
Gorski的方法也得到相同的结果(结果未给出)。

图 1　32P标记的 CER与从肝脾组织分离核蛋白抽提物的结合

1:标记探针;2:标记探针加肝组织核蛋白抽提物;3:标记探针

加肝组织核蛋白抽提物及 50倍体积未标记探针;4:标记探针

加脾组织核蛋白抽提物;5:标记探针加脾组织核蛋白抽提物

及 50倍体积未标记探针

3　讨论

　　随着后基因组计划时代的到来 ,真核基因表达调

控的研究方法将成为从事分子生物学研究有关实验室

的常规方法[ 5] 。核蛋白的分离制备又是基因表达调控
研究中常用的技术。一个好的核蛋白抽提物需符合以

下两个条件:①含有所有的核蛋白质;②这些蛋白质未
被降解 ,具有转录活性。由于此类蛋白质数量多 ,浓度

不一 ,因此制备时需:①核纯 ,无胞浆蛋白污染;核完
整 , 无核蛋白的泻漏;②将所有核蛋白质从 DNA解离

下来 ,易于抽提 ,也无 DNA 干扰;③操作中注意温度 ,

加蛋白酶抑制剂 。传统从组织中分离核蛋白的方法 ,
先将组织匀浆 ,再通过超速离心分离出细胞核 ,然后从

细胞核中分离核蛋白 ,但步骤繁琐 。通过摸索 ,我们所
建立的从肝脾组织分离核蛋白抽提物的方法 ,吸收了

Dignam和Gorski的两种方法的优点 。首先从肝脾实质
性器官中分离细胞 ,再从细胞中快速分离核蛋白抽提
物。大大简化了操作步骤 ,且无需超速离心机等大型

仪器设备 。所分离获得的核蛋白抽提物具有与顺式作
用元件结合的活性 ,可满足后续实验研究的要求 ,值得

推广 。
　　关键词:组织;核蛋白抽提物;分离
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文章编号:1000-5404(2001)05-0613-02 技术方法
PCR结合反相膜杂交在淋病诊断中的应用

Detection of Neisseria gonorrhoeae with PCR and reverse membrane hybridization

鲁卫平1 ,安　琳2 ,吴丽娟1　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所:1检验科;2泌尿外科;重庆 400042)

　　提　要:目的　探讨 PCR结合反相膜杂交用于临床诊断淋病的可行性。方法　以培养法为金标准 , 对PCR电泳法和 PCR反相

膜杂交法进行了比较研究。结果　PCR反相膜杂交特异性高 , 灵敏度是 PCR电泳法的 40 倍。结论　PCR反相膜杂交技术不仅可

以提高 PCR特异性 、敏感性 ,且操作简单 , 无污染 ,适合临床开展。

　　淋病奈瑟氏菌是性传播疾病的主要病原菌之一。

淋病的临床表现缺乏特异性 ,诊断主要依靠实验室检

查。自PCR技术问世来 , 由于其灵敏度高 ,特异性好 ,

　　作者简介:鲁卫平(1971-),男 ,河北省唐山市人 ,硕士研究生 ,医师 ,主要从

事临床检验诊断方面的研究。电话:(023)68757272

　　收稿日期:2000-06-23;修回日期:2001-03-07

快速等特点 ,在淋病的诊断上得到了广泛的应用[ 1] ,但

PCR技术还存在一定局限性 。考虑到采用 PCR结合

反相膜杂交技术判断扩增产物 ,可能会提高淋病诊断

的特异性 ,灵敏度及重复性。为此 ,本研究对用 PCR

结合反相膜杂交技术和 PCR电泳检测淋菌标本进行

了比较 ,以证实其诊断价值。
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1　材料和方法

1.1　临床标本
　　50 例来自本院门诊拟诊淋病患者泌尿生殖道标本。 15 例

本院各科住院病人泌尿生殖道感染标本。

1.2　淋菌纯菌 DNA

　　从临床分离的淋病耐瑟氏菌(按临床检验操作规程分离鉴

定)中提取。

1.3　试剂和仪器
1.3.1　淋菌选择培养基　　T-M 培养基(购自英国 OXOID 公

司)。

1.3.2　PCR试剂盒　　反相膜杂交试剂盒(中国上海复星实

业有限公司)。

1.3.3　DNA扩增仪(美国 Bio-RAD 公司)　　电泳仪(北京六

一仪器厂);紫外可见光检测仪(上海顾村电光仪器厂)。

1.4　方法
1.4.1　淋菌培养　　按试剂盒说明书操作

1.4.2　PCR及反相膜杂交　　按试剂盒说明书操作

1.4.3　灵敏度试验　　取淋菌纯菌 DNA 100 ng , 10 倍稀释至

10 、1 ng及 100 pg ,再将 100 pg 倍比稀释为 50 、25 、12.5 pg ,分别

进行 DNA扩增 , 比较电泳分析和反相膜杂交分析扩增产物的

敏感性。

1.4.4　特异性实验　　临床分离菌株为淋病奈瑟氏菌 , 脑膜

炎奈瑟氏菌 ,浅黄色奈瑟氏菌 , 粘膜奈瑟氏菌 , 金黄色葡萄球

菌 , 乳酸杆菌 ,大肠杆菌 ,类白喉棒状杆菌 ,草绿色链球菌以及

沙眼衣原体 ,解脲支原体的 DNA 定量后 , 用反相膜杂交试剂盒

作杂交试验。

2　结果

2.1　特异性实验
　　经实验 ,只有淋病奈瑟氏菌的检测结果为阳性 , 其余菌株

检测结果均为阴性。说明该方法特异性高。

2.2　敏感性试验
　　PCR反相膜杂交法比 PCR电泳法敏感 40 倍 ,见表 1。

表 1　PCR电泳与 PCR 反相膜杂交敏感性比较

淋菌
项目

100 ng 10 ng 1 ng 100 pg 50 pg 25 pg 12.5 pg

PCR电泳 + + + - - - -

PCR反相膜杂交 + + + + + + -

2.3　50例淋病患者标本检测结果
　　淋病患者标本培养阳性率为 72%, PCR电泳为 88%, PCR

反相膜杂交为 96%, 见表 2。

表 2　50例淋病患者标本PCR电泳 , PCR杂交与培养比较

PCR电泳 PCR反相膜杂交
n

阳性 阴性 阳性 阴性

培养阳性 36 36(100%) 0 36(100%) 0

培养阴性 14 8(57.1%) 6(42.9%) 12(85.7%) 2(14.3%)

合计 50 44(88.0%) 6(12.0%) 48(96.0%) 2(4.0%)

2.4　15例临床泌尿生殖道感染患者尿道分泌物标本

检测结果
　　PCR电泳阳性病例中 , 反相膜杂交仅 1 例阳性 , 电泳阴性

病例中 , 反相膜杂交发现 1 例阳性 , 这两例阳性标本经涂片和

培养检测证实为淋病耐瑟氏菌 ,而另 2 例电泳阳性而反相膜杂

交阴性的标本 , 经涂片和培养证实为非淋菌感染标本 , 该结果

表明反相膜杂交较电泳更具特异性 ,见表 3。

表 3　15例泌尿生殖道感染标本 PCR电泳和 PCR杂交比较

项目 n PCR反相膜杂交阳性 PCR反相膜杂交阴性

PCR电泳阳性 3 1 2

电泳阴性 12 1 11

合计 15 2 13

3　讨论

　　本研究通过对 PCR电泳和 PCR反相膜杂交用于

临床检测淋菌相比较研究 ,从中可看出 ,反相膜杂交检
测扩增产物提高了电泳检测法的敏感性 ,更重要的是

提高了特异性。
　　PCR可在体外将靶核酸序列扩增上百万倍 ,但是

在实验中 PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳检测法只能

判断产物的大小并不能鉴别产物的特异性 ,造成了传

统的 PCR检测易产生非特异性产物 , 出现假阳性和重
复性差。另外电泳过程中产生的扩增产物气溶胶会造

成实验室污染 ,凝胶中加入的溴乙锭是一种强致癌物
质 ,对人体非常有害 。我们所采用的 PCR反相膜杂交

技术 ,是将 PCR扩增产物变性后用生物素标记 ,与固
定在纸条上的特异性探针进行反相膜杂交 ,探针扑获

的生物素和标记碱性磷酸酶的链酶亲合素特异性结合

后 ,酶催化底物显色 ,在纸条上显出蓝紫色斑点。
　　这样使得特异性得到大大提高 ,同时 SA-AP 标记

显色系统也使得检测灵敏度得到大大提高 ,这些特点
通过我们的实验结果得到了证实。另外该试剂盒在

PCR反应液中采用了 UDG/dUTP 防污染系统 ,从而消
除了前次扩增产物的影响 ,检测中不接触 EB ,因此对

人体无害 。而且操作简单 ,无需特殊设备 ,易于推广。
　　关键词:聚合酶链式反应;DNA探针;淋病奈瑟氏菌
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