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　　病原菌能引起多种感染和传染病，对病原菌进行准确的检

测和鉴定可以为疾病的诊断、治疗及流行病调查提供有效的依

据。随着抗菌药物的大量使用，导致出现大量严重耐药菌株以

及新的病原微生物的出现，给临床诊断和治疗带来了极大的困

扰，这也给病原微生物的检测和诊断提出来更高的要求。传统

微生物检测和鉴定方法难以实现快速诊断和治疗，已远不能满

足对各种病原微生物的诊断及流行病学的研究。实现准确、快

速检测及鉴定病原微生物成为目前临床微生物检验亟待解决

的问题，随着分子诊断技术、生物化学及免疫学的不断发展，不

仅对微生物感染进行准确的病因学诊断，还可以对感染性病原

体进行基因分型和耐药性监测，极大的提高了病原微生物检测

的速度，同时明显提高了微生物的诊断水平。本文就近年来临

床病原微生物快速诊断技术研究进展做一综述。

１　自动化微生物鉴定和药敏系统的应用

自动化微生物鉴定系统根据微生物代谢特点，通过设计一

系列反应底物，检测阳性和阴性反应模式，与已建立的数据库

进行比较，根据一套判断规则提高检测质量，大多数系统通过

检测ＰＨ改变、产色或荧光复合物释放的酶反应、不同碳源代

谢活动的四唑盐指示剂、挥发性或非挥发性酸或细菌生长识别

阳性和阴性反应，鉴定时间约１５～２４ｈ。而基于肉汤稀释法的

自动化药物敏感性实验系统常采用比浊测量法检验液体培养

基中细菌生长，或者检测特殊培养基中荧光物质的水解作用。

近年来以荧光底物水解为基础的确定细菌对抗菌药物耐药性

的药敏试验系统加快了药敏试验的速度，缩短了检验的报告时

间，从结构判读来看，理论上，荧光检测法的灵敏度高于浊度

发，可更快的评价微生物的生长状况，但荧光法间接检测微生

物的生长，并基于所有细菌都可以代谢荧光底物，非繁殖体酶

的活性无意义及荧光底物不干扰所有被检抗菌药物的活性的

假设，因此尚无法确切比较二者优势。目前商业化微生物鉴定

和药敏系统主要为 Ｖｉｔｅｋ２（ｂｉｏＭｅ′ｒｉｅｕｘ）、ＭｉｃｒｏＳｃａｎ（Ｓｉｅ

ｍｅｎｓ）、Ｐｈｏｅｎｉｘ（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ）、ＡＴＢＰｌｕｓＥｘｐｅｒｔ和 Ｍｉｎｉ

ＡＰＩ
［１］。ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定药敏分析仪能

快速鉴定出细菌类型并提供细菌药物敏感数据．其所携带的高

级专家系统（ＡＥＳ）能分析鉴定结果与药敏数据结果的一致性

与合理性，确定菌株的耐药表型并对细菌药敏结果进行合理的

修改与解释，该系统细菌耐药表型库达２０００多种，建立在对

２００００多个最低抑菌浓度（ＭＩＣ）分布格局的研究基础上分析

能力强大，药敏试验需４～７ｈ，Ｖｉｔｅｋ２检测准确率可达

９７．４％～１００％
［２４］。ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋＡｗａｙ系统采用标准尺寸

的微量稀释平板，孵育一定时间后，通过光度测量及或荧光测

量计检测生长终点，以生长指数超过预定水平为判断标准，对

于敏感或高度耐药菌药敏检测４．５～５．５ｈ可获得结果，Ｍｉ

ｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋＡｗａｙ９６检测凝固酶阴性葡萄球菌耐药性检出

准确率为９４．６％
［５］。

自动化药物敏感性试验系统提高了药敏试验的可重复性，

缩短了检测时间，与手工操作相比其大大降低劳动强度，但无

论仪器自动化程度有多高，仍然需要常规方法分离细菌、制备

细菌悬液，而接种量的准确性、细菌的纯度是影响所有仪器结

果的主要因素，此外商业化试验板中的抗菌药物难以根据医疗

机构使用的品种进行调整，目前的系统尚不能检测所有与临床

相关菌群的药物敏感性，拓展检测种类、准确检测耐药机制方

面还需要进一步完善。

２　免疫学检测技术在临床病原微生物鉴定和诊断的应用

免疫学检测技术是感染性疾病诊断和病原生物鉴定的重

要手段之一，包括免疫学鉴定和免疫学诊断两个方面。免疫学

鉴定使用已知的特异性抗体检测标本中或分离培养物中的未

知病原生物，以确定病原生物的种或型；免疫学诊断是用已知

的病原生物或其特异性抗原检测患者血清中相应的特异性抗

体及其效价的动态变化。该技术方法已成为微生物实验室常

用的快速检测技术。

利用免疫学特异性反应与荧光示踪技术相结合的显微镜

检查手段，既保持了血清学的高特异性，有极大地提高了检测

的敏感性。应用单克隆抗体结合各种形式的放射免疫分析、酶

免疫分析、荧光免疫分析、时间分辨荧光免疫分析、化学发光免

疫分析、生物发光免疫分析等，可检测临床标本中微量微生物

抗原，节省了细菌或病毒培养过程，直接完成微生物感染的快

速诊断。目前临床标本直接快速诊断技术主要有：肥达反应、

产志贺毒素的大肠埃希菌乳胶凝集试剂［６］、新型隐球菌乳胶凝

集试验、结核分枝杆菌抗体检测、艰难梭菌毒素检测、布氏杆菌

血清凝集试验、半乳甘露聚糖（ＧＭ）试验、（１，３）βＤ葡聚糖（Ｇ

试验）［７］、荧光抗体检测技术及酶联免疫测试技术等已经应用

于细菌分型和鉴定，这些检测方法具有较好的敏感度和特异

度，但一般适用于抗原性较强及病程较长的传染病诊断，单份

血清往往不能区分现症感染或既往感染，只有抗体效价明显高

于正常人水平或虽病程进展改变更具有诊断价值。

３　分子生物学技术在临床病原微生物检测中的应用

分子生物学技术的不断发展与完善，为病原生物的鉴定提

供了新的更加快捷、简便和准确诊断手段，“分子革命”已经显

·７２８·国际检验医学杂志２０１３年４月第３４卷第７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．７

 基金项目：国家科技支撑计划资助项目（２０１２ＥＰ００１０２）；高等学校博士学科点专项科研基金新教师类资助项目（２０１１０００１１２００８６）；北京

大学人民医院发展与研究基金资助项目（ＲＤＣ２０１１１４，ＲＤＵ２０１１０６）。　作者简介：吕游，男，讲师，主要从事外科肿瘤发病机制及感染相关基础与

临床研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｄｒ．ｗａｎｇｓｈａｎ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。



著地影响了其他微生学分支；传统以培养为基础的感染诊断技

术逐步被更为先进的分子诊断方法取代［８］，通常包括核酸杂

交、特异性序列扩增（常用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，巢式ＰＣＲ等）、特异

性核酸片段测序、溶解曲线分析、特异性探针反向杂交、基因芯

片检测等［９１０］。

３．１　核酸杂交技术的应用　核酸分子杂交技术是利用核酸变

性和复性的性质，使具有一定同源性的２条核酸单链在一定条

件下按照碱基互补配对原则形成异质双链的过程。依照探针

的来源和性质，核酸探针分为基因组ＤＮＡ探针、ｃＤＮＡ探针、

ＲＮＡ探针和寡核苷酸探针４类，它们具有各自的特点和适用

范围，其标记物有放射性核素和非放射性核素，后者包括生物

素、地高辛、荧光素、酶和化学发光标记。核酸分子杂交可分为

固相杂交盒液相杂交两大类。常用的固相杂交类型包括

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹杂交、斑点或狭缝杂交、菌

落杂交。该技术为一种特异性强、敏感、简便、快速的检测方

法，可直接检测出临床中的病原菌，而不受非致病菌的影响，尤

其对那些尚不能分离培养或很难培养的细菌的检测具有特殊

的意义；在细菌耐药性检测方面，根据决定细菌耐药性的基因

制成探针，以检测待检标本中是否存在相应的耐药基因，例如

根据耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）的 ｍｅｃＡ基因设计

的ＤＮＡ探针，检测标本中是否存在ｍｅｃＡ片段，从而检测菌株

对抗菌药物的耐药情况，检测时间从４８～７２ｈ缩短至２～

５ｈ
［１１］。

３．２　聚合酶链反应（ＰＣＲ）的应用　随着分子生物学技术的迅

速发展，对病原微生物的鉴定已不再局限于外部形态结构及生

理特性等一般检验上，特别在核酸水平的检测上，使人们对微

生物的认识从外部表型逐渐转向内部基因结构特征，微生物的

检测也从生化、免疫方法转向基因水平检测。ＰＣＲ是一种模

拟天然ＤＮＡ复制过程，简便而快速的特异性ＤＮＡ体外扩增

技术，应用这种技术可在数小时内将研究的基因或片段片段扩

增百万倍，ＰＣＲ产物可以通过琼脂糖或聚丙烯酰胺凝胶电泳

法、ＰＣＲ限制性片段长度多态性分析法、核酸探针杂交法、

ＰＣＲＥＬＩＳＡ、单链构型多态性分析法、ＰＣＲ寡核苷酸连接试验

和ＰＣＲ产物测序等方法检测。

ＰＣＲ技术已成为微生物学研究最有力的工具之一并在细

菌感染性疾病的诊断中得到日益广泛的应用。（１）细菌的快速

检测：只要选择合适的引物，所有细菌都可用ＰＣＲ进行检测，

但大多数细菌感染通过细菌培养３～４ｄ即可得到结果
［１２］。对

于尚无其他诊断技术或现有的技术不成熟或敏感性低及不能

及时反映感染情况的疾病，如结核分枝杆菌培养需要１～２个

月，ＺＮ染色及培养敏感性为２７．７％和１９．９％，而采用 ｍｕｌｔｉ

ｐｌｅｘＰＣＲ和 ＲＦＬＰ敏感性分别为９２．９％和９５．７％
［１３］，麻风病

的病原诊断只能从组织活检中取材做抗酸染色镜检阳性率低，

采用 ＲＴＰＣＲＨＲＭ方法可快速、简便及高通量诊断和筛选耐

药突变［１４］，以及肺炎支原体、立克次体等均适宜用ＰＣＲ检测

诊断。（２）细菌毒素的检测：不同的细菌产生不同的毒素，根据

各毒素基因序列设计合成特异的引物，扩增特异的毒素基因片

段，如金黄色葡萄球菌产生的肠毒素，剥脱毒素等都可通过

ＰＣＲ进行基因检测，特异性强敏感性高。（３）细菌耐药性的检

测：根据耐药基因序列设计不同的引物，进行扩增并检出耐药

基因。如耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 ｍｅｃＡ基因
［１５］，耐β内

酰胺抗菌药耐药（ＥＳＢＬｓ）的ＣＴＸＭ、ＯＸＡ、ＶＩＭ 及耐万古霉

素肠球菌ｖａｎＡ、ｖａｎＢ检测等的检测
［１６１７］。（４）细菌流行病学

调查：通过ＰＣＲ扩增后酶谱分析及ＰＣＲ限制性片段长度多态

性分析法等可为细菌分型和流行病学调查提供依据。

实时荧光定量ＰＣＲ技术是ＤＮＡ定量技术的一次飞跃，运

用该技术可对ＤＮＡ、ＲＮＡ样品进行定量和定性分析，目前该

技术已被应用于ＤＮＡ或ＲＮＡ的绝对定量分析包括病原微生

物或病毒含量检测等，与传统ＰＣＲ比较具有快速、简单、定量

及低污染风险等优点，特别是对难培养病原菌诊断具有明显优

势，目前已有多种结核分枝杆菌诊断试剂盒如ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

ｂａｓｅｄＸｐｅｒｔ
? ＭＴＢ／ＲＩＦ试剂盒在国外广泛应用

［１８］。

３．３　生物芯片技术的应用　基因芯片技术具有多样品并行进

行处理，分析速度快、所需样品少、污染少等优点，近年来给基

础研究、临床诊断、药物筛选、指导临床药及治疗等研究领域带

来革命性的影响［１９］。迄今为止，已知的５１个人类致病菌很可

能出现在大多数病原样品中，多个细菌感染约占感染的

２１．７％，而这个数据常由于检验技术水平的限制而低估
［２０］。

而基因芯片技术在感染性疾病诊断中可在一张芯片上一次对

多个样本或对混合感染的一个标本进行检测，用极少量样品，

即可在极短时间内获得大量信息。病原微生物的不同亚型、不

同的突变株会导致患者的发病程度、患者对药物的敏感程度等

差异，对于病原微生物耐药基因的检测可以帮助医生了解病

情，从而制定最佳的治疗方案。基因芯片技术已用于临床常见

感染性细菌混合感染、耐药菌及毒力的检测［２１２２］。

蛋白芯片是将经过特殊处理的固相材料表面固定了许多

蛋白质分子的硅片、玻片及塑料片等材料，这些蛋白质分子可

以是抗原、抗体及配体，可以检测相应的抗体、抗原及蛋白质。

功能蛋白芯片作为高通量检测工具克服了ＤＮＡ芯片的局限，

提供了蛋白功能分析平台用于临床蛋白组学研究包括病原菌

素质之间的作用及标志物鉴定等［２３］。

随着快速诊断技术的发展，其他如基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦ）
［２４］、变性高效液相色谱检测

（ＤＨＰＬＣ）
［２５］、变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）

［２６］等为实验室提供

更加快速、准确的检测并能及时、有效地为临床治疗提供了多

样性分析检测方法。无论采取哪一种检测技术都应当根据具

体患者群体和实验环境对其性能进行评价，达到最佳的检测

效果。
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·综　　述·

基因表达谱在肿瘤防治研究及临床应用中的进展

孟爽爽 综述，张艳亮，段　勇△审校

（昆明医科大学第一附属医院检验科，云南昆明６５０００３）

　　关键词：基因；基因表达谱；肿瘤；微阵列技术
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　　肿瘤是威胁人类健康的主要疾病之一，每年都有超过１千

万人诊断为肿瘤，并且有７６０万人死于肿瘤
［１］。单个基因的异

常并不足以引起肿瘤，现已证实多阶段多基因的异常的遗传累

积作用是各型肿瘤发生和发展的主要因素［２］。由于多种基因

组基因的畸变，在同一个肿瘤内，存在多种基因不同的细胞亚

群［３］。这种多基因的畸变导致不同基因表达水平的不同，研究

不同基因在肿瘤发生、发展中的变化，不仅可以初步探究肿瘤

发生的机制，同时也可以为早期诊断和预后提供依据。基因表
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