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１６ＳｒＲＮＡ及相关技术用于临床细菌鉴定的研究进展
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　　快速、准确地鉴定细菌是临床微生物学最基本的任务，传

统的细菌鉴定方法依赖于直接涂片检查、纯培养，从表型特征

方面加以鉴定。该方法繁琐、费时，主要又依赖于专业人员的

经验和专业知识。随着核酸技术发展，１６ＳｒＲＮＡ序列测定被

用于细菌分型鉴定，还可用于发现和描述新的细菌种类，尤其

是表型鉴定难于确定的细菌。随着细菌基因组研究的进展，利

用分子生物学对细菌进行鉴定已初步应用于临床，包括１６Ｓ

ｒＲＮＡ、１６Ｓ２３ＳｒＲＮＡ基因间隔区、肽核酸荧光原位杂交技术

（ＰＮＡＦＩＳＨ）、基质辅助激光解吸电离飞行质谱法（ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ）、随机扩增ＤＮＡ多态性分析（ＲＡＰＤ）、限制性片段

长度多态性分析（ＲＦＬＰ）、基因芯片技术。目前国际上的主要

发展方向仍然是１６ＳｒＲＮＡ技术，本文对１６ＳｒＲＮＡ及相关技

术作一综述。

１　１６ＳｒＲＮＡ的分子结构与特点

　　１６ＳｒＤＮＡ基因是细菌染色体上编码１６ＳｒＲＮＡ相对应的

ＤＮＡ序列，其可变区与恒定区序列交错排列。恒定区在各种

细菌中基本保持不变，而可变区因不同细菌，不同科、种、属而

异，且变异程度与细菌的系统发育密切相关。１６ＳｒＲＮＡ序列

分析技术的基本原理就是利用恒定区序列设计通用引物从微

生物标本中扩增出１６ＳｒＲＮＡ的基因片段，通过克隆测序、探

针杂交、酶切片段多态性分析等方法获得１６ＳｒＲＮＡ序列信

息［１］，再与１６ＳｒＲＮＡ基因数据库中的序列数据或其他数据进

行同源对比及分析，从而鉴定标本中可能存在的细菌种类。

２　１６ＳｒＲＮＡ技术检测过程

２．１　目的基因的提取　实验室常用的提取细菌ＤＮＡ方法有

碱裂解法、十六烷基三甲基溴化胺（ＣＴＡＢ）法、丙酮法、玻璃

珠／超声法等。

Ｍｉｌｌａｒ等
［２］用商品化试剂及自己改良的方法提取血培养

材料中ＤＮＡ，包括Ｑｉａｇｅｎ公司ＱＩＡｍｐ试剂盒、罗氏公司ＰＣＲ

模板提取试剂盒、ＰｕｒｅｇｅｎｅＤＮＡ提取试剂盒、加热法、玻璃

珠／超声法和碱裂解法６种提取方法，结果得出碱裂解法是最

敏感、最简单、最节约成本、产量最高、重复性最好的方法，是唯

一能够完全清除血培养瓶中ＰＣＲ抑制剂和内在ＤＮＡ的方法。

Ｈｓｉ等
［３］通过实验进一步证实碱裂解法是提取血培养瓶中

ＤＮＡ最灵敏、最快速的方法。朱飞舟等
［４］分别采用ＣＴＡＢ法

和丙酮法提取新鲜细菌培养物基因组ＤＮＡ。经过比较，两种

方法提取的ＤＮＡ均可用作ＰＣＲ的模板，但丙酮法快速、简单、

易行，更适于临床应用。

２．２　通用引物ＰＣＲ扩增及条带获取　 针对细菌ＤＮＡ保守

序列（如１６ＳｒＲＮＡ）设计通用引物，通过凝胶电泳和溴化乙锭

染色技术对ＰＣＲ扩增产物进行观察分析，观察是否扩增出相

关条带及位置。

２．３　１６ＳｒＲＮＡ基因序列同源性比对与结果解释　属于国家

生物技术信息中心的核酸数据库有ＧｅｎＢａｎｋ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ）、核糖体Ⅱ期工程数据库（ｈｔｔｐ：／／ｒｄｐ．ｃｍｅ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／

ｈｔｍｌ）、医学微生物核糖体分化的欧洲数据库ＲＩＤＯＭ（ｗｗｗ．

ｒｉｄｏｍ．ｃｏｍ）、小基因ＩＤＮＳ数据库（ｗｗｗ．ｓｍａｒｔｇｅｎｅ．ｃｈ），另外

还有部分商业化数据库，如 Ｍｉｃｒｏｓｅｑ数据库、１６ＳｐａｔｈＤＢ（ｈｔ

ｔｐ：／／１４７．８．７４．２４／１６ＳｐａｔｈＤＢ），对某些细菌的分类非常有价

值［５６］。值得一提的是，１６ＳｐａｔｈＤＢ数据库只包含与临床感染

有关的细菌序列［５］，即出现于《临床微生物手册》中的细菌。若

没有出现种属鉴定结果，可能是未报告过引起人类感染的微生

物，所以建议用户用ＢＬＡＳＴ搜出，用户应注意即使某种微生

物从未报告过感染人类，可能与某些疾病还是有潜在联系，不

容忽视。

通常选２个或以上数据库横向比对，参考１６ＳｒＲＮＡ基因

序列的同源性比对与结果解释，主要参考美国临床与实验室标

准化协会（ＣＬＳＩ）ＭＭ１８Ａ的判定规则
［７］：（１）与某菌种模式菌

株相似度大于或等于９９．０％，且与其他种的相似度之差大于

０．８％，则可以报告其属名和种名；（２）与多个菌种的模式菌株

相似度大于或等于９９．０％，且相似度之差小于０．８％，则为“低

鉴定度”的鉴定，应报告其属名和所有相似度大于或等于９９．

０％细菌的种名；（３）与某属菌细菌的相似度在９７．０％～９８．

９％范围内，能与其他菌属相区分，则可以报告其属名，并备注

“亲缘关系最近的菌种”；（４）与所有菌种的模式菌株相似度小

于９７．０％，则报告为可能的新属新种。

３　１６ＳｒＲＮＡ相关其他分子生物学技术

３．１　实时荧光定量ＰＣＲ　在常规ＰＣＲ基础上添加了荧光染

料或荧光探针，利用荧光信号积累实时监测整个ＰＣＲ进程，最

后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。改变了ＰＣＲ定量

较差的缺点，对李斯特菌、大肠埃希菌、沙门菌及肠球菌等能进

行有效定量检测。傅松维等［８］用荧光定量ＰＣＲ方法检测沙门

菌，通过特异性分析，可有效地排除多种常见食源性致病菌的

干扰。８种沙门菌标准菌株检测均阳性，２０株临床分离菌株除

１株外，均阳性，检测沙门菌的灵敏度为２２０ＣＦＵ／ｍＬ。但是

此方法受检测物成分、增菌培养成分、扩增操作影响，而且仅限

于对核酸序列已知的微生物鉴定，不能区分死活细胞［９］。

３．２　多重ＰＣＲ　在同一反应中采用多对引物同时扩增几个

不同ＤＮＡ片段。由于每对引物扩增片段长度不同，可用电泳

加以鉴别。在同一次反应中扩增多个目的基因序列，降低检测

成本，提高效率。可以用于检测细菌血症［１０１１］、脑膜炎［１２］、眼

内炎［１３］、肠道感染等。罗氏公司多重ＰＣＲ检测系统可以同时
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检测２０种血标本中病原菌
［１０１１］，最常用于使用过抗菌药物后

血培养阴性的患者。细菌性眼内炎少见，常规培养灵敏度

５０％～６０％，联合常规培养与多重ＰＣＲ灵敏度增加到７０％～

８０％。因此早期诊断、及时治疗对减缓视力退化很有意义
［１３］。

３．３　ＰＣＲ限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）　将扩增１６Ｓ

ｒＤＮＡ片段采用限制性内切酶进行酶切，得到的酶切图谱对细

菌进行同源性分析。王蓉美等［１４］在１６ＳｒＲＮＡ基因保守区建

立通用引物，对选取的１４种临床常见病原菌同时进行ＰＣＲ扩

增，并根据扩增片段内变异区特点分别选择限制性内切酶 Ｈａｅ

Ⅲ、ＭｎⅡ、ＡｌｕⅠ、ＤｄｅⅠ和 ＢｓｔＢⅠ酶切后电泳，建立各细菌菌

株特有的酶切图谱，可达到对临床常见病原菌种属进行快速鉴

定的目的。

４　１６ｓｒＲＮＡ序列分析在微生物鉴定的应用及局限性

　　１６ＳｒＲＮＡ序列分析已成为一种新的细菌鉴定和分类金

标准，相对其他表型分类方法的优势在于准确，代表了细菌基

因组的结构和内容；具有ＰＣＲ技术的高灵敏性。样品用量少，

只需少量细菌即可提供细菌基因组ＤＮＡ，除此之外，还有下列

特殊应用价值。

４．１　鉴定疑难细菌及罕见菌　Ｃｌｏｕｄ等
［１５］研究了９６株难以

鉴定的非发酵革兰阴性杆菌，传统方法与１６ＳｒＲＮＡ基因测序

结果的吻合性为 ６１．５％，用 １６ＳｒＲＮＡ 基 因 测 序 ８８ 例

（９１．７％）可以鉴定到种水平。陈茶等
［１６］鉴定４８株临床来源

的罕见菌，７２．９％直接鉴定到“种”，２２．９％可鉴定到“属”。结

合细菌生化反应特征及其他管家基因序列分析结果，则鉴定到

种′的细菌可增至４２株。利用１６ＳｒＲＮＡ基因鉴定不仅能提

供正确鉴定结果，选择恰当治疗，还能让了解罕见菌流行病学

及它们的致病角色，这是以往很难做到的，比如梭状菌属感染

少见，致死率极高，正确鉴定可以帮助选择恰当的治疗方案，了

解其流行病学角色［１７］。

４．２　鉴定生长缓慢或者培养条件苛刻的细菌　鉴定某些厌氧

菌及分枝杆菌需要十分丰富的经验，常规微生物实验室不能满

足。即使是快速生长的分枝杆菌，一些生化反应也至少需要

２８ｄ才能完成，需要分析分枝杆菌脂肪酸，引进气相色谱等特

殊设备及专业知识丰富的实验技术人员。１６ＳｒＲＮＡ 测序可

以节约时间及成本，有些分枝杆菌亚种难以区分，往往需要附

加额外基因鉴定如ｈｓｐ６５和ｒｐｏＢ用于生长快速的分枝杆

菌［１８］。

４．３　鉴定新发现的菌种　新菌株生化反应与已知菌株不吻

合，使用１６ＳｒＲＮＡ测序，确定系统种系发育史，发现新菌种。

在过去７年（２００１～２００７年）人类标本中发现２１５个新菌

种［６］，其中２９种为新属。大量新种常被发现于口腔及胃肠道，

常为分枝杆菌属及诺卡菌属。Ｚｈａｎｇ等
［１９］使用１６ｓｒＲＮＡ 测

序技术从福建省一例肺结核患者体内发现新菌种“Ｍｙｃｏｂａｃｔｅ

ｒｉｕｍｆｕｋｉｅｎｅｎｓｅ”。

４．４　局限性　（１）准确性依赖于数据库的全面性，罕见菌数据

库资料不完善，ＧｅｎｅＢａｎｋ常包含错误的数据，尤其是１９９５年

以前的序列，因此在序列比对时尽量选择１９９５年以后的序列

为参考［２０］。（２）无国际公认的使用规则及测序结果解释标准，

有学者认为没有明确临界值，通用临界值对所有细菌种属判断

不大合适。Ｊｏｓｅｆｓｏｎ等
［２０］认为用于种判定的临界值大于９９．

０％，理想是９９．５％。使用１６ｓｒＲＮＡ测序鉴定成功率为６２％

～９２％，取决于细菌种类及用于种属判断的规则。（３）近年来

有研究指出，不同种或同种细菌之间可发生基因水平转移

（ＨＧＴ），并且与１６ＳｒＲＮＡ重组，形成嵌合体
［２１］。因此，使用

部分１６ＳｒＲＮＡ基因探针或者进行同源性序列分析可能包括

了嵌合体结构，导致鉴定结果不准确。（４）由于在ＰＣＲ扩增时

可出现碱基错配、基因突变、基因缺失等情况，在一定程度上会

影响１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析的准确性
［２２］，通过重复ＰＣＲ、增

加１６ＳｒＲＮＡ基因扩增片段长度、联合１６Ｓ２３ＳｒＲＮＡ基因间

区及某些额外单拷贝基因可以进一步提高对细菌的鉴定能

力［１９］。相关实验证明测序ｇｒｏＥＬ、ｍｐｒＡ、ｚｍｐＡ基因，在鉴定

伯克霍尔德菌属时尤为重要［２３２４］（５）利用１６ＳｒＲＮＡ最大障碍

就是设备仪器自动化。当前提取ＤＮＡ、ＰＣＲ扩增、纯化ＰＣＲ

产物、测序等都为手工操作，唯一自动化操作就是把１６ｓｒＲＮＡ

序列信息输入数据库软件，会产生序列比对信息，这大大增加

了人力、物力的消耗。

５　展　　望

　　 随着分子生物学和信息学技术的不断发展，微生物实验

诊断的手段也越来越先进，特别是基因诊断技术在临床上的应

用也越来越广泛，可以更早、更快速、敏感地诊断细菌感染［２５］。

相信在不久的将来，这些细菌鉴定步骤可能实现自动化。
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　　关键词：内皮细胞微粒；　心血管疾病；　糖尿病；　肺部疾病

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１５．０４．０３８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１５）０４０５２２０３

　　血管内皮细胞是衬覆于血管内壁的单层扁平细胞，在保持

血管内膜的完整性和维持血管的正常功能方面有着重要的作

用。内皮细胞微粒（ＥＭＰｓ）是内皮细胞激活或凋亡时从其表

面释放的直径小于１μｍ的微囊泡，具有内皮细胞的某些抗原

特性，可有效反映内皮细胞的结构和功能状态。研究表明，

ＥＭＰｓ不仅是内皮功能紊乱的新的标志物，并被认为在炎症、

血管损伤、内皮功能障碍和血栓形成中发挥着重要的生物学作

用［１］。在患有心血管疾病、糖尿病、肺部疾病等疾病的患者血

液中ＥＭＰｓ水平都有增加。本文就ＥＭＰｓ可能的形成机制、

检测方法及其与疾病的相互作用做一综述。

１　ＥＭＰｓ的形成机制

　　细胞膜磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）的暴露和连续不断的微粒脱落

是一个普遍存在的过程，它不断清除衰老的细胞并维持组织和

机体的平衡。微粒的脱落是所有真核生物受刺激或凋亡时的

一个原始应激反应［２］。相同细胞起源的微粒或许会由不同的

蛋白质和磷脂组成。用ＴＮＦα刺激脐静脉内皮细胞后，第一

次记录了 ＥＭＰｓ的增殖。然而，除了 ＴＮＦα，其他的炎症因

子、细菌的脂多糖、活性氧、酰溶酶原激活抑制剂、凝血酶、喜树

碱、Ｃ反应蛋白、尿毒素也能刺激试体内的ＥＭＰｓ增加
［３］。当

然，微粒的形成过程是十分复杂的，其具体机制目前尚不明确。

１．１　细胞活化　正常细胞膜的磷脂双分子层是由外层的磷脂

酰胆碱和鞘磷脂与内层的磷脂酰乙醇胺和ＰＳ组成
［４］。这种

磷脂分布的不对称性是由氨基磷脂转移酶、ＡＴＰ依赖性氨基

磷脂特异性移位酶和磷脂爬行酶的跨膜平衡来维持的。当细

胞受到刺激时，细胞内的Ｃａ２＋会增加，ＡＴＰ依赖性氨基磷脂

特异性移位酶和磷脂爬行酶活性增加，氨基磷脂转移酶活性降

低，导致细胞膜的不对称性消失，ＰＳ暴露在细胞膜的表面，细

胞膜出芽形成微粒。然而，并不是ＰＳ暴露在细胞膜的表面就

会有微粒的脱落，它还受细胞内Ｃａ２＋浓度的调节。已经被证

实细胞骨架的重组在微粒的释放中起重要的作用。细胞受刺

激会出芽形成微粒，并且不同的刺激形成不同的微粒［５］。

１．２　细胞凋亡　凋亡是活体内个别细胞的程序性死亡，是细
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