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·基础实验研究论著·

多重实时荧光ＰＣＲ检测甲氧西林耐药葡萄球菌的方法学研究
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　　摘　要：目的　建立多重实时荧光ＰＣＲ方法对医源性感染标本中的耐甲氧西林葡萄球菌进行快速检测，为院内葡萄球菌感

染的监测提供技术方案。方法　通过对金黄色葡萄球菌的耐热核酸酶基因片段（狀狌犮）、葡萄球菌共有的基因片段（狋狌犳）和甲氧西

林耐药性基因片段（犿犲犮犃）的序列进行比对，设计能同时检测金黄色葡萄球菌和葡萄球菌属及其耐药基因的引物和探针序列，通

过检测标准菌株和实际采集标本，对方法进行评估。结果　狀狌犮和狋狌犳片段设计采用标准菌株验证方法准确性，未发现假阳性和

假阴性结果；犿犲犮犃片段与分离培养鉴定检测结果一致；对于混合标本，应结合ＰＣＲ法和分离培养法的结果，对病原菌耐药状况进

行具体分析。结论　该方法检测时间短，适用于医疗机构对医源性感染的快速分析。
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　　葡萄球菌属是医源性感染中最常见的病原菌之一
［１］。葡

萄球菌属中的金黄色葡萄球菌因为具有血浆凝固酶、热休克毒

素、肠毒素等各类致病因子，所以具有较强的致病性，常见于各

类创伤感染和人类皮肤黏膜正常携带，其他的葡萄球菌如表皮

葡萄球菌、腐生葡萄球菌等一般聚居于人体鼻腔和皮肤表面，

并随着人类的活动，黏附于各类与人体活动有关的物体表面。

随着抗菌药物的使用，耐受甲氧西林的葡萄球菌占比也越

来越高，尤其是耐甲氧西林的金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）近年来

多见于文献报道。因为葡萄球菌多为混合聚集，故与金黄色葡

萄球菌混杂的其他凝固酶阴性葡萄球菌（ＣＮＳ）也已经成为引

起某些感染的重要的病原菌。实时荧光ＰＣＲ技术近年来被广

泛应用于各类传染性病原体的检测，该方法具有快速、灵敏的

特点，本研究尝试建立多重实时荧光ＰＣＲ方法对 ＭＲＳＡ、甲氧

西林耐药ＣＮＳ（ＭＲＣＮＳ）进行快速检测。

１　材料与方法

１．１　材料　本次实验用菌株包括金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ

２５９２３、ＡＴＣＣ２７２１７、ＡＴＣＣ２９２１３、ＡＴＣＣ３３５９１、ＡＴＣＣ６５３８），

表皮葡萄球菌（ＡＴＣＣ１２２２８）等２０种菌株；采集上海市徐汇区

某医疗机构５例创面感染患者（标设为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ）的医源性

环节标本，共计标本７１例，相应的环节（包括医务人员的鼻腔、

手、病床、白大衣等）采样以数字标识，患者的标本编号分别为

Ａ１～Ａ１５、Ｂ１～Ｂ１２、Ｃ１～Ｃ１６、Ｄ１～Ｄ１３、Ｅ１～Ｅ１５。

１．２　仪器与试剂　仪器：Ａｎｇｉｌｅｎｔ公司Ｓｔｒａｎｔａｇｅｎｅ３０００ＭＰ

荧光定量ＰＣＲ仪；ＶｉｔｅｃＣｏｍｐａｃｔ微生物鉴定及药敏系统由法

国生物梅里埃公司生产。试剂与耗材：细菌培养分离用培养基

由科玛嘉生物技术公司提供，ＶｉｔｅｃＣｏｍｐａｔ微生物鉴定及药物

系统专用的ＧＰ卡片由法国生物梅里埃提供，ＰＣＲ用引物与探

针及ＤＮＴＰ等生化试剂均由上海赛百盛生物技术有限公司

合成。

１．３　方法

１．３．１　葡萄球菌的培养和鉴定　采用生理盐水涂抹擦拭后分

别置于７．５％氯化钠肉汤和３％氯化钠肉汤进行１２ｈ增菌后，

接种于金黄色葡萄球菌显色平板（ＣＨＲＯＭＡＧＡＲＴＭ）和血琼

脂平板进行２４ｈ分离培养，如有形态可疑菌落生长，则进行革

兰氏染色，证实为革兰阳性球菌后，挑取单个菌落进行 Ｖｉｔｅｃ

Ｃｏｍｐａｃｔ的ＧＰ卡片进行种属鉴定，ＡＳＴＧＰ６７进行药敏鉴定。

１．３．２　标本核酸提取　吸取增菌液１００μＬ，１００００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，弃去上清液后加入含有３００ｕｎｉｔ／ｍＬ溶菌酶的 ＴＥ
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溶液１００μＬ；平板生长的菌落则挑取单个菌落加入含有３００

ｕｎｉｔ／ｍＬ溶菌酶的ＴＥ溶液１００μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ后，９５℃

１０ｍｉｎ灭活溶菌酶，再使用酚氯仿异戊醇纯化ＤＮＡ后复溶

备用。

１．３．４　引物探针序列设计　使用 Ｍｅｇａ５．２２软件
［２］获取包括

金黄色葡萄球菌在内的１５种临床已发现的葡萄球菌狋狌犳基因

片段序列（ＥＵ５７１０４２ＥＵ５７１０９２）和包括金黄色葡萄球菌在内

的９种 犿犲犮犃 片段序列（ＨＥ９７８７９４ＨＥ９７８８００、ＡＭ０４８８０２

ＡＭ０４８８１０）进行同源性比对，获取较保守的区间作为模板序

列，用Ｐｒｅｍｉｅｒ公司的ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ８．０软件进行序列设计，

选取上、下游引物和探针，金黄色葡萄球菌基因片段设计为耐

热核酸酶狀狌犮基因片段（Ｎｕｃ、Ｖ０１２８１），引物及探针序列，见

表１。

表１　　葡萄球菌属、耐甲氧西林基因、金黄色葡萄球菌引物和探针序列

毒力基因 引物探针序列对 序列（５′～３′） 片段长度（ｂｐ）

狋狌犳 狋狌犳Ｆ ＧＧＴＧＴＷＧＡＡＡＴＧＴＴＣＣＧＴＡＡ ７４

狋狌犳Ｒ ＡＣＡＣＣＡＣＧＴＡＡＴＡＡＨＧＣＡ

狋狌犳ｔｑ ｆａｍＡＴＧＴＴＧＴＣＡＣＣＡＧＣＴＴＣＡＧＣＧｂｈｑ１

犿犲犮犃 犿犲犮犃Ｆ ＣＴＧＣＴＣＡＡＣＡＡＧＴＴＣＣＡＧ ７０

犿犲犮犃Ｒ ＡＹＣＣＡＡＴＣＡＴＴＧＣＴＧＴＴＡＡ

犿犲犮犃ｔｑ ｈｅｘＡＣＡＡＣＴＴＣＡＣＣＡＧＧＹＴＣＡＡＣＴＣＡｂｈｑ１

狀狌犮 狀狌犮Ｆ ＡＧＴＧＣＡＡＣＴＴＣＡＡＣＴＡＡＡ ９５

狀狌犮Ｒ ＧＧＴＴＧＡＣＣＴＴＴＧＴＡＣＡＴＴＡ

ｎ狌犮ｔｑ ＲＯＸＡＡＣＣＧＴＡＴＣＡＣＣＡＴＣＡＡＴＣＧＣＴＴｂｈｑ１

　　：Ｗ为Ａ／Ｔ简并，Ｙ为Ｃ／Ｔ简并，Ｈ为Ａ／Ｔ／Ｃ简并。

１．３．５　ＰＣＲ反应体系与扩增　ＰＣＲ反应体系中，Ｍｇ
２＋浓度

为５ｍｍｏｌ／Ｌ，上、下游引物浓度各为２５０ｎｍｏｌ／Ｌ，探针浓度为

１５０ｎｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶为２ＩＵ，模板３

μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补足总体积为３０μＬ。扩增条件：３７℃２ｍｉｎ，

９４℃１０ｍｉｎ，１个循环；９４℃１０ｓ，６０℃４０ｓ，４０个循环；在

６０℃时同时检测ＦＡＭ／ＨＥＸ／ＲＯＸ３个通道的荧光值，Ｃｔ＜

３５为阳性，ＦＡＭ 通道为狋狌犳片段，ＨＥＸ通道为犿犲犮犃 片段，

ＲＯＸ通道为狀狌犮片段。

２　结　　果

２．１　菌株验证实验结果　本次实验共检测菌株２０株，结果见

表２。５株金黄色葡萄球菌狀狌犮阳性，其余的１５株葡萄球菌及

非葡萄球菌均阴性；１２株葡萄球菌狋狌犳片段均为阳性，非葡萄

球菌均为阴性；无假阳性及假阴性。

２．２　医源性环节标本检测结果　７１例医源性标本，编号为

Ａ１～Ａ１５、Ｂ１～Ｂ１２、Ｃ１～Ｃ１６、Ｄ１～Ｄ１３、Ｅ１～Ｅ１５，标本经增菌

后吸取增菌液１００μＬ，进行核酸抽提，然后ＰＣＲ扩增，同时分

别采用金黄色葡萄球菌显色平板和血琼脂平板分离培养鉴定，

实时荧光ＰＣＲ检测结果见表３。检出葡萄球菌感染或污染的

标本２６件，占３６．６％（２６／７１）；其中检出犿犲犮犃 片段２３例，占

检出葡萄球菌标本的８８．５％（２３／２６）；检出金黄色葡萄球菌

［狀狌犮（＋）］９例，占１２．６％（９／７１），金黄色葡萄球菌占检出葡萄

球菌标本的３４．６％（９／２６）。

表２　　菌株验证实验结果

测试菌 狋狌犳 犿犲犮犃 狀狌犮

葡萄球菌属 ＋ ＋／－ ＋

ＣＮＳ＃ ＋ ＋／－ －

非葡萄球菌属 － － －

　　：ＭＲＳＡ和 ＭＲＣＮＳ的犿犲犮犃检测结果为阳性（葡萄球菌属中含

３株犿犲犮犃阳性菌，ＣＮＳ中含６株犿犲犮犃阳性菌），ＭＳＳＡ和 ＭＳＣＮＳ的

犿犲犮犃检测结果为阴性；＃：ＣＮＳ包含溶血葡萄球菌、表皮葡萄球菌、腐

生葡萄球菌、克氏葡萄球菌、模仿葡萄球菌等。

表３　　医源性环节标本实时荧光ＰＣＲ检测结果

医源性标本 狋狌犳 犿犲犮犃 狀狌犮 结果

Ａ２、Ａ４、Ａ７、Ｂ１０、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４ ＋ ＋ ＋ ＭＲＳＡ或 ＭＲＳＡ／ＭＳＳＡ＋ＣＮＳ（７例）

Ａ９、Ｂ１～Ｂ３、Ｂ１１、Ｂ１２、Ｃ７、Ｃ９、Ｄ１～Ｄ８ ＋ ＋ － ＭＲＣＮＳ（１６例）

Ｅ５、Ｅ１１ ＋ － ＋ ＭＳＳＡ或 ＭＳＳＡ＋ＭＳＣＮＳ（２例）

Ｄ１２ ＋ － － ＭＳＣＮＳ（１例）

其余标本 － － － 无葡萄球菌检出

２．３　葡萄球菌耐药结果与犕犲犮犃片段检测结果比较　共检出

ＣＮＳ２０株、金黄色葡萄球菌９株，犿犲犮犃片段检测结果与分离

培养结果一致，见表４。

２．４　医源性环节标本葡萄球菌分离培养结果　共检出金黄色

葡萄球菌阳性标本９例，与ＰＣＲ结果一致；检出ＣＮＳ阳性标

本２０例其中，单纯ＣＮＳ阳性１７例；在检出的９例金黄色葡萄
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球菌阳性标本中，有３例合并ＣＮＳ，而２０例ＣＮＳ阳性标本中，

有３例合并金黄色葡萄球菌；从耐药性来看，ＣＮＳ的甲氧西林

耐药率为９５％（１９／２０），也超过金黄色葡萄球菌的７８％（７／９）。

表４　　葡萄球菌耐药结果与犿犲犮犃片段检测结果比较（狀）

耐药结果
犿犲犮犃

阳性

犿犲犮犃

阴性
合计

甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌（ＭＳＳＡ） ０ ２ ２

ＭＲＳＡ ７ ０ ７

甲氧西林敏感ＣＮＳ（ＭＳＣＮＳ） ０ １ １

ＭＲＣＮＳ １９ ０ １９

合计 ２６ ３ ２９

３　讨　　论

金黄色葡萄球菌和ＣＮＳ是医源性感染中最常见的病原

菌，其中的 ＭＲＳＡ传播速度快、影响大，是引起难治性医源性

感染的最主要的病原菌之一，已经引起各界普遍关注。葡萄球

菌的检测方法主要是分离培养鉴定，因为至少需要２～３ｄ，所

以该方法对于患者的及时治疗和医源性感染的及时发现有一

定限制。实时荧光ＰＣＲ法因为具有灵敏、快速、少污染、操作

简便的优点，近年来得到广泛的应用［３］。本研究采取多重荧光

标记的引物、探针设计方案，充分利用实时荧光ＰＣＲ技术的多

通道同时检测的特点，对狋狌犳、狀狌犮、犿犲犮犃３个不同的片段同时

进行检测，以便快速了解感染病例和医源性环节标本中的葡萄

球菌的分类以及耐药状况，该方法具有准确、快速、方便的

优势。

葡萄球菌的耐药可以是固有耐药也可能是获得性耐药，无

论是哪一种耐药机制，都有ＰＣＲ检测犿犲犮犃基因为阴性，但分

离培养法检测却为耐药的报道［４］。另一方面，单纯的犿犲犮犃基

因存在，并不能完全独立表达ＰＢＰ２，还有赖于甲氧西林耐药必

需因子（犳犲犿犃、犳犲犿犅等）
［５］，因此ＰＣＲ方法犿犲犮犃单位点检测

甲氧西林耐药有一定的局限性［６］，故而美国临床和实验室标准

协会（ＣＬＳＩ）推荐将传统的分离培养法和ＰＣＲ法相结合，从表

型和基因型两方面确认甲氧西林耐药，以保证结果的准确和

可靠［７８］。

多重实时荧光ＰＣＲ方法对采样标本的快速检测能直接对

“是否含有葡萄球菌”、“是否含有金黄色葡萄球菌”、“是否有耐

药株存在”这３个问题得出大致的结论
［９１３］。ＭＲＳＡ呈现高度

耐药，仅有万古霉素作为可选的治疗药物，但万古霉素对于一

般的 ＭＳＳＡ的治疗效果还不如青霉素等常规药，故而对于金

黄色葡萄球菌或者ＣＮＳ是否耐药的判断，是控制感染和决定

是否使用万古霉素的关键依据。本研究发现，从创面感染患者

医源性环节标本中分离的金黄色葡萄球菌存在 ＭＲＳＡ，不仅

如此，分离的ＣＮＳ是也存在着 ＭＲＣＮＳ，这不仅对于如何促进

伤口愈合和控制医源性感染提出了新的挑战，而且ＣＮＳ中广

泛存在的 ＭＲＣＮＳ也要引起临床警惕，尤其是在某些的病例和

环节中同时存在２种不同的耐甲氧西林葡萄球菌的情况，应在

治疗和感染监测中密切关注。
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