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上述结果表明
:

在有 目的地培养沙门氏及志贺氏

痢疾 杆菌 时
,

为了抑制某些细菌 生长
,

可以直接选用

5 5 平板和麦康凯平板 zj[
。

除此之外
,

很有必要加用血

平板联合使用
,

以提高病原菌的检出率
。

特别对于不明

原因的腹泻患者更为重要
。

无论是霉 菌感染还是细菌

感染性腹泻均能收到较好效果
。

关键词 腹泻微生物学
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应用 P C R 技术检测结核标本的评价

熊鸿燕

捧 强

(第三军医大学医疗医学系流行病学教研室 ) 6 3 。。 3 8

(第三军医大学西南医院检验科 ) 6 3 0 0 3 8

近年来结核病 ( T B ) 在人群 中的发生频率上升
,

成

为当今世界一严重的健康 问题 1j[ 时诊断
、

治疗病人
,

防

治疾病的传播
,

临床和流行病学 的检验急需建立快速

准确的检测结核菌的方法
。

本试验用一结核杆菌特异
、

重复 D N A 序列作 P C R 扩 增
,

用于 T B 可疑标本和非

花标本的检测
。

明显提高了快速检测 T B标本的准确性
。

合液置 9 5 ℃处理 5 m i n ,

加入 2
.

5 U T a q D N A 多聚酶
,

置基因扩

增仪 ( G
e n e A m p P C R s y s t e

m 9 6 0 0
。

P e r
k i n

一 e
l m

e r e o r p o r a t io n )

9 4 C 变性 2 m in
,

6 s C 退 火
、

延伸 2 m in
,

重复 2 5 ~ 3 0 次
。

扩增同

时
,

分别设 阳性
、

阴性对照
。

阳性对照的 D N A 模板 由标准结核

菌株 H
, ,

R
v
(北京结 核病肺部肿瘤研究所提供 )中提取

。

扩增产

物作 2%琼脂糖凝胶电泳
,

澳化乙锭染色后 在 3 02
n
m 紫外观测

仪下观察 1 23 b p 扩增片段
,

出现该片段即为阳性结果
。

材料与方法 2 结果

1
.

1 临床标本的准 备

临床可疑 T B 病人的标本
,

一部分 ( 约 。
.

3 ~ 。
.

4 m l) 直接涂

片
,

荧光染色 z[J
,

荧光 显微镜查找分枝杆菌
;
另一部分 (0

.

05 ~

0
.

5 m l )加等体积 1 m o
l / L N a O H

,

混匀后置 室温 一0 m in
,

加适

量 1 nr o l / L N a H
Z
P O

4 ,

使 p H 值为 7
.

0左右
,

混匀
,

s 0 0 0 r p m 离

心 1 0 m i n ,

弃上清液
,

将沉淀悬浮于 4 0 0 尸1 5 0 nr m
o
l / L T r i s 一

H C I一 5 m m o
l /L E D T A ( p H S

.

o )中
。

取 2 0 0 拜l 接种于 5 m l 罗氏

培养液川 中
,

37 ℃孵育 25 ~ 3l d 后用荧光染色法 查找分枝杆

菌 ;另2 0 0 拌 I用 E i s e n a e h [ ` J法制备 D N A
。

非结核阴性对照 标本取自无 T B 的上 呼吸道感染病人和

正常工作人员的痰液
;
传染科和 消化科无 T B 的肝硬化病人的

腹水
;
心 内科病人的胸水

。
D N A 制备方法同前

。

1
.

2 P C R 扩增

本试验所选的扩增序列为复合型结核杆菌的一 123 b p 特

异 重 复 片 段 sj[
。

引 物 序 列 为 P
1

5’ 一 C C T G C G A G C G
-

T A G G CG T C G G
,

P
2
5
`
一 C T C G T C C A G C G C C G C T T C G G

.

引物

的合成由中国科学院上海细胞生物学研究所完成
。

T aq D N A

多聚酶及四种 d N T P 由华美生物制品公司提供
.

1 0 拌1 1洁床样本 D N A 溶液加入 1 0 拜1 l o x p C R 扩增缓冲

液
,

两种引物各加 140 gn
,

加入 4种 d N T P 混合液
,

使其最终浓

度均为。
.

2 m m ol / L
。

加去离子水
,

使总反应体积为 100 川
。

将混

把分析的临床样本用涂片荧光染色检查
、

培养后荧光染色

检 查 和 P C R 检 查
.

结果表 明 ( 见 附表 )
,

在可 疑结核 样本 中
,

P C R 和培养法检测的灵敏性相近
,

阳性检测 出率分别为 1 9 / 3 3
、

1 5 / 3 3
,

差异无统计学意义 ( 尸 > 。
.

05 )
。

直接荧光染色法的检测

灵 敏性最差
,

阳性率为 6 / 3 3
,

与 P C R 相 比差异非常显著 ( 尸 <

0
.

0 1 )
。

附表 可疑结核样本和非结核对照样本检测结果

检测阳性结果数

样本类型 来源 (份数 )

染色 培养 P C R 培养和 P C R

可疑结核样本

痰 ( 2 5 )

尿 ( 4 )

胸水 ( 2 )

腹水 ( l )

脑脊液 ( l)

13 1 0

非结核对 照样本

痰

腹水

胸水

( 1 0 )

4 )

2 )

N * 1△

N O

★
:
N 表 示未做此项检浏

; △
:

进一 步将 扩增 产物用 aS ll

内切酶 消化
,

出现阴性结 果
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阴性对照样本的本测中有 l份标本扩增后出现阳性结果
.

3 讨论

本项试验表 明
,

培养法所得结果比较可靠
,

也较灵

敏
,

但其耗时太长
,

检验结果受多种因素的影响
,

如结

核菌存活情况
、

培养条件
、

检测人员技术等
。

而 P C R 是

一特异
、

灵敏
、

快速的检测方法
。

本实验所用特异 D N A

序列为复合型结核菌 (人型和牛型结核菌的各亚种 )的

一重复特异序列
,

每个菌中约含 10 一 16 个拷贝仁5 1 ,

大大

提高了检测的灵敏性
,

实验中只需 0
.

o 25 ml 的痰液即

可检出阳性结果
,

对尿
、

腹水
、

胸水
、

脑脊液等结核菌含

量很低的标本 阳性检出率也 比较高
,

此结 果与国内外

研究相符合困
。

本实验扩增序列 中有 一 aS ll 内切酶位 点
,

阳性

扩增产物 可经该 内切酶消化后作 12 % 聚丙 烯凝 胶电

泳
,

观察 内切产物
,

以进一步肯定 阳性结果
。

我们曾将

可疑 T B 样本的阳性产物 3份 (随机选取 )
、

标准结核菌

扩增 产物 2份
、

以及阴性对照产生的一份阳性产物用

S a l l 内切酶消化
,

电泳
、

染色后见到
,

前面 5份标本 出

现两条分子量小于 1 23 b p 的产物带
,

而阴性对照样本

中的一份阳性产物未见任何产物带
,

追踪提供这份痰

液的工作人员
,

未发现任何 T B 症状
。

这些研究说明该

扩增片段进行 的 P C R 不能完全排除有非特异扩增的

可能
,

但可通过对阳性产物进行进一步内切酶消化处

理
,

以保证结果的正确
。

本试验选用较高 的退 火温度 ( 68 ℃ ) 以提高 特异

J

性
,

且由于扩增片段为 1 23 b p
,

退火
、

延伸可在同一温

度下完成
〔 , 〕 ,

省略了引物延伸步骤的时间
,

对临床检测

标本只需 12 h 即可得出
。

实验结果中有一份可疑 的 T B 标本 P C R 检测结

果为阴性
,

而其涂片
、

培养检测均为阳性
。

这样的结果

与 P C R 高度灵敏性很不相符
。

其原因可能是该标本分

枝杆菌种类不属本试验所用序列检测的复合型结核菌

之范围内困
,

这有待进一步研究证明
。

目前临床 T B 的诊 断主要依靠临床征状和涂片

(或培养 ) 检查
,

这往往引起很高的漏诊和过诊率 :.[
.

我

们认为
,

在现实条件下
,

T B 的诊断应在加强常规诊断

方法效能 (如集体阅 X 光片
、

多次涂片检查
、

尽量用培

养方法检测 )的基础上尽可能在有条件的实验室和人

群开展 P C R 检测
,

以达到尽快发现病 人
、

治疗病人
、

防

治传播的 目的
。

(本试验得到本校生物工程教研室谭骏同志
,

生化教研室

甘立霞同志的指导和 帮助
,

特此谢意 !)

关键词 结核杆菌
;

多聚酶链反应
’

( P C R )
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