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１８２株儿童患者肺炎链球菌的分子生物学鉴定及分型
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［摘　要］　目的　对来自患儿的肺炎链球菌进行分型，为肺炎链球菌疫苗的正确选择提供科学依据。方法　收集

２０１４年来自河北省儿童医院的１８２株肺炎链球菌，普通ＰＣＲ对肺炎链球菌进行种属鉴定，应用多重ＰＣＲ方法对

菌株进行菌型分析。结果　经ＰＣＲ检测１８２株菌的犮狆狊Ａ基因扩增均为阳性；经多重ＰＣＲ检测，除８株未分型菌

株外，其余１７４株肺炎链球菌中，以１９Ｆ、１９Ａ和６Ａ／６Ｂ型数量最多，分别为６８株（３７．３６％）、３３株（１８．１３％）和２６

株（１４．２８％），其余型别有３５Ｂ型、１４型、６Ｃ／６Ｄ型、２３Ｆ型、１５Ｂ／１５Ｃ型等。结论　１８２株肺炎链球菌的菌型主要

为１９Ｆ、１９Ａ和６Ａ／６Ｂ，为该省肺炎链球菌疫苗的正确选择和制订使用策略提供了科学依据。

［关　键　词］　肺炎链球菌；多重ＰＣＲ；菌型鉴定；种属鉴定；犮狆狊基因
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　　肺炎链球菌（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，Ｓｐ）感

染是重要的全球性疾病，可引起肺炎、婴幼儿急性化

脓性中耳炎和细菌性脑膜炎，每年全球至少有

１００万左右５岁以下的儿童死于肺炎链球菌相关疾

病，２岁以下儿童受到的危害更严重
［１］。由于肺炎

链球菌的高发病率和致死率，其疫苗推广十分重要，
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但目前疫苗的保护范围有限，无法覆盖所有菌型。

因此，为正确和有效地免疫儿童，迫切需要了解肺炎

链球菌菌型种类及其分布情况。

荚膜是肺炎链球菌最主要的致病因子，其生成

主要由荚膜合成基因簇（犮狆狊）调控，该基因几乎存在

于所有肺炎链球菌中，且高度保守，本研究中用于鉴

定肺炎链球菌的犮狆狊Ａ引物以及用于分型的引物大

多来自犮狆狊基因簇，且大多经Ｓｏｕｔｈｅｎ印迹实验的

检验［２］。基于ＰＣＲ技术的分子鉴定及分型方法敏

感性高，操作简便，成本较低，已经成为肺炎链球菌

血清分型的首选方法。世界卫生组织（ＷＨＯ）手册

在关于流行性脑膜炎、肺炎链球菌和流感嗜血杆菌

引起的脑膜炎诊断方法一节介绍了肺炎链球菌的

ＰＣＲ分型方法
［３］。本研究利用分子生物学方法对

２０１４年河北省儿童医院分离的１８２株来自儿童患

者的肺炎链球菌进行分型，初步了解该省儿童患者

致病性肺炎链球菌菌型特点，科学评价该省现行的

肺炎链球菌疫苗使用策略，为肺炎链球菌疫苗的正

确选择提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　２０１４年河北省儿童医院对临床

诊断为大叶性肺炎、气管炎、中耳炎、胸膜炎、心内膜

炎及败血症等病例进行相关标本采集，标本经初步

生化鉴定共分离１８２株肺炎链球菌，全部纳入研究。

菌株分离自痰、血、脑脊液、肺泡灌洗液、臀部脓肿穿

刺液、胸腔积液、气管内分泌物、眼分泌物和关节腔

脓液等标本，所有菌株均分离自８岁以下儿童，其中

１５０株来自２岁以下儿童。

１．１．２　仪器与试剂　哥伦比亚血琼脂培养基购自

广州市迪景微生物科技有限公司，ＰＣＲＰｒｅｍｉｘ体

系、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自大连宝生物工程公司，引物由

北京华大基因公司合成。９７００型普通ＰＣＲ仪为美

国ＡＢＩ公司生产，５４１７型离心机为德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司生产，１２８５型生物安全柜为美国Ｔｈｅｒｍｏ公司

生产，ＭＣＯ１８ＡＩＣ型ＣＯ２ 培养箱为日本三洋公司

生产，１６４５０５０型电泳仪为美国伯乐公司生产，Ｇ

ＢｏｘＦ３型紫外凝胶成像仪为英国Ｓｙｎｇｅｎｅ公司

生产。

１．２　方法

１．２．１　ＤＮＡ模板的制备　将收集的菌株接种于哥

伦比亚血琼脂培养基上，置ＣＯ２ 培养箱中，在５％

ＣＯ２、３５℃条件下培养１８～２０ｈ。挑取一定量的新

鲜培养物，悬浮于２００μＬ超纯水中，涡旋振荡，沸水

浴２０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取上清液

制备菌株ＤＮＡ模板，－２０℃保存备用。

１．２．２　菌株种属鉴定　对菌株进行种属特异性基

因犮狆狊Ａ的普通ＰＣＲ鉴定，引物序列犮狆狊ＡＦ：ＧＣＡ

ＧＴＡ ＣＡＧ ＣＡＧ ＴＴＴ ＧＴＴ ＧＧＡ ＣＴＧ ＡＣＣ，

犮狆狊ＡＲ：ＧＡＡ ＴＡＴ ＴＴＴＣＡＴ ＴＡＴＣＡＧ ＴＣＣ

ＣＡＧＴＣ，反应条件为：９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变

性４５ｓ，５４℃退火４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环后

７２℃再延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增结束后，在浓度为

１．０％琼脂糖中进行电泳，电压为５Ｖ／ｃｍ，电泳１ｈ，

紫外凝胶成像仪观察并采集图像。

１．２．３　多重ＰＣＲ分型　分９个反应依次对待测样

品进行ＰＣＲ分型，每个反应均包括多对不同的血清

型引物及作为内对照的犮狆狊Ａ引物，引物序列参照

文献［３］报道，扩增条件：９５℃预变性１５ｍｉｎ，９４℃

变性３０ｓ，５４℃退火９０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３５个循

环后７２℃再延伸１０ｍｉｎ，ＰＣＲ扩增结束后，在浓度

为１．０％琼脂糖中进行电泳，电压为５Ｖ／ｃｍ，电泳

１ｈ，紫外凝胶成像仪观察并采集图像。根据扩增片

段长度，确定样品所属型别。引物分组见表１。

表１　多重ＰＣＲ引物分组情况

犜犪犫犾犲１　ＧｒｏｕｐｉｎｇｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

分组 血清型

１ ６（６Ａ／６Ｂ／６Ｃ／６Ｄ），３，１９Ａ，２２Ｆ／２２Ａ，１６Ｆ

２ ８，３３Ｆ／３３Ａ／３７，１５Ａ／１５Ｆ，７Ｆ／７Ａ，２３Ａ

３ １９Ｆ，１２Ｆ／１２Ａ／４４／４６，１１Ａ／１１Ｄ，３８／２５Ｆ，３５Ｂ

４ ２４（２４Ａ／２４Ｂ／２４Ｆ），７Ｃ／７Ｂ／４０，４，１８（１８Ａ／１８Ｂ／１８Ｃ／１８Ｆ），９Ｖ／９Ａ

５ １４，１，２３Ｆ，１５Ｂ／１５Ｃ，１０Ａ

６ ３９，１０Ｆ／１０Ｃ／３３Ｃ，５，３５Ｆ／４７Ｆ，１７Ｆ

７ ２３Ｂ，３５Ａ／３５Ｃ／４２，３４，９Ｎ／９Ｌ，３１

８ ２１，２，２０，１３

９ ６Ｃ／６Ｄ

　　：当６（６Ａ／６Ｂ／６Ｃ／６Ｄ）为阳性时，进行第９组多重ＰＣＲ，若

６Ｃ／６Ｄ型检测阳性即为此型，否则为６Ａ／６Ｂ型

２　结果

２．１　菌株种属鉴定结果　１８２株菌经ＰＣＲ鉴定，

犮狆狊Ａ基因均为阳性。

２．２　多重ＰＣＲ分型检测结果　经多重ＰＣＲ分型

检测，１９Ｆ、１９Ａ和６Ａ／６Ｂ三种菌型所占比率最多，

分别为３７．３６％、１８．１３％和１４．２８％。图１为部分

菌株第３组多重ＰＣＲ电泳图，菌株均在１６０ｂｐ处

有一条带，此条带为内参基因犮狆狊Ａ 条带。菌株１
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和９在６７７ｂｐ处有一电泳条带，菌型为３５Ｂ；菌株２

～７和１０在３０４ｂｐ处有一条带，菌型为１９Ｆ；菌株

８和１１为阴性。图２为部分菌株第１组多重ＰＣＲ

电泳图，菌株均在１６０ｂｐ处有一条带，菌株１在

５６６ｂｐ处有一电泳条带，菌型为１９Ａ，菌株３在

２５０ｂｐ处有一条带，菌型为６。其余菌株的型别为：

３５Ｂ型（９株）、１４型（７株）、６Ｃ／６Ｄ型（６株）、２３Ｆ型

（６株）、１５Ｂ／１５Ｃ型（５株）、１型（４株）、２４型（２４Ａ／

２４Ｂ／２４Ｆ）（２株）、３型（２株）、７Ｃ／７Ｂ／４０型（２株）、５

型（１株）、１２Ｆ／１２Ａ／４４／４６型（１株）、３５Ａ／３５Ｃ／４２

型（１株）、１５Ａ／１５Ｆ型（１株）；有８株菌不能分型。

见表２。
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图１　肺炎链球菌第３组多重ＰＣＲ产物电泳图
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图２　肺炎链球菌第１组多重ＰＣＲ产物电泳图
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３　讨论

肺炎链球菌是严重危害儿童和老年人身体健康

的病原菌之一。目前已知的肺炎链球菌有９０多个

血清型／群，只有少部分血清型／群能够导致人群发

病［４］，但能引起所有年龄组的高发病率和病死率，在

世界范围内是一个严重的公共卫生问题［５］。

随着分子生物学的发展，各种分子生物学手段

应用到病原微生物学的研究中，其中ＰＣＲ方法是一

种灵敏性高、操作简便、成本较低的方法，可广泛应

用于肺炎链球菌的日常监测工作。荚膜是肺炎链球

表２　肺炎链球菌分型结果及构成比
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菌型 菌株数 构成比（％）

１９Ｆ ６８ ３７．３６

１９Ａ ３３ １８．１３

６Ａ／６Ｂ ２６ １４．２８

３５Ｂ ９ ４．９４

１４ ７ ３．８５

６Ｃ／６Ｄ ６ ３．３０

２３Ｆ ６ ３．３０

１５Ｂ／１５Ｃ ５ ２．７５

１ ４ ２．２０

２４（２４Ａ／２４Ｂ／２４Ｆ） ２ １．１０

３ ２ １．１０

７Ｃ／７Ｂ／４０ ２ １．１０

５ １ ０．５５

１２Ｆ／１２Ａ／４４／４６ １ ０．５５

３５Ａ／３５Ｃ／４２ １ ０．５５

１５Ａ／１５Ｆ １ ０．５５

未分型 ８ ４．３９

菌最主要的致病因子，而荚膜的产生主要是由荚膜

合成基因簇（犮狆狊）调控的，它几乎存在于所有肺炎链

球菌基因组中，用犮狆狊Ａ引物鉴定肺炎链球菌方便

准确。目前，肺炎链球菌的血清学分布监测工作主

要是对收集菌株进行培养及血清学鉴定，所用血清

比较昂贵，结果解释对操作人员的经验要求较高，是

血清学分群／型的主要缺点。世界卫生组织推荐的

建立在ＰＣＲ技术基础上的血清分型技术可以克服

传统血清分群／型技术的不足，用于临床上一些不能

直接用血清鉴定菌株的分型，以及对传统血清学分

型方法不敏感菌株的检测［３，６］，且无主观偏差，实验

结果更可靠，操作便捷、省时，成本较低，该分型方法

是以犮狆狊Ａ基因为靶基因，设计一系列引物，建立起

来的检测血清型的多重ＰＣＲ方法
［７］。通过比较分

析美国、巴西和南非等国家分离的菌株，证实多重

ＰＣＲ分型方法与传统的血清型方法具有良好的相

关性［８９］。但本研究中所采用的分子生物学方法鉴

定肺炎链球菌种属及型别也存在一定的局限性，虽

犮狆狊Ａ基因序列高度保守，但也有文献报道由于基因

的缺失或突变导致极少数菌株不能扩增出犮狆狊Ａ基

因［１０］，但本研究中未发现类似情况。

肺炎链球菌的发病率及病死率较高，而疫苗的

使用是一种有效的预防手段，目前全球较常见的肺

炎链球菌疫苗有７价肺炎链球菌结合疫苗（ＰＣＶ

７）、１３价肺炎链球菌结合疫苗（ＰＣＶ１３）和２３价肺

炎链球菌多糖疫苗（ＰＰＶ２３），疫苗的使用可以使肺

炎链球菌相关疾病的发病率明显降低、呈现较高的

·８２３· 中国感染控制杂志２０１７年４月第１６卷第４期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ４Ａｐｒ２０１７



保护力［１１］。本研究中所用引物可鉴别肺炎链球菌

１、３、４、５、６Ａ／Ｂ、７Ａ／Ｆ、９Ａ／Ｖ、１４、１５Ａ、１８Ａ／Ｂ／Ｃ／

Ｆ、１９Ａ、１９Ｆ、２３Ｆ等血清型／群，研究结果可为正确

选择肺炎链球菌疫苗提供科学依据，但疫苗的长期

使用会导致血清流行病学方面的变化［１２１３］。近年

来，非疫苗覆盖血清型／群肺炎链球菌感染病例逐渐

增多，针对肺炎链球菌所开展的监测工作已经成为

肺炎链球菌相关疾病预防控制工作的重要组成部

分。目前全球范围内６Ｃ、６Ｄ型肺炎链球菌导致的

病例不断增多［１４］，有研究发现现有疫苗对６Ｃ血清

型菌株的侵袭没有保护性，本研究中有６株肺炎链

球菌是６Ｃ／６Ｄ型，占３．３０％，需要对此类菌型进行

重点监测。以ＰＣＲ技术为基础的分型方法能鉴定

的肺炎链球菌血清型／群有一定局限性，如本试验中

有８株肺炎链球菌未能分型，另外，一些分型引物为

血清群特异性而非血清型特异性，如６Ａ／６Ｂ引物阳

性结果的菌株可能是血清型６Ａ或血清型６Ｂ，这些

需在以后研究中完善。

本研究利用分子生物学方法进行肺炎链球菌种

属及菌型鉴定，为临床病原微生物的鉴定提供了一种

快速、灵敏、客观和低成本的方法。目前，河北省关于

肺炎链球菌菌型情况的相关报道较少，本研究中

１８２株肺炎链球菌主要血清型为１９Ｆ、１９Ａ和６Ａ／６Ｂ，

该结果丰富了该省儿童致病性肺炎链球菌的菌型资

料，与我国其他地区的菌型结果基本一致［１５１６］，目前

现有的三种疫苗中，ＰＣＶ１３和ＰＰＶ２３均覆盖这三种

血清型，为肺炎链球菌疫苗的正确选择和制订肺炎链

球菌疫苗的使用策略提供了科学依据。
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ｉｎＥｎｇｌａｎｄａｎｄＷａｌｅｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１３，５１（３）：８２０

－８２７．

［１３］ＲｕｄｏｌｐｈＫ，ＢｒｕｃｅＭＧ，ＢｕｌｋｏｗＬ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ

ｏｆｓｅｒｏｔｙｐｅ１９Ａ犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ａｍｏｎｇｉｎｖａｓｉｖｅｉｓｏｌａｔｅｓ

ｆｒｏｍＡｌａｓｋａ，１９８６－２０１０［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｉｒｃｕｍｐｏｌａｒＨｅａｌｔｈ，２０１３，

７２：２０８５４．

［１４］Ｎａｈｍ ＭＨ，ＬｉｎＪ，ＦｉｎｋｅｌｓｔｅｉｎＪＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｐｒｅｖａ

ｌｅｎｃｅｏｆｔｈｅｎｅｗｌｙｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌｓｅｒｏｔｙｐｅ６Ｃｉｎｔｈｅ

ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｘａｆｔｅｒｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌｃｏｎｊｕｇａｔｅｖａｃ

ｃｉｎｅ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２００９，１９９（３）：３２０－３２５．

［１５］陈驰，肖磊，石继春，等．２７７株肺炎链球菌生物学鉴定及血

清学分型结果分析［Ｊ］．中国医药导刊，２０１１，１３（１０）：１７７４－

１７７５．

［１６］钱婧，薛莲，谢贵林，等．１７１株儿童侵袭性肺炎链球菌血清

分型和多位点序列分型研究［Ｊ］．临床儿科杂志，２０１２，３０

（２）：１８７－１９１．

（本文编辑：豆清娅）
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