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　　传统上，细菌的检测方法先将标本进行培养，分纯，配制成

一定浊度的细菌浓度，再进行各种不同生化反应，最后综合所

获得的生化结果实现对细菌的鉴定。该方法影响因素多、操作

繁杂、仪器设备要求高、检测周期长、对技术人员专业技能要求

高，甚至因个别细菌生长的特殊要求而无法得到鉴定结果。目

前，特异酶的使用、质谱技术的应用和生物传感器等新型技术

的应用，使得细菌的检测方法在鉴定技术、免疫技术以及分子

生物学方面也取得了新的进步，进而大幅缩短细菌鉴定周期，

实现了无需分纯即可鉴定细菌和实现了高通量检测细菌。

１　鉴定技术的新突破

１．１　特异酶的使用　在基础培养基中加入某些菌种特异性酶

的底物，在抑制不相关细菌生长，促进目的细菌生长的同时，通

过菌落颜色的变化或者所产生特色的光信号等特殊的变化进

而对目的细菌进行直接鉴定。如Ｆｅｄｏｒｋｏ等
［１］利用Ｌ脯氨酸

氨基肽酶（ＬＰＡ酶）的特性对难辨梭菌进行鉴定；Ｃｌａｒｋ等
［２］综

合利用ＤＬ丙氨酸β萘胺和Ｄ丙氨酸对硝基苯胺联合检测

单核细胞增多李斯特菌丙氨酸氨基肽酶。目前，市场上有科玛

嘉真菌显色培养基，标本培养２４～４８ｈ就可通过菌落不同的

颜色和形态对４中常见的念珠菌进行快速的鉴定，另外还有科

玛嘉的弧菌显色培养基和尿道显色培养基等，其鉴定的准确性

已得到临床的广泛认可。

１．２　质谱技术的应用　基质辅助激光解吸飞行时间质谱

（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）通过微生物蛋白质表达谱中的特征谱峰鉴

定，然后与数据库所存在的质谱图进行比较，进而对细菌的属、

种、株，甚至是不同亚型进行分类。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术最

大特点是对不需要纯菌落，只需单个菌落就可以直接点样。对

单菌落的分析是该技术的一大特点，通常是将单菌落直接涂在

样品靶上，再用基质覆盖，只需几分钟即可得到细菌的蛋白质

图谱，与常规的鉴定方法比较甚至可以提前２４ｈ获得鉴定结

果［３］。在常见的人和动物病原菌检测鉴定方面，ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ技术已经在肺炎链球菌、单增李斯特菌、脆弱拟杆菌、沙门

氏菌、阪崎肠杆菌及脑膜炎奈瑟球菌等病原菌的快速鉴定方面

进行应用，取得很好的结果［４］。

２　免疫学技术的新发展

２．１　免疫磁性分离技术　免疫磁珠是磁性微球与免疫配体结

合而成的一种免疫学技术。磁珠通过免疫配体与靶物质结合，

可在磁场中定向移动，从而达到分离、富集、纯化靶物质的目

的［５］。免疫磁珠检测的病原微生物种类繁多，临床上免疫磁珠

最常应用于检测人粪便中Ｏ１５７∶Ｈ７，用于明确腹泻病的病原

体。已有商品化试剂（如挪威Ｄｙｎａｌ公司抗 Ｏ１５７∶Ｈ７）。如

诊断由肠出血性大肠埃希菌Ｏ１５７∶Ｈ７引起的出血性结肠炎，

采用Ｏ１５７∶Ｈ７单克隆抗体标记磁珠，对已增菌６ｈ的粪便标

本进行病原菌富集和分离。磁场分离的磁珠细菌混合物经缓

冲液悬浮，即为富集的ＥＨＥＣＯ１５７∶Ｈ７，菌悬液再划线接种

于添加了头孢克肟和亚碲酸钾的山梨醇麦康凯选择性培养基，

长出的菌落进行生化鉴定。传统方法分离鉴定Ｏ１５７∶Ｈ７，常

需要挑选合适的方法进行选择性培养，又需特异性抗血清等多

种方法鉴定Ｅ．ｃｏｌｉ型别，耗时又不经济。免疫磁珠既能保证分

离的特异性，又能提高方法的敏感度，而且减少了原方法的操

作步骤，简便易行［６７］。

２．２　免疫传感器　免疫传感器是将基于抗原抗体特异性结合

的原理与生物传感器相结合的一项检测技术，不仅具有便捷、

灵敏及可重复使用等特点，甚至无需分离即可鉴定细菌并对细

菌的浓度进行定量。常用于细菌检测的方法有酶免疫传感器、

压电晶体免疫传感器和光学免疫传感器。ＥｓｃａｍｉｌｌａＧóｍｅｚ

等［８］采用酶免疫传感器的方法检测金黄色葡萄球菌量，检测范

围和最低检出限分别为４．４×１０５～１．８×１０
７ ＣＦＵ／ｍＬ和

１．７×１０５ＣＦＵ／ｍＬ。Ｇｕｏ等
［９］利用压电晶体免疫传感器检测

大肠杆菌，检出限为０～１ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。Ｏｈｋ等
［１０］采用光学

免疫传感器同时检测李斯特菌、大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７及沙门氏

菌，检出限为１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ。

３　分子生物学的新探索

３．１　ＰＣＲ扩增ｒＲＮＡ基因技术　ｒＲＮＡ结构不仅具有保守性

同时又具有高变性特征。保守性反映生物物种的亲缘关系而

高变性揭示生物物种的特征核酸序列，是进行属种鉴定的分子

基础。ｒＲＮＡ的这特点使得这一段核酸序列成为目前人们利

用ＰＣＲ技术检测不同细菌种间或种内差异最为理想的模板。

目前，临床上运用ＰＣＲ扩增ｒＲＮＡ基因扩增技术主要是１６Ｓ

ｒＲＮＡ。王佃鹏等
［１１］利用１６ＳｒＲＮＡ基因的方法对细菌进行

了快速鉴定，为临床诊断治疗及耐药菌的分子遗传分析提供科

学依据。

３．２　环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）　ＬＡＭＰ技术是利用靶序

列的６个特异性区域进而设计２对引物，再使用一种具有链置

换活性的ＤＮＡ聚合酶在相同温度条件保温３０～６０ｍｉｎ，就可

扩增出１０９ｃｏｐｉｅｓ靶序列，同时伴有肉眼可见的白色焦磷酸镁

沉淀产生。该方法具有高效性、高灵敏度、高特异性、操作简单
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和成本低廉等特点［１２］。目前ＬＡＭＰ已成功地用于检测霍乱

弧菌［１３］、肺炎链球菌［１４］、炭疽芽孢杆菌［１５］等细菌类病原微

生物。

３．３　随机扩增多态性ＤＮＡ技术（ＲＡＰＤ）　ＲＡＰＤ技术利用

一系列不同的随机排列碱基顺序的寡聚核苷酸单链为引物，对

所研究基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增进而产生一系列片段。根

据这些片段的数量或者大小然后对不同的分离物进行分类鉴

定。它具有特异性强、操作简便、快速等特点，进一步弥补了标

准ＰＣＲ方法只能应用于已知 ＤＮＡ 序列的缺陷
［１６］。池细鱹

等［１７］对院内感染的多重耐药鲍曼不动杆菌进行了随机多态性

ＤＮＡ分型；莫秋华等
［１８］建立基于随机扩增多态性ＤＮＡ分析

的霍乱弧菌简便快速分子分型方法。

３．４　生物芯片技术　生物芯片技术按照载体的差异可分为固

相芯片和液相芯片。固相芯片指的是先将核酸、蛋白质等生物

分子固定在固相载体上，在一定条件下与标记的样品反应，最

后对标记信号进行综合分析从而得到样品的检测结果［１９］。液

相芯片的检测原理是一种以经过可识别、特殊编码的微球作为

生物分子（抗原、抗体、蛋白质、核酸等）反应及信号检测载体的

阵列分析技术，该反应是通过混悬于液相中的微球表面上进

行，同时也称为悬浮式点阵技术［２０］。其技术特点是：重复性

好，每个指标的反应单元有１０００～５０００个，分析１００次再取

平均值，犆犞值小于５％；灵敏度高，低限可达０．０１ｐｇ／ｍＬ；线

性范围宽，动态范围高达４～６个数量级；快速省时，最快高达

每小时１００００测试；高通量，微量（１０μＬ）标本，１次检测１００

个指标［２１２２］。朱海红等［２３］基于悬浮芯片技术建立了５６种细

菌高通量检测微生物诊断技术平台，实现了病原微生物准确、

快速和高通量的检出。

随着科学技术日新月异的发展使得细菌的检测方法在鉴

定技术有新突破、免疫学技术有新发展、分子生物学技术有新

探索，不仅实现了对病原微生物进行准确鉴定，而且在灵敏度、

特异性和实用性方面，更适合于病原菌全面、快速、高通量检测

的需要，为临床提供及时准确的细菌鉴定结果，在一定程度上

有助于缓解抗菌药物过度使用的问题，减轻了家庭和国家的经

济负担，促进了人民生活的健康发展。

参考文献

［１］ ＦｅｄｏｒｋｏＤＰ，ＷｉｌｌｉａｍｓＥＣ．Ｕｓｅｏｆｃｙｃｌｏｓｅｒｉｎｅｃｅｆｏｘｉｔｉｎｆｒｕｃｔｏｓｅ

ａｇａｒａｎｄＬｐｒｏｌｉｎｅａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ（ＰＲＯＤｉｓｃｓ）ｉｎｔｈｅｒａｐｉｄｉｄｅｎ

ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｄｉｆｆｉｃｉｌｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９７，３５

（５）：１２５８１２５９．

［２］ ＣｌａｒｋＡＧ，ＭｃＬａｕｇｈｌｉｎＪ．Ｓｉｍｐｌｅｃｏｌｏｒｔｅｓｔｓｂａｓｅｄｏｎａｎａｌａｎｙｌ

ｐｅｐｔｉｄａｓｅｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｈｉｃｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ

ｆｒｏｍｏｔｈｅｒＬｉｓｔｅｒｉａｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９７，３５（８）：

２１５５２１５６．

［３］ 康琳，李楠，高宏伟，等．质谱技术在微生物检测和鉴定中的应用

［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２０１０，３２（１０）：２６１３２６１５．

［４］ 陈信忠，龚艳清，郭书林．ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ在病原微生物鉴定中

的研究进展［Ｊ］．生物技术通报，２０１２，２０（６）：４３４８．

［５］ 余楠，车小燕．免疫磁珠技术在病原微生物检测中的应用前景

［Ｊ］．中华检验医学杂志，２０１１，３４（３）：２８０２８３．

［６］ 李洪卫，景怀琦，逄波，等．徐州市２０００年肠出血性大肠埃希菌

Ｏ１５７∶Ｈ７感染性腹泻的调查［Ｊ］．中华流行病学杂志，２００２，３５

（２）：４４４７．

［７］ 肖敏，易勇，毛旭虎，等．免疫磁分离及免疫比浊分析对福氏志贺

菌的自动快速定量检测［Ｊ］．免疫学杂志，２００９，２５（３）：３４１３４５．

［８］ＥｓｃａｍｉｌｌａＧóｍｅｚＶ，ＣａｍｐｕｚａｎｏＳ，ＰｅｄｒｅｒｏＭ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｓｅｎ

ｓｏｒｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｕｓｉｎｇａｔｙｒｏｓｉ

ｎａｓｅｍｅｒｃａｐｔｏｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｅｌｅｃｔｒｏｄｅａｓａｎａｍｐｅｒｏｍｅｔ

ｒｉｃｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏａｎａｌＣｈｅｍ，２００８，３９１（３）：８３７８４５．

［９］ ＧｕｏＸ，ＬｉｎＣＳ，ＣｈｅｎＳＨ，ｅｔａｌ．Ａｐｉｅｚｏｅｌｅｃｔｒｉｃｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒｆｏｒ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｃａｐｔｕｒｅａｎｄｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆｖｉａｂｌｅｐａｔｈｏｇｅｎｓｂｙｑｕａｒｔｚ

ｃｒｙｓｔａｌｍｉｃｒｏｂａｌａｎｃｅｓｅｎｓｏｒ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈａｎｔｉｂｏｄｙ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｓｅｎｓＢｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎ，２０１２，３８

（１）：１７７１８３．

［１０］ＯｈｋＳＨ，ＢｈｕｎｉａＡＫ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｆｉｂｅｒｏｐｔｉｃｂｉｏｓｅｎｓｏｒｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆＬｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７ａｎｄＳａｌｍｏ

ｎｅｌｌａｅｎｔｅｒｉｃａｆｒｏｍｒｅａｄｙｔｏｅａｔｍｅａｔｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，

２０１３，３３（２）：１６６１７１．

［１１］王佃鹏，董瑞玲，张艳芳，等．细菌直接ＰＣＲ和双引物策略鉴定

１６ＳｒＲＮＡ基因技术的建立［Ｊ］．热带医学杂志，２０１２，１２（２）：１８１

１８３．

［１２］肖维威，周琳华，郑文岭，等．环介导等温扩增技术及其在病原微

生物检测中的应用［Ｊ］．基础医学与临床，２０１３，３３（１）：１９２３．

［１３］ＹａｍａｚａｋｉＷ．Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｈｏｌｅｒａｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕ

ｃｉｎｇＶｉｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａｅｕｓｉｎｇｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，２０１１，７３９（２）：１３２２．

［１４］ＫｉｍＤＷ，ＫｉｌｇｏｒｅＰＥ，ＫｉｍＥＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｎｈａｎｃｅｄｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ

ＬＡＭＰａｓｓａｙ：ａｃｌｉｎｉｃａｌｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓｄｕｅｔｏ

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１２，７（８）：ｅ４２９５４．

［１５］ＤｕｇａｎＬ，ＢｅａｒｉｎｇｅｒＪ，ＨｉｎｃｋｌｅｙＡ，ｅｔａｌ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＢａｃｉｌｌｕｓａｎ

ｔｈｒａｃｉｓｆｒｏｍｓｐｏｒｅｓａｎｄｃｅｌｌｓｂｙｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０１２，

９０（３）：２８０２８４．

［１６］李癑莹，杨立国，刘世强，等．简单实用的分子标记技术随机扩增

多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）［Ｊ］．杂粮作物，２０００，２３（１）：２１２４．

［１７］池细鱹，高世华，陈家龙，等．多重耐药鲍曼不动杆菌随机多态性

ＤＮＡ分型与院内感染相关性研究［Ｊ］．中国人兽共患病学报，

２０１３，２０（６）：６０９６１３．

［１８］莫秋华，谭华，安胜利，等．基于随机扩增多态性ＤＮＡ分析的霍乱

弧菌分子分型方法的建立［Ｊ］．中国国境卫生检疫杂志，２０１２，３２

（１）：１５．

［１９］张国强．病原微生物高通量检测方法的研究进展［Ｊ］．中国免疫学

杂志，２０１０，２０（９）：８５９８６３．

［２０］何英，陆学东．液相芯片技术及其临床应用［Ｊ］．国际检验医学杂

志，２００６，２７（１２）：１１０７１１０８．

［２１］胡瑞，王景林．多重快速鉴别病原微生物的新技术：ｘＭＡＰ液态芯

片［Ｊ］．卫生研究，２００７，２０（６）：７５９７６２．

［２２］ＤｕｎｂａｒＳＡ，ＶａｎｄｅｒＺＣ，ＯｌｉｖｅｒＫＧ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ，ｍｕｌｔｉ

ｐｌｅｘｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｐａｔｈｏｇｅｎｓ：ＤＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎａｐｐｌｉｃａ

ｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＬｕｍｉｎｅｘＬａｂＭＡＰｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，

２００３，５３（２）：２４５２５２．

［２３］朱海红，蒋汉梁，陈智，等．基于悬浮芯片技术的５６种病原微生物

的高通量检测［Ｊ］．浙江大学学报：医学版，２００７，３２（６）：５２４５３０．

（收稿日期：２０１４０３２８）

·１０２２·国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１６


