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　 　 摘要:　 中毒性休克综合征(ＴＳＳ)是由金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ) ｔｓｔ 基因编码的 ＴＳＳＴ￣１ 引发的一

种死亡率较高的全身性感染疾病ꎮ 为了快速检测含有 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因的金黄色葡萄球菌菌株ꎬ本研究基于 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 中金黄色葡萄球菌 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因 ｔｓｔ 设计特异性引物ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增将目标片段插入 ｐＭＤ￣１８Ｔ 载体ꎬ转化

到大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α 感受态细胞中构建重组质粒ꎮ 对引物浓度、退火温度进行优化ꎬ建立快速检测

金黄色葡萄球菌 ｔｓｔ 基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ并验证其灵敏度、特异性和重复性ꎮ 结果表明ꎬ以重组质粒为

标准品获得的标准曲线方程为Ｙ＝ －３.４９４ｘ＋２８􀆰 ８００ꎬ决定系数(Ｒ２)＝ ０􀆰 ９９８ꎬ具有良好的线性关系ꎮ 确定荧光定量

ＰＣＲ 方法的最佳引物浓度为 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌꎬ最佳退火温度为 ５３ ℃ꎬ且特异性强ꎬ与金黄色葡萄球菌 ＲＮ４２２０ 菌株、大
肠杆菌菌株、枯草芽孢杆菌菌株、猪豕链球菌菌株、铜绿假单胞菌菌株的 ＤＮＡ 均无交叉反应ꎮ 此外ꎬ该方法具有较

高的灵敏性ꎬ可检测的最低拷贝数为 １ μＬ １.２９×１０２个ꎬ其敏感性比普通 ＰＣＲ 高 １００ 倍ꎮ 组内和组间的变异系数均

小于 ２􀆰 ００％ꎬ重复性较好ꎮ 综上ꎬ金黄色葡萄球菌 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因 ｔｓｔ 的实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法灵敏度高、重
复性好且特异性强ꎬ本研究结果为金黄色葡萄球菌 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因的检测提供了可靠的技术手段ꎮ

关键词:　 金黄色葡萄球菌ꎻ ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因( ｔｓｔ)ꎻ 实时荧光定量 ＰＣＲ
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　 　 金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)是一种

重要的临床病原菌ꎬ可引发皮肤感染、严重组织感染

及败血症等一系列重症[１]ꎮ 该菌通过促进组织侵

袭、黏附或免疫逃避的毒力因子的选择性表达ꎬ定殖

于人或动物组织并在复杂环境中存活[２]ꎮ 其产生

的毒力因子可诱发宿主先天性和适应性免疫反应ꎬ
其中 Ｔ 细胞超抗原(ＳＡｇ)是一种重要的毒力因子ꎬ
属于金黄色葡萄球菌外毒素家族ꎬ可通过多种方式

作用于宿主免疫系统[３]ꎮ 目前已在金黄色葡萄球

菌中发现 ２９ 种 Ｔ 细胞超抗原毒素ꎬ包括中毒性休克

综合征毒素 １(ＴＳＳＴ￣１)、葡萄球菌肠毒素(ＳＥ)及类

肠毒素(ＳＥｌ)等[４￣５]ꎮ
在金黄色葡萄球菌中约 ５％~５０％的菌株可产生

ＴＳＳＴ￣１[６]ꎮ 该毒素通过增强机体对内毒素的敏感性

导致局部或全身损伤ꎬ其诱导 Ｔ 细胞增殖和激活的能

力远超普通抗原ꎮ ＴＳＳＴ￣１ 进入机体后ꎬ以非抗原依

赖方式激活 Ｔ 细胞和抗原呈递细胞(ＡＰＣ)ꎬ干扰宿主

对病原体的免疫应答[７]ꎬ具体而言ꎬ它可同时与 Ｔ 细

胞受体 β 链及主要组织相容性复合体(ＭＨＣ)Ⅱ类分

子 α 链结合ꎬ触发信号通路级联反应ꎬ导致 Ｔ 细胞和

ＡＰＣ 过度激活并释放大量细胞因子[８]ꎮ 这种非特异

性、过量的 Ｔ 细胞激活可引发中毒性休克综合征

(ＴＳＳ)ꎬ甚至导致多器官衰竭及自身免疫性疾病ꎮ 研

究结果显示ꎬ从 ＴＳＳ 患者中分离的金黄色葡萄球菌菌

株中ꎬｔｓｔ 基因(编码 ＴＳＳＴ￣１)的检出率高达 ７０％ꎬ且该

基因与菌株导致多器官功能障碍的致病性密切相

关[９￣１０]ꎮ 此外ꎬｔｓｔ 基因的携带量与金黄色葡萄球菌的

感染风险呈正相关ꎬ是感染性的重要关联因素[１１]ꎮ
褚敏君[１２]的研究结果也证实ꎬ儿童重症肺炎患者中

致病菌 ｔｓｔ 基因检出率显著升高ꎬ且携带该致病菌基

因的患儿临床病情更重(炎症指标升高、肺部感染程

度加剧)ꎮ

随着对 ＴＳＳＴ￣１ 的研究不断深入ꎬ建立高特异

性、高灵敏度的检测技术成为迫切需求ꎮ 传统检测

方法中ꎬ普通定量 ＰＣＲ 准确性和重复性不足ꎬ免疫

学方法(如 ＥＬＩＳＡ)虽有效但操作繁琐、耗时较长且

抗体制备难度大[１３]ꎮ 相比之下ꎬ基于核酸特异性序

列的实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)具有快速、敏感、特
异性强且稳定的优势ꎬ已广泛应用于金黄色葡萄球

菌、肺炎链球菌等致病菌的检测[１４]ꎮ 目前ꎬ针对金

黄色葡萄球菌 ｔｓｔ 基因的 ｑＰＣＲ 检测方法尚未见报

道ꎮ 因此ꎬ本研究拟建立一种高灵敏度、高特异性且

快速的 ｔｓｔ 基因 ｑＰＣＲ 检测方法ꎬ用于 ＴＳＳＴ￣１ 的定性

定量检测及产 ＴＳＳＴ￣１ 菌株的筛查ꎬ以期为相关感染

的早期诊断和防治提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验菌株

金黄色葡萄球菌 ８３４ 菌株、金黄色葡萄球菌

ＲＮ４２２０ 菌株、大肠杆菌菌株、猪豕链球菌菌株、枯
草芽孢杆菌菌株、铜绿假单胞菌菌株以及鸡源和牛

源金黄色葡萄球菌分离株均由吉林师范大学生命科

学学院微生物研究室保存ꎮ
１.２　 仪器设备

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪为安捷伦(Ａｇｉｌｅｎｔ)科技

有限公司产品ꎻ１５８０Ｒ 高速冷冻离心机为上海贝晶

生物技术有限公司产品ꎻＥｐｐｅｎｄｏｒｆ 多功能基因扩增

仪为 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ(上海)实验室科技有限公司产品ꎮ
１.３　 引物的设计合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中金黄色葡萄球菌 ＴＳＳＴ￣１ 毒素

基因 ｔｓｔ 序列设计特异性引物ꎬ上游引物 ｔｓｔ￣Ｕ１ 序列

为 ５′￣ＧＴＴＧＣＴＴＧＣＧＡＣＡＡＴＣＧＣＴ￣３′ꎬ下游引物 ｔｓｔ￣Ｌ１
序列为 ５′￣ＣＴＧＡＴＧＣＴＧＣＣＡＴＣＴＧＴＧＴＴ￣３′ꎬ目的片段

预期长度为 ２０４ ｂｐꎮ
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１.４　 质粒标准品的制备与鉴定

以金黄色葡萄球菌 ８３４ 菌株的 ＤＮＡ 为模板ꎬ用
上下游引物 ｔｓｔ￣Ｕ１ 和 ｔｓｔ￣Ｌ１ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ同时设

阴性对照(金黄色葡萄球菌 ＲＮ４２２０ 菌株的 ＤＮＡ)
和空白对照(无菌水)ꎮ ＰＣＲ 反应体系(２０􀆰 ０ μＬ):
２×Ｓａｎ Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ １０􀆰 ０ μＬꎬ上游引物(浓度为 ２５
μｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５ μＬꎬ下游引物(浓度为 ２５ μｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５
μＬꎬ模板 ＤＮＡ ２􀆰 ０ μＬꎬ双蒸无菌水补足至 ２０􀆰 ０ μＬꎮ
反应程序:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃
退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３０ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎꎮ 将纯化的 ＰＣＲ 产物与 ｐＭＤ￣１８Ｔ 载体

连接ꎬ转化至大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α 感受

态细胞ꎬ涂布于含氨苄青霉素(Ａｍｐ＋)的 ＬＢ 固体培

养基ꎬ培养后筛选阳性菌落ꎮ 挑取阳性菌落接种至

含氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基ꎬ培养 １６ ｈ 后ꎬ通过

ＰＣＲ 验证阳性克隆ꎮ 提取阳性质粒送至生工生物

工程(上海)股份有限公司测序ꎬ序列验证正确后作

为质粒标准品ꎮ
质粒拷贝数计算公式:

拷贝数(个ꎬ１ μＬ)＝ [质粒质量浓度( ｇ / μＬ) ×
６.０２× １０２３ ( 拷 贝ꎬ １ ｍｏｌ )] / [( 碱 基 对 数 × ６６０ )
ｇ / ｍｏｌ]
１.５　 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的

建立

　 　 选 择 不 同 引 物 浓 度 ( ０􀆰 １０ μｍｏｌ / Ｌ、 ０􀆰 １５
μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ２０ μｍｏｌ / Ｌ)和不同退火温度(５１ ℃、５２
℃、５３ ℃)进行优化ꎬ反应体系为(１５ μＬ):ＴＢ Ｇｒｅｅｎ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ试剂[宝生物工程(大连)有限公司

产品]７􀆰 ５ μＬꎬ上下游引物各 ０􀆰 ２ μＬꎬ质粒模板 １􀆰 ５
μＬꎬ双蒸无菌水 ５􀆰 ６ μＬꎮ 以最高荧光值和最小循环

阈值(Ｃｑ)来确定最佳引物浓度和退火温度ꎮ
１.６　 标准曲线的建立

用双蒸无菌水对质粒标准品进行 １０ 倍梯度稀

释ꎬ各稀释度对应的拷贝数见表 １ꎮ 以不同拷贝数的

质粒为模板进行 ３ 次荧光定量 ＰＣＲꎬ同时设置双蒸无

菌水作为阴性对照ꎮ 以质粒标准品的稀释倍数为横

坐标ꎬＣｑ 值为纵坐标ꎬ绘制标准曲线及熔解曲线ꎮ

表 １　 阳性质粒标准品稀释倍数和对应的拷贝数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｐｉｅｓ

稀释倍数(倍) １×１０１ １×１０２ １×１０３ １×１０４ １×１０５ １×１０６ １×１０７ １×１０８

拷贝数(个) １.２９×１０１２ １.２９×１０１１ １.２９×１０１０ １.２９×１０９ １.２９×１０８ １.２９×１０７ １.２９×１０６ １.２９×１０５

１.７　 荧光定量 ＰＣＲ 敏感性试验

应用建立的荧光定量 ＰＣＲ 和普通 ＰＣＲ 分别对

１ μＬ １.２９×１０５个拷贝数至 １ μＬ １􀆰 ２９ 个拷贝数重组

质粒的模板进行扩增ꎬ以双蒸无菌水为阴性对照ꎬ每
个浓度重复 ３ 次试验ꎬ对比分析荧光定量 ＰＣＲ 和普

通 ＰＣＲ 方法的最低检测限ꎬ以评估两种方法在检测

低拷贝重组质粒的敏感性ꎮ
１.８　 荧光定量 ＰＣＲ 特异性试验

取 １ μＬ １.２９×１０５个拷贝数的重组质粒为模板ꎬ
同时以金黄色葡萄球菌 ＲＮ４２２０ 菌株、大肠杆菌菌

株、枯草芽孢杆菌菌株、猪豕链球菌菌株和铜绿假单

胞菌菌株的 ＤＮＡ 为对照ꎬ进行荧光定量 ＰＣＲ 验证

其特异性ꎮ
１.９　 荧光定量 ＰＣＲ 重复性试验

取 １ μＬ １.２９×１０５个拷贝数至 １ μＬ １.２９×１０３个拷

贝数的重组质粒为模板ꎬ分别进行 ３ 次组内和 ３ 次组

间重复试验ꎬ基于每组重复试验的 Ｃｑ 值均值计算标

准差和变异系数评估其重复性ꎮ
１.１０　 金黄色葡萄球菌临床分离株的检测

对从吉林省不同地区不同奶牛场和养鸡场采集

样品分离得到的 ５６ 株金黄色葡萄球菌菌株进行 ｔｓｔ
基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 基因扩增及质粒标准品的制备与鉴定

以金黄色葡萄球菌 ８３４ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ使
用引物 ｔｓｔ￣Ｕ１ 和 ｔｓｔ￣Ｌ１ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ电泳检测结

果显示ꎬ扩增片段大小为 ２０４ ｂｐ ꎬ与预期相符ꎻ金黄

色葡萄球菌 ＲＮ４２２０ 菌株阴性对照和空白对照均未

出现特异性条带 (图 １Ａ)ꎮ ＰＣＲ 扩增重组质粒

ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ｔｓｔꎬ获得目的片段大小与预期一致 (图

１Ｂ)ꎮ 测序鉴定重组质粒片段与 ＮＣＢＩ 发表的序列

(ＣＰ１６２４３８.１)相似度为 １００％ꎬ表明质粒构建成功ꎬ
可用作后续试验的阳性标准品ꎮ 经测定该质粒质量
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浓度为 ５０.４ μｇ / μＬꎬＯＤ２６０ / ＯＤ２８０值为 １􀆰 ８４５ꎬ重组质 粒 １ μＬ 的拷贝数为１.２９×１０１３个ꎮ

Ａ:ｔｓｔ 基因的 ＰＣＲ 鉴定ꎻＢ:重组质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ｔｓｔ 的 ＰＣＲ 鉴定ꎮ Ｍ:２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:金黄色葡萄球菌 ＲＮ４２２０ 菌株ꎻ２:金黄色葡萄球

菌 ８３４ 菌株ꎻ３:空白对照ꎻ４:重组阳性质粒ꎮ
图 １　 基因扩增及重组质粒的鉴定结果

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２.２　 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的

建立

　 　 以出现最高荧光值和最小 Ｃｑ 值为标准ꎬ最终

确定最佳引物浓度为 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌꎬ最佳退火温度为

５３ ℃ꎬ扩增曲线结果见图 ２Ａ 和图 ２Ｂꎮ

Ａ:不同引物浓度(０.１０ μｍｏｌ / Ｌ、０.１５ μｍｏｌ / Ｌ、０.２０ μｍｏｌ / Ｌ)的优化ꎻＢ:不同退火温度(５１ ℃、５２ ℃、５３ ℃)的优化ꎮ
图 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 方法优化

Ｆｉｇ.２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

２.３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增标准曲线的建立

１ μＬ １.２９×１０８个至 １μＬ １.２９×１０３个不同拷贝数

重组质粒的实时荧光定量 ＰＣＲ 均可以获得 ｔｓｔ 基因

的特异性扩增曲线ꎬ６ 条扩增曲线呈梯度分布(图
３Ａ)ꎮ 决定系数(Ｒ２)为 ０.９９８ꎬ扩增效率为 ９３.２８％ꎬ标
准曲线方程为:Ｙ＝ －３.４９４ｘ＋２８􀆰 ８００(图 ３Ｂ)ꎮ 在熔解

曲线分析中ꎬ所有样品在 ７９􀆰 ５ ℃均出现了单一明显

的熔解峰ꎬ表明扩增体系具有高度特异性(图 ３Ｃ)ꎮ
２.４　 荧光定量 ＰＣＲ 敏感性

从图 ４Ａ 可见ꎬ重组质粒拷贝数为 １ μＬ １.２９×

１０１ 个时仍可观察到扩增曲线并获得 Ｃｑ 值ꎬ但从图

４Ｂ 可见ꎬ熔解曲线与阴性对照的熔解峰相同ꎬ存在

非特异性扩增现象ꎮ 因此确定荧光定量 ＰＣＲ 方法

的最低检测拷贝数为 １ μＬ １.２９×１０２个ꎮ
　 　 采用拷贝数分别为 １ μＬ １.２９×１０１１ 个至 １ μＬ
１.２９×１０３个的阳性重组质粒进行普通 ＰＣＲ 扩增ꎬ结
果显示拷贝数为 １ μＬ １.２９×１０６个的阳性重组质粒

能够明显观察到扩增条带ꎻ在 １ μＬ １.２９×１０４个时能

检测到模糊的条带ꎬ而在 １ μＬ １.２９×１０３个时不能检

测到条带(图 ５)ꎮ
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Ａ:扩增曲线ꎻＢ:标准曲线ꎻＣ:熔解曲线ꎮ １~６ 分别表示拷贝数从 １ μＬ １.２９×１０８个至 １ μＬ １.２９×１０３个不同拷贝数的重组质粒进行实时荧光

定量 ＰＣＲ 所获得的 ｔｓｔ 基因特异性扩增曲线ꎮ
图 ３　 金黄色葡萄球菌 ｔｓｔ 基因实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｔｓｔ ｇｅｎｅ

Ａ:荧光定量 ＰＣＲ 敏感性扩增曲线ꎻＢ 荧光定量 ＰＣＲ 敏感性熔解曲线ꎮ １~６ 分别表示拷贝数从 １ μＬ １.２９×１０５个至 １ μＬ １.２９×１００个重组质

粒荧光定量 ＰＣＲ 敏感性扩增曲线ꎻ７ 为阴性对照ꎮ
图 ４　 荧光定量 ＰＣＲ 敏感性试验的扩增曲线与熔解曲线

Ｆｉｇ.４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ

Ｍ:１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１~９ 分别表示拷贝数从 １ μＬ １.２９×１０１１个

至 １ μＬ １.２９×１０３个重组质粒普通 ＰＣＲ 扩增ꎻ１０ 为阴性对照ꎮ
图 ５　 普通 ＰＣＲ 对不同拷贝数阳性重组质粒扩增的敏感性检

测电泳图

Ｆｉｇ.５　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｉｍａｇｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏｎ￣
ｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ ｉｎ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓ￣
ｍｉｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ

２.５　 荧光定量 ＰＣＲ 特异性

对拷贝数为 １ μＬ １.２９×１０５个的阳性重组质粒

以及金黄色葡萄球菌 ＲＮ４２２０ 菌株、大肠杆菌菌株、
枯草芽孢杆菌菌株、猪豕链球菌菌株和铜绿假单胞

菌菌株 ＤＮＡ 进行实时荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎬ结果如

图 ６ 所示ꎬ仅 １ μＬ １.２９×１０５个拷贝数的阳性重组质

粒观察到了明显的扩增曲线ꎬ表明实时荧光定量

ＰＣＲ 方法具有高度的特异性ꎬ未与其他不携带 ｔｓｔ 基
因的细菌菌株 ＤＮＡ 产生交叉反应ꎮ
２.６　 荧光定量 ＰＣＲ 重复性

选取 １ μＬ １.２９×１０５个拷贝至 １ μＬ １.２９×１０３个

拷贝重组质粒标准品验证实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

方法的重复性ꎬ结果显示ꎬ无论是组内重复还是组间

重复变异系数均低于 ２.００％(表 ２)ꎬ表明本研究建

立的金黄色葡萄球菌 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因的实时荧光

定量 ＰＣＲ 检测方法具有良好的重复性ꎮ

９３８郝亚南等:金黄色葡萄球菌 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立及应用



１~３ 分别表示拷贝数为 １ μＬ １.２９×１０５个阳性质粒重复组ꎻ４ ~ ８
分别为金黄色葡萄球菌 ＲＮ４２２０ 菌株、大肠杆菌菌株、枯草芽孢

杆菌菌株、猪豕链球菌菌株和铜绿假单胞菌菌株的 ＤＮＡꎮ
图 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 特异性试验中不同菌株 ＤＮＡ 扩增曲

线对比

Ｆｉｇ.６ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

２.７　 金黄色葡萄球菌临床分离株的检测

对临床分离得到的 ５６ 株金黄色葡萄球菌进行

实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测 ｔｓｔ 基因ꎬ结果显示ꎬ３８
株金黄色葡萄球菌菌株携带 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因 ｔｓｔꎬ阳
性率为 ６７􀆰 ９％ꎮ

表 ２　 金黄色葡萄球菌 ＴＳＳＴ￣１毒素基因实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方

法的重复性试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＴＳＳＴ￣１ ｔｏｘｉｎ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

标准质粒浓度
(拷贝数ꎬ１ μＬ)

组内

Ｘ—±ＳＤ
变异系数

(％)

组间

Ｘ—±ＳＤ
变异系数

(％)

１.２９×１０５ １７.７２±０.３０ １.２４ １７.６０±０.３３ １.３６

１.２９×１０４ ２１.９０±０.５１ １.６５ ２１.９０±０.５１ １.６４

１.２９×１０３ ２６.５８±０.１４ ０.３８ ２６.５３±０.２５ ０.６８

Ｘ—:循环阈值的平均值ꎻＳＤ:标准差ꎮ

３　 讨 论

ＴＳＳＴ￣１ 是金黄色葡萄球菌产生的一种重要的

超抗原ꎬ与金黄色葡萄球菌的致病性密切相关ꎬ是引

发严重的中毒性休克综合征关键因素之一[１５]ꎮ 中

毒性休克综合征是由毒素介导的感染性疾病ꎬ它会

导致患者出现迅速而严重的休克、多器官衰竭ꎬ甚至

会引发死亡等严重后果[６]ꎮ 实现对 ＴＳＳＴ￣１ 的快速

且准确检测ꎬ对于中毒性休克综合征的及时诊断以

及后续治疗具有重要意义ꎮ
目前ꎬ 对于 ＴＳＳＴ￣１ 的免疫血清学检测技术存

在灵敏度欠佳、易出现假阴性及操作过程繁琐等不

足ꎻ普通 ＰＣＲ 检测技术易受污染、操作复杂且耗时

较长ꎻ生物传感器检测技术则在稳定性、准确性方面

存在局限ꎬ且制备与维护成本较高ꎬ一定程度上限制

了这些检测方法的应用[１６￣１７]ꎮ 而实时荧光定量

ＰＣＲ 检测技术具有极佳的灵敏度、污染风险低以及

手工操作时间短等优点ꎬ并且无需进行 ＰＣＲ 后的分

析步骤[１８]ꎬ已经被广泛应用于沙门氏菌[１９]、伯克霍

尔德氏菌[２０] 和大肠杆菌[２１] 等病原的快速检测ꎮ 本

研究建立了针对金黄色葡萄球菌 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因

ｔｓｔ 快速和高灵敏度的实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法ꎬ
最低可检测到的拷贝数为 １ μＬ １.２９×１０２个ꎬ其灵敏

度比常规 ＰＣＲ 检测方法高 １００ 倍ꎮ 该检测方法的

全过程仅需２~ ３ ｈꎬ显著提高了检测效率ꎬ具有较强

的特异性和数据可重现性[２２￣２３]ꎮ 该方法可精准、高
效识别目标 ＤＮＡ 片段ꎬ即使阳性重组质粒稀释至 １
μＬ １.２９×１０２个拷贝数ꎬ依然可成功扩增ꎮ 通过对多

种细菌 ＤＮＡ 样本进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎬ仅
阳性重组质粒呈现扩增曲线ꎬ充分证明该实时荧光

定量 ＰＣＲ 检测方法具备很强的特异性ꎬ可保障临床

诊断结果的准确性ꎮ

４　 结 论

本研究所建立的实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法ꎬ
具备较强的灵敏度与特异性ꎬ同时有效缩短了检测

所花费的时间ꎬ这对于快速准确诊断由产 ＴＳＳＴ￣１ 毒

素的金黄色葡萄球菌引发的中毒性休克综合征极为

关键ꎮ 凭借对 ＴＳＳＴ￣１ 毒素基因 ｔｓｔ 的高精度检测结

果ꎬ既提升了实验室的工作效率ꎬ也为患者得到及时

救治提供了有力支持ꎮ
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