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要"目的
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研究自溶素"

B:CU

$基因与表皮葡萄球菌生物膜形成的相关性%方法
!

收集
%-+)

年
&

月至
%-+&

年
&

月该院临

床分离的表皮葡萄球菌
&=

株进行研究!用生物膜形成试验检测细菌生物膜!采用聚合酶链反应扩增
B:CU

基因!分析
B:CU

基因与

表皮葡萄球菌生物膜形成的相关性%结果
!

检出生物膜阳性菌株
%=

株!检出率为
*?,)[

#检出
B:CU

基因菌株
*+

株!检出率为

=O,=[

#

B:CU

基因与表皮葡萄球菌生物膜形成有明显的相关性"

D

$
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$%结论
!

表皮葡萄球菌有生物膜形成能力!

B:CU

基因与

表皮葡萄球菌生物膜形成相关%

关键词"表皮葡萄球菌#
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生物膜又称生物被膜#是物体表面被细菌胞外多聚糖聚合

物包裹的结构性细菌群落#定植于机体或人工植入物)表皮葡

萄球菌广泛分布于人体皮肤和黏膜表面#是典型的生物被膜

菌#它可以通过黏附在一些植入医疗器械表面形成生物被膜#

不仅干预机体的免疫应答#同时又造成持续性感染#有迁延不

愈的特征'

+$%

(

)生物膜的形成较为复杂#需要多种因子和基因

的共同作用#其中自溶素$

B:CU

&基因及其表达的产物自溶酶蛋

白参与了生物膜形成的起始黏附和聚集阶段#

B:CU

基因可能对

表皮葡萄球菌生物膜的形成具有很大的影响'

*

(

)本研究探讨

B:CU

基因与表皮葡萄球菌生物膜形成的相关性#旨在为临床提

供参考#现报道如下)
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!

资料与方法

A,A
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标本来源
!

收集
%-+)

年
&

月至
%-+&

年
&

月本院临床分

离的表皮葡萄球菌
&=

株进行研究#单瓶血培养阳性菌株视为

污染菌株#不纳入试验)表皮葡萄球菌
1633+%%%O

为生物膜

形成的阴性对照株)
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!

仪器与试剂
!

!"E;@$VEB<7BCLBMB

J

$.&

全自动微生物鉴

定系统$德国西门子公司&*聚合酶链反应$

03#

&热循环仪$日

本
6BLB;B

公司&*

6B<@<$)%--

凝胶成像系统$上海天能公司&*

PQW6Ua$US_O-O5

酶标仪$美国伯滕仪器有限公司&*血琼脂

平板$北京赛默飞世尔有限公司&)

03#

反应所需试剂及引物

购自
Q<A":;@

H

8<

公司#

SP

肉汤*结晶紫*

P@G"<

固定液*琼脂糖

均为国产分析纯)

A,C

!

方法

A,C,A

!

表皮葡萄球菌生物膜形成方法
!

参照文献'
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(将表皮

葡萄球菌接种于新鲜配制的
SP

液体培养基中#

*)\

培养过

夜#按
+n%--

比例稀释新鲜
SP

肉汤#取
%--

"

S

加入到无菌的

.&

孔平底细胞培养板中#每株分别接种
=

孔)每一细胞培养

板中设置空白对照$同体积的无菌
SP

肉汤&

=

孔#阴性对照菌

株$

VU1633+%%%O

&

=

孔)

*)\

培养
%-D

#吸干每孔菌液#用

磷酸缓冲盐溶液$

(

Z?,%

&洗板
*

次#将未黏附的细菌洗去后

晾干%然后在每孔中加入
%--

"

SP@G"<

氏固定液固定
+D

#冲

洗晾干%再次在每孔中加入
%--

"

S

结晶紫染色
+-/"<

#去离子

水冲洗未黏附的细菌后晾干%最后在每孔中加入
%--

"

S

无水

酒精#轻微振荡)在酶标仪下读取每孔在
)?-</

处的吸光度

值#以阴性对照孔为参考#大于阴性对照孔的平均吸光度值加

*

倍标准差则认为是阳性)

A,C,B

!

表皮葡萄球菌基因组
Y21

提取方法
!

在血琼脂平板

上接种各临床分离菌株及质控菌株#放入
*)\

普通培养箱培

养
%=D

#接种环取适量菌落加入
*--

"

S

生理盐水中#充分搅拌

混匀#

+%---;

"

/"<

离心
)/"<

#弃去上清%在沉淀中加入
*--

"

S

无菌水#充分颠倒混匀#煮沸
+)/"<

#
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离心
)
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#留取上清)上清中即包含表皮葡萄球菌的基因组
Y21

#

即用于
03#

扩增的模板
Y21

#

=\

短期保存备用)

A,C,C
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03#

基因扩增方法
!

用
+i61U

缓冲液制作
+[

琼脂

糖凝胶#取上样缓冲液
%

"

S

与已扩增
Y21+-

"

S

混匀#取
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S

于
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电压下电泳约
*-/"<

#然后用
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观察是

否有条带#并拍照)
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扩增体系!
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#上游引物$
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#下游引物$

)4$666X61X16X66X6X33331$
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S

#

Y21

模板
68/

(

CB:8)

"

S

#无菌水补至
%)
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S

)
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反应扩增条件!

.= \ */"<

#

.= \ *-9

#

)) \ *-9

#
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#
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个循环#

?%\)/"<
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A,D

!

统计学处理
!

利用
V0VV+?,-

软件进行统计学处理#
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基因与表皮葡萄球菌生物膜形成的相关检验采用
!

% 检

验#以
D

$

-,-)

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B,A

!

生物膜形成结果
!

生物膜形成阳性菌株数为
%=

#占

*?,)[

)见图
+

)

图
+

!!

生物膜形成试验结果图

B,B

!

03#

扩增与测序结果
!

临床分离菌株中有
*+

株检出

B:CU

基因#检出率为
=O,=[

#其中特异性片段长度在
)--

$

?)-

'

(

之间)将
03#

扩增得到特异性片段纯化后测序#得到片段

长度为
&%?'

(

#与
'CB9:

比对#确定为表皮葡萄球菌
B:CU

基因)

见图
%

)

!!

注!

+

$

=

为表皮葡萄球菌临床分离株#

)

为
%---'

(

标记物)

图
%

!!

03#

扩增结果

B,C

!

B:CU

基因与表皮葡萄球菌生物膜形成关系比较
!

见

表
+

)

表
+

!!

B:CU

基因与表皮葡萄球菌生物膜形成关系比较&

'

'

组别 生物膜阳性 生物膜阴性
!

%

D

B:CU

阳性
+& +) ),-+.-,-%%

B:CU

阴性
O %)

C

!

讨
!!

论

!!

随着导管等一些人体植入性医疗器械使用的增加#表皮葡

萄球菌感染所占比率逐年上升)抗菌药物治疗此类感染的效

果较差#除非及时移除这些生物材料#否则感染往往迁延难

愈'

)

(

#其主要原因是表皮葡萄球菌在这些组织黏膜及材料表面

形成生物膜)生物膜是由细菌在其分泌的黏液内形成的结构#

是细菌团块与细胞外基质的复合体#可以保护膜内细菌免于抗

菌药物和人体免疫机制的杀伤作用)在感染部位形成生物膜

的细菌还可以释放浮游细菌到身体的各个部位#造成慢性持续

性疾病'

&

(

)

细菌生物膜的形成可分为
=

个阶段!起始黏附*细菌间的

吸附与增殖*生物被膜成熟和成熟生物膜细菌脱落'

?$O

(

)生物

膜的形成是一个动态过程#结构上存在不均质性)不均质性是

细菌生物膜的另一个重要特性#也与细菌的抗性有关)

B:CU

是

一个相对分子质量大约为
+=Oi+-

* 的蛋白#是细胞自身存在

并能破坏细胞的水解酶之一#其由两个溶菌活性区$

&-i+-

*

酞胺酶区和
)%i+-

* 氨基葡萄糖苷酶区&组成#能参与细胞分

裂#溶解细胞生物被膜)有研究表明表皮葡萄球菌毒力进化与

生物膜的形成有关#表型取决于主体免疫反应表面的定植能力

和调控因子)因此#在起始黏附阶段时#

B:CU

蛋白可以促使细

菌黏附于外来材料表面并与其结合#与生物相关感染有影

响'

.

(

#其还可以非共价键锚定到细胞壁上发挥自溶素及黏附素

的功能'

+-

(

)国内外文献报道
B:CU

基因的检出率为
)O[

$

+--[

'

++$+*

(

)本研究结果显示#

&=

株表皮葡萄球菌中有
*+

株

检出
B:CU

基因$

=O,=[

&#

B:CU

基因检出率低于文献报道#其差

异可能与引物设计*

Y21

提取质量及
B:CU

基因表达受环境影

响等因素有关'

+=

(

)同时#本研究发现
B:CU

基因与表皮葡萄球

菌生物膜形成有明显相关性)

综上所述#表皮葡萄球菌有生物膜形成能力#且
B:CU

基因

与表皮葡萄球菌生物膜形成相关)
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型扩增曲线#此浓度为
/"

(

$*

最低检测限)

B,E

!

重复性试验结果
!

/"

(

$*

引物在
+-

次重复检测中几乎

同时出峰#多条扩增曲线重叠#可见稳定性良好)

C

!

讨
!!

论

!!

嗜肺军团菌属于胞内寄生菌#培养鉴定周期长#对大多数

抗菌药物耐药#人群普遍易感染#是医院感染的重要病原菌之

一#其临床表现可为轻重不等的感染症状)因此探讨快速检测

嗜肺军团菌对临床诊断和治疗具有重要意义)近年来
S1!0

技术被广泛地运用于分子诊断技术领域中#其特点是!设备简

单*特异性强*灵敏度高*操作简便*反应快等'

)

(

)目前国内学

者研究的
S1!0

检测方法主要有肉眼观察法和添加荧光染料

法)肉眼观察法主要通过肉眼观察反应浊度的变化#但存在弱

阳性结果难以判断的缺点%而添加荧光染料法的主要缺点是反

应结束后的开盖会导致产物的气溶胶污染'

?

(

)

本研究基于
S1!0

的基本原理#利用
P9:Y21

聚合酶和

针对靶序列设计的两对特殊的内*外引物#特异性识别靶序列

上的
&

个独立区域#启动循环链置换反应)在恒温实时荧光反

应中#内引物杂交在目标
Y21

区#启动互补链合成#再通过外

引物在同一链上互补序列)这样周而复始形成有很多环的花

椰菜结构的茎
$

环
Y21

混合物#从而实现对目的基因快速检

测'

?

(

)本研究建立的
S1!0

方法的主要优点是!$

+

&本研究根

据嗜肺军团菌
/"

(

毒力基因靶序列上的
&

个独立区域设计设

计了
&

条引物#能特异性识别嗜肺军团菌
/"

(

基因#加入环引

物缩短反应时间'

O

(

#在
&*\

的
S1!0

反应体系中恒温反应
+-

/"<

左右便可以出峰#与传统
03#

方法相比反应时间大大缩

短%$

%

&特异性引物能找出标本中相对应的基因序列进行识别

扩增#且在反应结束时可根据有或无/

V

0型扩增曲线则判定为

阳性或阴性#试验具有高度的特异性和较强的直观性%$

*

&试验

选取的嗜肺军团菌和
O

种其他病原菌的
Y21

在
S1!0

体系

中同步扩增#仅有嗜肺军团菌出现阳性结果#试验具有良好的

特异性%$

=

&

S1!0

检测限可达
+--I

H

"

"

S

#试验具有较高灵敏

性%$

)

&稳定性试验中
+-

条反应曲线几乎同时出峰且反应曲线

重叠#试验具有良好的稳定性%$

&

&加入新型荧光染料
Vb6W$.

进行实时荧光动态监测能直观反映整个扩增过程的动态变

化'

.

(

%$

?

&

S1!0

检测方法不需要预先进行双链
Y21

的变性#

不需要热循环仪器'

+-

(

)总之#本研究建立的
S1!0

检测方法

创新性强#引物设计独特#出峰时间早#反应时间缩短#可直观

判断#无需开盖#避免了在扩增后开盖导致的气溶胶污染)本

研究不足之处主要是!$

+

&

Y21

提取过程仍需特别注意污染#

需在生物安全柜中操作#使用滤芯吸嘴等避免污染%$

%

&本试验

只是定性检测#下一步将设计标准曲线尝试用于定量检测%$

*

&

用于试验的标本量比较少#下一步需要对临床标本进行验证)

综上所述#

S1!0

方法具有反应速度快*特异性强*灵敏

度高*方便快捷*能够直观地观察试验结果等优点#可为检测嗜

肺军团菌提供一种新的快速检测方法#有望成为临床的常规检

测方法)
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