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·检验技术与方法·

实时荧光ＰＣＲ技术和细菌培养法检测妊娠晚期孕妇定植

Ｂ群链球菌临床分析

王　丽，叶　巍，马　杰△

（湖北省新华医院检验科，湖北武汉４３００１５）

　　摘　要：目的　探讨应用实时荧光ＰＣＲ技术和细菌培养法检测妊娠晚期孕妇定植Ｂ群链球菌（ＧＢＳ）的敏感性。方法　采集

孕妇生殖道直肠分泌物拭子２份，一份标本用普通细菌培养法、另一份用实时荧光ＰＣＲ技术检测生殖道ＧＢＳ。比较两种方法的

准确性、快速性。３０８例孕妇根据实时荧光ＰＣＲ检测分为ＧＢＳ阳性组与ＧＢＳ阴性组，通过对比较分析ＧＢＳ与发生胎膜早破的关

系。结果　将３０８例孕妇进行生殖道ＧＢＳ检测，用普通细菌培养法进行培养有１８例阳性，阳性率５．８％（１８／３０８），实时荧光ＰＣＲ

检测有２９例阳性，阳性率９．４％（２９／３０８）。在ＰＣＲ检测ＧＢＳ阳性组中，发生胎膜早破９例，发生率为３１％ 。在ＰＣＲ检测ＧＢＳ

阴性组中，发生胎膜早破３３例，发生率为１１．８３％。结论　该次调查结果显示实时荧光ＰＣＲ技术的阳性检出率明显高于细菌培

养法，应用该法检测技术为ＧＢＳ的快速诊断以及更加准确有效地进行抗菌药物预防提供了依据。
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　　Ｂ群链球菌（ＧＢＳ）是一种革兰阳性链球菌，寄居于阴道和

直肠，在世界范围内是围生期孕妇严重感染性疾病的主要致病

菌之一［１４］，可引起孕妇胎膜早破和羊膜腔感染及孕晚期流产、

早产等［５］，有报道称围生儿细菌感染１６％～６１％都是ＧＢＳ感

染［６］，因此发生新生儿肺炎、脑膜炎、败血症等病死率极高［７８］，

而且新生儿感染的主要途径是母体垂直传播。许多研究表明，

针对性地使用抗菌药物可以有效预防孕妇胎膜早破及新生儿

ＧＢＳ感染。本次对３０８例妊娠晚期孕妇采取了两种方式的检

测，通过聚合酶链反应（ＰＣＲ）尽早筛查出ＧＢＳ感染情况，降低

胎膜早破的发生率。

１　资料与方法

１．１　一般资料　采自本院２０１２年１０月１日至２０１３年６月

３０日门诊和住院待产孕妇的生殖道直肠分泌物标本３０８例，

孕妇年龄在２１～４０岁，孕周在３５～３７周。３０８例孕妇按照实

时荧光ＰＣＲ反应检测分为ＧＢＳ阳性组和ＧＢＳ阴性组。孕妇

分娩后对比两组发生胎膜早破的发生率。

１．２　仪器与试剂　广州达安基因股份有限公司ＤＡ７６００荧光

定量ＰＣＲ扩增仪；ＧＢＳ核酸检测（荧光ＰＣＲ法）试剂盒由福建

泰普生物科学有限公司提供。美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＦｏｒｍａ

３１１１水套ＣＯ２ 培养箱；ＡＰＩ鉴定系统系法国梅里埃产品，杭州

天河微生物试剂公司生产的生化微量管。ＧＢＳ核酸检测阴、

阳性对照均由试剂盒厂家提供。采用金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ２５９２３作为质控标准菌株，来自卫生部临床检验中心。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　按照 ＧＢＳ核酸检测试剂盒标本采集要求

采集，同时取２份，１份做细菌培养，１份做ＰＣＲ检测。将采集

·０２２２· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１６



好的分泌物拭子放回无菌试管（远距离的送检标本用运送培养

基）中，密闭立即送检。具体操作如下：先擦去生殖道内过多的

分泌物，将无菌涤纶拭子放置于生殖道低位１／３处，沿生殖道

壁轻轻旋转取得分泌物标本，在肛门括约肌以上约２～５ｃｍ

处，沿肠壁轻轻旋转取得直肠样本。

１．３．２　细菌培养　按照全国临床检验操作规程中的临床微生

物学检验常规方法进行。把取得的分泌物标本立即接种在羊

血琼脂平板上，分区划线，置于３５℃，５％～１０％ ＣＯ２ 培养箱，

孵育２４ｈ后，观察羊血琼脂平板上的菌落形态及β溶血现象，

发现可疑致病菌后进行涂片染色镜检、细菌鉴定。鉴定试验包

括触酶试验、溶血试验、杆菌肽试验、ＣＡＭＰ试验、马尿酸钠水

解试验、七叶苷试验、６．５％ ＮａＣｌ肉汤试验和胆汁溶解试验
［９］

等，必要时用ＡＰＩ鉴定系统鉴定。

１．３．３　实时荧光ＰＣＲ反应检测　用以上标本采集的方法取

得分泌物标本后，按试剂盒要求提取分泌物中细菌的ＤＮＡ，上

清液用于ＰＣＲ扩增，在ＤＡ７６００ＰＣＲ扩增仪上按下列循环参

数进行扩增反应：ｓｔａｇｅ１３７℃２ｍｉｎ，ｓｔａｇｅ２９４℃２ｍｉｎ，

ｓｔａｇｅ３９４℃１５ｓ，５５℃４５ｓ共４０个循环，在ｓｔａｇｅ３５５℃４５

ｓ末端收集荧光，反应体积５０μＬ。

１．４　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１８．０统计学处理软件进行相关

数据运算，两种方法检测结果对比及两组胎膜早破发生率对比

均采取χ
２ 检验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两种方法检测结果比较　生殖道分泌物细菌培养 ＧＢＳ

阳性１８例，阳性率为５．８％（１８／３０８），生殖道分泌物实时荧光

ＰＣＲ反应检测 ＧＢＳ阳性２９例，阳性率为９．４％（２９／３０８），两

者比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

２．２　胎膜早破发生情况实时荧光ＰＣＲ反应检测ＧＢＳ阳性组

２９例中发生胎膜早破９例，发生率为３１％。实时荧光ＰＣＲ反

应检测ＧＢＳ阴性组２７９例中发生胎膜早破３３例，发生率为

１１．８３％。两组胎膜早破发生率比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。

３　讨　　论

本次调查结果显示实时荧光ＰＣＲ技术检测 ＧＢＳ的阳性

检出率为９．４％，明显高于细菌培养法阳性检出率为５．８％，本

院ＧＢＳ培养结果低于国内的报道
［９１０］，原因分析可能是由于

阴道分泌物中含有较多的正常菌群，在普通培养基中，该类细

菌繁殖较快。当ＧＢＳ水平较少时，则生长受到抑制，造成ＧＢＳ

漏检，结果培养阴性。另一方面导致检出率减低的还有人为的

因素及技术操作水平差异以及培养基种类的限制。２００２年美

国疾病控制中心（ＣＤＣ）推荐使用含有庆大霉素和萘啶酮酸，或

多黏菌素和萘啶酮酸的培养基作为 ＧＢＳ分离选择性培养基。

选择性培养基能够有效抑制杂菌生长，ＧＢＳ生长不受影响，但

是含有庆大霉素和萘啶酮酸，或多黏菌素和萘啶酮酸的培养基

价格贵，且不易获得。因此普通细菌培养法仍是目前国内大多

数医院首选的检测方法［１１］。另外细菌培养时间长，而实时荧

光ＰＣＲ具有检测时间短，灵敏度高，可以不受以上因素的影

响。本结果还显示ＰＣＲ检测ＧＢＳ阳性组的孕妇胎膜早破发

生率（３１％）明显高于ＰＣＲ检测 ＧＢＳ阴性组（１１．８３％），胎膜

早破是由各种因素相互作用造成的，病原微生物感染是首要原

因。ＧＢＳ是引起胎膜早破是最重要的病原菌之一且严重威胁

母婴安全。近年来西方国家对 ＧＢＳ进行了大量研究，多数学

者认为ＧＢＳ与围生期感染有关，在孕中，晚期对所有孕妇进行

筛查非常必要［１２］，防止胎膜早破等一系列不良妊娠结局的发

生。对于已发生胎膜早破的孕妇，应尽早进行ＧＢＳ检测，及时

进行预防性治疗。ＧＢＳ还可以通过母体垂直传播传染至新生

儿，导致新生儿肺炎、脑膜炎、败血症等新生儿感染性疾病。带

有脑膜炎和败血病的晚发性感染通常是在出生以后几周甚至

几个月发生［１０］。因此 ＧＢＳ也是新生儿感染性疾病的主要感

染源病菌之一。本调查中还发现１例新生儿ＧＢＳ感染的败血

症，该孕妇孕３７周时检测ＧＢＳ时，普通细菌培养为阴性，实时

荧光ＰＣＲ检测阳性。因此应用该法检测技术为 ＧＢＳ的快速

诊断以及更加准确有效地进行抗菌药物预防提供了依据，大大

降低了孕妇胎膜早破、羊膜腔感染、孕晚期流产以及新生儿败

血症、脑膜炎、肺炎的发生。
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