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基于液相芯片技术建立快速检测 6 种临床常见 
血流感染厌氧菌的方法及评价
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摘　要：目的　基于液相芯片技术建立一种可同时快速检测 6 种临床常见血流感染厌氧菌的方法。方法　通过 GenBank
寻找脆弱拟杆菌、厌氧消化链球菌、具核梭杆菌、中间普雷沃菌、产气荚膜梭菌和痤疮丙酸杆菌的 16S rDNA 基因序

列，经序列比对分析，选择菌内保守菌间特异的区域作靶序列，使用 Primer 5.0 软件设计特异性引物及探针，建立不对

称多重 PCR 扩增体系，将 PCR 产物与偶联核酸探针的荧光微球混合物进行杂交，建立一种多重检测方法，并对该方法

的特异度、灵敏度和重复性进行评价。收集 2020 年 6 月～ 2022 年 5 月东莞市厚街医院阳性血厌氧培养瓶 84 例及阴性

培养瓶 16 例，应用建立的方法进行检测，结果与传统培养法进行比较。结果　6 种厌氧菌靶基因序列经 PCR 扩增后，

电泳成像清晰可见 6 条目标条带；经反应体系优化，生物素标记与非标记引物浓度比为 4∶1 时，选择退火温度 56℃进

行多重扩增，加入 5μl PCR 产物，52℃温育 20 min 检测效果最佳；各目标序列荧光强度中位值（median fluorescence 
intensity，MFI）＞ 1 000，无非特异性信号；最低检测限可达 103cfu/ml ～ 104cfu/ml；当菌液浓度为 105cfu/ml 时，批内

及批间的变异系数分别在 7.38% 和 11.10% 以下；100 例临床样本中 6 种厌氧菌的检测结果与培养法一致。结论　成功

建立一种快速、简便、高效的液相芯片方法，可同时检测 6 种常见血流感染厌氧菌。
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Abstract: Objective　To establish a method based on liquid chip technology for simultaneous and rapid detecting of 6 common 
anaerobic bacteria in blood stream infection. Methods　The 16S rDNA gene sequences of Bacteroides fragilis, Streptococcus 
anaerobius, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Clostridium perfringens and Propionibacterium acnes were 
searched by GenBank . After sequence alignment analysis, specific regions between conserved bacteria in the bacteria were 
selected as target sequences. Primer 5.0 software was used to design specific primers and probes. After an asymmetric multiplex 
PCR amplification, the PCR products hybridized with microsphere mixtures that had been coupled to gene -specific probes, and a 
multiplex detection system was established .Then the specificity, sensitivity and repeatability of the method were evaluated. From 
June 2020 to May 2022, 84 cases of positive blood anaerobic culture bottles and16 cases of negative culture bottles were 
collected from Dongguan Houjie Hospital, and the results were compared with the traditional culture methods. Results　6 target 
bands were clearly visible on electrophoretic imaging. When the concentration ratio of biotin labeled primer to non labeled 
primer was 4∶1, the best detection effect was obtained by multiple amplification at 56 ℃ , adding 5μl PCR products and 
incubating at 52℃ for 20 minutes. The median fluorescence intensity (MFI) of each target sequence was >1 000, and there was 
no non-specific signal. The minimum detectable concentration of the established method could reach to 103cfu/ml ～ 104 cfu/ml. 
When the concentration of bacterial solution was 105cfu/ml, the inter-batch and intra-batch CVs were lower than 7.38% and 
11.10%, respectively. The detection results of 6 anaerobic bacteria in 100 clinical samples were consistent with the culture 
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method. Conclusion　A liquid chip detection method for rapid, simple and efficient detecting of 6 common anaerobic bacteria in 
blood stream was successfully established.
Keywords: anaerobic bacteria；liquid phase chip technology； multiplex PCR

厌氧菌是人体微生物群的主要成员，特别是

在肠道和各种黏膜上，它们是内源性感染的常见

原因 [1]。在所有阳性血培养中，约有 0.5% ～ 13%
检测到厌氧菌血症 [2]，脆弱拟杆菌、厌氧消化链

球菌、产气荚膜梭菌、梭杆菌属、普雷沃菌属和

丙酸杆菌是临床常见血流感染菌属，比例可占到

40% ～ 70%[2-4]。厌氧菌血症相关的死亡率可高达

63% [5]，且用药时间越迟患者的死亡率越高 [6]，因

此早期准确诊断和及时治疗是关键。

现有厌氧菌实验室诊断主要靠培养技术，需要

严苛的培养环境、生长周期长、技术人员鉴定难度

大，导致国内很多实验室难以常规开展 [7]。基于此，

本文引入一种新型的检测技术 - 液相芯片技术，具

有快速简易、高通量、灵敏度及特异度好等特点 [8-9]。 
16S rDNA 存在于所有细菌当中，其结构序列用于

种属鉴定已得到广泛认可 [10]。因此，本文以细菌

16S rDNA 序列为分型基础，设计脆弱拟杆菌、厌

氧消化链球菌、产气荚膜梭菌、具核梭杆菌、中间

普雷沃菌和痤疮丙酸杆菌等 6 种常见血流感染厌氧

菌的特异性引物，经多重 PCR 扩增各目标菌靶序

列，以 Luminex 200 为平台，通过使用荧光编码微

球偶联特异性探针对 6 种厌氧菌进行快速鉴定，为

厌氧菌感染诊断提供帮助。

1　材料与方法

1.1　研究对象

1.1.1　菌株：初期试验使用的标准菌株脆弱拟杆

菌（B.fragilis，ATCC25285）、 厌 氧 消 化 链 球 菌

（P.anaerobius，ATCC27337）、具核梭杆菌（F.nu-
cleatum，ATCC25586）、 中 间 普 雷 沃 菌（P.inter-
media，ATCC25611）、 产 气 荚 膜 梭 菌（C.perfrin-
gens，ATCC13124）和 痤 疮 丙 酸 杆 菌（P.acnes，

ATCC11827）均购自上海保藏生物技术中心。特

异性试验菌株大肠埃希氏菌（E. coli）、金黄色葡

萄球菌（S. aureus）、铜绿假单胞菌（P. aerugino-
sa）、奇异变形杆菌（P. mirabilis）、鲍曼不动杆

菌（A.baumannii）、粪肠球菌（E.faecalis）、肺炎

链球菌（S.pneumoniae）和肺炎克雷伯菌（K. pneu-
moniae）等来自东莞市厚街医院检验科微生物实 
验室。

1.1.2　标本来源：从 2020 年 6 月～ 2022 年 5 月在

东莞市厚街医院住院的所有疑似血流感染患者（发

热，体温 >38℃，伴有寒战等全身中毒症状或中性

粒细胞增多伴 PCT 升高）进行外周血、肺部灌洗液、

深部脓肿脓液和无菌部位体液等厌氧菌血培养的 

6 255 份标本里，收集仪器报警阳性的血培养瓶 
84 例，并随机挑选 16 例培养阴性的血厌氧培养瓶。

1.2　试剂与仪器 
1.2.1　试剂：多重 PCR 试剂盒（TaKaRa 大连宝生

物工程有限公司），细菌 DNA 提取试剂盒（北京

天根生化科技公司），2-（N- 吗啡基）乙横酸（MES，

Sigma 公 司），5mol/L 氯 化 四 甲 基 胺（TMAC，

Sigma 公司），1- 乙基 -（3- 二甲基氨基丙基）碳

化二亚胺盐酸盐（EDC，Pierce 公司），藻红蛋白

标记链霉亲和素（SA-PE，Invitrogen 公司），荧光

微球（Luminex 公司）。

1.2.2　 仪 器：TC-96 PCR 扩 增 仪（ 博 日 公 司），

Luminex 200 流式荧光分析仪（Luminex 公司），

核酸测定仪（柏精 BioDrop），凝胶成像仪（东胜

龙 BIS 910），全自动 BACTEC 血培养仪器（美国

BD 公司），VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定仪（法

国梅里埃）。

1.3　方法

1.3.1　 引 物 与 探 针 的 设 计： 根 据 GenBank 数 据

库发布的 6 种厌氧菌 16S rDNA 基因序列，应用

DNAMAN 6.0 软件进行多序列比对分析，选择菌

内相对保守菌间高度特异的区域作靶序列，并使用 
Primer 5.0 序列分析软件设计特异性引物及探针，

通过 NCBI 网站进行 BLAST 分析，对选用的扩增

引物和探针进行同源性对比，确保其特异性。引

物及探针由上海生工公司合成，所有下游引物 5’
端做生物素（biotin）标记，探针 5’ 端进行氨基和

C12 修饰，在 Luminex 公司提供的多种编码微球中

选择 6 种型号的微球偶联对应的探针，见表 1。

1.3.2　 细 菌 DNA 提 取：采 用 DNA 吸 附 柱 法。

各菌株用生理盐水制成 2.0 麦氏度的菌悬液，取

200μl，血培养瓶混匀后取液体 2 ml，按照试剂盒

说明书操作。核酸测定仪对提取的 DNA 进行质量

浓度和纯度的测定，将 DNA 样本保存在 -20℃，

直至后续分析。

1.3.3　液相芯片技术检测方法的建立

1.3.3.1　微球探针的偶联：依据 Luminex 公司提供

的配制方案 [11]，得到偶联好的检测微球（约 50 000
个 /μl），4℃避光保存。

1.3.3.2　多重 PCR 反应：采用 50μl 反应体积，每

个反应含 TaqHS DNA 聚合酶 0.25μl，10× 缓冲液

（含 15 mmol/L MgCl2）5μl，dNTP 4μl，标准菌

株 DNA 模 板（ 浓 度 约 25 ng/μl）2μl，6 种 菌 中

除具核梭杆菌上下游引物各 1μl 外，其余 5 种菌
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各 0.5μl，上游非标记引物浓度 10μmol / L，生物

素标记下游引物浓度 40μmol / L，用去离子水补足

至 50μl。反应条件：94℃ 1 min；94℃ 30s，56℃ 
30s，72℃ 30 s，共 30 个循环；72℃ 5 min。反应

结束后取 5μl 扩增产物置于 3g/dl 琼脂糖凝胶上电

泳 90 min，电压 125 V，凝胶成像系统下观察结果。

表 1                     　　　　　　　　　　　       6 种厌氧菌引物及探针

菌   种 碱基序列 扩增长度（bp） 微球编码

B.fragilis Forward：5’-GGGGATGCGTTCCATTAGG-3’ 

Reverse Biotin：5’-GCTGCTGGCACGGAGTTAG-3’
Probe NH2(C12) ：5’-CCTCACTGCTGCCTCCCGTA-3’ 254 25#

P.anaerobius Forward ：5’-GACGATCAGTAGCCGACCTG-3’ 

Reverse  Biotin ：5’-AGTTTCGGAGGCTAACTACGG-3’
Probe NH2(C12) ：5’-GGCGTAAAGGGTGCGTAGGT-3’ 341 13#

F.nucleatum Forward ： 5’-CAACAGAAGAAGTGACGGCTAA-3’

Reverse Biotin ：5’-ATCGTTTACGGCGTGGACTA-3’
Probe NH2(C12) ：5’-GGCTTCCCCATCGGCATT-3’ 153 18#

P.intermedia Forward ：5’- GATGGATGCCCGCTGTTAG-3’ 

Reverse Biotin ：5’-CATGTTCCTCCGCTTGTGC-3’
Probe NH2(C12) ：5’-GCGAAAGCATTAAGCATCCCA-3’ 130 22#

C.perfringens Forward ：5’-CGTGGGTAACCTGCCTCAT-3’

Reverse Biotin ：5’-AATCATCCGCCTACGCTCC-3’ 
Probe NH2(C12) ：5’-CATAGCGGATTGCTCCTTTGGT-3’ 452 15#

P.acnes Forward ： 5’-GATGGACTCGCGGCTTATCA-3’

Reverse Biotin ：5’-CTCGCACCCTACGTATCACC-3’
Probe NH2(C12) ：5’-CAATGGGCGGAAGCCTGATG-3’ 302 20#

1.3.3.3　扩增产物杂交及检测：用 1.5XTMAC 将各

偶联微球稀释成 1 000 个 /μl 的工作液，同时，用 
1×TMAC 将 SA-PE 稀释至 4μg/ml。杂交反应条

件：5μl PCR 产物与 33μl 微球工作液混合，加入

12μlTE 缓冲液，95℃变性 5 min，52℃杂交 20 min
后， 取 25μl 混 合 液 加 入 4 μg/ml SA-PE 75μl，
52℃温育 15 min。反应结束后用 Luminex 200 流式

荧光分析仪检测，仪器提供的检测结果数值为平均

荧光强度（mean fluorescence intensity，MFI）荧光值。

1.3.3.3　结果判断：每次检测均用去离子水设置 3
个空白对照，与待检样品同步进行扩增和微球杂交

检测。依据 Luminex 公司提供的判断标准 [11]：定

性比率结果（LQRR）等于样品的 MFI（MFIS）除

以空白对照的 MFI（MFIB），即是 LQRR=MFIS/
MFIB。LQRR ≥ 3，结果为阳性；2 ≤ LQRR ＜ 3，

结果为灰区，需重新检测；LQRR ＜ 2，结果为阴性。

试验须在微球个数不少于 100 个的情况下才成立。

1.3.3.4　扩增产物标记及微球探针杂交条件优化：

采用不对称 PCR 方法扩增特异长度的单链 DNA，

对标记与非标记引物浓度比进行 1∶1，2∶1，3∶1，

4∶1，5∶1 和 6∶1 等配比试验，根据检测结果 MFI
和 LQRR 值确定最佳的比例。杂交优化依据 MFI
和 LQRR 比值，调整杂交体系中的 PCR 产物用量

（2 ～ 8μl），杂交温度（48 ～ 58℃），时间（10 ～ 30 
min），SA-PE 浓度（3 ～ 6μg/ml），孵育时间（10 ～ 20 
min）等对 MFI 值的影响，确定最佳反应体系。

1.3.4　液相芯片检测体系性能评估：将 6 种厌氧菌

的标准菌株及 8 种其他菌株的 DNA 作为 PCR 扩增

模板，同时用生理盐水作阴性对照，利用已建立的

检测方法进行杂交检测，评估该方法的特异度。把

各标准菌株调成 101 ～ 107 cfu/ml 浓度梯度稀释的

菌悬液，针对液相芯片系统中目标基因做灵敏度分

析。选取各菌种 105cfu/ml 浓度做 3 次重复测定并

连续检测 3 天，计算批内和批间的变异系数（CV），

验证其重复性。

1.3.5　临床样本试验：报阳的 84 例样本包括外周血、

肺部灌洗液、深部脓肿脓液和无菌部位体液，仪器

报阳时，取增菌液转接入固体培养基分别进行需氧

和厌氧培养 1 ～ 2 天，厌氧血平板若有菌落形成，

做染色、耐氧实验、分纯，用 VITEK 2 Compat 系

统鉴定菌种。同时取阳性培养瓶液体进行核酸提取，

应用建立的芯片法进行检测，比较两种方法的结果。

1.4　统计学分析　计量资料（平均荧光值）用均数 
± 标准差（x±s）表示，计数资料用例数或株数表示，

灵敏度以荧光值表示，批间、批内以 CV 值表示。

2　结果与分析
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2.1　反应条件优化　扩增后电泳结果显示，退火

温度为 56℃，DNA 质量为 50 ng 时，单重及多重

PCR 均能够同时扩增出 6 条目的条带，见图 1。标

记与非标记引物浓度比为 4∶1 时，液相芯片系统所

测的 6 种厌氧菌的 MFI 平均值最高，见图 2。杂交

条件以 5μl PCR 产物，52 ℃温育 20 min 为最佳。

2.2　液相芯片检测的特异度、灵敏度和重复性　见

表 2。该芯片系统单独检测各目标菌的 MFI 值均在

1 000 以上，LQRR 值远高于 3 的判断阈值；其他

非目标菌种 LQRR ＜ 2，无非特异性信号。6 种厌

氧菌检岀限在 103 ～ 104cfu/ml，各目标菌种 100cfu/
ml 以上的浓度与测得的 MFI 值呈线性，测得的相

关系数 r2 分别是脆弱拟杆菌 0.98，厌氧消化链球菌

0.98，中间普雷沃菌 0.98，具核梭杆菌 0.95，产气

荚膜梭菌 0.95 和痤疮丙酸杆菌 0.98，见图 3。选择

各目标菌液检测限内浓度 105cfu/ml 进行重复性试

验，批内 CV 值在 5.73% ～ 7.38%，批间 CV 值在

7.79% ～ 11.10%。

注：M：DNA Marker；1：6 种目标厌氧菌；2: C.perfringens；3: 
B.fragilis；4: P.acnes；5: P.anaerobius；6: P.intermedia；7: F.nucleatum

图 1　多重 PCR

图 2　标记与非标记引物浓度比优化

图 3　液相芯片系统灵敏度分析
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表 2                                                 各目标菌种（105cfu/ml）液相芯片检测的重复性

菌　株
批内（MFI）

CV(%)
批间（MFI）

CV(%)
1 2 3 1 2 3

B.fragilis 2 771 2 577 2 911 6.09 2 771 2 588 2 370 7.79

P.anaerobius 2 347 2 403 2 688 7.38 2 347 2 407 2 023 9.14

P.intermedia 3 533 3 120 3 412 6.33 3 533 3 399 2 978 8.77

F.nucleatum 1 386 1 560 1 345 7.98 1 386 1 354 1 124 11.10

C.perfringens 1 832 1 634 1 723 5.73 1 832 1 712 1 539 8.69

P.acnes 3 899 3 574 4 011 5.93 3 899 3 697 3 298 8.42

2.3　临床样本的检测　见表 3。84 例血厌菌培养瓶

报阳的标本中，传统方法鉴定为厌氧菌共 56 例，

需氧或微需氧菌共 32 例，有 4 例为需氧和厌氧菌

混合感染，1 例为两种厌氧菌混合感染。报阳血培

养瓶从转接血平板培养到最后鉴定为厌氧菌时间范

围为 51.3 ～ 96.7 h。液相芯片法检出 6 种目标厌氧

菌共有 42 例，其分类结果与传统方法一致；另有

14 例非目标厌氧菌和 28 例需氧菌检测无反应，随

机 16 例阴性血厌氧培养瓶未检测出阳性信号值。
表 3     84 例血厌氧报警阳性瓶培养液两种检测 

                              方法结果比较（n=84）

检测菌种 细菌培养法（株）
液相芯片法 

[ 株（MFI  x±s）]

B.fragilis 11 11（3 323±1 001）
P.anaerobius 6 6（2 289±768）
C.perfringens 12 12（4 706±2 189）

P.acnes 5 5（1 389±899）
P.intermedia 1 1（1 189）
F.nucleatum 2 2（1 733±770）

B.fragilis，P.aeruginosa 1 1（1 876）
B.fragilis，E.coli 1 1（3 077）

B.fragilis，E.faecalis 1 1（609）
S.pharyngitis，P.intermedia 1 1（823）
F.nucleatum，P.anaerobius 1 1（478，1 566）

B.polymorphus 1 ND
B.ovalis 1 ND

Bacteroides spp. 3 ND
Lactobacillus spp. 1 ND

Fusobacterium spp. 2 ND
Veronica spp. 2 ND

P.bivia 1 ND
Bifidobacterium spp. 2 ND

P.melanogenes 1 ND
Listeria monocytogenes 1 ND

K. pneumoniae 3 ND
S. aureus 4 ND

Coagulase negative 
staphylococcus 6 ND

S.pneumoniae 2 ND
E. coli 6 ND

P.aeruginosa 4 ND
A.baumannii 2 ND

注：ND 代表未检测。

3　讨论

侵入性手术的频繁应用和抗生素的不规范使用

加剧了厌氧菌的血流感染风险，对患者的康复和经

济造成严重威胁。有效治疗方法的选择依赖于快速

识别病原体，而传统厌氧菌培养技术耗时长，成本

高，已成为很多基层医疗机构面临的难题。分子快

速诊断试验（mRDT）被定义为任何能够在血培养

阳性后 24h 内提供诊断的分子方法，如 PCR，基因

芯片、宏基因二代测序（NGS）和基质辅助激光解

析电离飞行时间质谱技术（MALDI-TOF MS）等，

被认为是传统实验方法一个很有前途的补充，能减

少血流感染患者有效治疗时间，降低医疗成本 [12-13]。

基于探针的分子检测（qPCR）可提供快速和

灵敏的结果，被广泛用于病原体检测，但它们检测

的靶标有限。使用 NGS 或 MALDI-TOF MS 可对绝

大多数已知苛养菌进行分类到种，但这些方法检测

昂贵，还需要专门仪器及高水平人员分析，不符合

基层医疗机构发展需求。液相芯片技术是一种利用

多种编码微球结合特异标记物实现对多种基因、抗

原识别的新型基因芯片技术，在多种病原体的联合

检测方面具有多方优势 [14]。因此，本研究的目的是

建立一种基于 Luminex 技术的多重检测方法，用于

同时检测临床报道的 6 种常见血流感染厌氧菌。利

用该方法检测 100 份临床样本，目标厌氧菌分类结

果与培养法一致，假阳性和假阴性率均为 0。该方

法从标本的核酸提取、多重 PCR 反应到探针微球

的杂交分析，全程只需 5 h，相比培养法需 2 天以

上的鉴定时间，显著改善了厌氧菌检测周转时间。

且该方法易于操作，不需要特殊的知识或技能。在

检测成本上，液相芯片法检测 1 个样品仅需要 80
元左右，低成本高效益，更符合基层机构的实际情

况。液相芯片平台可根据需求自由增减目标数量，

更易满足不同研究领域的要求。JAKUB 等 [15] 利用

该技术成功建立一种快速检测 7 种食物和水源性感

染病毒的多重检测系统，显示高特异度和稳健性。

因此液相芯片技术为病原菌检测提供了有前景的平

台，但是该平台也存在不足：仅能检测已知序列病

原菌。
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在 开 发 分 析 方 法 时， 我 们 进 行 了 试 剂 和 反 应 条

件的优化，以达到最佳的性能。实验优化包括不对

称多重扩增中的引物比例、扩增期间的退火温度和

时间、PCR 产物用量、杂交条件、SAPE 浓度和孵

育时间。值得注意的是，在不对称 PCR 中优化生

物素标记与非标记引物的比例显著提高了杂交效

率，这可能是大量生物素化单链 DNA 增加了与探

针微球的结合机率。而标记与非标记引物间的浓度

比并非倍数越高，MFI 值越大，最终确定当两者比

值为 4∶1 时，各厌氧菌目标序列能达到最优的结合，

提示上 / 下游引物的含量比例是影响不对称 PCR 效

率的关键因素 [16]。实验发现杂交反应时 PCR 产物

和杂交温度对 MFI 值影响较大。PCR 产物用量并

非越多越好，超过 5μl 时，目标信号反而降低，这

可能是由于大量剩余的生物素化引物与 PCR 产物

竞争性地结合链霉亲和素（SA-PE）所致。而杂交

温度过高，目标信号降低，温度过低，背景信号升高，

目标信号不稳定。本研究试验 52℃较为合适，能保

证杂交反应的特异度和稳定性。

本文研究的新型检测系统能够在高通量反应中

同时检测和识别多种厌氧菌独特的 DNA 靶标，具

有良好的灵敏度和特异度。各目标菌液 100cfu/ml
以上的浓度与测得的 MFI 值呈线性（r2 ≥ 0.95），

具有定量的效果 [17]。重复性评价发现批内和批间

MFI 值的变异系数虽然在 10% 左右，但数值均保

持在 1 000 以上，这些偏差并不影响最终的结果判

断。本研究同时存在一些缺点：一是属于小样本研

究事件，有待扩大数量评估临床应用。目前仅应用

于血培养液的检测，理想情况下该检测方法应直接

用于全血标本，而不是血液培养，以增加效益，这

也将是我们未来测试的重点。二是快速检测方法敏

感度有待提高，下一步我们计划通过再优化液相芯

片的反应体系，提高检测方法的灵敏度。三是液相

芯片法前期依赖核酸扩增，存在污染的可能性，需

对操作流程做好标准化规范。

综上，依赖传统的细菌培养对厌氧菌诊断存在

多种局限，难以达到早诊断早治疗的目的。本研究

开发了一种将多重 PCR 与探针微球杂交技术相结

合的厌氧菌检测系统，并对该体系的检测参数进行

优化及临床样本验证，证实了这是一种可靠、快速、

高效、价廉的检测病原体的方法，以期对临床常见

厌氧菌血流感染诊断提供快速帮助。
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