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木糖葡萄球菌实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法
的建立及其应用

于灵芝，冯丽萍，孔志豪，朱琦，魏晓锋∗

（上海实验动物研究中心，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟建立一种灵敏快速的实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ， ｑＰＣＲ）方法，用
于检测大、小鼠木糖葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｘｙｌｏｓｕｓ， Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ）。 方法　 本研究选择特异性 ｇｅｈＭ 基因片段作为靶

标合成了一套引物，建立了木糖葡萄球菌检测的 ｑＰＣＲ 方法。 对木糖葡萄球菌标准菌株和其他非目标菌进行特异

性分析。 将木糖葡萄球菌的 ＤＮＡ 进行 １０ 倍稀释测定其灵敏度。 用送检的样本进行了临床应用并测序验证，同时

与培养法进行比较。 结果　 仅木糖葡萄球菌出现特异性扩增曲线，而其他非目标菌未出现，表明设计的引物对木

糖葡萄球菌具有特异性，灵敏度为 １００ ｆｇ ／ μＬ，组内和组间重复性均小于 ３％。 共检测 ６０ 份临床样品，有 ５ 份样品扩

增曲线为典型的 Ｓ 曲线，将该 ｑＰＣＲ 产物克隆测序并进行同源性比对，该序列与木糖葡萄球菌的同源性为 ９９􀆰 ６３％，
表明该样本木糖葡萄球菌核酸阳性，所检测样本阳性率为 ８􀆰 ３％，而培养法的阳性率为 ６􀆰 ７％，ｑＰＣＲ 方法阳性检出

率比培养法略高。 结论　 建立的木糖葡萄球菌 ｑＰＣＲ 方法，具有快速、灵敏度高、特异性强和重复性好的优点，可用

于实验动物木糖葡萄球菌的检测。
【关键词】 　 木糖葡萄球菌；检测方法；实时荧光定量 ＰＣＲ
【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０１⁃００７３⁃０７

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｘｙｌｏｓｕｓ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＹＵ Ｌｉｎｇｚｈｉ， ＦＥＮＧ Ｌｉｐｉｎｇ， ＫＯＮＧ Ｚｈｉｈａｏ， ＺＨＵ Ｑｉ， ＷＥＩ Ｘｉａｏｆｅｎｇ∗

（Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＷＥＩ Ｘｉａｏｆｅｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗｅｉ． ｘｆ＠ ｏｕｔｌｏｏｋ． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｑＰＣＲ
（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｇｅｈＭ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ． Ａ ｓｅｔ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ａｎｄ ａ ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ． Ａ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ
ｎｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｈｏｓｅｎ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ． ＤＮＡ ｏｆ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｗａｓ ｄｉｌｕｔｅｄ １０⁃ｆｏｌｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｉｔｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ， ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｈａｄ ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ， ｗｈｅｒｅａｓ ｏｔｈｅｒ ｎｏｎ⁃Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｄ ｎｏｔ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｏｒ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ． Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ １００ ｆｇ ／ μＬ ＤＮＡ． Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｗｉｔｈｉｎ ａｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ
３％． Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ６０ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ， ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｆｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｈａｄ ａ ｔｙｐｉｃａｌ Ｓ ｃｕｒｖｅ． ｑＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １ 月第 ３２ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １

ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ａｎｄ ＢＬＡＳＴ ｓｅａｒｃｈｅｄ． Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗａｓ ９９􀆰 ６３％， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｆｏｒ ｔｈｅ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｇｅｈＭ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒａｔｅ ｏｆ ８􀆰 ３％． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗａｓ ６􀆰 ７％． Ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｑＰＣＲ ｗａｓ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｒａｐｉｄ
ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｘｙｌｏｓｕｓ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ； ｑＰＣＲ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 木 糖 葡 萄 球 菌 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｘｙｌｏｓｕｓ， Ｓ．
ｘｙｌｏｓｕｓ）是一种凝固酶阴性革兰氏阳性葡萄球菌，由
其引起实验动物尤其是免疫缺陷小鼠感染的报道

逐年增多。 木糖葡萄球菌在 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

皮肤上被发现是一种共生细菌［１］，会导致沙鼠的鼻

腔皮炎［２］，能促进肝纤维化小鼠模型的肝纤维化和

细菌移位［３］。 无胸腺裸鼠自发性感染木糖葡萄球

菌表现为弥漫性鳞屑性皮炎［４］，经木糖葡萄球菌诱

导的烫伤性皮炎表现为显著的真皮炎症［５－６］。
ＮＡＤＰＨ 氧化酶缺陷的小鼠通常被用作慢性肉芽肿

疾病的模型，对木糖葡萄球菌的易感性增加，表现

为皮炎和脓肿［７－１０］。 ＮＯＳ２ 在宿主防御多种微生物

中起着重要作用，因此，ＮＯＳ２ 基因敲除小鼠通常对

木糖葡萄球菌感染没有反应，表现出伴有表皮溃疡

的肉芽肿性皮炎，在这些小鼠皮肤中分离并鉴定到

了木糖葡萄球菌，因此，作者认为，木糖葡萄球菌是

ＮＯＳ２ 基因敲除小鼠的潜在机会性病原体［１１－１４］。
木糖葡萄球菌感染免疫缺陷或基因工程小鼠

出现皮屑、脱毛、脓肿和皮炎等，严重影响实验动物

质量及实验结果。 免疫缺陷或基因工程动物作为

疾病研究的重要工具，研发和使用数量逐年增强，
对其进行木糖葡萄球菌的监测尤为重要。 木糖葡

萄球菌尚未被列入我国实验动物国家标准检测体

系中，而其他国家的一些实验动物生产和使用单位

已将其列为检测项目［１５］。
目前团体标准对木糖葡萄球菌的检测采用细

菌培养及生化鉴定的方法［１５］，耗时长，操作复杂。
因此，有必要开发一种灵敏特异快速的检测方法。
ｑＰＣＲ 方法兼具快速、特异性强和灵敏度高的优势，
在医学检测领域已被广泛推广和应用，但用该方法

检测木糖葡萄球菌的方法未见报道。 本研究采用

ｇｅｈＭ 基因片段作为靶标，建立了检测木糖葡萄球菌

的 ｑＰＣＲ 方法，并将其应用于临床样本的检测，旨在

监测免疫缺陷小鼠木糖葡萄球菌的携带状态，并对

其进行控制，对保障研究结果的准确性和科学性至

关重要。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株

标准菌株包括木糖葡萄球菌（ＡＴＣＣ２９９７１）、表
皮葡 萄 球 菌 （ ＣＭＣＣ２６０６９ ）、 嗜 肺 巴 斯 德 杆 菌

（ＡＴＣＣ３５１４９）、支气管鲍特杆菌（ＡＴＣＣ１４０６５）、沙
门氏菌（ＣＭＣＣ５０１１５）、绿脓杆菌（ＡＴＣＣ２７８５３）、金
黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ６５３８）、腐生葡萄球菌（ＡＴＣＣ
ＢＡＡ⁃７５０）和肺炎克雷伯杆菌（ＣＭＣＣ４６１１７），由本

实验室购买保存。 头状葡萄球菌（２３０４１０７０⁃１）、松
鼠 葡 萄 球 菌 （ ２３０４１０７０⁃ｂ ）、 松 鼠 葡 萄 球 菌

（２３０４１９０５⁃ｂ）、松鼠葡萄球菌（２３０４１０７０⁃５ａ）和科

氏葡萄球菌 （ ２２１０１０１５⁃２⁃３） 由本实验室分离并

保存。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ （ 批 号：
ＡＭ４３０８６Ａ）（日本 ＴａＫａＲａ 公司）；引物由生工生物

工程（上海）股份有限公司合成；磁珠法核酸提取试

剂（批号：２０２２１０２０） （麦诺迪生物科技有限公司）；
Ｎａｎｏｄｒｏｐ（型号：ＮＤ⁃１０００） （美国 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 公司）。
荧光定量 ＰＣＲ 仪（型号：ＣＦＸ Ｏｐｕｓ ９６） （美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）；全自动核酸纯化仪（型号：Ｐｕｒｉｆｉｅｒ ３２）
（麦诺迪（上海）生物科技有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 引物合成

本文选用 ＧｅｎＢａｎｋ（登录号：ＡＦ２０８２２９􀆰 １）中登

录的特异性 ｇｅｈＭ 基因片段的引物组序列［１６－１７］，并
通过 ＮＣＢＩ 比对确认引物的特异性。 上下游引物序

列分别为 ｇｅｈＭ⁃Ｆ： ５’⁃ＧＴＡＧＡＡＡＡＡＧＣＧＡＡＴＧＡＡ
ＣＡＡＣ⁃３’，ｇｅｈＭ⁃Ｒ： ５’⁃ＣＣＴＧＧＴＴＧＣＣＡＡＴＣＴＴＴＡ
ＴＡＴＡＣ⁃３’。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＤＮＡ 提取

按照核酸提取仪操作说明书及配套提取试剂

进行 ＤＮＡ 提取。 对 ＤＮＡ 浓度进行定量，并按梯度

稀释至所需的浓度。

４７
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１􀆰 ２􀆰 ３　 ｑＰＣＲ 检测体系建立

将提取的 ＤＮＡ 作为反应模板进行 ｑＰＣＲ 扩增。
阴阳性对照的设计方案同本实验室已发表的参考

文献［１８］。
反应体系：ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ（２ × ）１２􀆰 ５ μＬ（终

浓度 １ × ）、ｇｅｈＭ⁃Ｆ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ（终浓度 ０􀆰 ２
μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ｇｅｈＭ⁃Ｒ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ （终浓度 ０􀆰 ２
μｍｏｌ ／ Ｌ）、模板 １ μＬ、加灭菌水 ９􀆰 ５ μＬ 至 ２５ μＬ。
反应程序为：９５ ℃，１ ｍｉｎ；（９５ ℃，１０ ｓ；５０ ℃，３０ ｓ；
７２ ℃， ３０ ｓ），４０ 个循环；７２ ℃，１ ｍｉｎ；熔解曲线。
荧光信号收集在 ５０ ℃，３０ ｓ 时进行。
１􀆰 ２􀆰 ４　 特异性实验

将木糖葡萄球菌和 １３ 种非目的菌加入经培养

法确认为阴性的样本中，阴性样本包括大、小鼠粪

便、皮肤拭子和 ＥＡＤ 拭子样本，与常规样本一样提

取 ＤＮＡ，并进行扩增。 以木糖葡萄球菌标准株的

ＤＮＡ 为阳性对照，来判断本方法是否与其他细菌存

在交叉反应，从而对特异性进行验证。
１􀆰 ２􀆰 ５　 建立标准曲线及灵敏度实验

木糖葡萄球菌标准菌液的 ＤＮＡ 浓度按 １０ 倍梯

度进行稀释，从 １０７ ｆｇ ／ μＬ 至 １ ｆｇ ／ μＬ，取模板 １ μＬ
进行 ｑＰＣＲ 扩增反应。 标准曲线绘制方法和灵敏度

分析方法同参考文献［１８］。

１􀆰 ２􀆰 ６　 重复性实验

在 ２ 个浓度水平进行重复性实验，高浓度为

１０６ ｆｇ ／ μＬ， 低浓度为 １０３ ｆｇ ／ μＬ。 对组内和组间进

行重复性评估，每个组进行重复检测 ６ 次，统计所测

得的 Ｃｔ 值，并计算变异系数。
１􀆰 ２􀆰 ７　 临床样本的应用

委托检验的大、小鼠不同类型样本共 ６０ 份，包
括排风管道粉尘拭子（ｅｘｈａｕｓｔ ａｉｒ ｄｕｓｔ， ＥＡＤ）２０ 份，
皮肤拭子 ２ 份，小鼠粪便 ２０ 份，大鼠粪便 １８ 例。 粪

便样本取 ４０ ～ ５０ ｍｇ，ＥＡＤ 拭子和皮肤拭子折断，
然后按“１􀆰 ２􀆰 ２”和“１􀆰 ２􀆰 ３”操作。
１􀆰 ２􀆰 ８　 ｑＰＣＲ 产物测序鉴定

测序鉴定方案同参考文献［１８］。
１􀆰 ２􀆰 ９　 金标准对比实验

按团体标准 Ｔ ／ ＣＡＬＡＳ ９２—２０２０《实验动物 木糖

葡萄球菌检测方法》对临床样本分离培养及鉴定［１５］。

２　 结果

２􀆰 １　 特异性结果

特异性实验结果表明，仅木糖葡萄球菌标准菌

株出现典型 Ｓ 扩增曲线，其他 １３ 种细菌和水均为平

直线（图 １）。 即本方法仅能扩增出木糖葡萄球菌，
而不能扩增出其他 １３ 种菌。

注：红色 Ｓ 型曲线：木糖葡萄球菌标准菌株；紫色平直线：其他 １３ 种非木糖葡萄球菌菌种的扩增曲线。

图 １　 木糖葡萄球菌 ｑＰＣＲ 特异性检测结果

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ Ｓ ｃｕｒｖｅ， Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ． Ｓｔｒａｉｇｈｔ ｐｕｒｐｌｅ ｌｉｎｅｓ， Ｏｔｈｅｒ １３ ｎｏｎ⁃Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｆｏｒ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ

２􀆰 ２　 标准曲线的建立及灵敏度结果

１０ 倍梯度稀释后的木糖葡萄球菌标准菌株

ＤＮＡ 样品进行 ｑＰＣＲ。 由图 ２ 可见，可检测到 １００
ｆｇ ／ μＬ，在 １０７ ～ １００ ｆｇ ／ μＬ 各浓度梯度之间线性关

５７
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系良好，线性回归方程为 Ｃｔ ＝ －３􀆰 ４１５９ × ｌｇ（ＤＮＡ
量） ＋ ３９􀆰 ２８１，ｋ 为回归方程的斜率，扩增效率计算

公式为 Ｅ ＝ １０（－１ ／ ｋ） － １ ＝ ０􀆰 ９４９８，即扩增效率为

９５％，相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９８９２，表明所建方法的扩增

效率较高。 本方法的灵敏度为 １００ ｆｇ ／ μＬ 的 ＤＮＡ
量（图 ２）。

注：从左向右的曲线代表的 ＤＮＡ 量：１０７ ｆｇ ／ μＬ、１０６ ｆｇ ／ μＬ、１０５ ｆｇ ／ μＬ、１０４ ｆｇ ／ μＬ、１０３ ｆｇ ／ μＬ 和 １００ ｆｇ ／ μＬ。

图 ２　 木糖葡萄球菌 ｑＰＣＲ 灵敏度检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ＤＮＡ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅｓ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ， １０７ ｆｇ ／ μＬ， １０６ ｆｇ ／ μＬ， １０５ ｆｇ ／ μＬ， １０４ ｆｇ ／ μＬ， １０３ ｆｇ ／ μＬ ａｎｄ １００ ｆｇ ／ μＬ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ

２􀆰 ３　 重复性结果

组内和组间 Ｃｔ 值的变异系数均小于 ３％ （表

１），证明本方法重复性良好，且稳定可靠。
２􀆰 ４　 临床样品检测结果

阴阳性对照均符合结果判定要求，因此，６０ 份

临床样本检测结果均有效。 其中，有 ５ 份样品扩增

曲线呈典型的 Ｓ 型，可判定木糖葡萄球菌核酸阳性

（图 ３）。 根据标准曲线，计算出其浓度分别为

１７９８􀆰 ９９、１０１０􀆰 ７０、４２８􀆰 ４８、６９５􀆰 ８９ 和 ５９０􀆰 １４ ｆｇ ／ μＬ。
２􀆰 ５　 ｑＰＣＲ 产物测序分析

所测阳性样本的序列经 ＢＬＡＳＴ 进行序列同源

性比对，结果显示，该序列与木糖葡萄球菌的序列

同源性为 ９９􀆰 ６３％，表明该样本木糖葡萄球菌核酸

阳性（图 ４）。
２􀆰 ６　 与金标准的对比实验

３８ 例大、小鼠粪便样本中，ｑＰＣＲ 法与培养法的

木糖葡萄球菌阳性检出例数相同，均为 １ 例。 ２０ 例

ＥＡＤ 样本中，ｑＰＣＲ 法的阳性检出例数为 ２ 例，培养

法为 １ 例。 ２ 例皮肤拭子样本的 ｑＰＣＲ 法和培养法

检出阳性样本均为 ２ 例。 ｑＰＣＲ 方法所检样本的阳

性率为 ８􀆰 ３％，培养法得到的阳性率 ６􀆰 ７％，ｑＰＣＲ 方

法的灵敏度略高于培养法。

表 １　 组内和组间重复性结果（Ｃｔ 值和 ＣＶ（％））（ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ （Ｃｔ ａｎｄ ＣＶ（％）） ｆｏｒ ｉｎｔｒａｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐｓ（ｎ ＝ ６）

重复性
Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ

ＤＮＡ 量
ＤＮＡ ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ

Ｃｔ 值
Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ

１ ２ ３ ４ ５ ６
ＣＶ（％）

组内
Ｉｎｔｒａ ｇｒｏｕｐ

１０３ ｆｇ ／ μＬ ３２􀆰 ５５ ３０􀆰 ６３ ３１􀆰 ５６ ３１􀆰 ０５ ３０􀆰 ７２ ３１􀆰 ４３ ２􀆰 ２６
１０６ ｆｇ ／ μＬ １９􀆰 ８３ １９􀆰 ６８ １９􀆰 ６５ １９􀆰 ７１ １９􀆰 ７６ １９􀆰 ７９ ０􀆰 ３４

组间
Ｉｎｔｅｒ ｇｒｏｕｐ

１０３ ｆｇ ／ μＬ

１０６ ｆｇ ／ μＬ

３１􀆰 ０８ ３０􀆰 ３１ ３０􀆰 ８８ ３１􀆰 ２４ ３０􀆰 ０５ ３１􀆰 ２８ １􀆰 ６６
３１􀆰 ５４ ３０􀆰 ８３ ３１􀆰 ０５ ３０􀆰 ６３ ３１􀆰 １９ ３０􀆰 ６２ １􀆰 １６
３３􀆰 ０５ ３１􀆰 ４２ ３１􀆰 ３０ ３１􀆰 ０７ ３１􀆰 １０ ３０􀆰 ７１ ２􀆰 ６２
１９􀆰 ５７ １９􀆰 ７６ １９􀆰 ６９ １９􀆰 ５５ １９􀆰 ４９ １９􀆰 ６２ ０􀆰 ５１
１９􀆰 ７５ １９􀆰 ５４ １９􀆰 ７３ １９􀆰 ７１ １９􀆰 ６５ １９􀆰 ３６ ０􀆰 ７５
１９􀆰 ４３ １９􀆰 ５９ １９􀆰 ６２ １９􀆰 ５２ １９􀆰 ３５ １９􀆰 ６６ ０􀆰 ６１

６７



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １ 月第 ３２ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １

注：黑色 Ｓ 型曲线：阳性核酸提取对照；红色 Ｓ 型曲线：阳性扩增对照；紫色平直线：阴性对照和阴性样本；蓝色 Ｓ 型曲线：阳性样本。

图 ３　 木糖葡萄球菌 ｑＰＣＲ 的临床检测结果

Ｎｏｔｅ． Ｂｌａｃｋ Ｓ ｃｕｒｖｅ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｆｏｒ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ． Ｒｅｄ Ｓ ｃｕｒｖｅ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｓｔｒａｉｇｈｔ ｐｕｒｐｌｅ ｌｉｎｅｓ． Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｂｌｕｅ Ｓ ｃｕｒｖｅｓ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ Ｓ． ｘｙｌｏｓｕｓ ｂｙ ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

图 ４　 ｑＰＣＲ 产物序列 ＢＬＡＳＴ 比对结果

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｑＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｂｙ ＢＬＡＳＴ

３　 讨论

木糖葡萄球菌被认为是非致病菌，因此，其鉴

定方法的研究文献较少，且主要集中在食品领域。
１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因［１７］ 和 １６Ｓ ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ 区间序列可

以进行木糖葡萄球菌鉴定［１９－２０］。 ＲＡＮＴＳＩＯＵ 等［１７］

利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ１ ～ Ｖ３ 区可扩增出葡萄球

菌属，再经变性梯度凝胶电泳（ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ）可鉴定

到种。 实验动物的木糖葡萄球菌可以用 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因进行检测，但文献中是送到第三方实验室进行

检测，并未对其性能等进行阐述［２１－２２］。
ＭＯＲＯＴ⁃ＢＩＺＯＴ 等［２３］ 报道了基于 ＰＣＲ⁃ＲＡＰＤ

方法进行木糖葡萄球菌的鉴定，该方法特异性良

好，缺点是需进行随机扩增多态性 ＤＮＡ 标记分析，
操作繁琐，需要较长时间出结果。 木糖葡萄球菌编

码酯酶的 ｇｅｈＭ 基因片段，经 ＲＮＡ 点杂交实验［１６］和

ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 方法［１７］验证，该片段可特异性地识别木

糖葡萄球菌，因此，该 ｇｅｈＭ 基因片段可作为木糖葡

萄球菌种属特异的序列。 经查阅文献，未检索到该

基因片段检测木糖葡萄球菌的 ｑＰＣＲ 方法。

７７
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本研究以木糖葡萄球菌特异性 ｇｅｈＭ 基因片段

为靶序列，建立了大、小鼠木糖葡萄球菌 ｑＰＣＲ 的检

测方法，并进行了性能评估、临床应用、测序验证及

与培养法比对等研究。 所建方法只能扩增出木糖

葡萄球菌，特异性强；其最低检测限为 １００ ｆｇ ／ μＬ 的

ＤＮＡ 量，灵敏度高；重复性好，均小于 ３％。 阳性样

本荧光 ＰＣＲ 产物序列与木糖葡萄球菌的基因序列

同源性为 ９９􀆰 ６％，表明该样本木糖葡萄球菌核酸

阳性。
大、小鼠粪便样本为常规送检样本（经与送检

客户沟通，无皮屑等临床症状，共 ３８ 例），其 ｑＰＣＲ
法与培养法的木糖葡萄球菌阳性检出例数相同，均
为 １ 例。 ＥＡＤ⁃ＰＣＲ 法（共 ２０ 例）的阳性检出例数为

２ 例，培养法检出阳性 １ 例。 皮肤拭子样本（严重皮

屑裸鼠 １ 例，轻微皮屑裸鼠 １ 例，共 ２ 例）的 ｑＰＣＲ
法和培养法检出阳性样本均为 ２ 例。 ｑＰＣＲ 方法所

检样本的阳性率为 ８􀆰 ３％，培养法得到的阳性率为

６􀆰 ７％，ｑＰＣＲ 方法的灵敏度高于培养法。 分析 ＥＡＤ⁃
ＰＣＲ 培养法阳性检出率低的可能原因：一是按团体

标准［１５］进行细菌分离培养时，采用的是划线法接种

的方式，阳性 ＥＡＤ 样本分离培养的平皿仅出现约 ２
～ ６ 个疑似单菌落，该接种方式可能会导致目标菌

漏检；二是样本分离培养时，对木糖葡萄球菌的菌

落和菌体的符合性判断经验不足，可能导致假阴性

结果；三是 ＥＡＤ 为排风管道粉尘，细菌在粉尘环境

中的存活力与粪便和皮肤环境相比可能较弱，导致

ＥＡＤ 中可培养的活菌相对较少；四是不同的方法学

决定了不同的灵敏度，ｑＰＣＲ 的灵敏度优于培养法

是有大量文献支撑的［２５－２６］。
本研究的局限性之一是非目标菌种和目标菌

种的数量都有限，应采用更多的非目标菌种，以更

好地验证检测结果的特异性，以及采用更多的目标

菌种以提高检测方法的准确性；局限性之二是按团

体标准［１５］进行细菌分离培养时，采用的是划线法接

种的方式，阳性 ＥＡＤ 样本分离培养的平皿疑似单菌

落个数较少，该方式可能会导致目标菌漏检，应结

合涂布法或倾倒法，以防止假阴性结果。
综上所述，本研究建立的木糖葡萄球菌 ｑＰＣＲ

检测方法，特异性强、灵敏度高、重复性好，结合全

自动核酸纯化仪提取核酸，可高效快速地得出检测

结果，经临床样本测序及方法学比对验证，可用于

实验动物尤其是免疫缺陷动物木糖葡萄球菌的监

测，以保障科研结果的准确性和科学性。
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《中国实验动物学报》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检

索、统计和分析，以及学科专家评审，《中国实验动物学报》再次入

编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）动物学 ／人类学

类的核心期刊！
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水平

和学术影响进行综合评价，受到学术界的广泛认同。
目前，本刊为中国科学引文数据库来源期刊、中国学术期刊综

合评价数据库来源期刊、中国学术期刊综合评价数据库（ＣＡＪＣＥＤ）
统计源期刊、《中国学术期刊文摘》来源期刊；被中国生物学文献数

据库、《中国核心期刊（遴选）数据库》、《中国科技论文统计源期刊》
（中国科技核心期刊）、《中文核心期刊要目总览》等数据库收录。

感谢编委、专家们的帮助与支持，感谢广大作者和读者朋友们

的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守办刊宗旨，不忘初心，严谨

办刊，开拓进取，不断创新，向世界一流期刊看齐。
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