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败血症是由致病菌引起血流感染的一种常见综
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致病菌在血液循环内会产生各类毒素%引起寒

战&发热&休克%甚至死亡'为防止更严重的后果%及

时&准确地诊断败血症至关重要'目前%血液细菌培
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观察结果'
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验证试验
"

将建立的多重
<5=

方法与传统

血培养方法对
;((

个血培养样本进行比较%验证本方
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!1 1055)*)';

和
3=!1

1055;;8*'

为模板%使用
'7!94

"

'7!9=

引物经扩增

后
<5=

产物在
'8((U

N

有
'7!&2:1

条带-使用

<MH194

"

<MH19=

引物扩增
651055)8*))

后
<5=

产物为
*(;U

N

-使用
3/M94

"

3/M9=

引物扩增
h<

1055?((7(;;'(

后
<5=

产物为
;7AU

N

-使用
3%O19

4

"

3%O19=

引物扩增
3=!1 1055;;8*'

后
<5=

产

物为
;'(U

N

-使用
4%V194

"

4%V19=

引物扩增
!1

1055)*)';

后
<5=

产物为
';)U

N

%所有目的扩增条

带均清晰'在该反应体系下的
<5=

产物经琼脂糖凝

胶电泳%结果见图
'

'单一基因片段大小与预期结果

相符'

D@D

"

多重
<5=

条件优化
"

在单一
<5=

反应体系扩

增的基础上优化了多重
<5=

反应体系及条件%最佳

反应体系#

)8

#

.

$为
)[ Ỳ1a6: 3RILE

N

I%T<5=

3"FL%&3ET')@8

#

.

%引物终浓度!

'7!94

"

'7!9=

为

(@(7

#

VHI

"

.

#

(@'8

#

.

$&

<MH194

"

<MH19=

为
(@('

#

VHI

"

.

#

(@)8

#

.

$&

3/M94

"

3/M9=

为
(@()

#

VHI

"

.

#

(@8

#

.

$&

3%O194

"

3%O19=

为
(@'

#

VHI

"

.

#

(@)8

#

.

$和
4%V194

"

4%V19=

为
(@')

#

VHI

"

.

#

(@;

#

.

$%

0%V

N

I"L%'

#

.

&

//+

)

>?@8

#

.

'而在
87

"

7)]

的退

火温度实验试验中%

7(]

扩增效果较好%确定其为最

终退火温度'反应条件为
*8]

预变性
'8VE#

后%按

*A];(F

&

7(]'@8VE#

&

?)]'@8VE#

进行
;8

个循

环%然后
?) ]

延伸
'( VE#

%

A ]

保存'

65 1055

)8*))

的
<5=

产物于
'8((

&

*(;U

N

有条带%

h<

1055?((7(;

的
<5=

产物于
'8((

&

;7AU

N

有条带%

!11055)*)';

的
<5=

产物于
'8((

&

';)U

N

有条

带%

3=!1 1055;;8*'

的
<5=

产物于
'8((

&

;'(

&

';)U

N

有条带'其多重
<5=

扩增产物琼脂糖凝胶电

泳结果见图
)

'

""

注!

3

表示
2:1 3"&b%&2.)(((

-

:

表示阴性对照-

'

为
65

1055)8*))

-

)

为
h<1055?((7(;

-

;

为
3=!11055;;8*'

-

A

为
!1

1055)*)';

-

8

为
651055)8*))

-

7

为
h<1055?((7(;

-

?

为
3=!1

1055;;8*'

-

B

为
!11055)*)';

图
'

""

65

(

h<

(

3=!1

(

!1

单一基因
<5=

电泳结果

""

注!

3

表示
2:1 3"&b%&2.)(((

-

'

为
651055)8*))

-

)

为
h<

1055?((7(;

-

;

为
!1 1055)*)';

-

A

为
3=!1 1055;;8*'

-

8

为

651055)8*))

&

h< 1055?((7(;

&

!1 1055)*)';

和
3=!1

1055;;8*'

图
)

""

65

(

h<

(

!1

(

3=!1

多重
<5=

电泳结果

D@E

"

多重
<5=

的特异性
"

65

在
'7!&2:1

和

N

MH1

位置有阳性条带%

h<

在
'7!&2:1

和
V/M

位

置有阳性条带%

!1

在
'7!&2:1

和
P%V1

位置有阳性

条带%

3=!1

在
'7!&2:1

&

V%O1

和
P%V1

位置有阳

性条带'其他菌株只有在
'7!&2:1

位置出现阳性

*

')

*

国际检验医学杂志
)('*

年
'

月第
A(

卷第
'

期
"

Y#LX."U3%/

!

X"#R"&

J

)('*

!

-HI@A(

!

:H@'



条带'表明本研究所建立的多重
<5=

方法具有高度

特异性%没有发现假阳性和假阴性结果%特异度为

'((C

'见表
)

'

表
)

""

多重
<5=

的特异性

菌株名称
目的基因

'7!&2:1 <MH1 3/M 4%V1 3%O1

651055)8*)) G G _ _ _

65' G G _ _ _

h<1055?((7(; G _ G _ _

h<' G _ G _ _

!11055)*)'; G _ _ G _

!1' G _ _ G _

3=!11055;;8*' G _ _ G G

3=!1=' G _ _ G G

!61055')))B G _ _ _ _

!6!6' G _ _ _ _

!.!.' G _ _ _ _

!5' G _ _ _ _

1,' G _ _ _ _

64' G _ _ _ _

<1' G _ _ _ _

<-' G _ _ _ _

!1

$

' G _ _ _ _

!2

J

' G _ _ _ _

!3E' G _ _ _ _

--' G _ _ _ _

""

注!

G

表示阳性-

_

表示阴性

D@F

"

多重
<5=

的灵敏度
"

651055)8*))

的
N

MH1

基因检测限为
)@?8['(

)

54\

"

V.

%

h<1055?((7(;

的
V/M

基因检测限为
)@A;['(

;

54\

"

V.

%

!11055

)*)';

的
P%V1

基因检测限为
;@';['(

)

54\

"

V.

%

3=!11055;;8*'

的
V%O1

基因检测限为
;@(;['(

)

54\

"

V.

'而
'7!&2:1

的检测限
651055)8*))

为

)?@854\

"

V.

&

h<1055?((7(;

为
)@A;['(

)

54\

"

V.

&

!11055)*)';

为
;@';['(

)

54\

"

V.

和
3=!1

1055;;8*'

为
;@(;['(

;

54\

"

V.

'见图
;

'

D@G

"

验证试验
"

;((

份血标本中传统血培养方法测

定阳性标本
'B?

份%其中
65

为
''7

份%

h<

为
)A

份%

!1

#不包括
3=!1

$为
A

份%

3=!1

为
7

份%其他血液

致病菌感染为
;?

份'采用多重
<5=

方法检出
'7!

&2:1

阳性标本
'B;

份%在
'7!&2:1

阳性标本中

N

MH1

阳性
''A

份%

V/M

阳性
))

份%

P%V1

阳性
'(

份%

V%O1

阳性
7

份%与传统血培养方法检测败血症感染

比较%其准确率为
*?@*C

#

'B;

"

'B?

$%虽然多重
<5=

方法出现部分假阴性%但超过
*8C

血流感染可在约
B

M

检测到%是一种快速检测败血症的方法'见表
;

'

""

注!

1

表示多重
<5=

对
65

和
!1

的灵敏度'

3

为
2:1 3"&b%&

2.)(((

-

'

"

?

为
651055)8*))

%浓度依次为
)@?8['(

7

&

)@?8['(

8

&

)@?8['(

A

&

)@?8['(

;

&

)@?8['(

)

&

)?@8

&

)@?854\

"

V.

-

B

"

'A

为
!1

1055)*)';

%浓度依次为
;@';['(

7

&

;@';['(

8

&

;@';['(

A

&

;@';[

'(

;

&

;@';['(

)

&

;'@;

&

;@';54\

"

V.

'

,

表示多重
<5=

对
3=!1

和

h<

的 灵 敏 度'

3

为
2:1 3"&b%& 2.)(((

-

'

"

?

为
3=!1

1055;;8*'

%浓度依次为
;@(;['(

?

&

;@(;['(

7

&

;@(;['(

8

&

;@(;[

'(

A

&

;@(;[ '(

;

&

;@(;[ '(

)

&

;(@; 54\

"

V.

-

B

"

'A

为
h<

1055?((7(;

%浓度依次为
)@A;['(

7

&

)@A;['(

8

&

)@A;['(

A

&

)@A;[

'(

;

&

)@A;['(

)

&

)A@;

&

)@A;54\

"

V.

图
;

""

多重
<5=

的灵敏度

表
;

""

多重
<5=

方法与血培养方法检测结果比较$

'

%

菌株名称 血培养阳性
多重

<5=

阳性

'7!&2:1

N

MH1 V/M P%V1 V%O1

两种方法阳性

65 ''7 ''A ''A _ _ _ ''A

h< )A )) _ )) _ _ ))

!1

#不包括
3=!1

$

A A _ _ A _ A

3=!1 7 7 _ _ 7 7 7

!6 ? ? _ _ _ _ ?

*

))

*

国际检验医学杂志
)('*

年
'

月第
A(

卷第
'

期
"

Y#LX."U3%/

!

X"#R"&

J

)('*

!

-HI@A(

!

:H@'



续表
;

""

多重
<5=

方法与血培养方法检测结果比较$

'

%

菌株名称 血培养阳性
多重

<5=

阳性

'7!&2:1

N

MH1 V/M P%V1 V%O1

两种方法阳性

!. ) ) _ _ _ _ )

1, 7 7 _ _ _ _ 7

64 ; ; _ _ _ _ ;

<- 7 7 _ _ _ _ 7

<1 A A _ _ _ _ A

!1

$

A A _ _ _ _ A

-- 8 8 _ _ _ _ 8

合共
'B? 'B; ''A )) '( 7 'B;

""

注!

_

表示阴性

D@H

"

预增菌试验
"

'7!94

"

'7!9=

引物扩增
AM

的

<5=

产物在
'8((U

N

有
'7!&2:1

清晰条带'见

图
A

'

""

注!

3

表示
2:13"&b%&2.)(((

-

'

为
'M

-

)

为
)M

-

;

为
;M

-

A

为
AM

图
A

""

预增菌试验

D@I

"

多重
<5=

方法和传统血培养方法检测时间比

较
"

多重
<5=

方法
B@;M

可得到结果%而传统血培养

方法则需等待血培养仪器提示阳性后再进行转种培

养和生化鉴定等过程%总时间
7(M

可得到阳性鉴定结

果%培养阴性结果则需要
8/

才可确定为阴性'见

表
A

'

表
A

""

多重
<5=

方法和传统血培养方法检测时间比较

检测步骤 多重
<5=

方法
传统血培养方法

阳性 阴性

预培养
AM ')M 8/

培养及生化鉴定
_ ABM _

核酸提取
(@8M _ _

扩增及电泳
;@BM _ _

总时间
B@;M 7(M 8/

""

注!

_

表示不需要该步骤

E

"

讨
""

论

""

<5=

是简单&实用的分子生物学技术(

?

)

%通过将

核酸变性&退火和扩增
;

个步骤对
2:1

模板进行复

制'该检测技术与常规培养分离细菌的方法比较%具

有快速&经济等优点%在临床检验方面具有良好的应

用前景%市场上已研发出许多用于检验临床致病菌的

<5=

商品化试剂盒(

')9';

)

%如德国
=HOM%

公司的
.E

$

ML9

5

J

OI%&!%

N

LE4"FL3a=1269L%FL

&韩国
!%%a%#%

公司

的
3"

$

EO

N

I%T!%

N

FEF=%"I9LEV%<5=

等%均可检测败

血症患者血液中的
65

(

)

%

''

)

&

h<

(

')

)

&

!1

(

'

%

B

)

&沙门菌和

志贺菌等多种微生物%但其仪器&设备要求高%试剂成

本昂贵'因此%希望透过建立一个可同时检测
65

&

h<

&

!1

和
3=!1

的多重
<5=

方法%缩短血流感染所

需的检测时间%以达到尽快查找病因和诊治的目的%

同时%通过自行研发以降低检测成本%减轻患者的医

疗负担'

引物是影响
<5=

扩增成功的重要一环%因此%选

取合适的基因或序列作为目的基因设计引物很重要%

从相关文献可知%

65

的检测常会使用到
UP

N

&

%"%

&

FLT

&

1

$$

=

&

6IL

&

6FL

和
E#S

目的基因来分类不同的
65

菌

群(

)

%

''

%

'7

)

%亦有研究表明%

N

MH1

基因可作为
65

通用

的分子标记(

B

%

'?

)

'

+16aa31:

等(

'B

)报道了
h<

管家基因
V/M

编码苹果酸脱氢酶和
$J

&1

基因编码旋转酶亚单位
1

用于评价该菌的遗传多样性%其后有学者使用
V/M

作

为目的基因对
h<

进行了
<5=

检测(

B

%

'8

)

'而对
!1

的

检测%常用
#RO

%

FH/1

和
P%V1

作为种特异性目的基

因设计引物(

'

%

'A

)

'随着临床抗菌药物的普及使用和滥

用%

!1

产生抗药性菌株渐多%其中产生的
3=!1

除

对甲氧西林耐药外%对氨基糖苷类&大环内酯类等常

用抗生素均具有多重耐药性%可用
<5=

方法检测
!1

的甲氧西林抗性
V%O1

基因%以确定该
!1

是否为

3=!1

(

'(

%

'A

)

'

本研究选取了
0+>:a

等(

B

)报道的
N

MH1

&

V/M

&

P%V1

和
V%O1

为目的基因%建立了可同时检测血流

感染中几种常见致病菌%包括
65

&

h<

&

!1

和
3=!1

的多重
<5=

方法'另外%除上述目标菌外%在多重

*

;)

*

国际检验医学杂志
)('*

年
'

月第
A(

卷第
'

期
"
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!
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J

)('*

!
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<5=

体系中同时加入了针对原核生物保守区
'7!&29

:1

序列的引物
B4

"

'A*)=

(

*

)

%检测其他细菌引起的败

血症%对
65

&

h<

&

!1

和
3=!1

以外的细菌感染作出

阳性提示%以避免漏检'

血液具有各种复杂的成分%选取合适的
2:1

提

取方法对血流感染标本进行
2:1

提取是
<5=

检测

成功与否的另一影响因素'

,1:121

等(

'

)用白细胞&血浆和全血标本检测

!1

引起的败血症%结果发现%对不同组分的血液标本

中细菌
2:1

提取的结果具有差异%其中全血标本检

测阳性率最高'因此%本研究亦选择了用全血标本对

血流感染中的细菌
2:1

进行收集提取-另外%细菌因

其种类不同%提取方法的差异也会影响获得细菌

2:1

的量%本研究选取日本
0"b"&"

公司的
.

J

FEF

,RPP%&PH&3EO&HH&

$

"#EFVLH2E&%OL<5=hEL

对血中

各类细菌进行
2:1

提取%获得了足够
<5=

试验的

2:1

量'

而根据不同程度的血流感染%其体内的细菌数量

会有差异%低程度的感染其血液中的细菌浓度较低而

未能被提取足够的
2:1

量%从而影响
<5=

的检测结

果显示为假阴性'在验证实验方面%沈恺妮等(

'*

)建

议%根据一系列临床及血液学指标变化以提高血培养

阳性率'本研究选取了符合的血流感染样本进行试

验%包括发热&心率加快&呼吸急促&白细胞升高&炎症

指标上升等%以便两种方法的比较'

65

在
''7

份血流感染标本中有
)

份&

h<

在
)A

份血流感染标本中有
)

份未能被
<5=

方法检出%显

示为假阴性结果%据文献报道%一般血流感染的成年

人血液中的细菌
$

'

"

'(54\

"

V.

(

8

)

%所以%笔者认

为%假阴性结果与标本中细菌浓度较低有关%在采集

患者标本后先进行预培养以提高细菌浓度%再进行

<5=

检测有利于降低假阴性发生率'本研究结果显

示%

*8C

以上传统血培养方法阳性的标本与建立的多

重
<5=

方法比较%可获得一致的结果%对血标本先进

行
AM

的预培养可获得
<5=

方法需要的检测量%而延

长预培养时间亦有利于提高准确率'

F

"

结
""

论

""

本研究研发了一种可诊断败血症的多重
<5=

方

法%可同时对
65

&

h<

&

!1
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研究提供了一种高准确率&快速&简单的败血症检验
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