
２．２　２００７～２０１１年ＣＲＡＢ菌株的病区分布　２００７年分离出

ＣＲＡＢ的病区仅限于神经外科（２株）和脊髓修复科（１株），

２００８年和２００９年扩展到５个病区，２０１０年和２０１１年则分别

有１６和１７个病区分离出ＣＲＡＢ菌株，其中神经外科和ＩＣＵ

病房ＣＲＡＢ菌株数增长迅速，具体情况见图１。

２．３　ＣＲＡＢ菌株对其他抗菌药物非耐药情况　１８４株ＣＲ

ＡＢ菌株中８５株（占４６．２％）为ＸＤＲＡＢ，即除多黏菌素Ｂ和

替甲环素外对其他抗菌药物均耐药。其余９９株ＣＲＡＢ对米

诺环素的非耐药率最高，其敏感率和中介率分别是３４．３％

（３４／９９）和４０．４％（４０／９９），其次是多西环素（分别为２５．３％和

５．１％）、头孢哌酮／舒巴坦（分别为１．０％和２７．３％），各种非耐

药模式及菌株数见表２。

图１　　２００７～２０１１年ＣＲＡＢ在各病区检出分布

３　讨　　论

ＡＢ作为一种条件致病菌，主要引起住院患者医院内感

染，感染引起的病死率约７．８％～２３．０％
［４］，目前缺乏其归因

病死率的大规模临床研究［５］。近年来，ＣＲＡＢ检出数量迅速

增加，导致临床经验治疗失败和用药选择困难，已经引起实验

室和临床的高度重视。ＣＲＡＢ在医院内存在克隆传播
［６８］。

本组资料显示相似特点，ＣＲＡＢ占所有 ＡＢ菌株的比例从

２００７年的４．３％迅速上升至２０１１年的４８．５％；其病区分布变

化呈现两个特点，即一方面ＣＲＡＢ菌株在少数病区高度集中，

增长迅猛；另一方面检出ＣＲＡＢ的病区数量逐年增加。提示

ＣＲＡＢ感染防控形势十分严峻，应该关注高发病区的严格管

理，避免医源性播散，减少碳青霉烯类经验用药。

不动杆菌通过产生碳青霉烯酶、不同基因盒的整合子、外

膜孔蛋白多个通道的缺失，共同介导多重耐药性或 ＸＤＲ
［１］。

本组ＣＲＡＢ菌株中近一半为ＸＤＲＡＢ，对ＸＤＲＡＢ所致感染

目前临床可选抗菌药物非常有限，国内新上市的替甲环素虽然

对其具有高敏感性［２３］，但目前批准的替甲环素适应证仅是复

杂的腹腔感染，而ＡＢ并不是腹腔感染的常见病原菌
［９］，以往

报道均已证实其感染部位主要是肺部，其次是创面，替甲环素

能否用于治疗ＣＲＡＢ或 ＸＤＲＡＢ引起的肺部感染还需要更

多的证据支持。对其他非ＸＤＲ的ＣＲＡＢ菌株，米诺环素的非

耐药率最高达７４．７％，其次是多西环素（３０．４％）和头孢哌酮／

舒巴坦（２８．３％），而且研究者发现本组所有非ＸＤＲ的ＣＲＡＢ

菌株至少对米诺环素和头孢哌酮／舒巴坦中的一种保持敏感或

中介（见表２），因此，在ＣＲＡＢ高发病区，可以选择米诺环素

和头孢哌酮／舒巴坦联合以替代碳青霉烯类作为经验用药的选

择。其他医院分离的ＣＲＡＢ菌株是否具有相似特点还有待证

实，可以进行相似的模式分析作为经验用药的依据。有７株

ＣＲＡＢ菌株对其他抗菌药物多保持敏感，其对碳青霉烯类的

耐药机制还有待检测，是否为碳青霉烯类耐药野生突变株尚不

得而知。
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·分子诊断学论著（全军检验大会优秀论文）·

利用环介导恒温扩增法快速检测溶组织梭菌

蒋栋能，刘　畅，彭利民，蒲晓允△

（第三军医大学第二附属医院检验科，重庆４０００３７）

　　摘　要：目的　利用环介导恒温扩增技术，设计快速检测溶组织梭菌的方法，研究其反应特性，以期能应用于气性坏疽临床现

场检验。方法　通过基因比对与引物设计，设计针对溶组织梭菌的环介导恒温扩增检测（ＬＡＭＰ）方法。检测该ＬＡＭＰ方法对溶

组织梭菌及其他干扰菌的扩增情况，对其特异性进行评价。（３）检测该ＬＡＭＰ方法对不同浓度溶组织梭菌的扩增情况，观察其最

·４０５２· 国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２０

 基金项目：重庆市科委重点攻关项目（２０１１ＧＧＢ０５８）。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｐｕｘｉａｏｙｏｎｇ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ。



低检测限，对其灵敏度进行评价。结果　设计出针对溶组织梭菌的ＬＡＭＰ检测方法。该ＬＡＭＰ检测方法只针对溶组织梭菌有

扩增，对其他干扰菌不扩增，显示出良好的特异性。该ＬＡＭＰ检测方法对溶组织梭菌的最低检测限为１×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，显示其

灵敏度较高。结论　该试验设计出了针对溶组织梭菌的ＬＡＭＰ检测方法，该ＬＡＭＰ检测方法具有良好的特异性较高的灵敏度，

能够用于溶组织梭菌的临床现场检验。
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　　溶组织梭菌具有很强的致病性，是引起气性坏疽的主要厌

氧菌之一 ［１］。溶组织梭菌作用人体后会产生大量外毒素入

血，使人产生高热、惊厥等毒血症症状。通过特有的机制使人

出现气性坏疽，导致组织肌肉坏死。气性坏疽发展迅速，如不

及时处理，病人常丧失肢体，甚至死亡。目前，溶组织梭菌的鉴

定主要是分泌物厌氧培养法和全自动细菌培养鉴定仪鉴定、

ＰＣＲ分析等
［２３］，但它们对实验条件要求高，而且操作复杂、速

度慢，不适合在基层医疗单位及现场快速检测的应用。环介导

等温扩增法（ＬＡＭＰ）具有简单、快速、特异性强的特点，能实现

在短短１５～６０ｍｉｎ内，将目标基因扩增１０９～１０１０倍，灵敏度

极高，能实现样品前处理简单化的目标。本研究的目的在于设

计一种利用环介导恒温扩增法快速检测溶组织梭菌的方法，现

将结果报告如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院普通外科患者５０例，有开放性伤口合并

感染史。其中，男２８例，年龄１２～４５岁，平均２８．９岁；女２２

例，年龄１４～４９岁，平均２９．８岁。

１．１．１　标准菌株来源　均购自上海天呈医流有限公司，包括：

破伤风梭菌（Ｃ．ｔｅｔａｎｉ，ＡＴＣＣ１９４０６）；产气荚膜梭菌（Ｃ．ｐｅｒｆｒｉｎ

ｇｅｎｓ，ＡＴＣＣ１３１２４），难 辨 梭 状 芽 孢 杆 菌 （Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ，

ＡＴＣＣ９６８９）；诺维氏梭菌（Ｃ．ｎｏｖｙｉ，ＡＴＣＣ１９４０２）；溶组织梭菌

（Ｃ．ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃｕｍ，ＡＴＣＣ１９４０１）；败 毒 梭 菌 （Ｃ．ｓｅｐｔｉｃｕｍ，

ＡＴＣＣ１２４６４）；鲍曼不动杆菌（Ａ．ｂａｕｍａｎｎｉｉ，ＡＴＣＣ１９６０６）；粪

肠球菌（Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ，ＡＴＣＣ１４５０６）；流感嗜血杆菌（Ｈ．ｉｎｆｌｕ

ｅｎｚａｅ，ＡＴＣＣ１０２１１）；大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ，ＡＴＣＣ２５９２２）；金黄

色葡萄球菌（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ，ＡＴＣＣ２５９２３），假单胞菌（Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，

ＡＴＣＣ２７８５３）；肺炎链球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＡＴＣＣ４９６１９）；淋病

奈瑟菌（Ｎ．ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ，ＡＴＣＣ１９４２４）；普通变形杆菌（Ｐ．ｖｕｌ

ｇａｒｉｓ，ＡＴＣＣ３３４２０）；福氏志贺菌（Ｓ．ｆｌｅｘｎｅｒｉ，ＡＴＣＣ１２０２２）。

１．１．２　仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ２全自动细菌培养鉴定仪：法国

生物梅里埃公司生产；ＬＡＣ３２０比浊仪：日本荣研公司生产。

ＤＮＡＬＡＭＰ扩增试剂：日本荣研化学生产；琼脂糖：西班牙

ＢＩＯＷＥＳＴ公司生产；ＡＮＩ细菌鉴定卡：法国生物梅里埃公司

生产；细菌ＤＮＡ提取试剂盒：天根生化科技（北京）有限公司

生产；哥伦比亚血液琼脂血平板：重庆庞通公司生产。

１．２　方法

１．２．１　ＬＡＭＰ引物的设计　基因序列检索自 ＮＣＢＩ；引物设

计软件：日本荣研化学公司网络在线ＬＡＭＰ设计软件Ｐｒｉｍｅｒ

ｅｘｐｌｏｒｅｒ４．０。方法：通过软件比对，筛选出溶组织梭菌相对特

异的区段；再在选出的区段中，设计ＬＡＭＰ引物；设计出的引

物交由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．２．２　细菌ＤＮＡ提取　细菌ＤＮＡ提取试剂盒由天根生化

科技（北京）有限公司生产。取待测菌液０．５ｍＬ置于ＥＰ管

中，按照细菌ＤＮＡ提取试剂盒操作步骤提取ＤＮＡ。

１．２．３　ＬＡＭＰ扩增方法　向ＬＡＭＰ扩增反应管加入２μＬ细

菌ＤＮＡ，１２．５μＬ反应液，１．０μＬＢｓｔＤＮＡ聚合酶；４μＬ引物

（含８０μｍｏｌ／ＬＦＩＰ，８０μｍｏｌ／ＬＢＩＰ，１０μｍｏｌ／ＬＦ３，１０μｍｏｌ／Ｌ

Ｂ３４种引物），５．５μＬ双蒸水。混匀后在ＬＡＣ３２０比浊仪上６５

℃恒温扩增６０ｍｉｎ，根据反应管中反应液浊度变化检测结果。

１．２．４　ＬＡＭＰ特异性试验　挑取生长良好的单个菌落，用生

理盐水水溶解，取各稀释度样本１ｍＬ，做倾注培养，３７℃过

夜，计数菌落数（ＣＦＵ），可确定菌液浓度，然后稀释菌液至１×

１０５ＣＦＵ／ｍＬ。取已稀释好的待测菌液１ｍＬ置于ＥＰ管中，按

照细菌 ＤＮＡ 提取试剂盒操作步骤提取 ＤＮＡ，然后进行

ＬＡＭＰ扩增，检测溶组织梭菌ＬＡＭＰ的特异性。

１．２．５　ＬＡＭＰ灵敏度试验　将溶组织梭菌标准菌株用生理

盐水１０倍倍比稀释菌液为１×１００～１×１０
６ＣＦＵ／ｍＬ７个梯

度，再分别取各稀释菌液１ｍＬ于管中，相同方法提取细菌

ＤＮＡ及进行ＬＡＭＰ扩增，测定其最低检测限，检测溶组织梭

菌ＬＡＭＰ的灵敏度。
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１．２．６　ＬＡＭＰ检测与细菌培养鉴定的比较　用无菌咽拭子

取患者深部伤口感染的分泌物，接种在哥伦比亚血液琼脂血平

板上，放置化学耗氧剂，专用密封袋密封，３７℃厌氧培养４８小

时。然后挑取单个菌落，一半进行细菌ＤＮＡ提取、ＬＡＭＰ扩

增，条件同前。另一半接种 ＡＮＩ鉴定卡，通过 ＶＩＴＥＫ２全自

动细菌培养仪进行鉴定。最后进行比较，以细菌鉴定仪为参考

方法。

２　结　　果

２．１　ＬＡＭＰ引物设计　通过基因比对与筛选，最终选择溶组

织梭菌α毒素基因（Ｃ．ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃｕｍｃｌｏｓＩｇｅｎｅｆｏｒａｌｐｈａｃｌｏｓ

ｔｒｉｐａｉｎ；ＧｅｎＢａｎｋ：Ｘ６３６７３）为靶基因，设计 ＬＡＭＰ引物。见

表１。

表１　　溶组织梭菌ＬＡＭＰ引物的设计

引物名称 引物序列（５′３′）

Ｆ３ ＡＣＡＡＴＡＡＣＴＴＧＧＡＡＧＧＡＡＧＴＣＴ

Ｂ３ ＴＣＴＧＧＡＡＡＴＴＣＡＴＴＴＴＴＡＣＣＧＴ

ＦＩＰ ＴＧＧＧＧＡＴＣＴＧＴＣＴＡＣＡＡＧＡＧＣＡＡＡＴＧＡＴＡＴＣＧＡＧＧＡＡＡＴＧＡＡＡＡＣＡＧ

ＢＩＰ ＴＡＧＣＡＧＴＧＡＣＧＡＡＡＡＡＧＴＴＴＴＡＧＧＴＴＣＴＡＴＴＴＧＣＣＴＴＡＴＴＧＴＧＴＴＣＡ

２．２　ＬＡＭＰ特异性试验　ＬＡＭＰ特异性试验见图１。结果显

示：本溶组织梭菌ＬＡＭＰ检测方法能够对溶组织梭菌进行特

异性扩增，对伤口感染中常见的干扰菌均无扩增。说明本溶组

织梭菌ＬＡＭＰ检测方法有较好的特异性。

图１　　溶组织梭菌ＬＡＭＰ特异性试验

２．３　ＬＡＭＰ灵敏度试验　见图２。结果显示：本溶组织梭菌

ＬＡＭＰ检测方法的最低检测限为１×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，有较高的

灵敏度，本方法还可以对溶组织梭菌实现定量测定。

图２　　溶组织梭菌ＬＡＭＰ灵敏度试验

２．４　ＬＡＭＰ检测与细菌培养鉴定的比较　见表２。结果显

示，本研究所述检测方法与全自动细菌培养仪培养鉴定结果一

致，具有很高的符合度。

表２　　溶组织梭菌ＬＡＭＰ扩增法与细菌培养

　　　　鉴定法的比较（狀）

ＶＩＴＥＫ２鉴定

溶组织梭菌 其他细菌

ＬＡＭＰ阳性 ２０ ０

恒温扩增阴性 ０ ３０

３　讨　　论

溶组织梭菌具有很强的致病性［３］，是引起气性坏疽的主要

厌氧菌之一。溶组织梭菌为专性厌氧，革兰染色阳性。溶组织

梭菌侵入人体伤口、生长繁殖、产生毒素入血后能引起一种急

性感染。溶组织在创伤伤口的污染率很高，战场中污染率可达

２５％～８０％。目前，溶组织梭菌的鉴定主要是分泌物厌氧培养

法、全自动细菌培养鉴定仪鉴定、常规ＰＣＲ扩增等。厌氧培养

法培养条件高、耗时长（约１８～７２ｈ），往往使病人错过最佳治

疗时间，造成严重后果；全自动细菌培养鉴定仪鉴定同样需要

对检测样品进行厌氧培养，由此造成了检测时间长的缺点；常

规ＰＣＲ扩增主要是利用荧光定量ＰＣＲ技术，有较好的特异

性。但现行的ＰＣＲ技术条件要求高，要求在三个不同的操作

区间分别完成试剂准备、标本前处理、基因扩增及检测等过程。

操作复杂，需进行标本变性、ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、荧光检测

等多个步骤。此外还需要水浴锅、离心机、超净台、扩增仪等仪

器。检测时间长，耗时３～４ｈ。因此制约了ＰＣＲ在床旁检验

及现场紧急检测的应用。

随着分子诊断技术的不断进步，一些新的核酸分析技术相

继问世，环介导恒温扩增技术就是其中之一［４］。ＬＡＭＰ技术

是在传统的ＰＣＲ基础上创建的一种理想的手段，其特点是：设

备简单，只需一恒温器；特异性强：该技术是应用六个特异部位

设定的四条引物，因此具备很高的特异性；操作简单，反应迅

速，整个反应过程从加样到结果检出只需要１ｈ左右；灵敏度

高：扩增模板可达１０拷贝或更少，检测线性范围５个数量级；

本法有无扩增反应是通过反应过程中获得的副产物焦磷酸镁

所形成的白色沉淀的浑浊度来判定，因此只要用肉眼观察或浊

度仪检测沉淀浊度就能够判断扩增与否，也可通过电泳进行检

测［５］。由于该法十分灵敏，因此容易污染，需要注意操作［６］。

通过环引物的添加，可以大大加快反应的速度［７］。目前，

ＬＡＭＰ检测技术研究得到了广泛的应用。如对巴西芽生

菌［８］、非洲锥虫病［９１０］、沙门氏菌［１１］、虾中的白斑综合症病

毒［１２］、志贺氏菌属［１３］、大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７
［１４］、恶性疟疾［１５］等，

都实现了快速检测。通过进一步改进ＬＡＭＰ设计，还可以对

目标ＤＮＡ实现定量测定
［１６］。

本研究所述方法依据环介导恒温扩增技术的基本原理，采

用溶组织梭菌α毒素基因为靶基因，设计ＬＡＭＰ引物，基因序

列来源于美国ＮＣＢＩ基因数据库。对其进行了基因比对，找到

相对保守的区段。再应用日本荣研公司Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｌｏｒｅｒ４．０在
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线设计软件，在保守区段上设计ＬＡＭＰ引物，在此基础上建立

溶组织梭菌的ＬＡＭＰ检测方法。通过实验发现：溶组织梭菌

ＬＡＭＰ检测方法只针对溶组织梭菌扩增，对其他干扰菌不扩

增，显示出良好的特异性。溶组织梭菌ＬＡＭＰ检测方法的最

低检测限为１×１０１ＣＦＵ／ｍＬ左右，说明溶组织梭菌ＬＡＭＰ检

测方法灵敏度较高。通过进一步实验条件优化和标准化，还可

以对溶组织梭菌实现定量测定。结果表明，本试验设计的溶组

织梭菌ＬＡＭＰ检测方法具有良好的特异性和较高的灵敏度，

而且操作简便、快速，有望用于气性坏疽的临床现场检验。
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·分子诊断学论著（全军检验大会优秀论文）·

２５８株肠球菌耐药性分析及耐万古霉素基因检测

马　均，张　彭，褚美玲，刘海洋，任　微，王　璐，薛文成△

（沈阳军区总医院检验科，辽宁沈阳１１０８４０）

　　摘　要：目的　研究肠球菌的耐药率及耐万古霉素肠球菌（ＶＲＥ）的耐药表型和基因型。方法　按照美国临床和实验室标准

化研究所（ＣＬＳＩ）２００９年推荐的微量稀释法进行临床分离肠球菌对各类药物的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）检测，ＶＲＥ进一步用Ｅｔｅｓｔ

药敏试验确认；ＰＣＲ法检测ＶＲＥ的耐药基因。结果　２０１０年７月至２０１１年１１月沈阳军区总医院共检出粪肠球菌９５株，屎肠

球菌１６３株。粪肠球菌对万古霉素、替考拉宁保持较高敏感度，对氨苄西林、青霉素、呋喃妥因三种抗菌药物敏感度也在６５％以

上，对其他抗菌药物敏感度低，统计期内未检出耐万古霉素粪肠球菌菌株。屎肠球菌对多数抗菌药物表现为耐药，对氯霉素敏感

率为７０％，对万古霉素、替考拉宁敏感度下降，为９０．７％。期间检出１５株ＶＲＥ，其耐药表型为多重耐药，ＰＣＲ扩增结果显示，１５

株万古霉素耐药屎肠球菌ＶａｎＡ基因扩增均为阳性，产物长度在７００～１０００ｂｐ之间，约７８３ｂｐ，符合预期；ＶａｎＢ、ＶａｎＣ引物扩增

均阴性。１５株万古霉素耐药屎肠球菌对多数抗菌药物耐药，仅对氯霉素、四环素相对敏感，对万古霉素 ＭＩＣ＞２５６ｍｇ／Ｌ，对替考

拉宁也表现为耐药。结论　屎肠球菌耐药性高于粪肠球菌，ＶＲＥ多为多重耐药，给临床治疗带来困难，医院应加强对其预防监测。

关键词：肠球菌，屎；　肠球菌，粪；　万古霉素；　抗药性，细菌
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