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-

个
>1=

的基因型通过
=!0C

0X?=

与
2>=C=!0

两种方法进行检测#运用
=0[(T[0D,#

软

件#根据参考文献(

AC.

)及引物设计原则#分别设计引物#都有

较高的扩增特异性#可以确定突变的部位及性质#结果清楚'

=!0C0X?=

方法对于
>1=

的基因型检测是较为传统的方法#

但是人类基因组中只有不到
"

"

/

的多态性影响限制性内切酶

的识别 序 列#使 其 运 用 有 一 定 的 限 制(

5

)

'对 于
>1=

为

97"#."D$+

和
97++-5A$#

的检测#由于没有合适的限制性内切

+

A$D

+

国际检验医学杂志
+#""

年
-

月第
/+

卷第
D

期
!

T:8Y?L;(&%

!

2

O

93'+#""

!

S<',/+

!

1<,D



酶#故采用了
2>=C=!0

方法进行检测'与
=!0C0X?=

法比较

而言#笔者认为对于
2 >̂4

基因
>1=

位点的检测
2>=C=!0

法具有以下优点!$

"

&由于不需要酶切来判断结果#故所需的

=!0

体系体积可较
=!0C0X?=

法明显减少#从而节约
FL

M

酶

和
%1F=

'$

+

&

b12

模板为
"##:

M

即可$本研究中
0X?=C=!0

的
b12

模板为
+##:

M

&#并且引物浓度也较
=!0C0X?=

方法

低#故灵敏度较高'$

/

&

2>=C=!0

法产物中无小的
;

O

值的条

带产生#易于判断结果'

总而言之#本文对
2 >̂4

基因
-

个
>1=

$

97-$".

*

97-$"5

*

97"#."D$+

*

97++-5A$#

&的检测#无论使用
=!0C0X?=

方法#还

是使用
2>=C=!0

方法进行多态性的检测#其基因分型结果与

b12

测序结果一致#说明
+

种方法对基因分型的特异性和准

确性均较好'这也提示当
>1=

位点不能用传统的
0X?=C=!0

进行检测时#

2>=C=!0

方法不失为一种简便*特异性高*费用

少*便于推广$特别是群体基因多态性研究&的
>1=

检测方法'
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!检验技术与方法!

结核生物蛋白芯片技术在结核病临床诊断中的价值探讨

白广红"

!李耀军+

"

",

陕西省结核病防治院!西安
."#"##

#

+,

西安医学院第二附属医院
!

."##/5

$

!!

摘
!

要"目的
!

利用结核生物芯片技术!探讨国产重组结核分枝杆菌蛋白
/5Wb

"

.

F=2/5

$%

"AWb

"

.

F=2"A

$和脂阿拉伯甘露

糖"

?2(

$用于肺结核与肺外结核的早期诊断价值&方法
!

采用
!!b

原理结合视频采集方法!应用结核生物芯片检测系统!对门

诊及住院患者血清标本
/--5

例进行了检测&结果
!

?2(

%

"AWb

%

/5Wb

结核生物蛋白芯片联合检测门诊患者
.5+

例!阳性
+"$

例!阳性率为
+5,#V

"

+"$

'

.5+

$&住院患者
+AAA

例!结核生物蛋白芯片联合检测阳性
"/A5

例!阳性率为
D+,#V

"

"/5A

'

+AAA

$&

实验室检查了结核生物蛋白芯片联合检测阳性的
"/5A

例住院患者的细菌涂片!其中菌阳患者
+"/

例!菌阴患者
""DD

例&还对

A$

例健康人群及肺部其他疾病患者血清标本进行了
"AWb

%

/5Wb

%

?2(

抗体的检测!结果阴性
AA

例!特异性为
$D,.V

"

AA

'

A$

$!

/

--5

例患者
/

种抗原联合检测!结果阳性
"D5.

例!敏感度为
-A,#V

"

"D5.

'

/--5

$&结论
!

结核生物芯片检测系统联合运用
"A

Wb

%

/5Wb

%

?2(/

种抗原检测其对应的抗体有较好的灵敏度和很高的特异性&对结核病血清学诊断有较高的参考价值&

关键词"分枝杆菌#

!

结核#

!

生物蛋白芯片

!"#

!

"#,/$A$

"

B

,377:,"A./C-"/#,+#"",#D,#+$

文献标识码"

2

文章编号"

"A./C-"/#

"

+#""

$

#DC#D$.C#/

!!

结核病是由结核分枝杆菌引起的呼吸道传染病#其疫情呈

现全球性的回升'快速*廉价*简单易用的结核病诊断技术#对

诊断*治疗及控制预防结核病的发展均有重要意义'结核病的

细菌学诊断是结核病诊断的-金标准.

(

"

)

'但是传统的结核分

枝杆菌培养操作复杂*耗时太长(

+

)

'用
\bC$A#

结核分枝杆菌

培养仪培养费用较高'痰涂片找抗酸杆菌的阳性率较低#经过

实验表明#用结核生物蛋白芯片技术对结核分枝杆菌的
"AWb

$

"AWb=9<8&3:

&*

/5Wb

$

/5Wb=9<8&3:

&*脂阿拉伯甘露糖$

'3C

O

<L9L;3:<@L::L:

#

?2(

&抗原相对应的
/

种抗体进行联合检

测#对结核病的临床诊断有较高的参考价值'对控制结核病的

发展起到积极作用'

@

!

材料与方法

@,@

!

标本来源
!

选取陕西省结核病防治院
+##5

年
"+

月至

+##$

年
""

月间住院及门诊患者
/--5

例的血清标本#还选取

了
-#

例经过胸透*乙型肝炎等健康体检结果正常者'

@,A

!

仪器与试剂
!

结核生物蛋白芯片阅读仪由南京大渊生物

技术工程有限责任公司提供#型号!

=\FC_+

%批号!苏药管械经

营许
+##+##D$

$更号&'结核分枝杆菌抗体检测蛋白芯片试剂

盒#由南京大渊生物技术工程有限责任公司提供'

@,B

!

生物蛋白芯片检测原理
!

以微孔滤膜为载体#利用微阵

列技术将纯化的
?2(

*基因工程提纯并纯化的结核分枝杆菌

蛋白
"AWb

和
/5Wb

等
/

种抗原固相于同一膜上#并利用微孔

滤膜的渗透浓缩*凝集作用#使抗原抗体反应在固相膜上快速

进行#再以免疫金作为标记物直接在膜上显色'显色后的芯片

放入芯片识别仪#在专门软件的支持下对不同抗原点阵的灰度

值进行分析#与临界灰度值比较#大于或等于临界灰度值为阳

性'

@,C,@

!

结核菌细菌学涂片镜检
!

操作方法参考/结核病诊断

细菌学检验规程0

(

/

)

'

@,C,A

!

生物蛋白芯片检测
!

先在芯片上标记样本编号#在芯

片盒窗口内滴加
+##

!

?

试剂
2

#使膜表面全浸湿#待完全渗入

后#室温放置
"@3:

#加待检血清
"##

!

?

#待血清完全渗入后#

及时滴加
/##

!

?

试剂
\

#待试剂
\

完全深入后#滴加
D#

!

?

试

剂
!

#待试剂
!

完全渗入后#最后滴加
/##

!

?

试剂
b

#反应完

+

.$D

+
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