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"摘要#

!

目的
!

由于结核病检测技术目前存在灵敏度低!检测周期长的问题!给结核病防治工作带来了诸多不

便%多种基因检测技术的出现为结核病的诊断!提供了有利工具%本文通关过使用新型基因扩增法!

23XL

法对

痰标本中的结核分枝杆菌进行检测%方法
!

采集
$&

份肺结核疑似患者的临床痰标本!对每份样本使用
23XL

法

进行检测!并使用痰培养结果作为金标准%结果
!

在直接检测痰标本的试验中
23XL

的灵敏度为
5)O

!特异性为

!%%O

%结论
!

通过这项研究发现!使用
23XL

技术用于痰标本中结核分枝杆菌的检测!可大大缩短检测周期!简

化操作步骤!具有成本低(灵敏度高(特异性强的优点!有利于进行结合病的筛查和诊断%
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世界卫生组织$

^FP

&估计#全球约有
!

"

(

的人口感染了

结核分枝杆菌+结核病是继艾滋病之后的第二大传染疾病+

由目前的趋势预计#到
"%"%

年结核病仍将是全球是重大传染

病之一)

!

*

+因此建立检测快速,灵敏度高,特异性强的诊断方

法#对于结核病防治工作具有重要意义)

"

*

+

在过去
!%

年间#对于结核分枝杆菌的检测技术经历了以

下过程!从传统的结核分枝杆菌培养和抗酸染色$

3W1

&#到核

酸扩增技术$

S33

&#直至今日的
VS3

测序技术和基因芯

片)

(

*

+这些方法使得结核分枝杆菌的检测准确性不断提高#也

使得检测周期大大的缩短+尽管随着科技的发展#诞生了大量

新型检测手段#但是结核菌的培养#尽管检测周期长达数月之

久#但仍然是结核病诊断的.金标准/#在临床诊断中被广泛

使用+

将核酸扩增技术用于结核分枝杆菌的诊断#使得检测的灵

敏度和检测周期都得到了提高#目前在临床上被用于痰涂片阳

性患者的进一步确认)

&

*

#使用
Q:/J0<7C:

聚合酶链反应$

L,Q

&

技术用于结核菌的检测中#许多数据表明)

"

#

$0)

*

#它是一种能够

区分结核分枝杆菌与非结核分枝杆菌的有效手段#而且检测周

期可以缩短至半天以内#然而其灵敏度差异较大#从研究报道

可以看出由
!!O

!

'!O

不等)

4

*

+

23XL

技术的发明#为临床

工作者提供了一种强大的分子诊断工具)

'

*

#近十年来逐渐显现

出了
23XL

的应用潜力+使用
23XL

技术用于病原微生物

的诊断#由于使用了高效的
VS3

聚合酶#使得检测周期可以

缩短至
">

以内#由于
23XL

反应时在恒温条件下$

)%

!

)$

Z

&进行#无需昂贵的核酸扩增仪#因此成本大大降低)

5

*

+

23XL

技术作为一种相对新型的方法#除了具有上述优点之

外#由于使用到了
"

对引物#能够识别靶基因的
)

个不同区域#

这大大提高了反应的特异性+

$

!

材料与方法

$#$

!

检测方法的特异性及灵敏度实验
!

23XL

方法的特异

性检 测 选 取 结 核 分 枝 杆 菌
F(4Q9

#结 核 分 枝 杆 菌
,X0

,,5(%%5

#鸟分枝杆菌
5$%%!

#胞内分枝杆菌
5$%%"

#蟾蜍分枝

杆菌
5$%%(

#土地分枝杆菌
5$%%$

#不产色分枝杆菌
5$%%4

#堪萨

斯分枝杆菌
5$%!(

#亚洲分枝杆菌
5$%!)

#瘰疬分枝杆菌
5$%!4

#

龟分枝杆菌脓肿亚种
5$%"!

#偶发分枝杆菌
5$%""

#耻垢分枝杆

菌
5$%"(

#草分枝杆菌
5$%"&

#抗热分枝杆菌
5$%"$

#巴西诺卡

,MX,,&!!"'

#北京棒杆菌
,MX,,!4"4

#嗜肺军团菌
3*,,

((!$(

#肺炎链球菌
,X,,1(!%%!

共
!5

株菌株+

23XL

方法

的灵敏度检测选取
!%

$

!

!%

!

ABG

"

C2

共
$

个浓度的结核分枝

杆菌
F(4Q9

+菌株基因组
VS3

提取使用商业试剂盒$

M:0

86C7AVS3LG@7B7A/<768f7<

#美国
L@6C:

=

/

&+全部菌株及提取

实验于广东省结核病防治研究所完成+

$#/

!

痰样本收集,培养及前处理
!

本实验中使用到的
$&

份痰

标本#从
"%%5

年
(

月至
"%%5

年
$

月#收集自广东省东莞市慢

-

$5$!

-

检验医学与临床
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月第
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卷第
!(
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性病防治院结核病疑似患者+获得样本立刻进行液化#采用标

准的
S0

乙酰
020

半胱氨酸#氢氧化钠 $

S32,0S/PF

&液化法

进行)

!%

*

#采用与痰标本等体积的
"O

的
S32,0S/PF

溶液室

温下处理
"%C78

#若痰液非常黏稠可将液化温度提高至
(4Z

+

随后液化的标本被分为
"

份#其中一份用于结核分枝杆菌培养

鉴定#另一份用于
23XL

法检测+

每份液化样本#取出
%#!C2

涂布在
"

支罗氏培养基上#

(4Z

培养+

'

周后通过菌落形态进行鉴定+另外用于
23XL

检测的样本#取出
!C2

首先经过
!"%%%@

"

C78

在室温下离心

!%C78

#小心弃去上清液#将沉淀用生理盐水洗涤后离心#小心

弃去上清液避免后续反应系统受到
S/PF

的干扰+痰标本中

VS3

粗提取过程如下!首先将
"%%

$

2

的裂解液$

"%CX

-

F

'#%*@7;6F,J

#

"CX.V*3

#

/8H%#)O *@7<680R!%%

&加入到

上述沉淀中#充分混合尽量使沉淀悬浮#随后置于金属浴中煮

沸
"%C78

后立即放在碎冰上冷却
!%C78

+最后将上述裂解液

在
!"%%%@

"

C78

离心
!%C78

#将上清液作为
23XL

反应的

VS3

模板进行扩增+样本的收集和前处理工作须在
!H

内完

成#并将处理后的粗提
VS3

保存在
j"%Z

冰箱中+

$#'

!

23XL

反应
!

K+)!!%

区域已经被成功的用于结核分枝

杆菌的检测#该区域为结核分枝杆菌种特异基因)

(

#

4

#

5

*

+

K+)!!%

序列从
M:81/8a

$

3,,.++KPS1R'&"$'(

&上下载+

23XL

反

应的引物由
L@7C:@.?

-

J6@:@U&

软件 $

.7a:8,>:C7A/J

%

><0

<

-

!""

-

@7C:@:?

-

J6@:@#

b-

"

:J/C

-

&#%#%

"

78H:?#><CJ

&进行在线设

计+引物由一对外引物!

W(

和
1(

%和一对内引物
WKL

和
1KL

组成+引物序列及详细信息参见表
!

#并由大连宝生物公司进

行合成+

23XL

反应使用广州迪澳生物科技有限公司
VS3

恒温扩增试剂盒+

"$

$

2

反应体系#其中包括!每条内引物
!#)

$

X

#每条外引物
%#"

$

X

#

!#)CX

脱氧核苷三磷酸$

HS*L

&#

)

CX X

=

+P

&

#

!X

甜菜碱#

!

$

2

$

'd

&

6B1;<VS3

聚合酶#

!`

聚合酶配套缓冲溶液以及不同量的
23XL

模板$样本
VS3

和

菌株
VS3

&#再加入
!

$

2

的
+\1QM@::8K

染料#阴性对照模

板为无菌
F

"

P

#阳性对照模板为含有
K+)!!%L,Q

片段的

-

XV!'0*

克隆质粒+将反应管置于恒温扩增实时荧光检测仪

$

c7/

=

:8

公司#德国&上#反应在
)(Z

下反应
"%C78

+每轮反

应均进行阳性及阴性对照反应+通过扩增曲线判断阴阳性+

反应扩增机制请参考文献)

'

*+

/

!

结
!!

果

/#$

!

方法的特异性及灵敏度试验结果
!

特异性试验结果为
"

株结核分枝杆菌
F(4Q9

和
,X,,5(%%5

显示阳性%其余
!4

株

非结核分枝杆菌显示阴性+部分实验结果如图
!

所示+灵敏

度试验结果见图
"

+从图中可以得出#最低检测限可以达到

!%

!

,Wd

"

C2

+

/#/

!

患者痰标本的痰培养结果
!

由于本实验的目的是进行传

统痰培养技术和核酸扩增基因诊断技术的比较#而痰培养技术

一直作为结核病诊断的.金标准/#因此本实验以痰培养阳性标

本#作为最终阳性结果的参照+在
$&

份痰样本中#有
"&

份为

痰培养阳性标本#另外
(%

分痰标本为培养阴性+

表
!

!

23XL

法检测结核分枝杆菌的引物序列

引物名称 引物类型 长度$

8<

& 序列 $

$g

*

(g

&

W!L

内引物
! (5 3*,,*,M3*MM3,,M,,3M33,MM,,*3*3,33M3,,M3

1!L

内引物
" () ,M,*MMM*,M3,*MM**,33MM,3M,,*,M3M**,M

W(

外引物
! !' M,3,*3M,,M3M3,M3*,

1(

外引物
" !4 MM*,*,*MM,M**M3M,

表
"

!

23XL

法检测痰标本中结核分枝杆菌结果

检测结果 数量$

']$&

&

23XL

Y j

痰培养阴性
(% ! "5

痰培养阳性
"& "& %

灵敏度
5)O

特异性
!%%O

!!

注!灵敏度
]"&

"$

"&Y!

&

!̀%%O]"&

"

"$]5)O

%特异性
]"5

"$

%

Y"5

&

!̀%%O]"5

"

"5]!%%O

%

Y

阳性#

j

阴性+

图
!

!

荧光
23XL

方法特异性实验结果图(部分)

/#'

!

痰标本中结核分枝杆菌的
23XL

检测结果
!

使用

23XL

技术对
$&

份痰样本进行了检测#其中
"$

份痰样本为

23XL

阳性#在这
"$

份
23XL

阳性样本中#有
"&

份为痰培养

阳性样本#

!

份痰培养阴性样本+

23XL

方法检测痰样本中结

核分枝杆菌
K+)!!%

基因的灵敏度为
5)O

#特异性为
!%%O

#详

细结果参见表
"

+

图
"

!

荧光
23XL

方法灵敏度实验结果

/#1

!

综合分析
!

尽管痰培养十分耗时#而且灵敏度不高#但是

仍然是结核病诊断的金标准#而且痰培养检测#可以和药敏试

-

)5$!

-

检验医学与临床
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年
4

月第
5

卷第
!(

期
!
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验同时进行#因此仍然广泛使用+痰培养方法的灵敏度为

'%O

!

'$O

#特异性为
5'O

)

!

*

+在本实验当中#将痰培养结果

作为最终的参比结果+使用
23XL

技术检测结核分枝杆菌#

具有一些显著的优点#首先检测周期大大缩短#而且由于避免

使用昂贵的仪器设备#使得检测成本降低+恒温扩增实时荧光

检测仪可以提供更多的信息#可以进行定量#通过测定熔解曲

线了解扩增的特异性#使
23XL

技术得到了更好应用+

'

!

讨
!!

论

全世界约有
!

"

(

的人口感染了结核分枝杆菌)

!!

*

#严重的

威胁着人类健康+目前#全球有超过
$%O

的患者集中在亚洲

的发展中国家#因此建立成本低,检测周期短,便于操作的结核

分枝杆菌检测技术#对于控制全球结核病的蔓延#促进结核病

防治工作具有十分重要的意义#早在
!55(

年#

^FP

宣布全球

进入结核病紧急状态+许多在不同国家进行的结核病调查报

告显示#发展中国家的结核病感染风险比发达国家更是高出

$%

!

!%%

倍+

根据目前的技术水平#尽管痰培养方法进行结核分枝杆菌

的检测具有许多缺点#但仍有必要做+这主要是由于以下原

因!$

!

&痰培养方法在培养结核分枝杆菌后可以进行药敏试

验)

$

*

%$

"

&可以对经过培养的结核分枝杆菌利用基因分型进行

流行病学研究)

!"

*

+一些学者认为#分子检测手段#例如核酸扩

增技术#可以作为抗酸染色阳性结果进行快速确认)

!(

*

#主要是

因为核酸扩增技术#例如一些商业的
Q:/J0<7C:L,Q

试剂盒成

本较高#而且需要配备昂贵的实时荧光定量
L,Q

仪+在过去

的十多年中#出现了许多检测结核分枝杆菌的核酸扩增技术#

使得诊断的灵敏度和检测周期得到了改善#然而这些技术当

中#绝大部分不仅需要昂贵的仪器设备#而且对人员的操作水

平要求较高#同时需要配备对扩增结果的观察检测设备#这些

因素是造成核酸扩增技术在发展中国家尚未得到普及的主要

原因+然而在发展中国家#尤其是结核病发病率较高的中国,

印度,巴基斯坦等国)

!&

*

#迫切需要一种不仅快速灵敏#准确率

高#而且成本低廉的检测手段+

23XL

技术的发明为基因诊

断提供了一套强大工具+

23XL

扩增结果可肉眼直接观测或

使用荧光染料方法检测,反应速度快,操作简便#是
23XL

技

术的主要优点+

23XL

技术不仅可以用于设备齐全,精良的

医院或实验室#也可以用于小规模的医院或县级诊所+
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