可以快速而准确地鉴别

屎肠球菌[5|。

爹棼罨生物学我乘在细菌耐药性梭瓣簿韵瘟赐?

越来越多的研究利用分子生物学技术进行耐药

性检测．其中一些方法利用编码耐药性的基因进行

细菌耐药性检测．已经被美国临床实验室标准化委

员会(NCCLS)认可。与传统的药敏实验方法比

较．基因方法有可能提供更加快速和更加可靠的检

测结果[6]，原因如下：①首先基因方法能够直接用

于检测临床标本而无需对细菌进行分离培养。②由
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于前者检测基因型．而传统方法检测的是人为的体

外条件下基因型的表达型．显而易见．基因型方法

用于检测药敏更加合理。这样风险更低．尤其当遇

到临床危重感染如脑膜炎、菌血症或者需要长期抗

生素治疗的心内膜炎和骨髓炎等感染时更是这样。

③对某些生长缓慢的细菌．基因型方法远快于传统

法得到结果。④某些细菌体外无法培养，只能用基

因法检测。⑤由于基因法不需要对细菌进行繁殖，

因而也降低了致病菌的生物危害风险。但是目前基

因方法仍未能大量应用于临床细菌耐药性的检测．

原因主要有2点：①某些抗生素的耐药机制仍未完

全阐明。②仅仅少部分基因方法经过了全面的临床

实验验证。未来随着更多耐药机制的阐明和更多临

床资料的积累．基因方法有望得到越来越多的应

用。

随着分子生物学的发展和临床对细菌耐药机制

研究的深入．目前已经发现许多细菌耐药性状与细

菌体内的基因有直接的联系。如革兰氏阴性菌中产

ESBLs(超广谱B一内酰胺酶)菌株多与细菌体内的

一些耐药基因的出现或基因突变有关。在中国由于

头孢噻肟的频繁使用．使得肠杆菌科细菌临床株中

检出最多的ESBL酶便是头孢噻肟水解酶CTX—M，

它由(：tx-m基因编码．直接导致细菌对三代头孢菌

素中头孢噻肟的耐药性。目前在国际上研究较多的

还有shv、tem等基因突变形成的其他超广谱酶，导

致细菌对其他三代头孢如头孢他啶等抗生素的耐药

性。

在革兰氏阳性茵中．对于耐甲氧西林的MRSA

或者MRCNS菌株．研究已经表明耐药性状与细菌

体内的mecA基因有直接的关系。主要耐药机制是

由染色体上的mecA基因介导．该基因编码一种与

B一内酰胺类抗生素亲和力降低的膜蛋白PBP2a，从

而产生耐药性。mecA位于染色体上，可在转座子

作用下插入其他染色体或质粒中。使耐药性得以传

播。在临床药敏实验中通过检测mecA基因的有无

来确定葡萄球菌是否为MRSA或者MRCNS菌株已

经成为临床检验中的“金标准”方法。
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研究发现用于治疗葡萄球菌感染的大环内酯类、

林可霉素类抗生素耐药主要与细菌体内的enrA、

ermB、errrC、msrA基因有关(NCCLS，2004)。

下面主要以临床革兰阳性球菌为例．具体介绍

各类常用分子技术在细菌耐药基因检测中的应用。

3．1单重PCR方法在耐药基因检测中的应用

PCR技术是一项比较成熟的分子技术．具有高

敏感性和特异性．目前这一技术已经被广泛用于临

床致病菌、动物感染和食品微生物的检测上。目前

在细菌耐药检测方面的应用很多．例如用于葡萄球

菌甲氧西林耐药基因(mecA)的检测。

由于InecA基因在菌株中总是异质性表达．不

是所有耐甲氧西林的葡萄球菌菌株都能够通过标准

的表型方法检测出来。尤其在CNS中，这种异质性

表达更加显著。因此临床检测中直接检测葡萄球菌

中介导甲氧西林耐药的mecA基因对监测耐药结果

更准确。

与药敏实验的表型方法如肉汤微量稀释MIC、

琼脂稀释法、纸片扩散法和琼脂筛选法比较，FCR

(扩增mecA)阳性率更高(Jeong J等Ⅲ)。检测金

黄色葡萄球菌对甲氧西林耐药时。以PCR为对照，

表型方法中与lzCR的符合率可以达到100％：检测

CNS的甲氧西林耐药时．表皮葡萄球菌等其他CNS

菌株表型方法与基因型的符合率只有92．1％。因此

现有方法中．PCR检测甲氧西林耐药性的灵敏性和

特异性明显高于传统药敏实验。

单重PCR方法的最大不足之处在于检测的指

标过于单一。

3．2直接用DNA探针检测耐药基因

检测临床菌株标本除了使用单重PCR方法外，

还可以使用DNA探针技术．如化学发光标记探针、

bDNA探针技术等。目前运用较多的方法是利用化

学发光标记探针的液相杂交技术．液相磁珠捕捉杂

交联用化学发光分析技术就是其中的一种。

液相磁珠捕捉杂交联用化学发光分析技术[8]方

法元需扩增就可以快速检测临床葡萄球菌中的

mecA基因。通过对多株培养后的葡萄球菌(包括

   



金葡菌和CNS)进行检测．验证了基因探针方法的

高度特异性：与PCR方法(扩增mecA基因)符合

很好：金葡菌符合率为100％：CNS阳性和阴性符

合率分别为99．2％和100％。显著高于表型方法检

测的符合率。

但该技术也有其应用上的缺点。DNA探针技术

并不适合临床实验室对甲氧西林耐药葡萄球菌的诊

断。虽然基因鉴定的特异性不错。但是灵敏度并不

高．而且操作比较繁琐。

3．3多重PCR在耐药基因检测中的应用

单重PCR方法虽然在细菌的诊断和耐药基因

的检测方面灵敏度高、特异性好．尤其是在检测临

床耐甲氧西林金葡菌(MRSA)时结果较好。但是

临床上往往面对的是多种致病菌种及菌株对多个抗

生素的耐药性．因此只有最大限度地鉴定出这些致

病菌种和检测出菌株的多种耐药性才能更好地指导

临床医生用药。从理论上来说．多重PCR可以实

现多目标的检测．因此在临床致病菌的诊断研究

中。多重PCR的应用研究是一个重要的方向。

3．3．1葡萄球菌中多种耐药基因的检测 韩国的研

究者发展的4重PCR能够同时检测葡萄球菌中介

导2种耐药性的4个耐药基因：甲氧西林耐药基因

mecA、氨基糖苷类耐药基因aae(67)一aph(2”)、

印h(3’)一IIIa、ant(4’)一Ia。结果表明在金黄色

葡萄球菌和CNS中基因扩增与表型耐药结果的符

合率分别是：mecA的基因为98％和81％，aac

(6’)一aph(2”)基因为100％和85％。

也有报道用9重PCR进行耐药基因检测[101．

检测的金葡菌中8个耐药基因介导的对5类抗生

素的耐药性：mecA(甲氧西林耐药)，aacA—aphD

表1肠球菌重要的耐药基因
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(氨基糖苷类耐药)，tetK和tetM(四环素耐药)．

grin(A)和grin(C)(大环内酯类耐药)，vat(A)、

vat(B)和vat(C)(链阳霉素A耐药)。整个多重

扩增和分析只需约6h．结果也比较特异。

3．3．2肠球菌中多种耐药基因的检测 作为临床最

为常见的革兰阳性球菌之一．肠球菌同样携带多种

耐药基因。仅仅是介导耐药性的基因就有多个，详

见表1。因此使用多重PCR(Sergei等⋯1)能够精

确检测肠球菌中这些基因的存在。在用6重PCR

检测对庆大霉素耐药水平从低(MICs，≥161xg／mL)

到中介到高水平(MIC range，128 toI>5001xg／mL)

的肠球菌株时．基因型与表型方法的结果一致。

3．3．3多种细菌中的多种耐药基因的检测 有些耐

药基因存在于几个细菌种属中．如编码高水平庆大

霉素耐药双功能氨基糖苷类修饰酶AAC(6 7)一

APH(2”)的aac(67)一Ie—aph(2”)一Ia基因，出

现于葡萄球菌和肠球菌等其他菌属中。而介导红霉

素耐药的基因e邢A、B、C等也已在葡萄球菌、肺

炎链球菌以及肠球菌等菌属中检测到。

Jung—A等[121用4多重PCR检测了红霉素耐药

菌株中相关的耐药基因ermA、erlTl、ermC和mef

等．结果发现金葡菌中主要由ermA介导耐药：肠

球菌中主要由ermB介导耐药：CNS中主要由ermC

介导耐药：mef只出现于CNS和肠球菌．而不出现

于金黄色葡萄球菌中。

多重PCR技术具有能够对多个基因同时检测

的特点．特别适合于临床多指标的检验。但发展多

重PCR诊断技术也受到一些因素限制：由于PCR

产物的检测往往依靠电泳进行．因此实验设计时需

要将扩增的各靶基因片断设计成不同的长度，以便
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区分各电泳条带，这对于扩增多个靶基因来说．难

度较大．

3．4实时荧光PCR在耐药基因检测中的应用

实时荧光PCR是根据荧光共振能量转移fnuo．

rescence resonance energy transfer．FRET)原理．

设计相应的荧光标记核酸探针．通过PCR反应对

相应靶DNA进行均相定性定量测定的技术。与传

统的普通PCR相比，荧光PCR具有灵敏度高、对

环境的污染小、可定量等优点。目前该技术也已

应用于临床菌株的检测中。Huletskv等[13]设计了非

常巧妙的实时荧光多重PCR方法．对含有各种混

合葡萄球菌的临床标本进行了检测．检测结果能

够确定其中的MRSA。Patriee等[14]利用实时荧光多

重PCR直接快速检测无菌或有菌区标本的MRSA．

来区分mecA的信号是来源于金葡菌还是CNS。

实时荧光多重PCR技术具有检测快速、灵敏

度高、特异性好以及自动化程度高等优点，因此比

较适合临床使用。但该技术检测的临床指标过于单

一．远不能满足临床的需要。

3．5基因芯片在耐药基因检测中的应用

DNA芯片作为高通量检测技术．已经成为分析

全转录子组(cDNA表达谱芯片)和DNA序列变异

(寡核苷酸芯片)的工具，尤其适合于检测细菌中

多种耐药基因的存在。

3．5．1革兰阴性菌中多种耐药基因的检测DNA芯

片与多重PCR结合，可用于多种耐药基因的检测。

临床革兰氏阴性细菌．尤其肠杆菌科细菌中，由于

超广谱B一内酰胺酶以及头孢菌素酶的流行，导致

致病菌对主要的一线常用药B一内酰胺类抗生素高

度耐药。因此对介导这些耐药的耐药基因进行检

测．有很大的临床意义。Yeonhee等[15]针对常见的

超广谱B一内酰胺酶编码耐药基因建立的DNA芯

片．检测的对象包括pse、ox、fox、men、cmy、

tern、shv、oxy,ampC等多个耐药基因。

3．5．2 革兰阳性菌多种耐药基因的检测 可以用

DNA芯片检测临床金葡菌中存在的多种MLSB耐药

相关基因[16]：ermA、ermB、ermC、ereA、ereB和
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msrA／B等6个靶基因．覆盖了98％的临床MLSB耐

药性金葡菌耐药基因。

为了建立一种快速和高通量的实用DNA芯片

技术．以用于临床细菌鉴定和耐药基因检测．还需

进行大量的研究来克服目前分子生物学方法应用于

临床的不足，如：建立一种简便有效提取临床细菌

核酸的方法．建立有效的荧光标记模板方法比如不

对称PCR标记，以提高杂交效率等。另外．芯片

操作自动化和数据处理等问题的解决更是芯片走向

临床实用化的关键。

目前．传统的表型检测方法仍然是临床微生物

诊断领域的基本手段．分子生物学方法仅仅起到一

定程度的补充作用。可以预料．未来随着细菌耐药

机制研究的深入和临床资料的积累．细菌基因型与

耐药性之间的关系会更加明确．分子生物学方法将

会为临床细菌鉴定和耐药性检测尤其是快速检测提

供强大支持。
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