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新传染病的快速诊断要求发展

微生物学检验新技术

王金良

作者单位：300042天津市。天津市公安医院

自2l世纪以来，全球范围内在2003年发生了严重的急

性呼吸综合征(SARS)的爆发，2004年发生了禽流感对人类

的侵袭，同年我国局部地区出现致死性猪链球菌的爆发性流

行。2007年至今流行小儿手足口病。2009年开始了甲型

H1NI的大面积流行，控制的前景现仍不容乐观。对于新传染

病的及时诊断和控制流行均急切地需要快速的检验技术，原

有的手段已显然不能适应。

分子生物学技术的迅速兴起，使微生物的检出、鉴定．新

病原体的发现，微生物致病因素和耐药机理的研究，菌株的

分型和流行病学等均发展到基因水平。基因诊断技术彻底改

变并将继续改变临床微生物学和微生物检验的面貌。现择其

主要者简介如下。

1各种新型的PCR技术用于微生物的快速鉴定与分型

1．1一致一简并杂交核苷酸引物(consense-degenerate hybride

oligonucleotide prime，CODEHOP)用于未知病原微生物的

检验¨l，其特点是有多种引物构成引物库，引物包括两部分：

其3’端均不同，是简并的核心区域。长度11-12核苷酸；而引

物的57端均相同，是非简并的相同夹子，长度20-30核苷酸。

在初始扩增阶段，如能与37端序列互补则5’端使扩增进行

成为新一循环的模板，形成产物。由产物检测确定病原体基

因。引物库及设计有专用软件。

1．2重复序列～PCR 以特异引物扩增微生物基因组中重复

出现的片段。通过扩增产物的比较(大小不等)，由分析软件

鉴定出微生物12l。

1．3新型的不变温PCR-环介导等温扩增技术(100p mediated

isothermal amplification，LAMp)t31此技术的特点是针对靶基

因的特定区域设计4对特异引物，用链置换DNA聚合酶在

等温(65℃)下进行扩增。在酶的作用下，与置换下的DNA形

成新的互补链，成环状结构而持续扩增。从dNTP析出的焦磷

酸根离子与反应液中的M乎+结合而成副产物——焦磷酸镁

沉淀，由其浊度可判定扩增与否(阳性或阴性)。

1．4恒温实时荧光核酸扩增检测技术(simultaneous amplica-

tion and testing，SAT) 此技术的特点是恒温扩增，荧光分子

信标进行检测。在同一温度(42℃)下，先通过莫洛尼鼠白血

病病毒逆转录酶，使靶RNA转录为双链DNA，再在T7 RNA

多聚酶作用下使之产生多个RNA(100—1 000个)拷贝，每一

个RNA拷贝再逆转录进入下一循环。同时，带有荧光标记的

探针与RNA拷贝结合产生荧光，由仪器检测荧光信号。

15多重PCR(muhiplex PCR)针对多种病原体设计对应

的引物同时进行扩增，扩增条件适合者得以扩增，通过扩增

产物的长度用电泳技术分离判定结果。此技术已用于同时扩

增14种呼吸道病原体[41。用多重巢式PCR同时扩增21种呼

吸道病原体，包括SARS病毒、偏肺病毒、支原体、军团菌等pJ。

且用多重PCR还可同时枪出多种致腹泻大肠埃希菌及其致

病基因嘲。

1．6实时荧光定量PCR(real—time PCR)技术 检测病原体

及其定量。此技术的特点是在PCR反应体系中设置荧光探针

和荧光淬灭探针f7l。当引物与靶序列结合而延伸时，两者分

离，荧光得以发出。由耐热的DNA聚合酶的外切酶活性将荧

光分子切下，由仪器检测。荧光发射时间和发射量与靶序列

的拷贝数成函数关系，可自动绘出反应曲线并由内参物的反

应线性而计算出拷贝数。现已广泛用于病毒、细菌、分枝杆

菌、真菌、衣原体、支原体的定量。2008年出现了一种“宽谱”

real—time PCR针对微生物的28S rRNA的大亚基检测病原性

真菌，适用于多种标本，结果与培养法完全一致嘲。

1．7 RT—PCR扩增产物的熔解曲线分析此技术原用于基

因变异的分析。因基因的核苷酸序列有差异，其50％DNA分

子双链解开成单链所需的熔解温度(melting temperature，Tm)

也有差异。应用仪器自动设置逐步升温(可差至0．1℃)而描

绘出基因扩增产物的熔解曲线图。由曲线图的差异来鉴别病

原体及病原体的分型、检查其致病因子、检出耐药基因等聊。

2基因芯片(DNA微阵列)和液相芯片技术

2．1 固相的基因芯片芯片已有多种：基因芯片、生物芯片、

抗原芯片、蛋白质芯片、组织芯片等在检验技术中功能强大，

用途广泛。此类技术的特点是用系列荧光(或其他标记物)标

记的已知核苷酸序列在圊相上结合而检出未知序列，用激光

判读仪和生物信息学实现高通量的同时检测标本中可能存

在的多种病原体。已报告的应用很多，如用基冈芯片检测呼
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吸道的16种病原体110l、检测多种细菌及其耐药基因、检测多

种病原性真菌和皮肤病原真菌等fI“。

2．2液相芯片此技术是近年迅速发展的高通量检测工具。

特点是用标记了不同颜色的荧光的微粒子，以不同比例混合

后分别结合于已知分子形成数十(百)探针。标本经扩增后与

探针作用，用流式荧光检测仪判读。由不同的荧光颜色可知

检出物，由荧光强度可知检出物的量。已报告的应用可同时

检出呼吸道的20种病原体【121；用多重PCR结合液相芯片可

分析沙门菌的0抗原而分型，比传统的血清学方法更可靠；

用于检测乙型肝炎病毒变异而致的对拉夫米定的耐药031；以

及细菌分型、细菌和病毒耐药基因分型等。

3与质谱分析技术结合的分子生物学技术

质谱技术具有强大的分析功能。用质谱技术分析微生物

的基因已用于培养标本和非培养标本来检出和鉴定微生物、

进行分型；检测耐药基因和致病基因等。基本的检测方式有

用培养的微生物进行气相色谱一质谱法(gas chromatography—

mags spectrometry，GC—MS)来检测脂肪酸、多糖组分等进行鉴

定。用培养的微生物以基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

(matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass

spectrometry，MALDI—TOF-MS)检测氨基酸、多肽、蛋白进行

鉴定。如直接用宫颈刷标本进行MALDI一’r0F—MS来检测高

危型人乳头瘤病毒基因型【Iq。对非培养标本用甲基化特异性

的PCR(methylation specific PCR，MS—PCR)检测，对扩增后的

DNA进行鉴定。以及用非培养标本直接进行DNA分析来鉴

定I“。

3．1表面加强激光解析电离飞行时间质谱(surface enhanced

laser desorption ionization time of flight mass spectrometry，SEL—

DI—TOF—MS)和电喷雾质谱技术(eleetrospray ionization illass

speetrome时，ESI—MS) SELDI一1'0F—MS是蛋白质组学分析

的重要手段，分析微生物的氨基酸、肽和蛋白的组成可进行

微生物的鉴定和分型。ESI—MS是目前应用最广泛的生物质

谱技术之一。由于电喷雾电离质谱可产生多电荷峰，因此大

大地扩大了检测的分子质量范围。同时灵敏度高，另外也可

与高效液相色谱法及高效毛细管电泳分离技术联用，扩大了

质谱在蛋白质化学研究中的应用。

3．2变性高压液相质谱法(denaturing higIl performance liquid

chromatography。dHPLC)其特点是一种高通量筛查DNA序

列的技术。PCR扩增产物在变性和复性过程中因序列的差异

形成同源双链和异源双链。经高压液相分离时，在层析柱上

的保留时间不同，异源双链先被洗脱。故可由序列的差异丽

判定基因的不同。有文献1161报告用此技术对细菌的内酰胺酶

C’Ⅸ一M进行分型。结果与测序一致。

3．3血清蛋白质组分析技术(serological proteome analysis，

SERPA)其特点是用双相电泳(2 DE)分离微生物的全部菌

体蛋白和代谢蛋白，转印到反应膜上，与微生物感染患者的

血清作免疫印迹分析，由反应性抗体谱可发现有效的抗原成

分而判定病原体。利用此技术发现了一些难以培养成功的病

原体。如Whipple's病的病原体等。该技术后发展为双相液相

色谱技术的SERPA【11。

4分子流行病学技术

确定感染的流行菌(毒)株和医院感染的流行株，曾用过

血清学、噬菌体、生物性状和耐药表型的聚类分析等技术，但

以分子生物学技术最为可靠。常用的技术如下。

4．1 PCR一限制性片段长度多态性分析(PcR—restriction frag-

ment length pelymorphism，PCR-RFLP) 扩增的DNA产物用

内切酶消化，因酶所作用的位点不同，而切出长度不同的片

段，经琼脂糖凝胶电泳后分出一定数量的条带。基因相同可

见相同的条带。

4．2 PCR一单链构象多态性分析(single strand conformation

pelymorphism analysis of polymerase chain reaction products，

PCR—SSCP)扩增产物经变性形成单链，单链核苷酸在聚丙

烯酰胺凝胶电泳时依赖其大小和空间构型。核苷酸的差异可

由电泳图像的差异表现出来。

4．3 PCR一随机扩增多态性DNA分析(PCR-random amptified

pelymorphie DNA，PCR-RAPD)在随机引物引导的扩增条

件下，基因核苷酸的差异会出现扩增产物的差异。经电泳图

象分析其相同或不同阁。

4．4基因重复序列的PCR分析如前述。

4．5 PCR-线性探针分析(PCR-line probe assay，PCR—LiPA)

在反应膜上固定不同标记的探针，使呈线形排列的条带。扩

增后的产物与线形探针杂交后在膜上显色，由显色的条带可

判定核苷酸序列的异同。

4．6多位点序列分型(muhilocus sequence typing，MIST)直

接测定多个(一般为7个)菌株的管家基因座内的约500个

核苷酸序列相比较而分型，即序列型(sequencetype，ST)。密

切相关菌株有相同的ST，而不相关的菌株至少有3个以上不

同的ST。

4．7质粒DNA酶切指纹图谱该技术是较早期用于流行病

学研究的分型技术。将菌体内质粒提取出后。用限制性内切

酶消化，经琼脂糖凝胶电泳后比较酶切片段的大小进行分

型。本法只适用于携有质粒的细菌”sl。

4．8脉冲场凝胶电泳(pulsed-field gel eleetrophoresis，PFGE)

技术PFGE分型技术是使用对染色体有很少酶切位点的限

制性核酸内切酶消化细菌DNA，产生大的DNA片段(10～800

kb)，这些大片段不能通过常规电泳方法进行有效分离，在电

场方向周期改变(脉冲)的凝胶电泳条件下，DNA片段根据大

小有效分离I‘91。

4．9几种方法的性能比较表l中的方法各有局限性，注意
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应用两种方法相互参照可保证分型的正确性。

表1几种方法的性能比较

5基因测序技术

基因测序是鉴别微生物的决定性方法，但不能作为常规

应用。目前，基因和核苷酸多态性(SNP)的测序技术几经改

进，发展迅速，多种新型自动测序仪相继出现。许多微生物的

全部序列已经确定。新一代的全基因组的测序仪可在数小时

内完成，有望用于微生物诊断嗍。

5．1微生物的16S rRNA基因序列分析它以多拷贝形式存

在于细菌染色体基因组中，编码基因由可变区和保守区组

成。可变区具有属或种的特异性，可据此设计引物和探针。

16S rRNA是公认的原核生物分类鉴定的标准。

5．2一般的基因测序技术基本步骤为自培养物或标本直

接提取DNA，DNA扩增，扩增产物纯化，纯化产物经自动测

序仪完成测序。由国际的核酸数据库查询可得结果。

5．3焦磷酸测序焦磷酸测序仪应用四种酶，即DNA聚合

酶、硫酸化酶、荧光素酶和双磷酸酶。在同一反应体系中进行

酶联化学发光反应。每轮测序只加一种dNTP，如与模板互

补，聚合酶就将其掺入引物链，同时放出等摩尔的焦磷酸，再

转化为光信号，由仪器转化为一个峰值。每个峰值与反应中

掺入的核苷酸数成正比。如此再进入下一轮测序。由峰图可

准确读出所测DNA的序列12”。

5．4 SNP测序SNP是指在基因组水平上由单个核苷酸变

异(置换、颠换，缺失和插入)引起的序列多态性，是第三代的

遗传标志，用于基因分型。生物传感器技术是SNP测序的重

要手段1221。

6纳米生物技术

纳米技术的迅速发展也为微生物诊断提供了重要的手

段。如用固相纳米粒子结合四色荧光进行超速的DNA测序。

用纳米生物芯片和微阵列用于微生物鉴定。用纳米共聚焦分

光镜分辨微生物感染细胞。用荧光标记的纳米量子点(QD)检

出细胞内病毒或其他微生物。以及用量子点技术快速检测

HCV核心抗原[23-卿。

7生物传感器技术

国际上用生物传感器技术检测环境(空气、饮用水、食品

等)中的微生物已取得巨大进步。常用的传感器有电化学、压

电、光学传感器等。基本原理是在金属膜上识别与检测能起

相互作用的物质发生信号变化。应用较多的是表面等离子体

谐振(surfase plasmon re$onesonance，SPR)生物传感器技术。

SPR技术在金属膜或芯片上固定标记的特异性核酸探

针．与被检的核酸结合后，入射光作用下发生共振信号，仪器

检测到其反应动力学的参数。已有报告用SPR芯片检测常见

病原微生物，包括：大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、淋病奈瑟

菌、铜绿假单胞菌，脲原体及人乳头瘤病毒等，与培养的结果

一致1261。用此技术也可检测金黄色葡萄球菌的肠毒素B∞。

8研究群体微生物学的宏基因组学

宏基因组学也称环境基因组学或群体基因组学，是利用

现代基因组技术直接研究自然状态环境中的微生物有机体

群落，而不需要分离培养成单一的微生物。如：口腔、皮肤、黏

膜等部位菌种甚多，且大多数不能培养。对群体微生物学的

研究只能用大规模测序技术进行平行的测序。如今，新型的

大规模测序技术与仪器已能实现。如瑞士罗氏公司的454大

规模测序仪、lllumina／Solexa测序仪、Applied Biosystem的

SOLjD测序仪等。宏基因组学为研究微生物生态学、微生物与

环境的关系、微生物间的关系及感染形成的原因具有重要的

价值闭。

此外，自血浆中扩增游离的DNA技术也发展很快，据报

道可快速诊断败血症，且无需细菌培养。
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