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要"耐甲氧西林金黄色葡萄球菌"

Y$81

$是引起院内感染和社区感染的重要病原菌之一%由于
Y$C

81

感染的治疗选择有限!且传播速度较快!暴发流行的概率较高!现已成为一个全球性的难题!因此!使临床医

生在第一时间获得
Y$81

感染的准确信息!对疾病的及时治疗有着重要意义%目前!关于
Y$81

的分子生物

学检测方法的研究热点主要集中在高效可靠&成本低廉&简单易行
4

个方面!本文就近年来
Y$81

的分子生物

学检测方法的研究现状及发展趋势作一综述%

关键词"

Y$81

#

"

分子生物学#

"

核酸杂交#

"

(%$

#

"

等温扩增

!"#

!

&-+4*3*

"

@
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中图法分类号"
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文章编号"
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"
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""

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌'

Y$81

*自二十世

纪六十年代被发现以来-在世界范围内大范围快速传

播-防控形势严峻-特别是其多重耐药性给临床治疗

带来极大困难(

&

)

-包括医院获得性'

d1

*

CY$81

和社

区获得性'

%1

*

CY$81

的持续出现-使其对公众健康

的威胁日益增加,因此-在
Y$81

的基因结构已被

阐明的基础之上-利用分子生物学技术早期.快速.敏

感.特异性地检测病原体核酸-筛出耐药菌株-对于临

床抗菌药物的合理使用.减少耐药甚至是多重耐药菌

株的产生和传播具有决定性指导意义(

)C4

)

,本文现对

近年来
Y$81

的分子生物学检验方法中的核酸杂交

技术.

(%$

技术.等温扩增技术的研究进展介绍如下,

B

"

核酸杂交技术

B+B

"

传统核酸杂交技术
"

已有研究显示-

K<Q1

是

Y$81

的耐药决定基因-只存在于葡萄球菌中-编码

与
&

C

内酰胺类抗菌药物亲和力极低的青霉素结合蛋

白
)9

'

(̀ ()9

*-促进细菌胞壁合成而耐药+

M<K1

是甲

氧西林耐药的辅助基因-它只存在于金黄色葡萄球

菌,因此-

M<K1

和
K<Q1

基因联合扩增早在
*-

年代

已成功用于检测
Y$81

,随后-据此设计了针对

K<Q1

与
M<K1

的放射性核素.荧光素或酶标记的

/01

探针用于检测鉴定
Y$81

,传统核酸杂交技术

有菌落原位杂交.荧光原位杂交等,

"V((

等(

.

)通过

&38=$01

定向原位杂交技术从
&

例
.,

岁脑病患者

的组织样本和脓液中鉴定出了致病性的
Y$81

变异

体-随后联合用药成功对该患者进行了治疗,

#XC

V!ZV$1

等(

,

)运用肽核酸荧光原位杂交'

(01CbV8d

*

直接从包含革兰阳性球菌群'

5(%%

*的阳性血液培养

瓶中鉴定金黄色葡萄球菌-这一方法基于荧光标记的

/01

探针-其靶向金黄色葡萄球菌的
&38=$01

的

物种特异性序列-用
&7

种参考菌株和
.>

种临床分离

株'包括甲氧西林抗性和甲氧西林敏感的金黄色葡萄

球菌菌种.凝固酶阴性葡萄球菌菌种和其他临床相关

的与系统发育相关的细菌和酵母菌种*进行的评价显

示-该测定具有
&--?

的灵敏度.

*3?

特异度+在含有

>7

个
5(%%

血培养阳性标本的临床试验中-从
47

个

通过标准微生物学方法鉴定为金黄色葡萄球菌的阳

性培养物中鉴定出
43

个-阳性和阴性预测值分别为

&--?

和
*>?

,但也应该指出-传统核酸杂交技术也

存在操作繁杂.自动化程度低.操作序列数量少.检测

效率低等不足,

B+C

"

基因芯片技术
"

基因芯片技术代表了近年来分

子生物学技术的最新发展趋势,该技术系指将大量

探针分子固定于支持物上后-与带荧光标记的
/01

或其他生物分子'例如蛋白或小分子*进行杂交-通过

检测各个探针分子的杂交信号强度-进而获取样本分

子的数量及序列信息,

Y#0Z%"Z

等(

3

)将
/01

芯

片用于研究从牛分离的金黄色葡萄球菌中的
&..

种

不同的靶标基因-包括抗性基因和编码外毒素的基

因-测试了来自德国和瑞士的
&)>

种分离株-从中检

#
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出
)

个
Y$81

分离株,

(Z6Z$

等(

7

)使用物种鉴定

芯片检测
Y$81

-该芯片应用等位基因特异性杂交的

原理-可以用于鉴定单核苷酸多态性'

80(

*-它由
.

个寡核苷酸探针组成-该测定可以使用常规杂交或使

用
b=9P:HDM<=G9FCD:C9CQHA

J

系统自动化进行-使用后

者将使杂交.洗涤和读出时间从约
)H

缩短至小于

&-KA:

,需要指出的是-尽管基因芯片技术可以一次

性快速地检测分析大量基因序列-但仍然存在着许多

难以解决的问题-例如技术成本昂贵复杂.检测灵敏

度较低.重复性差.分析范围较狭窄等,这些问题主

要表现在样品的制备.探针合成与固定.分子的标记.

数据的读取与分析等方面,

C

"

(%$

技术

C+B

"

传统
(%$

技术
"

由于
Y$81

的出现-现已开发

了一系列
(%$

方法用于鉴定
Y$81

,传统用于诊断

Y$81

感染的临床实验室检测方法是靶向
K<Q1

和

:PQ

基因的
(%$

,挑取菌落并悬浮于
-+, KDG

"

X

09%G

中-使用
K<Q1

和
:PQ

特异性引物作为模板

/01

进行
(%$

,本方法具有
*7?

特异度和
&--?

灵

敏度-可在
.>H

内完成,目前已开发了基于
(%$

的

试纸测定法用于从临床拭子标本直接检测
Y$81

-这

种方法的灵敏度和特异度分别达到
*.+&?

和
*>+4?

-

成本更低(

>

)

,

%e0'

等(

*

)基于葡萄球菌盒染色体

K<Q

'

8%%K<Q

*元件与相邻染色体区连接区域的序列-

开发了使用特异性靶向
8%%K<Q

元件的正向引物和

特异性靶向
D=Mg

区域的反向引物的具有
&--?

特异

度的
(%$

方法以检测
Y$81

,

;

/01

纯化自溶葡萄

球菌素处理的葡萄球菌细胞-在
),

$

X(%$

混合物

'每种引物
)+,

J

KDG

-每种
L06()--

$

KDG

"

X

-

6=ABC

d%G&-KKDG

"

X

-

J

dc*+-

-

Y

;

%G

)

&+,KKDG

"

X

-

"%G

,--KKDG

"

X

和
&+4e=69

R

/01

聚合酶*中将
&-:

;

;

/01

用作
(%$

模板-在
(%$

仪中进行扩增(

*

)

,最

近-

1XC61XV̀

等(

&-

)建立了基于干试剂的热稳定

(%$

-通过同时扩增
&38=$01

.

M<K1

.

K<Q1

和
GPU8

基因-以
&--?

的灵敏度和特异度检测
Y$81

,将细

菌细胞通过煮沸裂解得到
(%$

扩增的模板-使用热

稳定的
(%$

试剂-使用此方法的检测限为
&-3%be

和
&-:

;

基因组
/01

'

;

/01

*,需要注意的是-传统

(%$

技术只能进行定性分析-而且与最新
(%$

技术

相比-其过程相对复杂-检测灵敏度和特异度相对

较低,

C+C

"

多重
(%$

技术
"

为了增强
Y$81

检测的特异

度和灵敏度-现已基于不同的金黄色葡萄球菌特异性

靶基因开发了多种多重
(%$

,

ge

等(

&&

)使用多重

(%$

同时检测
.

个基因-即葡萄球菌属的
&38

=$01

.金黄色葡萄球菌的
M<K1

.编码甲氧西林抗性

的
K<Q1

和一个内部对照-可在
.H

内迅速得到结果,

通过与常规方法进行比较-在
/01

水平上的多重

(%$

测定的分析灵敏度为
&-:

;;

/01

-用
&-

个参考

葡萄球菌菌株评估分析-其特异度为
&--?

,

Y$81

的诊断评价采用
43-

种食源性葡萄球菌分离株进行-

其特异度为
**+&?

-灵敏度
*3+.?

-阳性预测值

*7+,?

-阴性预测值
*7+4?

(

&&

)

,

Y%%Xe$Z

等(

&)

)通

过靶标
&38=$01

.

:PQ

.

K<Q1

.

KP

J

1

.

KP

J

`

.

R

9Q

和

BK=

这
7

个基因片段的
(%$

扩增-检测鉴别金黄色葡

萄球菌-该方法在实验检测中表现出
&--+-?

的灵敏

度和特异度,

fd105

等(

&4

)运用靶向
K<Q1

和
J

NG

的多重
(%$

方法来鉴定
e814--

和
e81.--%1C

Y$81

分离株,

Z̀%"Z$

等(

&.

)利用
g

J

<=EY$81

5<:4

系统运用
(%$

技术靶向
K<Q1

.

K<Q%

及
8%%C

K<QCD=Mg

连接区域来检测
Y$81

-最终
&,7

"

&3-

'

*>+&?

的特异度*的
Y$81

菌株通过这一新的检测

方法得到了正确的分类-另外检测出了所有的
&-

个

K<Q%

阳性菌株并分类为
Y$81

-

&,-

个
K<Q1

阳性

Y$81

菌株中的
4

个'

)+-?

*由于缺少
8%%K<QCD=Mg

连接区域的扩增被错误分类为甲氧西林敏感金黄色

葡萄球菌'

Y881

*,上述研究表明-多重
(%$

提供了

快速和可靠的方法来鉴定
Y$81

分离株-其同时检

测多个靶基因-大大提高了检测的特异度,

C+D

"

实时荧光定量
(%$

技术'

$6C

R

(%$

*

"

现已建

立了对金黄色葡萄球菌进行鉴定的多种
$6C

R

(%$

方

法,

M:F1

基因'编码纤连蛋白结合蛋白
1

*用于
$6C

R

(%$

以直接从患者的下呼吸道样本中定量检测金黄

色葡萄球菌(

&,

)

-该方法从细菌样本纯化基因组
/01

-

将其作为模板
/01

,但是-该方法可能获得假阴性

结果-因为不是每个金黄色葡萄球菌分离株都具有

M:F1

基因(

&3

)

,基于
K<Q1

基因位于
8%%K<Q

的事

实-开发了
Y$81

特异性单基因座
$6C

R

(%$

用于从

拭子样本直接快速检测
Y$81

(

&7C&>

)

,将拭子在
&KX

样本缓冲液中稀释-然后离心-将沉淀在裂解缓冲液

中裂解用于
$6C

R

(%$

,该方法有超过
*)?

的灵敏度

和
**?

的特异度-但可能还需要运用其他方法来确

证-因为使用该方法-

.+7?

的拭子样本不产生
(%$

产物-

,+&?

的拭子样本产生假阳性,

Y1051

等(

&*

)

使用
$6C

R

(%$

检测金黄色葡萄球菌"
Y$81

-其与参

考方法相比-具有
&--?

的灵敏度,在
%

R

值低于
4-

的情况下-该测定具有
*,?

的特异度-而且其结果可

在
&+,H

内获得,总的来说-

$6C

R

(%$

技术具有实时

定量监测.快速.灵敏.精确等特点-其扩大了
(%$

的

应用范围,

C+E

"

多重
$6C(%$

技术
"

现已开发了用于诊断来自

临床标本
Y$81

的不同多重
$6C(%$

方法,

'1C

/1!

等(

)-

)设计了基于
8'̀ $5=<<:

'

的多重
$6C

(%$

-用于从鼻拭子中直接检测
Y$81

-在对
7)

例鼻

拭子进行检测并比较研究后-发现该方法检测
Y$81

的灵敏度.特异度.阳性预测值和阴性预测值分别为

>.+)?

.

>>+)?

.

>*+-?

和
>4+4?

,

deXZ68"'

等(

)&

)设计了
,

种针对
8%%K<Q

序列的引物.针对
D=Mg

#
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的
&

种引物及
4

种特异性信标探针-将它们组合使

用-已成功地用于快速多重
$6C(%$

以鉴定来自临床

样本的
Y$81

-来自细菌细胞纯化的
;

/01

或粗

/01

提取物均可用作扩增的模板,该方法的灵敏度

高-并且其可以从具有
),%be

细菌的样本中检测

Y$81

-它提供了一种强大的方法来从临床样本中的

各种金黄色葡萄球菌中鉴定出
Y$81

(

)&C))

)

,通过在

多重
$6C(%$

时扩增
&38=$01

基因-可以提高特异

度以减少假阳性结果(

)4

)

,此外-通过同时检测两种金

黄色葡萄球菌特异性
/01

序列-包括
89..)/01

序

列和
QD9

基因-也可以增强多重
$6C(%$

测定诊断的

特异度,

$Z0]V%"

等(

).

)使用
$6C

R

(%$

同时扩增

K<Q1

.

GPUb

和
GPU8

基因来从临床拭子样本检测
Y$C

81

-其具有
*,?

的灵敏度和
**?

的特异度-结果显示

两个
(!X

阳性拭子是
Y$81

-

4

个是
Y881

,多重

$6C(%$

技术结合了多重
$6C(%$

和
$6C

R

(%$

的优

点-具有高特异度.高灵敏度以及简便快捷的特点-有

利于
Y$81

快速准确地检出,

D

"

等温扩增技术

""

虽然
(%$

已经成功地用于扩增特定的
/01

片

段-但却需要反复的热变性-无法摆脱依赖精良仪器

设备的局限-从而限制了其在临床检测中的应用,现

已开发了不需要任何热循环仪来改变反应温度的等

温扩增技术-其成本较低-可以用于快速扩增特定的

/01

序列,解旋酶依赖性等温扩增'

d/1

*是基于解

旋酶的双链
/01

解旋活性来分离链-随后引物退火

并且在
/01

聚合酶作用下延伸,

5#X/YZ'Z$

等(

),

)将
d/1

技术与一次性扩增子检测设备结合-通

过靶向
:PQ

和
K<Q1

基因来直接从革兰阳性血培养

基中检测金黄色葡萄球菌和
Y$81

,其对金黄色葡

萄球 菌 的 临 床 诊 断 灵 敏 度 和 特 异 度 可 以 达 到

&--+-?

-对
Y$81

的检测分别为
&--+-?

和
*>+-?

-

检测限为
,-%be

"反应,

b$Z%d

等(

)3

)使用
d/1

技

术从临床拭子样本检测金黄色葡萄球菌-灵敏度和特

异度分别为
>*?

和
*.?

,

d/1

简单有效-其反应体

系仅需
)

条引物-且设计简单-扩增用时
7,

)

*-KA:

-

操作简便-不需要昂贵的
(%$

仪-较细菌学.免疫学

和
(%$

方法更适于在基层实验室推广应用,环介导

等温扩增'

X1Y(

*使用
.

)

3

个引物-识别靶
/01

的

3

)

>

个不同区域-两条引物配合链置换
/01

聚合酶

启动
/01

合成并形成两个环结构以促进目标
/01

的随后扩增,

%dZ0

等(

)7

)采用
X1Y(

技术鉴定

Y$81

-在
3-KA:

内
34^

条件下成功扩增了需要检

测的
K<Q1

.

:PQ

和
M<K̀

基因-扩增结果与
(%$

结果

相同-特异度与准确度与
(%$

一致-而且更加快捷,

X1Y(

对于样品处理.操作技术和仪器设备的要求都

比较低-具有较高的特异性和抗干扰能力-反应体系

稳定可靠-在室温下放置
)

周后仍然稳定-其灵敏度

较高-扩增快速高效-结果鉴别简便-用肉眼观察或浊

度仪检测沉淀浊度就能判断扩增与否,

E

"

小
""

结

""

综上所述-

Y$81

作为一种影响人类健康的重要

病原菌-快速.准确地对其检测鉴定-对临床制定正确

合理的治疗策略方案极为重要,一方面-相关分子生

物学检测方法可针对
Y$81

的特定基因.蛋白进行

快速检测-特异度和灵敏度高+另一方面-需要指出的

是-尽管已经成功开发了不同的分子诊断技术-包括

荧光原位杂交.终点
(%$

.

$6C(%$

.多重
(%$

和等温

扩增等-并且用于快速检测包括
Y$81

和
Y881

的

金黄色葡萄球菌-但采用传统的金标准方法如细菌分

离培养仍是必要的-以进一步确证检测结果-排除分

子生物学检测的假阳性和假阴性,最后-应当注意到

不同的分子生物学检测方法在靶向不同的目标时会

有不同的灵敏度和特异度-因此-合理的设计检测策

略.采用更合理的方法.靶向更合理的目标-有助于直

接从临床样本中快速筛选
Y$81

-例如最近出现的等

温扩增技术已经给研究者提供了检测
Y$81

的更高

效.廉价的新方法,

参考文献

(

&

)

5XZ5d#$0"

-

5$VY8d1]Z

-

"ZXX'Z"+0<S9:C

EAFADEAQBA:EH<K9:9

;

<K<:EDM9QPE<F9QE<=A9GBUA:9:L

BUA:BE=PQEP=<A:M<QEAD:B

(

W

)

+8UA:6H<=X<EE

-

)-&,

-

)-

'

,

*!

7C*+

(

)

) 沈立松-谢国化
+

我国分子诊断的现状及问题(

W

)

+

中华检

验医学杂志-

)-&3

-

4*

'

7

*!

.74C.73+

(

4

) 王华梁
+

分子诊断$$$体外诊断技术发展的飞跃(

W

)

+

中

华检验医学杂志-

)-&3

-

4*

'

7

*!

.77C.>-+

(

.

)

"V((b

-

fVZ̀ ed$ ]

-

Z̀%"Z$ "

-

<E9G+/<E<QEAD:DM

8E9

J

H

I

GDQDQQPB9P=<PBF

I

&38=$01LA=<QE<LA:BAEPH

I

C

F=ALAB9EAD:A:9

J

9EA<:ESAEH9F=9A:9FBQ<BBQ9PB<LF

I

BK9GGQDGD:

I

N9=A9:EB

(

W

)

+W0<P=DG0<P=DBP=

;

(B

I

QHA9E=

I

-

)--4

-

7.

'

7

*!

&---C&--)+

(

,

)

#XV!ZV$1"

-

($#%#(5]

-

]VX8#0/

-

<E9G+$9

J

ALAC

L<:EAMAQ9EAD:DM8E9

J

H

I

GDQDQQPB9P=<PBLA=<QEG

I

M=DKFGDDL

QPGEP=<BF

I

MGPD=<BQ<:Q<A:BAEPH

I

F=ALAT9EAD:SAEH

J

<

J

EAL<

:PQG<AQ9QAL

J

=DF<B

(

W

)

+W%GA: YAQ=DFADG

-

)--)

-

.-

'

&

*!

).7C),&+

(

3

)

Y#0Z%"Z8

-

"ed0Z$6 (

-

d#6fZX d

-

<E9G+YAC

Q=D9==9

I

F9B<LBEPL

I

D:NA=PG<:Q<C9BBDQA9E<L

;

<:<B9:L

=<BABE9:Q<L<E<=KA:9:EBDM8E9

J

H

I

GDQDQQPB9P=<PBABDG9E<B

M=DKQ9EEG<

(

W

)

+!<EYAQ=DFADG

-

)--7

-

&),

'

&C)

*!

&)>C&.-+

(

7

)

(Z6Z$d

-

]VZ0"ZW

-

V̀Z$bb+X9FCD:C9C%HA

J

KPGEAC

J

G<O9BB9

I

B

(

Y

)

+YPGEA

J
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