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应用聚合酶链反应技术检测重症感染患者血中细菌 DNA的临床评价 

魏宏建 赵有成 段勇 刘华 
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重症感染病死率高，目前其临床确 

诊主要依据细菌学培养，而现行的血培 

养阳性率较低。本研究拟探讨采用规范 

的聚合酶链反应(PCR)技术，从基因水 

平直接检测细菌 16SrRNA基因“ ，为感 

染的准确诊断提供依据。 

1 资料与方法 

1．1 研究对象：重症感染组 4o例均为 

本院住院患者，其中男 22例，女 18例； 

年龄 1 9～83岁，平均 (49．18±6．26)岁。 

感染性休克 15例，肺炎 10例，胆道感染 

10例，伤口感染 5例。均符合以下条件； 

①急性生理学和慢性健康状况评分系统 

Ⅱ(APACHEⅡ)>12分。②符合美国胸 

科医师学 会／危重病医学会共 同制定 的 

脓毒症诊断标准 。正常对照组为随机 

留取的3o例正常体检者血标本，其中男 

1 9例，女 11例；年龄 22～57岁，平均 

(47．32士5．32)岁 

1．2 实验方法：用 BacT Alert 12o型全 

自动培养仪进行血培养。取待测血浆，用 

2O g／L蛋白酶 K和质量分数为 10 的 

十二烷基硫酸钠 (SDS)将细菌破壁， 

酚／氯仿／异戊醇萃取 ，异丙醇沉 淀和体 

积分数为 7o 的乙醇洗涤，将沉淀物重 

溶于揣酮盐酸(TE)缓冲液中作为DNA 

模板备用。细菌 16SrRNA基因通用引 

物根据文献[3]方法合成(上海生工生物 

工程公司)，序列如下：引物 1：5 一AGA— 

GTTTGATCCTGGCTCAG 一3 ，所 在 

基 因位置 为 8～27；引物 2：5 GGTT— 

ACCTTGTTACGACTT一3 ，所 在 基 

因位置为1 510～1492。PCR 循环条件 ； 

预变性 95 C，5 min；94 C，40 S；56 C， 

40 S；72 C，延伸 2 min，循环 4O次。最后 

72 C，5 min以使反应充分。提取 DNA 
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及 PCR扩增，均以双蒸水作为空 白对 

照，以大肠杆菌为阳性对照，以正常人的 

标本作为阴性对照。 

1．3 统计学处理 ：用 PCR法扩 增细菌 

16SrRNA基因和血细菌培养，结果用阴 

性、阳性表示。采用SPSS for Windows 

10．0统计软件包对数据进行配对 检 

验 。P<O．05为差异有统计学意 义。 

2 结 果 

2．1 细菌 DNA提取和基 因 PCR扩增 

的敏感性 (图 1)：采用倍 比稀释法，以无 

菌去离子水将标准大肠杆菌悬液稀释到 

相应浓度进行细菌 DNA提取和基因扩 

增 。结果显示 ，大肠杆菌的最小检测量 为 

5× 1O ／L。 

Ⅵ ，{rker 7 6 S 4 ’ 1 
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注 ：1：5×10a／L；2：5×105／L； 

3：5×106／L；4：5×10 ／L； 

5：5×1O ／L；6：5×109／L；7：5×101o／L 

图 1 大肠杆菌 DNA提取和 16SrRNA 

基因扩增的敏感性 

2．2 通 用 引物 扩增 细 菌 16srRNA 基 

因的特 异性 (图 2)：7种 细菌 16SrRNA 

基因均获得扩增产物 ，经 电泳 在相当于 

1 5。。bp区域均可见相应的一条 DNA 

带。扩增白色念珠菌、人乳头瘤病毒和对 

照的双蒸水，均未见特异性条带。 
Ⅵ ]rkc rl 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 

n()0 hp ▲ 

400 bp ， 

注：1：大肠杆菌；2：金黄色葡萄球菌 ； 

3：伤寒杆菌；4：淋菌、奈瑟菌 ； 

5：铜绿假单胞菌；6：乙型溶血性链球菌； 

7：结核分枝杆菌；8：白色念珠菌； 

9：人类乳头瘤病毒；10：双蒸水 

图2 通用引物扩增细菌 16SrRNA 

基因的特异性 

2．3 重症 感染组 患 者 PCR 扩增 细菌 

16SrRNA基因与血细菌培养结果：4o例 

重 症感染 患者 中，13例 出现 一条 DNA 

带，其中 6例血培养结果为阳性，另 7例 

患者均为阴性 ；27例未出现 DNA带。由 

表 1可见，重症感染组 PCR阳性率明显 

高 于血培养阳性率 (P<0．01)，PCR方 

法较现行血培养方法敏感。PCR阳性率 

为 32．5 ，而血培养为 15．0 。由图 3 

可看出，阳性对照和患者 6、7、9均在约 

1 500 bp处出现一条 DNA条带，阴性对 

照 、空白对照和患者 4、5、8、10均未出现 

DNA条带。 

表 1 PCR与血培养方法比较 例 

注：连续校正 x。检验 ，x。一11．264 

P一 0．001 

Ma rker l 1 3 4 5 6 7 8 9 10 

600 bp、 

400 bp 

注 ：1；阳性对照(已知的大肠杆菌)； 

2：阴性对照 ；3：空白对照； 

4～10：重症合并感染患者血标本 

图 3 重症感染组部分患者血细菌 

DNA扩增产物电泳图 ’ 

2．4 3O例正常人血标本细菌 DNA提 

取和基因产物扩增结果均为阴性。 

3 讨 论 

rRNA基因对所有生物的生存都必 

不可少，并在细菌及其他微生物领域的 

进化过程中和功能 上高度保守“ 。细菌 

rRNA按沉降系数分为 5s、16s和 23S 

3种，而 16SrRNA基因是细菌染色体上 

编 码 rRNA 相对应 的 DNA 系列，除 存 

在于所有细菌外，也存在于衣原体 、立克 

次体、支原体、螺旋体等原核生物中，但 

不存在于非原核生物如病毒、真菌的体 

内。该基因的内部结构由保守区及可变 

区两个部分组成，保守区为所有细菌所 

共 同拥有，细菌 之间无明显差别。由于 

16SrRNA基因具有高度保守性 ，其核苷 

酸片段长度适宜。：，基于这一特性，在其 

保守区设计一对引物，成为通用引物，可 
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用于检测所有细菌。 

尚士强等 在细菌 16SrRNA基因 

保守区设计了一对通用引物，对 2O种不 

同细菌的标准菌株进行 PCR扩增，均获 

得 371 bp片段，与病毒和人的基因组 

DNA无交叉反应。这与本实验的结果相 

似 我们根据文献报道 合成一对细菌 

通用引物，对 7种细菌进行扩增，结果显 

示，均获得了大约1 500 bp的 DNA片 

段，而病毒和真菌 DNA未被扩增，可见 

该引物具有较高的特异性。对 4O例重症 

感染患者血标本的细菌 16SrRNA基因 

PCR扩增结果显示，有 13例获得了大 

约1 500 bp的 DNA片段，出现 PCR阳 

性结果，而血培养仅 6例为阳性，该 6例 

血标本 PCR全部为阳性。ll缶床上许多脓 

毒症患者具有典型的脓毒症l临床表现， 

但血培养却为阴性 ，应用PCR方法可 

弥补现行细菌学检验的不足。 

PCR法检测细菌 16SrRNA基因与 

细菌培养法比较，其具有速度快、敏感性 

高的特点。临床常规血培养法要求培养 

8 h以上，98 以上阳性报告需要 3 d，生 

长缓慢的细菌则需要更长时间。而PCR 

法检测细菌 16SrRNA基因只需 6 h左 

右，时间明显缩短 。 

血培养法可检出的最低细菌浓度为 

1×10 ／L ，而本研究中PCR法检测的 

最低细菌浓度为 5×10 ／L，敏感性显著 

高于血培养法。在本研究中，细菌的血培 

养检出率为 15．0 ，而 PCR的检出率 

为 32．5 ，且即使对于正在使用抗生素 

治疗的患者，也具有识别细菌特异性 

DNA的能力。 。用 PCR方法检测ll缶 

床危重患者肠缺血一再灌注损伤所导致 

的细菌移位，其血中细菌成分比血培养 

更敏感。因此可以认为，PCR方法可作 

为一种诊断全身感染和(或)来自肠道细 

菌迁移的方法。 ” 。 
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关于召开“全国内科危重病医学学术交流会”的征文通知 

暨“全国内科危重病医学新进展高级学习班”的报名通知 

· 启 事 · 

中华医学会继续教育部决定于 2005年 6月 18— 22日在重庆市召开“全国内科危重病医学学术交流会”暨“全国内科危 

重病医学新进展高级学习班”。其中2005年6月17日为报到日期。会议期间举办高级学习班，将邀请胡大一、王一镗、刘大为、 
景炳文、孙宁玲等专家进行以下讲座 ：急性呼吸窘迫综合征(ARDS)进展，危重病与机械通气，心肺脑复苏进展，抗菌药物的合 

理应用，细菌耐药与药物选择，危重病监测，休克、多器官功能障碍综合征(MODS)有关进展，器官功能支持，各类中毒的诊疗 
进展，心脑血管、呼吸、消化、神经、内分泌系统等危重病的热点难点问题等。参会者授予 I类继续教育学分。现将有关事宜通 
知如下： 

1 征文内容：内科各专科急危重病的研究、诊断与治疗，心肺脑复苏，重症监护，感染、休克及各类中毒诊疗，营养支持 ，抗菌药 
物合理应用，ARDS、MODS的救治，内窥镜、影像学及介入治疗，新技术、新业务应用及其他与急危重病有关的内容。征文可以 

是论著、经验总结、病案报道等形式。 

2 征文要求：全文3 000字以内并附 600字左右摘要 l份，或只寄大摘要 1份，征文请打印，题 目下注明省、市、工作单位、科 
室、姓名及邮编。 

3 来稿请寄：100710北京东四西大街 42号中华医学会继续教育部 “内科危重病会议”梁鸿同志收。Email：cbcmc@public3． 
bta．net．cn，Email发稿时务必注明会议名称 征文截止Et期：2005年5月18日(以当地邮戳为准)，学习班报名截止 日期： 

2005年5月28日。请通过邮局寄审稿费 2O元／篇，汇款单上请注明会议名称。 
联系人及电话：杨桂芳，010～88283858，88285961(传真)；梁鸿，010—65249989—1701。 

(中华医学会继续教育部) 
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