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　　乏养菌属和颗粒链菌属为兼性厌氧、触酶阴性的革兰阳性

球菌，原来是链球菌属中营养变异菌种，基于ＤＮＡ杂交和１６Ｓ

ｒＲＮＡ序列分析比较，分类及命名历经数次较正。目前乏养菌

属仅有缺陷乏养菌一个菌种，颗粒链菌属包括４个菌种：毗邻

颗粒链菌、细长颗粒链菌、副毗邻颗粒链菌和豹鲸颗粒链菌。

近年来随着细菌培养分离能力的提高，各种鉴定方法的应用，

颗粒链菌属和乏养菌属检出率随之增加，由于它们可引起感染

性心内膜炎，引起了临床的普遍关注。本文就这两类细菌的实

验室诊断方法的研究进展作一综述。

１　表型鉴定法

１．１　培养特性及形态　细菌成功的分离培养及镜下形态识别

是正确鉴定的前提。临床标本或者血培养物涂片可见细菌而

普通培养基中不生长，应考虑乏养菌属和颗粒链菌属感染的可

能，可接种在添加半胱氨酸或盐酸吡多醛培养基中，同时加做

卫星试验以免漏诊或误诊。

１．１．１　特殊营养需求　乏养菌属和颗粒链菌属对营养要求苛

刻，培养基中需要特别添加Ｌ半胱氨酸、盐酸吡多醛或其他含

巯基化合物以促进生长。在５％马血的心脑浸液、巯基乙酸盐

肉汤，以及哥伦比亚琼脂、Ｓｃｈａｅｄｌｅ琼脂、布氏琼脂及巧克力琼

脂中可生长，在大多数血培养肉汤中也能生长，这与人血含有

的微量吡多醛有关。在５％～１０％ ＣＯ２ 及厌氧环境中乏养菌

属和颗粒链菌属生长较好，经１８～２４ｈ培养后可见针尖大小、

α溶血或不溶血菌落，有的需延长至４８～７２ｈ观察结果。

１．１．２　卫星现象　羊血琼脂中浸有吡多醛的纸片或助养菌

（如金黄色葡萄球菌）周围，颗粒链菌属和乏养菌属呈“卫星现

象”生长，是区别孪生球菌及其他触酶阴性革兰阳性球菌的重

要特征。营养丰富的培养基中助养菌远处菌落生长良好，“卫

星现象”阴性，易被鉴定为孪生球菌。也有孪生球菌出现“假卫

星现象”、懒惰球菌属呈卫星现象及孤单球菌属为吡多醛依赖

性的报道［１３］。

１．１．３　形态与染色　受所需营养成分、含量及不利培养环境

因素的影响，此类菌革兰染色及形态多变。革兰染色时易过度

脱色，镜下同时可见革兰阳性菌和阴性菌，成双或短链状排列，

菌体具多形性，如圆形、球杆状或杆状，细菌类型的错误判断可

致细菌鉴定不出或鉴定错误。营养良好时，菌体形态和染色较

典型。采用含０．００１％盐酸吡多醛的 ＴｏｄｄＨｅｗｉｔｔ或巯基乙

酸盐等肉汤培养，大多数菌株呈革兰阳性链球菌样排列，由此

可确定细菌形态。

１．２　生化鉴定　临床实验室常用生化表型鉴定细菌，但根据

生化反应准确鉴定颗粒链菌属和乏养菌属却比较困难，存在的

问题有：（１）生化反应谱不典型，与数据库中相应菌株表型不相

符；（２）重复性差，同一菌株重复测试，结果可能不相同；（３）数

据库未包括菌株信息，仪器不能鉴定数据库未收纳的菌株；（４）

检测结果与工作人员读取和解释生化反应所具有的专业知识

相关。

目前微生物实验室多采用ＡＰＩ２０Ｓｔｒｅｐ、ｒａｐｉｄＩＤ３２Ｓｔｒｅｐ、

ＶＩＴＥＫ２等系统鉴定肠球菌、链球菌及相关细菌。由于前二种

系统菌库只收录了缺陷乏养菌和毗邻颗粒链菌信息，因而细长

颗粒链菌无法鉴定。其中 ＡＰＩ２０Ｓｔｒｅｐ系统对这类菌的鉴定

性能优于ｒａｐｉｄＩＤ３２Ｓｔｒｅｐ系统。即便如此，３种系统对数据

库中已涵盖的菌株也常会出现种属鉴定错误或未能鉴定出结

果［４］。

２　分子生物学方法

由于分子生物学方法不断发展及其在微生物领域的广泛

应用，为不能培养、培养要求高、表型检测不可靠及不能鉴定菌

株的快速正确鉴定提供了新思路和新方法。

２．１　１６ＳｒＲＮＡ基因测序分析　１６ＳｒＲＮＡ 基因为细菌所共

有，含保守序列及可变序列，后者是细菌种属鉴定的分子基础。

１６ＳｒＲＮＡ测序分析广泛用于细菌鉴定，是临床少见、表型异

常、生长缓慢、不能培养及培养阴性的细菌鉴定常用方法［５］。

目前１６ＳｒＲＮＡ测序分析主要有２种方法：（１）利用设计的引

物进行基因扩增测序；（２）采用商业化鉴定系统，如 ＭｉｃｒｏＳｅｑ

５００细菌鉴定系统。１６ＳｒＲＮＡ测序法对细菌鉴定优于ＡＰＩ２０

Ｓｔｒｅｐ系统，是触酶阴性革兰阳性球菌（除肺炎链球菌及溶血链
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球菌）鉴定的有效方法。Ｂｏｓｓｈａｒｄ等
［６］比较了 ＡＰＩ２０Ｓｔｒｅｐ系

统和１６ＳｒＲＮＡ基因测序法对１７１株触酶阴性革兰阳性需氧

球菌的鉴定结果。ＡＰＩ２０Ｓｔｒｅｐ系统将６７（３９％）株鉴定到种，

而１６ＳｒＲＮＡ测序结果显示，ＡＰＩ２０Ｓｔｒｅｐ系统仅正确鉴定２５

株，２种方法结果不一致的有４２株，而１６ＳｒＲＮＡ测序法能正

确鉴定其中的３２株。采用常规方法对颗粒链菌属和乏养菌属

即使鉴定到种，也需１６ＳｒＲＮＡ测序进一步确证。有学者从感

染性心内膜炎患者血培养中分离出１株类似链球菌细菌，

ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ系统鉴定为血链球菌，而１６ＳｒＲＮＡ序列与

核酸数据库比对结果显示，其与细长颗粒链菌同源性为９９％，

与毗邻和副毗邻颗粒链菌同源性为９７％，结合表型特征鉴定

为细长颗粒链菌。基于ＰＣＲ的１６ＳｒＲＮＡ基因测序敏感性

高，但对拥有几乎相同１６ＳｒＲＮＡ序列的细菌，此法并不能有

效鉴别，须结合生化反应或其他基因位点测序分析进行最终

确认。

２．２　核糖体１６～２３Ｓ间隔区（ＩＴＳ）分析　细菌ＩＴＳ序列种内

变异性小，种间差异大，是细菌鉴定和分型不错的候选方法。

Ｔｕｎｇ等
［７］评价了ＩＴＳ测序分析对２４种链球菌，１种乏养菌、

１８种肠球菌和３种颗粒链菌鉴定结果，正确鉴定率达９８．２％

（２１３／２１７）。较１６ＳｒＲＮＡ基因，数据库中ＩＴＳ序列相对较少，

但其序列更短（１８９～６０１ｂｐ），测序效率更高、更准确。随着公

共数据库中序列量增加，ＩＴＳ分析有望成为类似链球菌属细菌

鉴定的首选方法。

２．３　ｒｐｏＢ基因分析　ｒｐｏＢ是编码细菌 ＲＮＡ聚合酶亚基的

基因，也是鉴定许多细菌的合适靶基因。７４０ｂｐｒｐｏＢ片段测

序分析可用于乏养菌属和颗粒链菌属的鉴定。Ｄｒａｎｃｏｕｒｔ等
［８］

针对ｒｐｏＢ基因７４０ｂｐ可变区域邻近２０ｂｐ保守区带设计引

物，对１０２株链球菌和其他属６０株非链球菌进行ＰＣＲ扩增并

测序。１０２株链球菌（包括２株缺陷乏养菌和１株毗邻颗粒链

菌）均有扩增产物；除２株蜡样芽孢杆菌外，其他５８株非链球

菌并无扩增产物。经测序分析可将链球菌属、肠球菌属、孪生

球菌属、乏养菌属和颗粒链菌属鉴定至种水平。

２．４　ｇｒｏＥＳＬ基因分析　ｇｒｏＥＳ和ｇｒｏＥＬ基因是细菌广泛存

在、进化中呈高度保守的基因，也被称作ｃｐｎ１０／６０或ｈｓｐ１０／６０

基因。近年来的多项研究对ｇｒｏＥＳＬ在细菌鉴定中应用进行

了评价［９１１］。ｇｒｏＥＳＬ基因也可用于肠球菌和链球菌的鉴定。

Ｈｕｎｇ等
［１２］根据已获取的ｇｒｏＥＳＬ基因序列，应用多重ＰＣＲ可

简单快速准确鉴定乏养菌、颗粒链菌和孪生球菌到属。虽然仅

能鉴定至属，但可与其他链球菌相区别，从而降低鉴定错误率，

而且无菌标本可直接检测。

２．５　ＤＮＡ阵列技术　近年来，ＤＮＡ阵列技术已成功用于难

以检测至种细菌的鉴定，如草绿色链球菌、军团菌、结核分枝杆

菌和食源性细菌等［１３１５］。这种方法包括ＤＮＡ提取、特异性区

域的ＰＣＲ扩增、标记荧光染料ＰＣＲ产物与一组固定在支持物

如玻片或尼龙膜上特异性寡核酸探针杂交，其敏感性和特异性

主要取决于寡核酸探针序列。Ｔｕｎｇ等
［１６］应用寡核酸阵列技

术，对分属于乏养菌属（１种）、肠球菌属（１８种）、颗粒链菌属（３

种）、链球菌属（３１种和６个亚种）的３１２株细菌和７３株非目

标菌株进行鉴定。该方法敏感性和特异性分别为１００％（３１２／

３１２）和９８．６％（７２／７３），可将缺陷乏养菌、毗邻颗粒链菌、细长

颗粒链菌和豹鲸颗粒链菌正确鉴定至种。从已分离出的菌落

至目测杂交图谱，整个过程８ｈ内可完成。如果有大量细菌需

鉴定至种（溶血链球菌除外），ＤＮＡ阵列技术是一种可供选择

的常规方法，主要缺点是公共数据库中ＩＴＳ序列有限。

２．６　荧光原位杂交法（ＦＩＳＨ）　ＦＩＳＨ通过荧光标记的探针发

出明亮信号检测病原体，适用于临床标本中常见病原菌的快速

鉴定。Ｇｅｓｃｈｅｒ等
［１７］采用一组属和种特异性探针，对ＦＩＳＨ直

接鉴定４２８份革兰阳性球菌血培养标本进行了评价，其设计的

８种探针组合能覆盖与临床相关的大多数革兰阳性球菌，鉴定

敏感性为９８．６５％，特异性为９９．０％。按操作流程，可将颗粒

链菌属与肠球菌属、链球菌属正确区分。荧光探针除可检测固

定在玻片上的细菌标本，还可检测组织切片中的细菌。

Ｍａｌｌｍａｎｎ等
［１８］采用一组探针与５４份可疑感染性心内膜炎患

者的心脏瓣膜组织切片杂交，可检测链球菌、葡萄球菌、肠球菌

等大多数细菌。较ＰＣＲ技术，ＦＩＳＨ可同时检测与鉴定组织内

的细菌，可提供组织中细菌形态、数目、活性、空间分布等信

息［１９］。实验室采用的 ＤＮＡ寡核酸探针最常用的靶基因是

１６ＳｒＲＮＡ，因而可设计各种特异性探针，与其他新探针能自由

组合，成本低；同时ＦＩＳＨ检测速度快，３～６ｈ能快速鉴定病原

体，较常规方法可提前４８ｈ，适合普通实验室开展常规工作。

２．７　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法（ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ）　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ是近年来兴起的一种用于细菌快速

鉴定的基于蛋白质组学的新技术，已广泛用于临床微生物的快

速检测。多项研究显示，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ法对乏养菌和颗粒

链菌鉴定较表型法准确。Ｈｏｌｌｅｒ等
［２０］采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ

法，将１例感染性心内膜炎患者血培养中分离出的细菌鉴定为

缺陷乏养菌，得分大于２．０，与作为对照的１６ＳｒＲＮＡ测序结果

相同，而ＶＩＴＥＫ２鉴定为缺陷乏养菌的可信度仅为８８％。Ｄａ

ｖｉｅｓ等
［２１］比较了 ＭＡＬＤＩＢｉｏｔｙｐｅｒＭＳ、ＡＰＩ２０Ｓｔｒｅｐ、ＢＤＰｈｏｅ

ｎｉｘ系统对溶血链球菌鉴定结果，除对温和链球菌群（６４％）及

副血链球菌的低鉴定率（５０％）外，ＭＡＬＤＩＢｉｏｔｙｐｅｒ系统对毗

邻颗粒链及其他链球菌均能可靠鉴定至种，另外２种系统未能

鉴定毗邻颗粒链球。

３　小结与展望

　　较常规表型方法，基于ＰＣＲ的分子生物学方法对乏养菌

属和颗粒链菌属的鉴定快速准确，敏感性高，对不能培养的标

本、可疑感染性心内膜炎患者标本、用了抗菌药物治疗的标本

检测较为重要，但是标本直接ＰＣＲ的检测结果不能区分活菌、

死菌及污染ＤＮＡ，血或组织标本中抑制因子可致ＰＣＲ呈假阴

性，因而ＰＣＲ结果须结合临床资料综合判断。与表型法和基

因检测比较，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ快速、准确、经济及重复性好，

但需对不常见菌数据库及时更新及完善。随着操作程序标准

化，数据库的不断更新及对结果解读的谨慎性，分子生物学方

法将越来越受重视。由于分子生物学方法不能提供具体药敏

信息，不能取代传统培养方法，各实验室可根据自身条件，将表

型鉴定与分子生物学方法结合，有助于抗菌药物合理治疗及对

流行病学、临床意义的深入了解。
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高密度脂蛋白亚类在临床相关疾病中的分布特征

孔路科 综述，连云芝△审校

（晋城市人民医院检验科，山西晋城０４８０００）

　　关键词：高密度脂蛋白；　亚类；　疾病；　分布特征

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．０７．０３４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）０７０８７８０４

　　传统的流行病学资料显示高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）

水平与动脉粥样硬化和冠心病的发生及严重程度呈负相关。

近些年的研究认为仅测定 ＨＤＬＣ水平并不能完全反映 ＨＤＬ

在胆固醇逆向转运、抗氧化、抗炎过程中所起的作用，ＨＤＬ颗

粒的组成和含量的变化对临床相关疾病的预测能力比单纯测

定 ＨＤＬＣ更可靠。

１　ＨＤＬ的组成及分类

ＨＤＬ是由肝脏及小肠黏膜细胞合成的。新生的 ＨＤＬ呈

盘状，仅含有载脂蛋白ＡＩ和少量极性脂质；成熟的ＨＤＬ呈球

状，主要由蛋白质、磷脂、胆固醇和三酰甘油等组成，其中的载

脂蛋白以ＡＩ为主，约占６５％。

根据 ＨＤＬ的颗粒大小和密度不同，利用密度梯度超速离

心法可以将ＨＤＬ分为ＨＤＬ１、ＨＤＬ２、ＨＤＬ３３种亚类
［１］。根据

颗粒表面携带的电荷不同，利用琼脂糖梯度凝胶电泳法将

ＨＤＬ分为αＨＤＬ及前βＨＤＬ２种亚类，采用聚丙烯酰胺梯度

凝胶电泳法又可进一步将αＨＤＬ 可分为 ＨＤＬ２ｂ、ＨＤＬ２ａ、
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