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结核耐药基因多重荧光定量ＰＣＲ快速检测方法的建立
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　　摘　要：目的　构建快速检测出结核分枝杆菌耐药基因的三重荧光定量ＰＣＲ体系。方法　分别针对结核３个主要耐药基因

ｒｐｏＢ，ｋａｔＧ，ｒｐｓＬ设计特异性引物与ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针，构建并优化单管同时检测此３个突变点的三重荧光定量ＰＣＲ体系，验证

方法的特异度、敏感度和稳定性。结果　成功构建了三重荧光定量ＰＣＲ体系，可以检测到１０ＣＦＵ／μＬ结核杆菌。结论　该实验

建立结核耐药基因三重荧光定量ＰＣＲ具有良好的特异度，敏感度和重复性。该方法对快速检测结核耐药有重要意义。
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　　耐多药结核病是指对２种或２种以上抗结核药物耐药的

结核分枝杆菌引起的结核病，它是人类消灭结核病目标的一大

障碍［１］。异烟肼（ＩＮＨ）、利福平（ＲＦＰ）、链霉素（ＳＭ）作为一线

抗结核药，其耐药性的出现，对感染耐药性结核的患者的治疗

带来很大困难。目前结核分枝杆菌耐药的分子机制已基本阐

明，靶编码基因发生突变是结核分枝杆菌耐药的分子机制。荧

光定量ＰＣＲ是一种密闭的扩增检测体系，具有敏感度、特异度

高及方便快速等优点，特别是对难以培养与生长缓慢的结核杆

菌的检测更有优势。ＭＧＢ探针能够准确检测基因单碱基的差

异。本研究分别针对结核杆菌利福平耐药基因ｒｐｏＢ的５３１位

点，异烟肼耐药基因ｋａｔＧ的３１５位点，链霉素耐药基因ｒｐｓＬ

的４３位点设计特异的 ＭＧＢ探针，构建单管同时检测３个不

同基因的三重荧光定量ＰＣＲ体系，为结核耐药基因多重定量

ＰＣＲ检测试剂盒的研发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料来源　阳性样本：皮内注射用卡介苗，由成都生物制

品研究所提供。阴性样本：含突变点基因片段由大连宝生物公

司合成。

１．２　仪器与试剂　ＴＩＡＮａｍｐＢａｃｔｅｒｉａＤＮＡＫｉｔ试剂盒购自

ＴＩＡＮＧＥＮ公司；ＰＭＤ１８Ｔ试剂盒购自大连宝生物公司；Ｅｘ

ＴａｑＴａｑＨｏｔＳｔａｒｔ热启动酶购自ＴａＫａＲａ公司；质粒小提试剂

盒ｐｌａｓｍｉｄｍｉｎｉｋｉｔⅠ购于ＯＭＥＧＡ公司；ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ的

ＡＢＩ７５００多通道荧光ＰＣＲ仪；ＢｉｂｂｙＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ的 ＴＣｐｌｕｓ梯

度ＰＣＲ仪，ｍｉｎｉｓｐａｎｐｌｕｓｍｉｎｉ１４Ｋ微型离心机购自杭州奥盛

仪器有限公司；岛津公司的ＵＶ１８００紫外分光光度计。

１．３　提取卡介苗基因组　皮内注射用卡介苗，每瓶含卡介菌

约１．０×１０６ＣＦＵ，加入５００μＬ无菌水，按照ＴＩＡＮａｍｐＢａｃｔｅ

ｒｉａＤＮＡＫｉｔ细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取。

１．４　引物和探针设计　使用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物，

ｒｐｏＢ基因特异度引物根据Ｇｅｎｂａｎｋ：Ｌ２７９８９的基因序列设计，

ｋａｔＧ基因特异度引物根据 Ｇｅｎｂａｎｋ：Ｘ６８０８１的基因序列设

计，ｒｐｓＬ基因特异度引物根据Ｇｅｎｂａｎｋ：Ｌ０８０１１的基因序列设

计。使用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ３．０设计 ＭＧＢ探针，探针根据野生

型基因设计。引物和探针如表１所示，均由ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

公司合成。

１．５　方法

１．５．１　目的基因扩增及测序　利用高保真ＴａｑＤＮＡ聚合酶

扩增目的基因片段，所使用扩增引物及产物大小如表１所示，

连接到ＰＭＤ１８Ｔ载体，分别构建含ｒｐｏＢ，ｋａｔＧ，ｒｐｓＬ突变位

点的野生型质粒，送至英俊公司测序。

１．５．２　普通ＰＣＲ　分别做单基因和多基因ＰＣＲ扩增。采用

２５μＬ反应体系，各组分终浓度为：１倍浓度缓冲液，ｄＮＴＰ０．２

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＳＯ４１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，热启动酶０．５Ｕ，甜菜碱０．４

ｍｏｌ／Ｌ，二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）４％，引物各３００μｍｍｏｌ／Ｌ，模版

０．５μＬ。循环条件：９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、６０℃

退火３０ｓ、７２℃延伸４５ｓ，循环４０次，７２℃延伸５ｍｉｎ。每次

扩增均设立阳性和阴性对照，扩增产物在４％琼脂糖凝胶电泳

后紫外灯下观察结果。
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表１　　荧光定量ＰＣＲ引物和探针

引物和探针 靶基因 引物序列（５′～３′） 产物长度（ｂｐ）

引物 ｒｐｏＢ ５′ＣＡＣＣＡＧＣＣＡＧＣＴＧＡＧＣＣＡＡＴＴＣ３′ １１４

５′ＣＡＧＣＣＣＧＧＣＡＣＧＣＴＣＡＣ３′

ｋａｔＧ ５′ＧＡＧＣＴＣＧＴＡＴＧＧＣＡＣＣＧＧＡＡＣ３′ ９７

５′ＣＧＡＧＧＡＡＡＣＴＧＴＴＧＴＣＣＣＡＴＴＴＣＧＴＣ３′

ｒｐｓＬ ５′ＧＴＣＡＡＧＡＣＣＧＣＧＧＣＴＣＴＧＡＡＧ３′ １３２

ＭＧＢ探针 ５′ＣＣＴＣＧＡＣＣＴＧＡＣＴＣＧＴＣＡＡＣＴＴＣＡＣ３′

ｒｐｏＢ／５３１ ５′ＮＥＤＡＣＴＧＴＣＧＧＣＧＣＴＧＭＧＢ３′

ｋａｔＧ／３１５ ５′ＨＥＸＡＴＣＡＣＣＡＧＣＧＧＣＡＴＭＧＢ３′

ｒｐｓＬ／４３ ５′ＦＡＭＡＡＧＣＣＧＡＡＣＴＣＧＧＣＭＧＢ３′

１．５．３　荧光ＰＣＲ及优化　分别对荧光ＰＣＲ体系的 Ｍｇ
２＋、引

物、探针、甜菜碱、ＤＭＳＯ、酶的浓度进行优化，最终确定最佳反

应体系为：缓冲液，ｄＮＴＰ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＳＯ４１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，

热启动酶０．５Ｕ，甜菜碱０．４ｍｏｌ／Ｌ，ＤＭＳＯ４％，引物各３００

μｍｏｌ／Ｌ，模版０．５μＬ。循环条件：９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变

性３０ｓ、６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸４５ｓ，循环４０次。

１．５．４　体系验证　（１）准确度实验。以构建的突变型质粒作

为阴性对照模版，验证体系的准确性。预期结果为阳性模板出

现曲线，阴性模板不出现曲线。（２）灵敏度实验。将模板稀释

３个梯度，分别以不同梯度作为模板，验证体系的灵敏度，确定

体系的最低检出下限。（３）稳定性实验。以０．５×１０３ＣＦＵ／μＬ

模板为参考，重复三批实验，批内设３个重复，统计每次反应的

３个不同片段的Ｃｔ值，计算批内平均值，并分别计算批间变异

系数（犆犞）和标准差（狊）。

２　结　　果

２．１　目的基因测序结果　使用ＤＮＡＭＡＮ６．０，比对测序结

果与Ｇｅｎｂａｎｋ序列，测序目的基因序列与 Ｇｅｎｂａｎｋ序列完全

一致，说明卡介苗可以作为野生型模板使用。

２．２　普通ＰＣＲ产物电泳结果　ｒｐｏＢ，ｋａｔＧ，ｒｐｓＬ三个基因扩

增片段的长度分别为１１４、９７、１３２ｂｐ，琼脂糖凝胶电泳结果显

示三重基因单管扩增每条带的大小均与单基因扩增大小一致，

说明三重基因扩增成功。见图１。

　　由左到右分别为２０ｂｐＬａｄｄｅｒ标记物；ｒｐｏＢ扩增片段；ｋａｔＧ扩增

片段；ｒｐｓＬ扩增片段；三重扩增片段。

图１　　普通ＰＣＲ电泳图

２．３　准确性验证实验结果　以构建的突变型质粒为阴性对

照，结果三个阴性对照基因均没有荧光曲线出现，说明探针能

够检测一个碱基的的差异，准确度很好。如图２所示。

　　靶基因１～３分别为ｒｐｓＬ、ｋａｔＧ、ｒｐｏＢ扩增曲线。

图２　　三重荧光ＰＣＲ

２．４　灵敏度验证实验结果　４个不同梯度的模板体系，三重

体系的扩增中，每个基因的扩增均能看到明显的Ｃｔ值变化。

因３０循环以内为可参考数值，说明此反应体系，检测三个基因

均能检测到下限为０．５×１０２ＣＦＵ／μＬ。如图３所示。

　　Ａ为ｒｐｏＢ扩增荧光曲线；Ｂ为ｋａｔＧ扩增荧光曲线；Ｃ为ｒｐｓＬ扩增

荧光曲线。

图３　　４种浓度梯度的模板三重荧光ＰＣＲ情况

２．５　标准曲线　分别根据卡介苗模板４个不同梯度下，ｒｐｏＢ，

ｋａｔＧ，ｒｐｓＬ片段荧光ＰＣＲ扩增曲线，使用７５００软件分析得到

标准曲线，ｒｐｏＢＲ２：０．９９７ｅｆｆ％：９９．５１１％，ｋａｔＧＲ２：０．９９９

ｅｆｆ％：１０２．１１４％，ｒｐｓＬＲ２：０．９９８ｅｆｆ％：９０．２８６％。见图４（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．６　稳定性验证实验结果　三个扩增片段的Ｃｔ值批间变异
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系数小于２％，结果说明此方法具有良好地准确度和重复性。

３　讨　　论

结核耐药问题，尤其是多重耐药和广泛性耐药，是目前结

核治疗控制的主要瓶颈［２］。２００７年调查结果显示，我国结核

病患者中，将近１／４的患者对利福平和异烟肼一种或两种耐

药，约１／１０的患者表现为广泛性耐药
［３］。不断有研究表明，早

期治疗是导致结核耐药的主要风险因素。结核病的耐药性诊

断，目前主要据世界卫生组织结核病耐药监测方案推荐的药敏

试验进行。虽然操作简单、容易推广，但所需时间长，易耽误最

佳治疗时机。所以准确快速的诊断方法，对于结核治疗方案的

实施具有重要的意义。此外，分子流行病学调查证实，结核杆

菌耐药性与特定编码基因的突变紧密相关。我国不同地区利

福平，异烟肼，链霉素ｒｐｏＢ，ｋａｔＧ，ｒｐｓＬ耐药基因突变率大致相

同，分别为９０．８％，６７％，７０％
［４］。其中，ｒｐｏＢ基因５３１突变位

点占利福平耐药的４４．６％～５５．６％
［５７］，ｋａｔＧ基因３１５突变位

点占异烟肼耐药的约５２．４％
［８９］，ｒｐｓＬ基因的第４３位点突变

占链霉素耐药率大于７０％
［１０］。目前分子水平检测结核耐药的

技术有很多，但都有各自的缺点，影响到实际的应用。单链构

象多态性分析（ＳＳＣＰ），该方法简便、快速、价廉，但只能判断基

因有无突变，不能确定突变的部位和性质，某些耐药基因呈天

然多态性或某些基因突变与耐药无关，可能导致假阳性。

ＤＮＡ序列测定，自动化ＤＮＡ测序仪的应用使测序效率大大

提高，但这些仪器大部分是将荧光标记的测序反应产物进行电

泳、记录和识读结果，价格昂贵，需在专业实验室进行，限制了

其推广应用。基因芯片，简单，高通量，但对仪器依赖强。

ＰＣＲ反向斑点杂交方法，比利时Ｉｎｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ公司以及德国

ＨａｉｎＬｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅ公司等应用此技术研发了结核耐药检测试剂

盒，但此技术的准确性是个问题，可能出现假阳性［１１１２］。荧光

定量ＰＣＲ具有灵敏度高，特异度强，实时性好，可做多重反应

的优点已经应用于耐药基因突变分析领域。分子信标、杂交探

针、ＭＧＢ探针荧光定量ＰＣＲ现今都已被用于结核分枝杆菌耐

药性检测。本研究通过 ＧｅｎＢａｎｋ分别检索结核分枝杆菌

ｒｐｏＢ，ｋａｔＧ，ｒｐｓＬ基因库，得到ｒｐｏＢ基因序列，利用ＯｌｉｇｏＢｌａｓｔ

软件针对三个不同基因的不同位点设计３条 ＭＧＢ探针，实现

在同一试管内包含三种不同荧光标记探针，监测荧光ＰＣＲ仪

上三个不同通道试验数据，可以直接判断相应位点是否发生变

异。减少临床检测的复杂度，加快患者的取报告时间。本实验

在选择荧光标记时，考虑到荧光标记报告集团荧光信号强弱的

差异，将荧光信号强的报告集团标记检测扩增效率低的片段的

探针，从而实现三个荧光信号能在同一坐标显示。ｒｐｏＢ片段

ＧＣ含量较高，容易形成非特异扩增，添加甜菜碱和ＤＭＳＯ可

大大减少非特异扩增。且ｒｐｏＢ片段Ｔｍ值较高，使所设程序

的退火温度更接近ｒｐｏＢ片段，更有利于实现三重扩增。本实

验的灵敏度检测限度为１０ＣＦＵ／ｕＬ，高浓度梯度下，模板中影

响因素多，会影响扩增效率。不同的提取方法获得的模板，因

纯度不同，Ｃｔ值也会有变化。本研究应用的ＴａｑＭａｎＭＧＢ双

探针实时ＰＣＲ技术结合了 ＭＧＢ探针的高度特异和实时ＰＣＲ

快速灵敏的优点，实现了单管三种荧光标记对不同基因不同突

变位点的检测，取得较好结果，为结核耐药检测试剂盒的研发

奠定了基础。
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