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目前#临床微生物实验室对可疑感染标本的细菌检查基于

形态学显微镜检+培养和生化反应#其操作繁杂+影响因素多+

周期长)随着生物学技术的发展#感染细菌的检查已深入到分

子水平#如
Z<Y

技术+基因芯片技术+质谱技术等#大幅缩短细

菌检查周期#且自动化程度高#准确可靠#有的还可高通量

检测)

$

!

微生物传感器技术

!!

微生物传感器技术在床旁诊断中的应用主要是基于核酸

或菌体的检测)

$+$

!

核酸检测
!

$%&

电化学传感器由一个含有寡核苷酸探

针的识别层和电化学信号传感器组成#包含
)

个单层金电极#

分别为工作+参考和辅助电极)每个工作电极包含一个捕获探

针#其对临床相关病原体具有较高特异性)细菌的
'/!GY%&

靶序列与传感器上的捕获探针和检测探针杂交#形成三明治式

的复合物)耦合氧化还原酶$报告酶&的检测探针#可通过传感

器电极用于氧化还原信号电流的检测)电化学核酸生物传感

器与其他检测方法相比#成本效益高+灵敏度和特异度好#与

微"纳米制造技术兼容)

!@A

等'

'

(报道了自组单层电化学生物

传感器检测细菌
'/!GY%&

基因#可用于泌尿道感染快速诊

断)

"@M

等'

(

(指出交流电动严格控制能减少基体效应和背景

噪声#消除在多重检测时的假阳性#增加信噪比超过
(,

倍)

$+/

!

菌体检测
!

免疫传感器将抗原抗体特异性反应与生物传

感器相结合#具有便捷+可重复使用等特点)

R7A

E

等'

)

(将磁

性纳米颗粒$

T%Z2

&共轭单克隆抗体用于结合
U'-9ga9

大

肠杆菌#金纳米粒子$

&M%Z2

&共轭多克隆抗体#形成一个夹层

T%Z=

目标细菌
=

金纳米粒子复合物#用电化学方法测量金纳米

粒子的数量#确定目标细菌的存在与否及其数量#其灵敏度为

',IJM

"

N"

#线性范围为
',

#

',

/

IJM

"

N"

)该法只需简单的目

标细菌提取#在
'F

内完成检测)

适配体传感器中的适配体是通过指数富集系统进化技术

体外筛选获得的小分子
$%&

和
Y%&

寡核苷酸序列#能以高

亲和力+选择性结合大量目标$蛋白质+肽+细胞等&并提高目标

物的再现性)适配体生物传感器通过传感技术产生化学+物

理+光学或电学上的变化#转变成可检测的信号来确定目标物

的量)

RM

等'

*

(使用大肠杆菌
U'-9ga9

核酸适配体和鼠伤

寒沙门菌核酸适配体#选择性检测细菌#不需专门仪器和细胞

裂解等预处理#在小于或等于
(,N@A

内检测低至
',

-

IJM

"

N"

的目标菌#特异度为
',,5

)

$+'

!

核酸或菌体检测
!

表面等离子体共振$

!ZY

&传感技术可

以实时+在线检测
$%&=

蛋白质+蛋白质
=

蛋白质+核酸
=

核酸+抗

原
=

抗体等生物分子之间的相互作用#是近年发展起来的新型

光化学传感器装置)该法具有灵敏度高+特异度高+时间短成

本少+在线检测+无样品前处理等优点#可用于大肠埃希菌+沙

门氏菌等抗原检测'

-

(

#也可进行细菌
'/!G$%&

的检测'

/

(

#但

后者更为稳定+变异程度低)

/

!

飞行时间质谱技术

!!

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术$

T&"$3=>U4

T!

&作为微生物识别和诊断的新技术#具有快速+经济等特点)

使用完整细胞或细胞提取物产生特殊的蛋白指纹图谱#与数据

库中的指纹图谱比较#鉴定微生物)

T&"$3=>U4 T!

可快

速+准确地鉴定纯菌落'

9

(

#且可直接从可疑感染标本中检测微

生物#提高检测速率)

"??ACA

等'

.

(报道
T&"$3=>U4 T!

可

检测阳性血培养中的革兰阴性菌+革兰阳性菌+非发酵菌+厌氧

菌及酵母菌等)采用皂素和蒸馏水裂解红细胞及甲酸提取蛋

白步骤可提供更可靠的鉴定结果#正确度达到
.'+05

'

0

(

)

6@N

等'

',

(用
T&"$3=>U4T!

检测尿液中革兰阴性菌$

'

',

-

IJM

"

N"

&的准确率为
0.+/5

)

T&"$3=>U4 T!

也可直接检测脑

脊液中引起脑膜炎的细菌'

''

(

)但
T&"$3

在实际运用中仍存

在局限性#其检测结果受人体质谱信号和混合物中物种比例的

影响)

'
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基因测序技术

!!

基因测序技术逐步运用于临床微生物学#有成为临床微生

物实验室诊断工具的潜能)目前该技术主要包括全基因组测

序和
'/!GY%&

基因测序)

'+$

!

全基因组测序
!

有研究显示#单细菌全基因组测序与高

通量细菌基因组测序均有益于细菌检测'

'(=')

(

)直接应用于临

床标本如尿液检测时#可提供临床相关信息并大幅度减少诊断

时间'

'*

(

)全基因组测序能提供细菌识别以外的其他重要信

息#如细菌流行病学特性+传染病暴发监测等#对临床和公共卫

生具有重要意义)但此法成本较高+技术要求高+海量数据的

储存管理及自动化分析存在障碍#在成为常规项目前需进一步

改善)

'+/

!

Z<Y

联合
'/!GY%&

基因测序
!

"M

等'

'-

(对
9/.

份尿样

同时用传统法和
Z<Y

联合
'/!GY%&

基因测序法检测#二者

一致性为
0.+,5

#后者能检测低至
',

*

IJM

"

N"

的细菌数)该

法同样适用于铜绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌等常见病原

菌'

'/

(

#以及弯曲菌和分枝杆菌等临床少见菌的快速+准确鉴

定'

'9

(

)

Z<Y

联合细菌
'/!GY%&

基因测序省时+准确度较高

且高通量#在微生物鉴定方面具有巨大的潜能)

1

!

荧光原位杂交技术%

43!a

&

!!

43!a

基于碱基互补配对原则#特异度较高)

&HNC@17

等'

'.

(用肽核酸
=

荧光原位杂交法$

Z%&=43!a

&快速检测变形杆

菌尿道感染#灵敏度为
',,5

#特异度为
0.5

#与培养法$科玛

嘉定位显色培养基培养&有相似的准确性#检测限为
'_',

*

IJM

"

N"

#约
(F

完成检测)

Z%&=43!a

也用于细菌性阴道炎的

诊断#灵敏度和特异度分别为
.*+/5

和
09+/5

'

'0

(

)

*

.(.(

*

检验医学与临床
(,'/

年
',

月第
')

卷第
'0

期
!

"7KTC1<H@A

!

UID?KCG(,'/

!

V?H+')

!

%?+'0
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环介导等温扩增技术%

"&TZ

&

!!

"&TZ

用
(

条内引物$

43Z

#

[3Z

&和
(

条外引物$

4)

#

[)

&特

异识别靶基因上的
/

个特定区域#用具有链置换活性的
$%&

聚合酶进行扩增)

"&TZ

具有反应时间短+设备简单+产物易

检测等优点#特别适用于基层单位及现场检测)目前
"&TZ

主要用于食源性致病菌+植物致病菌和寄生虫等检测)有报道

用
"&TZ

检测临床病原菌#特别适用于资源有限的实验室检

测结核分枝杆菌'

(,

(

)

)

!

聚合酶链反应%

Z<Y

&技术

!!

Z7A17

等'

('

(认为
Z<Y

获得阳性结果的可能性比培养法稍

大#且成本高+需严格专业知识及有污染的可能性#因此#

Z<Y

作为广泛的筛选工具是受限的)但将
Z<Y

用于常规诊断是有

原因的#它能明显减少诊断时间#并且对最小限度的标本有效)

近来#在临床实际应用中#基于常规
Z<Y

技术改进和发展起来

了许多新型技术#如实时荧光定量
Z<Y

+多重
Z<Y

+巢式
Z<Y

和泛
Z<Y

等)

)+$

!

实时荧光定量
Z<Y

!

实时荧光定量
Z<Y

技术具有特异

度高+准确性高+灵敏度高+可定量检测+交叉污染机会少等特

点)与常规
Z<Y

对比#实时荧光定量
Z<Y

法检测标本幽门螺

杆菌的特异度和灵敏度均为
',,5

#检测限为
',

个拷贝数重

组质粒'

((

(

)以培养法为标准#实时荧光定量
Z<Y

对血液标本

和脑脊液检测的灵敏度分别为
9'+*5

和
/,+,5

#虽不具有足

够的灵敏度取代培养法#但可作培养法及其他方法的补充'

()

(

)

)+/

!

多重
Z<Y

!

多重
Z<Y

对多种病原体
$%&

或
Y%&

的同

时快速鉴定#大大提高了检测效率#尤其适用于多种病原体混

合感染的检测#如胃肠炎常见病原菌'

(*

(

#尿道病原菌等'

(-

(

)

%7

E

1CB

等'

(/

(用针对结核分枝杆菌
3!/'',

和病原菌
'/!G$=

%&

序列的引物#对
'-,

份临床脑脊液标本的
$%&

进行检测#

对已知的结核性脑膜炎+细菌性脑膜炎的检出正确性均为

',,+,5

#总体特异度为
0/+-5

#对细菌和结核分枝杆菌的检

测限分别为
',

)

IJM

"

N"

和
',

(

IJM

"

N"

)但在实际运用中#多

重
Z<Y

结果易受到外源性
$%&

污染+引物设计及靶序列选择

不当等因素影响)

)+'

!

巢式
Z<Y

!

[F7

E

IF7A17A@

等'

(9

(评价了基于
'/!GY%&

基因的巢式
Z<Y

快速检测脑脊液中
.

种病原菌#灵敏度和特

异度均大于或等于
0(5

#对已知阳性标本的灵敏度为
',,5

#

对已知阴性标本的特异度为
',,5

)单管巢式
Z<Y

检测临床

标本中结核分枝杆菌具有很好的准确性#无交叉污染#对肺外

结核分 枝 杆 菌 灵 敏 度 更 高#大 部 分 检 测 分 析 特 异 度 为

',,5

'

(.

(

)

.

!

生物芯片技术

.+$

!

基因芯片技术
!

病原菌检测基于所有细菌共有的
'/!

GY%&

基因#其结构分为可变区和保守区#可变区在不同种属

间有一定差异#可用于细菌的分类和鉴别)

6QC?A

等'

(0

(使用

!>$CDCID

9芯片检测
')

种泌尿生殖道感染的常见病原菌#灵

敏度为
0-+'5

#

',,+,5

#特异度为
0)+*5

#

',,+,5

#与直接

基因测序法的一致性为
0/+-5

)基因芯片在临床细菌感染识

别和诊断中具有良好的性能#但需已知
$%&

及
I$%&

序列+

费用贵+样品制备和标记较复杂+没有统一的质量控制标准+需

研究开发全新的生物信息学+系统生物学和计算生物学技

术'

),

(

)

.+/

!

蛋白芯片技术
!

蛋白芯片技术是将已知蛋白分子固定在

芯片基质上#分析检测样品中能与之特异相互作用的成分)吴

友根等'

)'

(采用结核蛋白芯片技术检测结核分枝杆菌#灵敏度

达
/9+)-5

#特异度达
.(+(.5

)蛋白芯片技术具有快速+简

便+高通量等优点#但相对于基因芯片来说#蛋白芯片在制作应

用方面更为繁琐)

S

!

小
!!

结

!!

临床可疑感染标本的细菌快速+准确鉴定在临床疾病诊

断+治疗上扮演着重要的角色)随着生物学技术的发展#标本

需要量少+高通量+快速+自动化程度高且准确可靠的细菌分子

水平检测技术不断被研发)当然#在临床实践中#分子水平检

测技术还有些问题有待解决#如灵敏度+特异度的提高#成本的

降低等#这些都有可能成为其未能广泛应用于临床实验室的原

因#但仍有理由相信它们将在细菌的诊断方面起到越来越重要

的作用)
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