
率［２］。培养法虽为诊断淋病的常规方法和金标准［３４］，但操作

繁琐耗时，且敏感性较低，不适于快速筛查和早期诊断，适于症

状较轻或无症状的患者。直接涂片法使用简单、快速、价廉，可

辨识度高，适合基层医院采用。本研究中，男性标本的检出率

高于女性标本，在其他地区也存在类似现象的报道［５］，这可能

是由于男性患者在急性淋菌性尿道炎时脓性分泌物多，症状明

显而就诊。慢性淋病患者实验室检查的敏感性较低，易受与淋

病奈瑟球菌形态相似的不动杆菌、莫拉菌等干扰，造成假阳

性［６］，故女性患者易出现假阳性［７］。快速抗原检测法是利用细

菌酶反应产生气泡以鉴别是否感染淋病奈瑟球菌，该方法便于

肉眼观察，操作时间较培养法短，可作为临床大批量体检标本

的初筛。ＰＣＲ法是灵敏度高、特异性强的分子生物学检测新

技术，对操作环境和人员技术要求高［８］。在极微量病原体存在

时也能检出，可用于抗菌药物使用后的检测，广泛用于尿液等

低菌液标本的检测。若直接涂片法提示淋病奈瑟球菌阴性，可

考虑采用ＰＣＲ检测，以发挥其独特优势。对于慢性淋病患者，

ＰＣＲ检测法特异性强、灵敏度高、阳性率高，可作为慢性淋病

检测的首选方法。尿液淋病奈瑟球菌快速抗原检测法和涂片

法可作为诊断淋病患者的筛查方法，对于需要做微生物敏感性

试验的患者建议采用培养法。临床疑诊淋病奈瑟球菌感染时，

应根据实际情况选择适合的检测方法，以提高诊断效率，把握

最佳治疗时机。
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·检验技术与方法·

荧光聚合酶链反应检测在耐甲氧西林金黄色葡萄球菌检测中的应用

瞿伟华１，陈碧英２，郎立中２

（１．上海市监狱总医院检验科，上海２０１３１８；２．上海市第七人民医院检验科，上海２００１３７）

　　摘　要：目的　探讨荧光聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测在耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）检测中的应用。方法　收集上海

市监狱总医院肺部感染患者的痰液标本，共３７６８份，分别进行ＰＣＲ、纸片扩散抗菌试验、琼脂稀释法检测。结果　采用一般细菌

培养分离鉴定与荧光ＰＣＲ检测均检出１０３例金黄色葡萄球菌，阳性率２．７％。采用纸片扩散抗菌试验检测，检出５７株 ＭＲＳＡ阳

性；采用琼脂稀释法检测，检出５８株 ＭＲＳＡ阳性。采用荧光ＰＣＲ检测，有５８株 犕犲犮Ａ基因扩增呈阳性。结论　荧光ＰＣＲ检测

具有快速、简易、稳定、敏感性强、特异性高的特点，可用于 ＭＲＳＡ的快速鉴定。

关键词：葡萄球菌，金黄色；　甲氧西林抗药性；　聚合酶链反应；　纸片扩散抗菌试验；　琼脂稀释法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０９．０３２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０９１１３００３

　　随着上海市逐渐步入老年社会，上海市监狱收押人员也呈

现出老龄化的趋势，根据上海市监狱总医院微生物实验室近年

来的统计，临床痰液细菌的一般培养标本量逐年增加，且致病

菌的检出率也不断上升。临床对微生物检验报告的及时、准确

性要求不断提高。笔者针对这一情况进行了探索，认为荧光聚

合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）具有快速、简易、

稳定的特点，对快速鉴定耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉ

ｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料　收集２０１０年９月至２０１２年５月于上海市监狱总

医院因肺部感染住院的患者痰液标本，共３７６８份，同时进行

一般细菌培养与荧光ＰＣＲ检测。

１．２　主要仪器与试剂　主要仪器为罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ实

时荧光定量ＰＣＲ系统。主要试剂为耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌耐药基因检测试剂盒（上海之江生物科技股份有限公司）、苯

唑西林（上海源叶生物科技有限公司）、药敏纸片（英国 Ｏｘｏｉｄ

公司）。质控菌株为金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３，由上海市临

床检验中心提供。

１．３　纸片扩散抗菌试验　将菌液调至０．５ＭＣＦ（麦氏浊度单

位），均匀涂抹于４ｍｍ的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼脂平板上，采用头

孢西丁药敏纸片（３０μｇ／片）检测金黄色葡萄球菌，３５℃孵育

２４ｈ，将头孢西丁对金黄色葡萄球菌抑菌圈直径小于２１ｍｍ

判定为 ＭＲＳＡ，≥２２ｍｍ 为对甲氧西林敏感的金黄色葡萄

球菌。

１．４　琼脂稀释法　即最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）法。用含２０ｇ／ＬＮａＣｌ的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼

脂将苯唑西林倍比稀释为１２个不同浓度并浇注平板。苯唑西

林终浓度为０．１３～２５６．００μｇ／ｍＬ。再将菌液调至０．５ＭＣＦ，

点种于含药平板，３５℃孵育２４ｈ。抑菌圈直径不超过１０ｍｍ

为阳性菌株。

１．５　荧光ＰＣＲ　（１）核酸裂解：直接在痰液标本中加入其体

积４倍的４％ＮａＯＨ，室温放置３０ｍｉｎ，取０．５ｍＬ稀释痰液在

离心管中离心２ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清

液；再加入０．５ｍＬ４％ＮａＯＨ，离心５ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，

１２０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液；加入１ｍＬ生理盐水，离心５ｍｉｎ（离

心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液；在沉淀中加入５０μＬ
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ＤＮＡ提取液，沸水浴１０ｍｉｎ，充分混匀后离心５ｍｉｎ（离心半径

８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），取上清液４μＬ进行ＰＣＲ反应。（２）反应

模板：取阴、阳性对照品各１００μＬ置于１．５ｍＬ离心管中，分别

加入核酸提取液１００μＬ，充分混匀，沸水浴１０ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ

（离心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），取上清液４μＬ进行后续实

验。（３）ＰＣＲ 循环参数的设置：３７ ℃×２ｍｉｎ，循环１次；

９３℃×１５ｓ→６０℃×６０ｓ，循环４０次；单点荧光检测在６０℃，

反应体系为４０μＬ。荧光通道选用ＦＡＭ。（４）各步骤严格按

照操作说明书进行。

２　结　　果

采用一般细菌培养分离鉴定与荧光ＰＣＲ检测均检出１０３

例金黄色葡萄球菌，阳性率２．７％。采用 纸片扩散抗菌试验检

测，检出５７株 ＭＲＳＡ阳性；采用琼脂稀释法检测，检出５８株

ＭＲＳＡ阳性。采用荧光ＰＣＲ检测，有５８株犕犲犮Ａ基因扩增呈

阳性，见图１。纸片扩散抗菌试验、琼脂稀释法、荧光ＰＣＲ检

测结果的比较见表１。

　　①犕犲犮Ａ阳性；②金黄色葡萄球菌阳性；③阴性。当某一菌株同时

出现①和②２种典型的“Ｓ”形扩增曲线时，即判定为 ＭＲＳＡ阳性。

图１　　荧光ＰＣＲ检测的结果

表１　　３种检测方法获得的结果比较

检测方法
ＭＲＳＡ（狀）

阳性 阴性
阳性率（％）

纸片扩散抗菌试验 ５７ ４６ ５５．３４

琼脂稀释法 ５８ ４５ ５６．３４

荧光ＰＣＲ ５８ ４５ ５６．３４

３　讨　　论

滥用抗菌药使 ＭＲＳＡ感染率逐年上升。自２００２年美国

报道了第１株耐万古霉素金黄色葡萄球菌（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔ

ａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＶＲＳＡ）以来，先后出现３株 ＶＲ

ＳＡ
［１］。根据上海市监狱总医院微生物实验室２００４年１月至

２０１１年１２月的统计，该院收治的老年患者逐年增多，金黄色

葡萄球菌在痰液中的检出率呈逐年上升趋势，在肺部感染患者

中仅次于肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌与肺炎链球菌，居第４位，

因此，ＭＲＳＡ已经成为呼吸道感染的主要致病菌，呈高度耐药

和多重耐药，除糖肽类抗菌药外，它还对其他抗菌药广泛

耐药［２］。

目前，国内、外检测金黄色葡萄球菌的方法很多［３］。本实

验通过荧光ＰＣＲ检测 ＭＲＳＡ，同时进行一般细菌培养，当其鉴

定为金黄色葡萄球菌后，再分别采用纸片扩散抗菌试验、琼脂

稀释法检测 ＭＲＳＡ。琼脂稀释法是美国临床实验室标准化协

会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）推荐的

ＭＲＳＡ经典试验，但其操作极为繁琐；纸片扩散抗菌试验快

速、简便，但有一些菌株的耐药性得不到完全表达；荧光ＰＣＲ

检测比普通ＰＣＲ更简便，不需要进行基因扩增产物的电泳，也

不需基因扩增产物的序列测定分析，痰液标本可直接进行检

测，根据扩增曲线直接获得实验结果，２４ｈ扩增后即可判读结

果，而传统的分离培养方法至少需４８ｈ才能得到鉴定结果。

采用荧光ＰＣＲ，ＭＲＳＡ的检出率与琼脂稀释法、纸片扩散抗菌

试验的差异无显著性，但其检测速度更快，能及时提供准确报

告，为临床快速筛选 ＭＲＳＡ具有重要意义。

目前，犕犲犮Ａ基因的ＰＣＲ检测是应用较多的 ＭＲＳＡ鉴定

方法，犕犲犮Ａ为结构基因，编码性信息素结合蛋白α（ｐｈｅｒｏｍｏｎｅ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎα，ＰＢＰα）蛋白，这种蛋白存在于细胞表面，对

β内酰胺 类 抗 菌 药 的 亲 和 力 极 低，其 相 对 分 子 质 量 为

７８０００
［４］，犕犲犮Ａ编码表达ＰＢＰ２α需有β内酰胺类抗菌药的存

在及调控基因 犕犲犮Ｉ与 犕犲犮ＲＩ作为辅助诱导因子。犕犲犮Ｉ与

犕犲犮ＲＩ是位于 犕犲犮Ａ启动子上游的转录调节基因，犕犲犮Ｉ编码

抑制蛋白 ＭｅｃＩ，犕犲犮ＲＩ编码产生ＰＢＰ２α所必需的 ＭｅｃＲＩ诱

导蛋白。当 ＭｅｃＲＩ接触到诱导剂（如青霉素）或其他β内酰胺

类抗菌药时，ＭｅｃＲＩ与之结合而活化
［５］。另外，辅助基因犉犲犿

作为金黄色葡萄球菌的正常基因位点，也有助于 ＭＲＳＡ表达

高水平的耐药基因［６７］。

ＭＲＳＡ除对甲氧西林耐药外，对其他所有与甲氧西林相

同结构的β内酰胺类和头孢菌素类抗菌药均耐药，ＭＲＳＡ还

可通过改变抗菌药的作用靶位，产生修饰酶，降低膜通透性，产

生大量对氨基苯甲酸（ｐａｒａａｍｉｎｏｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ，ＰＡＢＡ）等
［８９］，

对氨基糖苷类、大环内酯类、四环素类、氟喹喏酮类、磺胺类及

利福平等均产生不同程度的耐药。

本实验中有１例纸片扩散抗菌试验检测为阳性的标本，其

犕犲犮Ａ基因检测为阴性，这可能与高表达β内酰胺酶或存在

ＰＢＰ２α以外的低亲和力ＰＢＰ有关，笔者将这例金黄色葡萄球

菌归为 ＭＲＳＡ，据临床反馈，该患者接受了β内酰胺类抗菌药

与β内酰胺酶抑制剂的联合治疗。５８例荧光ＰＣＲ检测提示

犕犲犮Ａ基因阳性的标本中有１株采用纸片扩散抗菌试验提示

为敏感、１株中介（结果归入阴性），其可能原因为：犕犲犮Ｉ作用强

而诱导剂作用较弱时，犕犲犮Ａ基因处于抑制状态，表达ＰＢＰ２α

的量很少［１０］，这类菌株接触β内酰胺类抗菌药诱导剂后，

犕犲犮ＲＩ诱导蛋白与β内酰胺类抗菌药结合而活化，活化的

犕犲犮ＲＩ蛋白破坏犕犲犮Ｉ并与 犕犲犮Ａ结合，解除了 犕犲犮Ｉ对 犕犲犮Ａ

的抑制作用，使犕犲犮Ａ得以活化，菌株迅速激活产生ＰＢＰ２α而

对β内酰胺类抗菌药产生耐药。据临床反馈，这２例患者使用

β内酰胺类抗菌药及β内酰胺酶抑制剂联合治疗，均无效。

开展对 ＭＲＳＡ的检测，对于控制院内感染的流行，指导临

床治疗具有重要意义。采用荧光ＰＣＲ鉴定 ＭＲＳＡ的敏感性、

特异性均优于纸片扩散抗菌试验；比琼脂稀释法快速、简易。

因此，荧光ＰＣＲ对快速鉴定 ＭＲＳＡ，避免糖肽类抗菌药的滥用

具有十分重要的作用。
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·检验技术与方法·

三种检测方法对ＨＢＶ血清标志物的检测比较与质控分析

冯丽珍１，石安平２，韩宏枫１

（武警内蒙古总队医院：１．检验科；２．医务科，内蒙古呼和浩特０１００３１）

　　摘　要：目的　探讨酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）、化学发光免疫分析（ＣＬＩＡ）及荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）对 ＨＢＶ血

清标志物的检测效果，为临床提供参考。方法　收集１６０例 ＨＢＶ感染患者清晨空腹静脉血，２ｈ内采用ＥＬＩＳＡ、ＣＬＩＡ及ＦＱ

ＰＣＲ对 ＨＢＶ血清标志物进行检测，采用成本效果分析（ＣＥＡ）进行检测符合率及成本的判定。结果　１６０例标本ＥＬＩＳＡ、ＣＬＩＡ

及ＦＱＰＣＲ检测的总符合率分别为９６．９％（１５５／１６０）、９３．８％（１５０／１６０）及９４．４％（１５１／１６０），三者比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。三者检测１次的平均成本分别为４２５．９、１２６．３及６２５．６元。ＣＬＩＡ检测的成本效果值低于ＥＬＩＳＡ及ＦＱＰＣＲＡ检测

（犘＜０．０５）。结论　ＣＬＩＡ检测的应用效果优于ＥＬＩＳＡ及ＦＱＰＣＲ。

关键词：肝炎病毒，乙型；　化学发光测定法；　聚合酶链反应；　酶联免疫吸附测定；　血清标志物

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０９．０３３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０９１１３２０２

　　由于各种因素的影响，当前国内乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ

ｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染的发病率日益增加。血清中 ＨＢＶ感染标志

的检测受试剂质量和检测方法的影响［１］，目前常规的处理方法

是通过严格控制检测条件，使实验尽可能达到规范化和标准

化［２］。在实际操作中多采用快速酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ

ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）一步法，即标本、包被的

抗体或抗原及相应酶标抗体同时在３０ｍｉｎ内反应完成
［３］。荧

光定 量 聚 合 酶 链 反 应 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＦＱＰＣＲ）也广泛用于肝炎病毒的血清标志物检

测［４５］。另外，时间分辨荧光技术、化学发光免疫分析（ｃｈｅｍｉ

ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＣＬＩＡ）及电化学发光技术也应用

于体外诊断［６］。现将本院２００９年１０月至２０１２年２月采用

ＥＬＩＳＡ、ＣＬＩＡ及ＦＱＰＣＲ对１６０例患者 ＨＢＶ血清标志物检

测的效果进行对比，通过成本效果分析（ｃｏｓｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓ

ｓａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＥＡ）进行质控分析，旨在为临床检测提供参考。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００９年１０月至２０１２年２月本院收治

的 ＨＢＶ感染患者１６０例，其中，男９９例，女６１例；年龄３个月

至８４岁，平均（３９．５１±５．３２）岁；患者均于清晨空腹采集肝素

锂抗凝静脉血，２ｈ内检测完毕。

１．２　主要仪器与试剂　Ｅｌｅｃｓｙｓ２０１０型全自动电化学发光免

疫分析仪购自罗氏公司，ＦＱＰＣＲ仪为美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产

品。乙型肝炎表面抗原（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｓＡｇ）、

抗乙型肝炎病毒表面抗体（ａｎｔｉｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｂｏｄｙ，

ＨＢｓＡｂ）、乙型肝炎病毒ｅ抗原（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｅａｎｔｉｇｅｎ，

ＨＢｅＡｇ）及抗乙型肝炎病毒ｅ抗体（ａｎｔｉｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｅａｎ

ｔｉｂｏｄｙ，ＨＢｅＡｂ）的确证实验试剂由罗氏公司提供；ＥＬＩＳＡ诊断

试剂为北京万泰生物药业股份有限公司产品；ＦＱＰＣＲ试剂盒

购自中山医科大学达安基因诊断中心。

１．３　检测方法、符合率及成本判定　各指标检测严格按仪器

及试剂盒说明书进行操作。总符合率＝（真阴性数＋真阳性

数）／（真阴性数＋假阴性数＋真阳性数＋假阳性数）×１００％。

统计每组患者入院后 ＨＢＶ检测的直接成本。

１．４　统计学处理　采用ＳＡＳ９．０软件进行统计学分析，计数

资料用χ
２ 检验，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

１６０例血标本ＥＬＩＳＡ、ＣＬＩＡ 及ＦＱＰＣＲ检测的总符合率

分别为９６．９％（１５５／１６０）、９３．８％（１５０／１６０）及９４．４％（１５１／

１６０），三者比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。三者检测１次

的平均成本分别为４２５．９、１２６．３及６２５．６元。ＣＬＩＡ检测的成

本效果值低于ＥＬＩＳＡ及ＦＱＰＣＲＡ（犘＜０．０５），见表１。

表１　　ＥＬＩＳＡ、ＣＬＩＡ及ＦＱＰＣＲ检测的ＣＥＡ

检测方法 狀 成本（元） 符合率（％） 成本／效果值

ＦＱＰＣＲ １６０ ６２５．６ ９６．９ ６．４６

ＥＬＩＳＡ １６０ ４２５．９ ９３．８ ４．５４

ＣＬＩＡ １６０ １２６．３ ９４．４ １．３４

３　讨　　论

ＣＥＡ是较为完备的经济评价形式之一，也是质控分析指

标之一，成本／效果比值越小越好。随着大量新技术、新方法应

用于临床检验，为临床提供快速、准确、有效的检验数据成为检

验医学发展的重大问题。目前 ＨＢＶ检测主要采用血清学方
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