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ＰＣＲ检测在血液病患儿血流感染细菌谱分析中的应用
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　　摘　要：目的　探讨聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术在分析血流感染细菌菌谱中的应用，为血液病患儿细菌性血流感染的流行病

学调查提供新的思路。方法　从西安市儿童医院血液内科收集８０例疑似血流感染患儿的外周静脉血标本进行血培养，同时扩增

并测序细菌１６ＳｒＤＮＡ，对血培养和ＰＣＲ结果进行比较。结果　８０例血液标本中７例细菌培养阳性，阳性率为８．８％；ＰＣＲ检测

出１６例阳性，阳性率为２０．０％，二者差异有统计学意义（χ
２＝５．８２，犘＜０．０５）；在１６例ＰＣＲ阳性标本中，革兰阳性菌占６８．７％，

其中表皮葡萄球菌最多［占３１．３％（５／１６）］，革兰阴性菌占３１．３％，以非发酵菌为主［占１８．７％（３／１６）］。结论　１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ

结合测序的方法可以很好地鉴定血流感染病原菌，可作为一种新的流行病学方法在临床应用；血液病儿童血流感染病原菌以革兰

阳性球菌为主，尤以表皮葡萄球菌最常见。
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　　血流感染是一种严重的全身感染性疾病，病原微生物在循

环血液中呈一过性、间歇性或持续性存在，并引起机体损伤和

临床症状［１］。发生血流感染的血液病患儿大多数为中性粒细

胞减少或血液系统恶性肿瘤，这些患儿机体免疫功能低下，同

时应用化疗、糖皮质激素及免疫抑制剂，一旦发生血流感染则

会严重威胁生命［２］。目前，血流感染的实验室诊断及病原菌分

布的流行病学资料来源主要依靠血培养。然而，由于血培养耗

时长，阳性率低，所得到的统计学资料与客观现实有一定的差

距。本研究旨在通过对疑似血流感染标本同时进行血培养和

１６ＳｒＤＮＡ通用引物的聚合酶链式反应（ＰＣＲ）检测，比较二者

的阳性率及病原菌分布上的差异，为获取能更加完整、客观反

映血流感染病原菌分布的流行病学资料提供新的方法学依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１２年１０月至２０１３年５月在西安市

儿童医院血液内科住院的疑似血流感染患儿８０例，临床表现：

发热高于３８℃或低体温低于３６℃，可伴有寒战等全身中毒症

状或中性粒细胞增多伴核左移等。严格按照无菌操作流程采集

上述患儿外周静脉血６ｍＬ，其中２ｍＬ注入ＢＤ公司ＥＤＴＡＫ２

抗凝管，４ｍＬ注入２瓶儿童专用血培养瓶（每瓶２ｍＬ）。

１．２　方法

１．２．１　细菌总ＤＮＡ的提取　将２ｍＬ血液标本以１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取沉淀，用ＱＩＡａｍｐＢｌｏｏｄＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ试剂

盒（ＱＩＡＧＥＮ公司）进行ＤＮＡ提取，操作严格按照试剂盒说明

书进行。

１．２．２　ＰＣＲ扩增　引物序列参照文献［３４］设计，ＰＳＬ（ｆ）：

ＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣＴＧＧＴＡＧＴＣＣＡ；ＸＢ４（ｒ）：ＧＴＧ

ＴＧＴＡＣＡＡＧＧＣＣＣＧＧＧＡＡＣ；扩增产物大小为６１５ｂｐ。２５

μＬＰＣＲ反应体系，包括：１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ

０．２５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２．５μＬ，３．３μｍｏｌ／Ｌ的引物各０．５

μＬ，Ｔａｑ酶 （５ Ｕ／μＬ）０．１２５μＬ，ＤＮＡ 模 板 １μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

１７．６２５μＬ。ＰＣＲ反应程序：预变性９６℃１０ｍｉｎ；９６℃变性１

ｍｉｎ，退火５５℃１ｍｉｎ，延伸７２℃１ｍｉｎ，共３０个循环；最后

７２℃延伸７ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ产物用２％琼脂糖凝胶电泳

检测，电泳的电压为６Ｖ／ｃｍ，最后用凝胶成像分析系统拍照

保存。

１．２．３　细菌培养　将儿童专用血培养瓶放入全自动血培养仪

ＢＡＣＫＡＬＥＲＴ３Ｄ进行培养，对阳性瓶细菌用ＶＩＴＥＫ全自动

微生物鉴定系统鉴定到种。

１．２．４　测序比对　扩增产物经纯化后送上海生工生物工程有

限公司测序，将测序结果进行ＢＬＡＳＴ比对。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０进行数据分析，采用配对

四格表资料的χ
２ 检验，对血培养和ＰＣＲ方法检测的阳性率进

·７０３２·国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１７



行比较，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　临床标本的ＰＣＲ扩增　１６ＳｒＤＮＡ通用引物的扩增产

物与预期片段大小（６１５ｂｐ）相符合，见图１。

　　１：ＰＣＲ阴性对照；２：提取物阴性对照；３、４、６、８、９、１１、１２：阴性标

本；５、７、１０：阳性标本；１３：提取物阳性对照（鼠李糖乳杆菌）；１４：ＰＣＲ

阳性对照（鼠李糖乳杆菌ＤＮＡ）；Ｍ：ＤＮＡ标记物。

图１　　１６ＳｒＤＮＡ通用引物扩增临床标本

２．２　两种不同方法检测的比较　血培养与ＰＣＲ检测阳性率

的差异有统计学意义（χ
２＝５．８２，犘＜０．０５），见表１。

表１　　两种方法检测血流感染的比较（狀）

ＰＣＲ

血培养

阳性 阴性
合计

阳性 ６ １０ １６

阴性 １ ６３ ６４

合计 ７ ７３ ８０

２．３　ＰＣＲ与血培养检出病原菌分布　见表２。

表２　　１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ与血培养检测血流感染

　　　　病原菌分布［狀（％）］

病原菌 ＰＣＲ（狀＝１６） 血培养（狀＝７）

表皮葡萄球菌 ５（３１．３） ２（２８．６）

金黄色葡萄球菌 ３（１８．７） １（１４．３）

溶血葡萄球菌 ２（１２．５） １（１４．３）

大肠埃希菌 ２（１２．５） ３（４２．８）

铜绿假单胞菌 ２（１２．５） ０（０．０）

鲍曼不动杆菌 １（６．３） ０（０．０）

屎肠球菌 １（６．３） ０（０．０）

３　讨　　论

传统血培养是目前诊断血流感染的金标准，然而，血培养

检出率受到众多因素影响［５］，导致其所得到的菌谱资料与客观

情况有较大的差异。

血流感染在儿童血液病中发生率高，在不进行抗感染治疗

的情况下，极易引起死亡，因此临床上对于这些患儿往往预防

性应用广谱抗菌药物，导致血培养的阳性率很低。本研究共收

集了８０例血液标本，用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物扩增测序，

所用引物ＰＳＬ／ＸＢ４具有很高的检测灵敏度，能够达到１．５×

１０２ＣＦＵ／ｍＬ
［６］。８０例标本中，血培养阳性７例，而ＰＣＲ方法

阳性１６例，ＰＣＲ阳性率（２０．０％）是血培养阳性率（８．８％）的

２．２８倍，二者差异有统计学意义（犘＜０．０５），ＰＣＲ方法检测的

阳性率高于血培养。

从表２可以看出，对于血液病患儿，ＰＣＲ方法所得到的细

菌谱与血培养相比略有差异，ＰＣＲ检出的病原菌数量和种类

多于血培养，以葡萄球菌和大肠埃希菌为主。如果增加样本量

并避免假阳性，则ＰＣＲ方法所得到的统计学结果能更加客观

全面地反映血流感染细菌性病原菌分布。

引起血流感染的病原菌种类广泛。近２０年来，凝固酶阴

性葡萄球菌等革兰阳性菌和大肠埃希菌引起的血流感染发病

率增加［７］。本研究显示，２０１２年１０月至２０１３年５月西安市儿

童医院血液病患儿血流感染以革兰阳性球菌最多（占６８．７％），

这与徐月波等［８］的报道一致。本组资料显示表皮葡萄球菌（占

３１．３％）是血液内科血流感染病原菌中排在首位的病原菌，与

Ｌｖ等
［９］的研究一致。在本研究中，革兰阴性菌占３１．３％，以

非发酵菌为主（占１８．７％），与 ＡｌＨａｓａｎ等
［１０］的报道有差异，

其他为大肠埃希菌（占１２．５％）；革兰阳性菌以葡萄球菌属为

主（占６２．５％），其中凝固酶阴性葡萄球菌占４３．７％。另外，实

验室诊断血流感染的方法众多，本研究所用１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ

结合测序的方法也可以作为一种检测技术在临床应用。

由于环境和人体表面存在着数量大和种类复杂的细菌。

因此，在应用１６ＳｒＤＮＡ通用引物进行ＰＣＲ时，最难解决的关

键问题就是污染。为了避免将污染菌误认为是致病菌，本实验

各个环节都严格按照无菌操作规程，所用耗材（如Ｅｐ管、Ｔｉｐ

头、乳胶手套等）均经钴６０辐射消毒，并采集了５名健康人血

液标本作为采样、ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增阴性对照；同时为了

避免交叉污染，每批次实验均设置ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增阴性

对照，且阳性对照使用了目前未发现会引起血流感染的鼠李糖

乳杆菌，定期对实验环境进行消毒处理。通过采取上述一系列

避免污染的措施，在本研究进行过程中并没有发生影响结果判

断的污染事件，因此本方法的统计结果是可靠的。

综上所述，为了获得更加客观真实的血流感染细菌性病原

菌分布，本研究直接从全血标本中提取细菌基因组ＤＮＡ，并应

用通用引物ＰＣＲ扩增细菌１６ＳｒＲＮＡ基因部分片段，通过测

序来鉴定病原菌种类，从而用分子生物学方法得到血流感染细

菌菌谱，为得到更加准确完善的统计学资料提供了一种新的思

路和方法。另外，细菌性病原菌因时间、地区、科室的不同而有

不同的分布，每个地区或医院应该建立自己的血流感染病原菌

分布数据库，这可以更好地指导本院合理地诊断血流感染和选

择抗菌药物。
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