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ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＰＣＲ检测肺炎链球菌
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　　摘　要：目的　利用实时荧光定量聚合酶链反应（实时ＰＣＲ）方法进行肺炎链球菌的检测和流行病学调查。方法　用实时

ＰＣＲ技术扩增并检测４００例临床标本的肺炎链球菌的自溶素（ｌｙｔ）基因，并将其与传统的培养法进行对比。结果　４００例临床标

本中，实时ＰＣＲ检测肺炎链球菌为阳性的有７８例（阳性率为１８％），传统培养法结果为阳性的有２９例（阳性率为７．２５％）。结论

　实时ＰＣＲ是一种灵敏、特异、快速的检测肺炎链球菌方法，其可用于肺炎链球菌的诊断和流行病学调查。
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　　肺炎链球菌（ＳＰ）感染引发的相关疾病是全球儿童健康的

一大威胁。轻微的感染引起中耳炎、鼻窦炎，严重的则会引起

肺炎、败血症、脑膜炎，甚至危及生命［１］。

目前，临床对于肺炎链球菌的诊断主要是靠采集患者样本

进行病原体培养。由于肺炎链球菌的生长较为缓慢且需丰富

的营养成分，所以，在培养时经常被其他生长旺盛的杂菌所覆

盖，从而影响肺炎链球菌的检测率。另外，由于抗菌药物的广

泛使用让肺炎链球菌的检出率更低［２］。实时荧光定量聚合酶

链反应（实时ＰＣＲ）用于肺炎链球菌的诊断相对于传统培养方

法具有无需进行细菌培养、不受药物影响以及能够快速诊断（３

～５ｈ内即可完成诊断）等特点，因此，利用实时ＰＣＲ进行肺炎

链球菌的诊断将会越来越普遍。

１　资料与方法

１．１　一般资料　标本来源于２０１０年４月至２０１２年６月，钦

州市妇幼保健院临床送检的痰标本。

１．２　试剂与仪器　经参考有关文献和检索Ｇｅｎｂａｎｋ，分别以

肺炎链球菌的自溶素（ｌｙｔ）基因为目的序列合成引物及探针。

ｌｙｔＡ基因
［３］引物序列为：正向５′ＡＣＧＣＡＡＴＣＴＡＧＣＡＧ

ＡＴＧＡＡＧＣ３′，反向５′ＴＧＴ ＴＴＧ ＧＴＴ ＧＧＴ ＴＡＴ ＴＣＧ

ＴＧＣ３′；ｌｙｔＡ 基 因 探 针 为：探 针 ＦＡＭ５′ＴＴＴ ＧＣＣ ＧＡＡ

ＡＡＣＧＣＴＴＧＡＴＡＣＡＧＧＧ３′ＴＡＭＲＡ，引物及探针均由金

斯瑞生物科技有限公司合成。荧光定量ＰＣＲ仪为达安基因公

司ＤＡ７６００产品，紫外分光光度计、高速离心机、电泳仪等购自

美国Ｌａｂｎｅｔ公司，电泳凝胶成像分析系统购自美国ＢｉｏＲａｄ

公司，荧光定量ＰＣＲ系列试剂购自天根生化科技（北京）有限

公司。

１．３　肺炎链球菌的培养及鉴定　将临床痰液标本和标准菌株

（ＡＴＣＣ４９６１９）分别在哥伦比亚血琼脂培养基中进行接种，并

将接种好的培养基置于３７℃的ＣＯ２ 培养箱中培养１８～２４ｈ。

然后采用革兰染色镜检、奥普托欣和胆汁溶菌试验对细菌进行

鉴定。

１．４　ＤＮＡ的提取及实时荧光定量ＰＣＲ　取接种剩余的痰标

本１ｍＬ或挑取纯培养的菌株悬浮于１ｍＬ无菌生理盐水中，

用１４０００×ｇ离心５ｍｉｎ后弃上清液；向沉淀中加入１００～１５０

μＬ的裂解液后，于１００℃水浴１０ｍｉｎ；将水浴后标本１００００×

ｇ离心１０ｍｉｎ，其上清液即可作为ＰＣＲ扩增的ＤＮＡ模板。以

上述方法提取的肺炎链球菌 ＤＮＡ 为模板，分别进行实时

ＰＣＲ，２０μＬ的反应体系中包含：模板２μＬ，引物１μＬ，去离子

水９．５μＬ，实时ＰＣＲ混合物１２．５μＬ。ＰＣＲ扩增的温度条件

为：９４℃预变性与酶激活１０ｍｉｎ；然后进行４２个循环扩增与

检测，９４℃变性２０ｓ，６０℃延伸１ｍｉｎ，并在每次延伸的最后检

测试验结果。每次检测均以标准菌株为阳性对照，ｄｄＨ２Ｏ为

阴性对照；所有检测的样品都设有２孔以进行平行检测与

验证。

１．５　统计学处理　分别对实时ＰＣＲ方法和细菌培养法检测

的４００例临床标本的阳性标本例数进行统计，并分析细菌培养

阳性与实时ＰＣＲ阳性结果的差异。

２　结　　果

２．１　肺炎链球菌的培养及鉴定　胆汁溶菌试验的原理主要是

基于胆盐能够活化肺炎链球菌的自溶酶而使肺炎链球菌溶解，
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但是不能溶解草绿色链球菌。将１接种环２％的去氧胆酸钠

溶液加于待鉴定菌的血平板菌落上，并将其置３５℃孵育１５～

３０ｍｉｎ后进行观察，如果菌落溶解消失则判断为阳性标本。

奥普托欣试验主要用于区分肺炎链球菌与草绿色链球菌，取单

个待鉴定菌落并将其均匀涂于血平板上，用含量为５μｇ的奥

普托欣纸片贴于接种区的中央，３５℃培养过夜后观察，抑菌圈

大于１８ｍｍ的则判断为肺炎链球菌阳性。通过胆汁溶菌试验

和奥普托欣试验鉴定出阳性标本２９例。

２．２　肺炎链球菌的标准曲线　实时ＰＣＲ标准曲线的绘制：选

取阳性的肺炎链球菌标本进行梯度为１ｎｇ、１００ｐｇ、１０ｐｇ、１

ｐｇ、１００ｆｇＤＮＡ的检测，对ｌｙｔ基因的实时ＰＣＲ检测结果显

示，１ｎｇ～１００ｆｇ浓度的肺炎链球菌ＤＮＡ均具有明显的扩增

信号，其检测的最低ＤＮＡ浓度可低至１００ｆｇ，见图１。

　　Ａ：不同浓度梯度的肺炎链球菌ＤＮＡ的检测；Ｂ：ｌｙｔ的标准曲线。

图１　　ｌｙｔ的标准曲线

２．３　临床标本检测结果　４００例临床标本中，实时ＰＣＲ法检

出的肺炎链球菌阳性标本为７８例（阳性率为１８％），而通过传

统培养法检出的阳性标本为２９例（阳性率为７．２５％），两种方

法比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

下呼吸道感染是一种非常常见的感染疾病，仅３０％～

８０％的患者能够确定是何种病原体感染的，目前主要是依靠传

统的细菌培养法进行诊断。部分诊断结果的获得需要较长的

时间，以至于结果对疾病的治疗已无多大影响。同时，由于抗

菌药物的滥用以及培养实验条件的限制，在我国，细菌学检查

阳性率一直偏低。因此，建立一种能够快速而不受抗菌药物治

疗影响的肺炎链球菌检测方法就显得非常迫切。笔者建立了

实时ＰＣＲ法快速定量检测肺炎链球菌的方法
［４］，并成功进行

了肺炎链球菌的检测和流行病学的调查。

实时ＰＣＲ自１９９６年诞生以来就显示出了该方法的优越

性，不仅被广泛应用于分子生物学研究的各个领域，并且也应

用于临床项目的诊断与检测。其荧光探针法检测的主要原理

是将荧光共振能量传递（ＦＲＥＴ）技术应用于常规ＰＣＲ中。在

探针的５′端标记一个荧光报告基团（Ｒ），３′端标记一个淬灭基

团（Ｑ），当两者距离较近时，５′端的荧光基团所发出的荧光可

被淬灭基团吸收或抑制，从而无法检测出荧光信号；当两者距

离较远时，两者之间的抑制作用消失，荧光监测系统就可检测

到相应的荧光信号。利用以上荧光产生原理，可以在ＰＣＲ过

程中连续不断地检测反应体系中荧光信号的变化。实时ＰＣＲ

与常规ＰＣＲ相比具有数据稳定、特异性强、不易污染和自动化

程度高等技术优势与特点，使得该技术广泛应用于肿瘤癌基因

和病毒感染等方面诊断或研究［５６］。实时ＰＣＲ方法在肺炎链

球菌检测中的成功应用，将大大加快肺炎链球菌的诊断，为提

供更快、更准确的诊断结果奠定基础。

该实验利用实时ＰＣＲ和传统的细菌培养法同时检测４００

例临床标本。实时ＰＣＲ检测出７８例肺炎链球菌阳性。培养

法阳性标本为２９例，培养阳性的标本在实时ＰＣＲ检测中均为

阳性，４９例实时ＰＣＲ法检测为阳性而细菌培养为阴性标本。

造成这种差异的原因可能有以下两点：（１）痰液标本中的肺炎

链球菌的总量相对较少，在传统的培养过程中，肺炎链球菌的

生长在与其他细菌竞争中被抑制，从而导致培养失败而产生阴

性结果；（２）患者在采样前使用过某些抗菌药物，而导致培养出

现阴性结果。近年来，应用实时ＰＣＲ诊断细菌、病毒、真菌的

报道逐渐增多，因其敏感性较高，所以也易存在被污染的可能，

从而造成出现假阳性结果。肺炎链球菌作为口咽部的正常寄

生菌群，在获得痰标本时，由于操作不当，极易造成正常肺炎链

球菌的污染。因此，在严格控制取材环节的同时通过定量的方

法来判断肺炎链球菌的感染情况。可以排除标本被污染的

情况。

随着分子生物学技术的发展，目前，用于快速诊断肺炎链

球菌的方法主要有ＰＣＲ电泳法
［７］、斑点杂交法［８］、盒式ＰＣＲ

［９］

等方法。由于这几种方法只能进行肺炎链球菌的定性研究，不

能区分出标本是污染还是感染，而且还需要针对ＰＣＲ进行一

系列的后续处理，大大增加了操作的繁琐性，人力花费大。因

此，相对其他的检测肺炎链球菌的分子生物学方法，荧光定量

ＰＣＲ具有检测速度快、药物影响小、敏感性高、特异性强、经济

实惠等特点，其更适合肺炎链球菌的早期诊断和分子流行病学

调查。
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１３９（５），１２５５１２５６．

［２］ ＣａｍｐｂｅｌｌＳＧ，ＭａｒｒｉｅＴＪ，ＡｎｓｔｅｙＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ

ｂｌｏｏｄｃｕｌｔｕｒｅｓｔｏｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆａｄｕｌｔｐａｔｉｅｎｔｓａｄｍｉｔ

ｔｅｄｔｏｔｈｅｈｏｓｐｉｔａｌｗｉｔｈｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｃｑｕｉｒｅｄｐｎｅｕｍｏｎｉａ：ａｐｒｏ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｃｈｅｓｔ，２００３，１２３（４）：１１４２１１５０．

［３］ ＭｃＡｖｉｎＪＣ，ＲｅｉｌｌｙＰＡ，ＲｏｕｄａｂｕｓｈＲＭ，ｅｔａｌ．Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｓｐｅｃｉｆ

ｉｃｍｅｔｈｏｄｆｏｒｒａｐｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｕ

ｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＰＣＲ ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００１，３９

（１０）：３４４６３４５１．

［４］ 颜善活，孙雷，符可鹏，等．实时荧光定量ＰＣＲ快速诊断肺炎链球

菌［Ｊ］．检验医学，２０１３，２８（３）：２２１２２４．

［５］ ＫｏｎｉｓｈｉＨ，ＳｕｇｉｙａｍａＭ，ＭｉｚｕｎｏＫ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔａｉｌｅｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆａｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｌｙｄｅｌｅｔｅｄｒｅｇｉｏｎｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏａｃａｎｄｉｄａｔｅ

ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｌｏｃｕｓａｔｄｉｓｔａｌ１７ｐ１３．３ｉｎｈｕｍａｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ

［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００３，２２（１２）：１８９２１９０５．

［６］ ＧｏｕａｒｉｎＳ，ＧａｕｌｔＥ，ＶａｂｒｅｔＡ，ｅｔａｌ．ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓＤＮＡｉｎａｍｎｉｏｔｉｃｆｌｕｉｄｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍ

ｍｏｔｈｅｒｓｗｉｔｈｐｒｉｍａｒｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００２，４０（５）：

１７６７１７７２．

［７］ 黄文杰，刘志红，王全立，等．肺炎链球菌定性及定量诊断方法的

建立［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｍｍｕｎｏｌ，２０００，１６（４）：２８０２８３．

［８］ 樊慧珍，黄文杰，粱昆．反向斑点杂交快速检测肺炎链球菌［Ｊ］．新

医学，２００４，３５（３）：１４５１４６．

［９］ 胡晓彦，桂炳东，王伶，等．ＢＯＸＰＣＲ技术在肺炎链球茵检测中应

用［Ｊ］．实验与检验医学，２０１０，（３）：２０９２１１．

（收稿日期：２０１３０６０３）
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