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应用嵌套式 P C R 法检测结核杆菌 D N A
任’
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提 要 应用嵌套式聚合酶链反应 (n es t
ed P C R )法检测结核菌 D N A

,

所用内
、

外两对寡核昔

酸引物衍生于 3 7
.

7u ( 38k D a
)蛋白抗原 b 的编码 ( P ab )D N A 序列

。

对 6 种抗酸分枝杆菌和 10 种非

分枝杆菌 D N A 进行扩增
.

经琼脂糖凝胶电泳和澳化乙锭染色证实
,

只有人型结核杆菌
、

牛型结核

杆菌和卡介苗 (B C G ) 出现 32 b2 p 特异扩增带
,

而其他菌种未见此种扩增
。

第 1 步和第 2 步 P C R 分

别检测到的最低限量为 10 p g 和 10 f g 的靶 D N A
.

采用此法检测 72 份临床标本
,

结果显示
:

该技术

具有特异性强
、

敏感性高
、

快速简便的优点
,

尤适用于肺内外结核的早期诊断
。
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确认结核杆菌是诊断结核病最特异
、

最

重要的依据
。

传统的细菌学检查方法如涂片

镜检
、

培养等
,

由于阳性率低或检查 周期过

长
,

使早期诊断受到一定限制
。

近年来随着聚

合酶链反应 ( P C R )技术的广泛应用
,

国内外

已有用之检测结核杆菌的报道 .l[
’ 〕

,

从而成为

在分子和基因水平诊断结核杆菌感染的新方

法
。

本文对嵌套式 P C R ( n e s t e d P C R )检测结

核杆菌 D N A 及其临床应用价值进行探讨
。

1 材料和方法

1
.

1 菌 株

标准结核杆菌 M
.

t u b e
cr u l o s i s ( H

3 7
R V )

,

材
.

b vo I’s
,

M
.

a v i u m
,

M
.

ka n s a s i i
,

M
.

i ,: t r a -

c尸 zz u za 。
,

M
.

b vo i 、 B C G (兰州生物制品研究

所 )
,

金黄色葡萄球菌 A T C C 2 6 0 0 3
,

表皮葡

萄 球 菌 A T C C 2 6 10 1
, a 一溶 血 性 链 球 菌

A C T T 3 2 2 0 5
,

日
一

溶 血 性 链 球 菌 A T C C

5 2 2 0 4
,

肺炎球菌 A T CC 3 1 10 8
,

肺炎克雷伯

杆菌 N C T C 9 6 3 2
,

绿脓杆菌 A T C C 1 0 2 1 1
,

嗜肺军团菌种 I 型 A T C C 3 31 52
,

大肠杆菌

A T C C 4 4 1 1 3
,

流感嗜血 杆菌 (临床分离 株 )

均为本室保存菌株
。

1
.

2 标 本

待检标本为痰
、

胸水
、

脑脊液
、

尿及支气

管肺泡灌洗液
。

取 自本院门诊
、

病房及纤支镜

室的患者
,

部分标本来源于院外
。

1
.

3 引 物

两对寡核昔酸引物来 自结 核杆菌 37
.

7

u ( 3 8 kD a ) 蛋 白抗原 b ( p r o t e i n a n t i g e n b
,

P a b )的编码基因 [3〕
,

其序列见表 l
。

P a 和 P b

作为外引物可扩增片段为 4 1 8b p
,

P 。 和 P d

作为内引物可扩增片段为 3 22 b p (表 1 )
。

1
.

4 D N A 抽提

取悬浮的纯培养细菌或胸水
、

肺泡灌洗

液
、

中段尿液
、

脑脊液
,

1 3 o o o r / m i n 离心 1 0

m in 去上清
。

痰液则先加入二琉基苏糖醇 10

拜 l
,

置 3 7℃ 3 0 m i n 并反复摇匀
,

1 3 o o o r /m i n

离心 1 0 m in 去上清后加入 T E b u f f e r
洗涤 1

次
,

再 1 3 O0 0 r /m i n 离心 10 m i n
,

去上清液
。

然后所有标本管中均加入 T E b u f f e r 3 6 0 拌l
,
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抗原 b ( p r o t e i n a n t i g e n b
,

P a b ) D N A 序列

衍生
,

结果显示
,

该寡核昔酸引物只扩增人型

结核杆菌
、

牛型结核杆菌和 B CG 而不能扩增

堪萨斯分枝杆菌 (M
.

k a n s a s i i )
、

鸟分枝杆菌

(M
.

a v iu m ) 和胞内分枝杆菌 (M
.

int ar ce 吞

lu le er ) D N A
。

对在呼吸道感染中较常见的 5

株革兰阳性球菌
,

5 株革兰阴性杆菌均为阴

性
,

无交叉扩增反应
。

采用嵌套式 P C R 检测分枝杆菌 D N A
,

国外仅有个别报道
,

iP er er 4[] 认为内
、

外两对

引物的复扩增
,

特异性并不减低
。

我们采用的

嵌套式 P C R 中的内引物
,

亦为保守序列
,

其

扩增的片段在第 l 步标准 P C R 扩增的特异

片段之中
,

其特异性理论上是不受影响的
。

本

实验中未出现假阳性或假阴性结果
,

亦证实

了其高特异性
。

在实验整个操作过程
,

采取了

一系列措施阁
,

避免可能发生的污染
,

保证结

果的真实可靠
。

嵌套式 P C R 比标准 P C R ( P C R
一

E B )敏

感度更为增高
。

标准 P C R 的敏感性低
,

可能

的原因是在低 数量的靶分子反应 中
,

产生了

非特异性的扩增产物
。

如扩增的人类 D N A

和 引物二聚体与分枝杆菌 D N A 竞争闭
,

通

过一对 内引物特异性地再扩增第 1次不完全

扩增的结核杆菌 D N A
,

提高 了 P C R 检测的

敏感性
。

本实验结果显示
,

P C R
一

E B 最低检出

度 为 1 0P g D N A
,

采 用内
、

外两对引物 的嵌

套式 P C R 其最低检出度为 10 f g D N A
,

从而

使敏感度增高了 1 0 00 倍
。

P C R 法直接检测临床标本的结核杆菌
,

是研究的最终 目的
。

在 72 份各种临床标本

中
,

涂片镜检阳性者 9 份
,

培养阳性者
_

10 份
,

P C R
一

E B 阳性者 19 份
,

嵌 套式 P C R 阳性 者

2 6 份
。

P C R
一

E B 与嵌套式 P C R 检测结果经

卡方检验有显著性差异 ( p < 。
.

0 25 )
。

对同一

例病人治疗前后不同时期的痰标本行嵌套式

P C R 检测
,

经抗疥治疗 3 个月后
,

虽然涂片

镜检及培养均为阴性
,

但 P C R 检测结果仍为

阳性
,

其原因为 P C R 可检出死结核杆菌中尚

未变性的 D N A
,

故结果不受短期抗疥治疗的

影响
。

P C R 技术为结核病的诊断提供了 一个

快速
、

简便
、

有效的手段
,

其高特异性和高敏

感性
,

使得极少量的结核杆菌得以检出
,

而且

可以早期鉴别结核杆菌和非典型分枝杆菌感

染
,

尤其适用于肺外结核
,

特别是结核性脑膜

炎的快速诊断
〔 6 ” 〕

。
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