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　　【摘要】　目的　比较和分析免疫磁珠捕获联合双内标聚合酶链反应酶联免疫吸附试验定量检测结核杆菌技

术（ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ）与其他几种结核杆菌检测法在结核病诊断中的临床应用价值。方法　以１０２例结核分枝杆

菌痰培养阳性的患者作为阳性对照，以４８例结核分枝杆菌培养阴性的非结核普通住院患者作为阴性对照。比较抗

酸染色涂片法（ＡＦＳ）、免疫磁珠抗酸染色涂片法（ＩＭＣＡＦＳ）、金标抗结核抗体检测法（ＤＩＣＡ）、普通ＰＣＲ及ＩＭＣ

ＰＣＲＥＬＩＳＡ的敏感性及特异性。结果　ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ定量检测结核分枝杆菌全过程约４．５ｈ，最低检测限为５

ｃｏｐｙ／μＬ，本法的特异性和敏感性均为１００．００％，其他４种（ＡＦＳ、ＩＭＣＡＦＳ、ＤＩＣＡ、普通ＰＣＲ）检测方法的敏感性分

别为３５．２９％、４３．１４％、６０．７８％、９３．１４％，特异性分别为９５．８３％、９５．８３％、７５．００％、９１．６７％。结论　ＩＭＣＰＣＲ

ＥＬＩＳＡ与ＡＦＳ、ＩＭＣＡＦＳ、ＤＩＣＡ及普通ＰＣＲ相比，具有快速、灵敏、特异、可定量的特点，是临床快速诊断结核病的

有效检测方法。
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　　结核病是由结核分枝杆菌感染引起的慢性传染病，是全球

最具威胁的传染病之一。据世界卫生组织统计，我国患结核病

人数居世界第２位，是全世界２２个结核病流行严重的国家之

一［１］。当前，我国在结核病控制方面所面临的问题是结核病的

早期诊断，尤其是痰菌阴性肺结核的诊断［２］。目前，临床实验

室常用的结核杆菌检测方法有抗酸染色镜检法、细菌培养法、

抗结核抗体检测法及分子生物学检测法等［３］。其中，痰涂片抗

酸染色镜检法方法简单、快速，但敏感性较差，每毫升标本中需

５０００～１００００条菌才呈阳性结果
［４］。培养法耗时较长，且不

适合一般实验室开展（Ｐ２级以下实验室不允许做）。血清抗结

核抗体检测在临床应用中也存在假阳性和假阴性的问题［５］。

近年来，分子生物学技术检测结核分枝杆菌，克服了传统方法

的诸多不足，能更快速、敏感、特异地鉴定结核杆菌感染。本文

通过对比分析本室建立的免疫磁珠捕获联合双内标聚合酶链

反应酶联免疫吸附试验定量检测法（ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ）与抗

酸染色涂片法（ＡＦＳ）、免疫磁珠抗酸染色涂片法（ＩＭＣＡＦＳ）、

金标抗结核抗体检测法（ＤＩＣＡ）、普通ＰＣＲ在结核病诊断中的

临床应用价值，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　 选取２０１０年１０月至２０１３年１１月镇江市第

三人民医院（镇江市传染病医院）的１０２例临床诊断为肺结核

且结核分枝杆菌培养阳性的患者痰标本和血清标本作为阳性

对照；选取镇江市第二人民医院的４８例结核分枝杆菌培养阴

性的非结核普通住院患者的痰标本和血清标本作为阴性对照。
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质控菌株：结核分枝杆菌标准菌株 Ｈ３７Ｒａ、非结核分枝杆菌来

自镇江市第三人民医院（镇江市传染病医院）；大肠埃希菌

（ＡＴＣＣ２５９２２）、金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３）、绿脓假单胞

菌（ＡＴＣＣ２７８５３）菌株为本室保存。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　酸性罗氏培养基、对硝基苯甲酸（ＰＮＢ）和噻吩２羟酸

肼（ＴＣＨ）鉴别培养基、抗酸杆菌染色液均由珠海贝索生物技

术有限公司提供。

１．２．２　免疫磁珠　Ｄｙｎａｌ公司生产的ｒａｂｂｉｔＩｇＧＤｙｎａｂｅａｄｓ

磁珠表面结合结核分枝杆菌抗体（Ａｂｃａｍ公司产品）。

１．２．３　结核分枝杆菌ＩｇＧ抗体检测试剂盒由南京大渊生物技

术工程有限责任公司提供。

１．２．４　ＰＣＲ试剂盒为日本Ｔａｋａｒａ生物技术有限公司产品；

引物、高／低内标模板（内标模板与 ＰＣＲ扩增目的片段等长且

与目的模板在引物区的序列相同）、杂交探针（３′端用地高辛标

记）由宝生物工程（大连）有限公司合成。

１．２．５　主要仪器　ＨｅｔｔｉｃｈＵＮＩＶＥＲＳＡＬ１６Ｒ 型低温高速离

心机（德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司产品）；ＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒＰｅｒｓｏｎａｌ５３３２型

ＰＣＲ扩增仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品）；国产 ＢＳ４２３型电泳

仪（北京生化仪器厂产品）；国产 ＭＤ３００型紫外多功能分析仪

（镇江美达生物仪器有限公司产品）。

１．３　方法

１．３．１　标本处理　患者晨痰标本加入等量消化剂，涡旋振荡

３０ｓ，室温静置１５ｍｉｎ，其间摇动数次，使痰液完全液化无痰

丝。取液化痰液１ｍＬ５０００转离心１０ｍｉｎ，沉淀加入０．５ｍＬ

ｐＨ值７．２的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）混匀；清晨空腹抽取患者外

周静脉血５ｍＬ，分离血清。

１．３．２　分枝杆菌培养及鉴定按照《结核诊断实验室检验规程》

执行。

１．３．３　ＡＦＳ操作步骤　取处理后的痰标本０．１ｍＬ在玻片右

侧２／３处，均匀涂抹成２．０ｃｍ×２．５ｃｍ的卵圆形痰膜，自然干

燥后火焰固定，加石碳酸复红溶液，徐徐加热至有蒸汽出现，染

５ｍｉｎ，水洗。加脱色剂，不时摇动玻片至无色脱落为止，水洗。

加复染液，染０．５～１．０ｍｉｎ，水洗，待玻片干燥后镜检。

１．３．４　ＩＭＣ操作步骤　在处理后的痰标本中加入结合有结

核杆菌抗体的免疫磁珠２０μＬ，置混匀仪上反应３０ｍｉｎ，经清

洗后收集磁珠，加入０．２ｍＬｄｄＨ２Ｏ混匀后备用。

１．３．５　ＩＭＣＡＦＳ操作步骤　取捕获处理后的免疫磁珠０．１

ｍＬ，加１０μＬ小牛血清，混匀后同 ＡＦＳ制片染色，干燥后

镜检。

１．３．６　ＤＩＣＡ操作步骤　按试剂盒说明书操作。

１．３．７　普通ＰＣＲ操作步骤　取捕获处理后的免疫磁珠０．１

ｍＬ，煮沸１０ｍｉｎ，取上清为模板
［６］；在ＰＣＲ反应管中加入１０×

ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋ Ｐｌｕｓ）５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰ４μＬ，上、

下游引物各１５ｐｍｏｌ（根据结核分枝杆菌复合体群ＩＳ６１ｌＯ序列

设计的特异性引物），Ｔａｑ酶２Ｕ，模板液２．５μＬ。ＰＣＲ 反应

参数为：预变性９４℃４ｍｉｎ，变性９４℃３５ｓ，退火６２℃３５ｓ，

延伸７２℃４０ｓ，共３５个循环，７２℃ 再延伸５ｍｉｎ；１％琼脂糖

凝胶，１～５Ｖ／ｃｍ，电泳溴酚蓝前沿距离凝胶前端１ｃｍ时，切

断电源。置于０．５μｇ／ｍＬ溴化乙啶水溶液中，室温下染色

２０～３０ｍｉｎ，自来水冲洗凝胶后，于紫外灯下观察。

１．３．８　ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ操作步骤　（１）样本模板制备同上。

（２）在ＰＣＲ反应管中加入１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋ Ｐｌｕｓ）５μＬ，

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰ４μＬ，上、下游引物各１５ｐｍｏｌ（根据结

核分枝杆菌复合体群ＩＳ６１ｌＯ序列设计的特异性引物，上游引

物的５′端用生物素修饰），Ｔａｑ酶２Ｕ，再加入５０拷贝数的低

标内参模板和１００００拷贝数的高标内参模板及样本模板２．５

μＬ，最后加ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ；ＰＣＲ反应参数为：预变性９４℃４

ｍｉｎ，变性９４℃３５ｓ，退火６２℃３５ｓ，延伸７２℃４０ｓ，共２０个

循环，７２℃再延伸３ｍｉｎ。（３）从反应后的ＰＣＲ管中分别取１０

μＬ到３孔加有１００μＬ稀释液（０．０１ｍｏｌｐＨ７．２ＰＢＳ）的链霉

亲和素预包被微孔板中，混匀，放置４５℃水浴４０ｍｉｎ，水洗；

（４）加１００μＬ碱变性液（１．５ｍｏｌ氯化钠，０．１５ｍｏｌ氢氧化钠），

３７℃水浴１５ｍｉｎ，加１ｍｏｌＨＥＰＥＳ３５μＬ，混匀后，水洗。（５）

在３孔中分别加入１００μＬ与３种模板对应的探针杂交液（探

针溶度为０．０５ｐｍｏｌ／μＬ），放置４５℃水浴４０ｍｉｎ，水洗。（６）

加５０μＬ抗ＤＩＧ酶标记抗体，放置３７℃３０ｍｉｎ，水洗，加入底

物３７℃１５ｍｉｎ，加５０μＬ２ｍｏｌ／Ｌ硫酸终止反应，５ｍｉｎ内酶

标仪４５０ｎｍ测吸光度值，参考波长为６３０ｎｍ。（７）计算公式

为：犢＝１０犡，其中犡＝ｌｇ（低标拷贝数）＋（ｌｇ（高标拷贝数）－ｌｇ

（低标拷贝数）×（目的模板吸光度值－低标吸光度值）／（高标

吸光度值－低标吸光度值）。

１．３．９　ＤＩＣＡ结果判断　按试剂盒说明书判断结果。

１．３．１０　ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ结果判断　用酶标仪测量高标内

参、低标内参、目的模板３个检测孔分别在４５０ｎｍ处的吸光度

值（参考波长为６３０ｎｍ），再用上述公式计算目的模板的拷贝

数；检测灵敏度：通过试验确定，在ＰＣＲ反应体系中，最佳低标

内参模板量为５０拷贝数，高标内参模板量为１００００拷贝数。

通过加入系列不同拷贝数的目的模板，检测出本试验的最低检

测限为５ｃｏｐｙ／μＬ。阳性质控菌株：结核分枝杆菌标准菌株

Ｈ３７Ｒａ；阴性质控菌株：非结核分枝杆菌、大肠埃希菌（ＡＴＣＣ

２５９２２）、金黄色葡萄 球 菌 （ＡＴＣＣ２５９２３）、绿 脓 假 单 胞 菌

（ＡＴＣＣ２７８５３）。

２　结　　果

２．１　普通ＰＣＲ　２４５ｂｐ处扩增出目的条带为阳性结果，见

图１。

图１　ＰＣＲ扩增结核分枝杆菌ＩＳ６１１０检测结果

２．２　５种结核分枝杆菌检测方法结果比较　见表１。

表１　５种方法对１５０例临床标本的检测结果

方法
阳性

（狀）

阴性

（狀）

假阳性

（狀）

假阴性

（狀）

特异性

（％）

敏感性

（％）

ＡＦＳ ３８ １１２ ２ ６６ ９５．８３ ３５．２９

ＩＭＣＡＦＳ ４６ １０４ ２ ５８ ９５．８３ ４３．１４

ＤＩＣＡ ７４ ７６ １２ ４０ ７５．００ ６０．７８

ＰＣＲ ９９ ５１ ４ ７ ９１．６７ ９３．１４

ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ １０２ ４８ ０ ０ １００．００ １００．００
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２．３　ＡＦＳ及ＩＭＣＡＦＳ结果判断　涂片中结核分枝杆菌及非

结核分枝杆菌被染成红色，其他细菌染成蓝色。阳性质控菌

株：结核分枝杆菌标准菌株 Ｈ３７Ｒａ；阴性质控菌株：大肠埃希

菌（ＡＴＣＣ２５９２２）。

３　讨　　论

本室建立的采用ＩＭＣ联合ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ，首先通过抗

结核杆菌抗体包被的免疫磁珠，能特异性地捕获结核分枝杆

菌［７］。这样既起到了浓缩收集结核分枝杆菌的作用，又减少了

标本中其他细菌对试验的干扰。然后，在ＰＣＲ反应体系中加

入目的模板和另外２个已知不同溶度的双内标模板，反应后得

到３类扩增产物。由于其中一条引物的５′端用生物素进行了

标记，生成的３类扩增产物均带有生物素标记。进一步用链霉

亲和素包被的酶标板捕获ＰＣＲ扩增产物，经变性解链后，用３

套特异性探针（３′端用地高辛标记）与扩增产物分别进行杂交。

再用抗地高辛酶标记抗体与杂交体上的地高辛结合，漂洗后加

底物显色，测定吸光度值。最后根据３种模板起始拷贝数与检

测的吸光度值呈正比的关系，通过公式计算得到目的模板的起

始拷贝数。

本研究以结核分枝杆菌培养法为金标准，将培养结果为阳

性的１０２例患者的痰标本和血清标本作为阳性对照，以４８例

培养结果为阴性的非结核患者痰标本和血清标本作为阴性对

照。对ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ与其他临床常用的几种结核杆菌检

测方法进行了对比分析，结果显示，ＡＦＳ简单、快速，但敏感性

（３５．２９％）较差，与文献［８］报道结果一致；ＩＭＣＡＦＳ由于结合

了免疫磁珠捕获技术，敏感性（４３．１４％）较ＡＦＳ高。但上述两

种方法，结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌均显示阳性，不能有

效区分。ＤＩＣＡ检测的是血清中抗结核抗体，其敏感性较涂片

法高，但由于非结核患者中因免疫接种等原因会有一定的假阳

性结果出现，本次测试中该法的特异性（７５．００％）为５种检测

方法中最低的。普通ＰＣＲ显示出较高的敏感性（９１．６７％）和

特异性（９３．１４％），但仍出现４例假阳性和７例假阴性，经分析

其中假阴性结果为目的模板的拷贝数较低而导致，假阳性结果

则为非特异性扩增所致。本室建立的ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ定量

检测结核分枝杆菌方法，通过磁性微粒表面包被抗结核分枝杆

菌抗体，可特异性捕获结核分枝杆菌，起到了浓缩收集目的菌

和减少干扰的作用，再联合ＰＣＲ检测技术能显著提高目的基

因的检出率，其灵敏度要比单独ＰＣＲ增加８～２０００倍
［９１１］。

同时，分子杂交技术的应用，也大大提高了方法的特异性［１２］。

此外，双内标ＰＣＲ技术实现了定量检测目的模板起始拷贝数

的目的。ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ检测全过程约４．５ｈ，最低检测限

为５ｃｏｐｙ／μＬ，特异性和敏感性均为１００．００％。结果显示，

ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ具有快速、灵敏、特异、可定量检测的特点，

是临床快速诊断结核病的有效检测方法。
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