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　　摘　要：目的　采用免疫磁珠捕获（ＩＭＣ）联合双内标ＰＣＲＥＬＩＳＡ（ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ）技术，建立定量检测结核分枝杆菌的方

法。方法　制备能够特异性捕获结核分枝杆菌的免疫磁珠（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ?）。并根据结核分枝杆菌 Ｍｔｐ４０基因序列以及结核分枝

杆菌复合体群ＩＳ６１１０序列，设计２对特异性引物（上游引物的５′端用生物素修饰），以及２条与ＰＣＲ扩增片段等长的内参照片段

（其与扩增模板在引物区的序列相同）和３套捕获探针（３′端用地高辛标记）。先通过免疫磁珠特异性捕获结核分枝杆菌，再联合

双内标ＰＣＲＥＬＩＳＡ技术检测结核杆菌。结果　采用ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ技术定量检测结核分枝杆菌，全过程约４ｈ，检测限为５×

１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，当低内标模板浓度在３０～７０ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，高内标模板浓度在８０００～１２０００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ时，计算出的浓度与实际加

入的目的模板浓度之间有良好的线性关系（狉２＝０．９９８），未发现非特异性反应。结论　成功建立了ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ定量检测结

核分枝杆菌的方法，此方法具有快速、灵敏、特异、可定量的特点。
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　　结核病是由结核分枝杆菌感染引起的慢性传染病，是全球

最具威胁的传染病之一。据世界卫生组织（ＷＨＯ）统计，我国

患结核人数居世界第２位，是全世界２２个结核病流行严重的

国家之一［１］。当前，我国在结核病控制方面所面临的问题是结

核病的早期诊断，尤其是痰菌阴性肺结核的诊断［２］。目前，临

床实验室常用的结核杆菌检测方法有抗酸染色镜检法、细菌培

养法及分子生物学检测法等。其中，痰涂片抗酸染色镜检法方

法简单、快速，但敏感性和特异性差，每毫升标本中需有

５０００～１００００个结核分枝杆菌才呈阳性结果
［３］。培养法耗时

较长，且不适合一般实验室开展（Ｐ２级以下实验室不允许做）。

近年来，分子生物学技术检测结核分枝杆菌，克服了传统方法

的诸多不足，能更快速、敏感、特异的鉴定结核杆菌感染并可用

于药物敏感性评价。

本研究建立了免疫磁珠捕获（ＩＭＣ）与ＰＣＲ酶联免疫吸附

试验（ＰＣＲＥＬＩＳＡ）技术相结合的定量检测结核分枝杆菌方法

（ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ）。首先采用抗结核分枝杆菌抗体包被磁

珠，捕获标本中的结核分枝杆菌并提取ＤＮＡ；然后在ＰＣＲ反

应体系中加入目的模板和另外２个已知不同浓度的双内标模

板（双内标模板长度与目的模板ＰＣＲ扩增片段等长，且与目的

模板引物区序列相同）。ＰＣＲ反应结束后得到３类扩增产物，

分别是：目的模板扩增产物、高内标模板（ＨＳ）扩增产物、低内

标模板（ＬＳ）扩增产物。由于ＰＣＲ上游引物５′端用生物素进

行了修饰，ＰＣＲ生成的３类扩增产物的一条链上都带有生物

素标记；进一步用链霉亲和素包被的酶标板捕获ＰＣＲ扩增产

物，变形解链后，再用３套根据３类模板设计的捕获探针（３′端

用地高辛标记）与３类ＰＣＲ扩增产物分别进行杂交；再用抗地

高辛酶标记抗体与杂交体上的地高辛结合，漂洗后加底物显

色，测定吸光度值。最后，根据３种模板起始浓度与其最终检

测的吸光度（Ａ）值呈正比的关系
［４］，通过公示计算得到目的模

板的起始浓度。

１　资料与方法

１．１　标本及菌株来源　结核分枝杆菌标准菌株（Ｈ３７Ｒａ）；１０２

·１３９２·国际检验医学杂志２０１４年１１月第３５卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２１

 基金项目：镇江市社会发展基金资助项目（ＳＨ２０１０００１９）。　作者简介：王震，男，副主任检验技师，主要从事临床检验研究。



份临床诊断为肺结核患者的痰标本以及１０２株分离培养菌株

均来自于镇江市第三人民医院（镇江市传染病医院）。大肠埃

希菌、金黄色葡萄球菌、绿脓假单胞菌、草绿色链球菌等阴性对

照菌株为本室保存。

１．２　仪器与试剂　７５２ｎ紫外分光光度计；德国 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ

Ｐｅｒｓｏｎａｌ５３３２型ＰＣＲ扩增仪；ＨｅｔｔｉｃｈＵＮＩＶＥＲＳＡＬ１６Ｒ型低

温高速离心机。商品化的链亲和素预包被微孔板为 Ｎｕｎｃ公

司产品 （货号２３６００１）。抗结核分枝杆菌抗体为美国 Ａｂｃａｍ

公司产品（ＲａｂｂｉｔｐｏｌｙｃｌｏｎａｌｔｏＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，

ａｂ９０５）。磁珠为抗ＲａｂｂｉｔＩｇＧＤｙｎａｂｅａｄｓ磁珠（Ｄｙｎａｌ公司产

品）。１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋ Ｐｌｕｓ）、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、ＴａｑＤＮＡ

聚合酶为日本Ｔａｋａｒａ生物技术有限公司产品。引物、模板及

杂交探针的设计和合成：从 ＧｅｎＢａｎｋ获取人型结核分枝杆菌

Ｍｔｐ４０基因序列以及结核分枝杆菌复合群ＩＳ６１１０序列，设计

２组ＰＣＲ引物（上游引物的５′端用生物素修饰）；每个ＰＣＲ体

系中设计２条与ＰＣＲ扩增目的片段等长的内标模板（其与目

的模板在引物区的序列相同）；根据ＰＣＲ体系中的３个模板设

计３套捕获探针（３′端用地高辛标记）。由宝生物工程（大连）

有限公司合成，具体参数见表１。

表１　　两类基因序列的ＰＣＲ扩增模板、引物及杂交探针参数

基因序列 模板名称 模板序列（５′～３′） 引物（５′～３′） 探针（５′～３′）

人型结核分枝杆菌

Ｍｔｐ４０基因序列

Ｍｔｐ４０

（目的模板）

犆犌犌犆犜犌 犜犃犆 犌犌犆 犌犃犃 犃犜犌 犃ＣＡ

ＡＴＧＣＡＧ ＧＧＡ ＡＣＧ ＣＧＡ 犃犃犃犆犆犆

犃犌犃犆犆犌犃犌犆犌犌犃犆

Ｔ１：ＢｉｄＣＧＧ ＣＴＧ ＴＡＣ

ＧＧＣＧＡＡＡＴＧＡ

探 针 Ｍ：ＣＧＣ ＧＴＴ

ＣＣＣＴＧＣＡＴＴＤｉｇ

ＨＳｍ

犆犌犌犆犜犌 犜犃犆 犌犌犆 犌犃犃 犃犜犌 犃ＡＧ

ＣＴＴ ＧＡＧ ＣＴＣ ＣＡＴ ＣＴＣ 犃犃犃 犆犆犆

犃犌犃犆犆犌犃犌犆犌犌犃犆

Ｔ２：ＧＴＣＣＧＣＴＣＧＧＴＣ

ＴＧＧＧＴＴＴ

探针 Ｈｍ：ＡＧＡ ＴＧＧ

ＡＧＣＴＣＡＡＧＣＤｉｇ

ＬＳｍ

犆犌犌犆犜犌 犜犃犆 犌犌犆 犌犃犃 犃犜犌 犃ＣＴ

ＧＧＴ ＡＣＧ ＡＣＡ ＣＣＴ ＡＣＧ 犃犃犃 犆犆犆

犃犌犃犆犆犌犃犌犆犌犌犃犆

探针 Ｌｍ：ＧＴＡ ＧＧＴ

ＧＴＣＧＴＡＣＣＡＤｉｇ

结核分枝杆菌复合

体群ＩＳ６１１０基因

序列

ＩＳ６１１０

（目的模板）

犌犜犌犆犌犌 犃犜犌 犌犜犆 犌犆犃 犌犃犌 犃犜Ｃ

ＣＧＣＧＧＴ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＡＴ ＴＣＧ 犌犃犌

犜犌犌犌犆犃犌犆犌犃犜犆犃犌犜犌犃犌

Ｓ１：ＢｉｄＧＴＧ ＣＧＧ ＡＴＧ

ＧＴＣＧＣＡＧＡＧＡＴ

探 针 Ｓ：ＧＡＡ ＴＣＧ

ＴＧＣＴＧＡＣＣＧＣＤｉｇ

ＨＳｓ

犌犜犌犆犌犌 犃犜犌 犌犜犆 犌犆犃 犌犃犌 犃犜Ｃ

ＴＧＴ ＧＡＣ ＣＧＣ ＡＧＡ ＴＧＣ ＧＡＣ犌犃犌

犜犌犌犌犆犃犌犆犌犃犜犆犃犌犜犌犃犌

Ｓ２：ＣＴＣＡＣＴＧＡＴＣＧＣ

ＴＧＣＣＣＡＣＴＣ

探 针 Ｈｓ：ＴＣＧ ＣＡＴ

ＣＴＧＣＧＧＴＣＡＣＤｉｇ

ＬＳｓ

犌犜犌犆犌犌 犃犜犌 犌犜犆 犌犆犃 犌犃犌 犃犜Ａ

ＣＣＧ ＡＴＣ ＧＧＧ ＡＣＧ ＧＧＴ ＡＧＴ犌犃犌

犜犌犌犌犆犃犌犆犌犃犜犆犃犌犜犌犃犌

探 针 Ｌｓ：ＣＴＡ ＣＣＣ

ＧＴＣＣＣＧＡＴＣＧＤｉｇ

　　：模板序列中斜体部分为引物结合区，双下划线部分为探针结合区。

１．３　方法

１．３．１　痰标本的免疫磁珠分选　（１）免疫磁珠制备：取０．５

ｍＬ抗ＲａｂｂｉｔＩｇＧＤｙｎａｂｅａｄｓ磁珠，经洗涤分离后，加１ｍＬ缓

冲液混匀，再加入１０μＬ抗结核分枝杆菌抗体（Ａｂｃａｍ公司产

品，ＲａｂｂｉｔｐｏｌｙｃｌｏｎａｌＩｇＧ型），４℃孵育４５ｍｉｎ，装入磁场中２

ｍｉｎ，弃去上清液，反复清洗４次后，加０．５ｍＬ缓冲液混匀后

备用。（２）标本处理：痰标本加入等量消化剂，涡旋震荡３０ｓ，

室温静置１５ｍｉｎ，其间摇动数次，使痰液完全液化无痰丝。取

液化痰液１ｍＬ５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，沉淀加入ｐＨ７．２的

ＰＢＳ缓冲液０．５ｍＬ混匀。（３）磁性分离：在处理后的０．５ｍＬ

痰标本中，加入免疫磁珠２０μＬ，置混匀仪上反应３０ｍｉｎ，经清

洗后收集磁珠。（４）ＤＮＡ 模板制备：向磁珠中加入１００μＬ

ｄｄＨ２Ｏ煮沸１０ｍｉｎ，取上清液为模板
［５］。

１．３．２　标准浓度模板配置　将合成的３类模板（目的模板、

ＨＳ、低内标模板）进行定量稀释，再根据相对分子质量计算出

每微升模板溶液中的拷贝数。分别稀释成１０～１２０００ｃｏｐｉｅｓ／

μＬ不同浓度的系列模板备用。

１．３．３　ＰＣＲ扩增　在ＰＣＲ反应管中加入１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含

Ｍｇ
２＋）５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰ４μＬ，上下游引物各１５

ｐｍｏｌ，Ｔａｑ酶２Ｕ，再根据需要定量加入不同浓度的３种模板，

加ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ。优化ＰＣＲ反应参数，使其未达到平台期，

扩增参数为：预变性９４℃４ｍｉｎ，变性９４℃３５ｓ，退火６２℃

３５ｓ，延伸７２℃４０ｓ，共２０个循环，７２℃延伸３ｍｉｎ。

１．３．４　微孔板杂交ＥＬＩＳＡ定量检测　从反应后的ＰＣＲ管中

分别取１０μＬ到３孔加有１００μＬ稀释液（０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．２

的ＰＢＳ）的链亲和素预包被微孔板中，混匀，４５℃水浴４０ｍｉｎ，

用３７℃预温洗液清洗５次；加１００μＬ碱性变性液（１．５ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，０．１５ｍｏｌ／Ｌ ＮａＯＨ），３７ ℃水浴１５ｍｉｎ，加１ｍｏｌ／Ｌ

ＨＥＰＥＳ３５μＬ，混匀后，用３７℃预温洗液清洗５次；加１００μＬ

含探针杂交液（探针浓度为０．０５ｐｍｏｌ／μＬ），４５℃水浴４０ｍｉｎ，

用３７℃预温洗液清洗５次；加５０μＬ抗 ＤＩＧ酶标记抗体，

３７℃孵育３０ｍｉｎ，用洗液清洗５次后，加入底物，３７℃孵育１５

ｍｉｎ，加５０μＬ２ｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４ 终止反应，５ｍｉｎ内采用酶标

仪检测４５０ｎｍ下的吸光度值，参考波长为６３０ｎｍ。

１．４　统计学处理　采用统计软件ＳＰＳＳ１０．０进行统计分析。

２　结　　果

２．１　双内标ＰＣＲ反应体系中，最佳高、低内标模板浓度确定

　将高、低内标模板稀释成不同浓度的系列模板液，进行配对

组合试验，以确定ＰＣＲ反应体系中的最佳高、低内标模板浓

度：即将低内标模板（ＬＳ）稀释成１０、３０、５０、７０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ等４

种浓度的系列模板液，将 ＨＳ稀释成６０００、８０００、１００００、

１２０００ｃｏｐｉｅｓ／μＬ等４种浓度的系列模板液，将各个高、低内标

模板液配对成１６个组合，每个稀释度平行做３管。再在每管

中加入已知拷贝数的目的模板，经本方法检测后，结果显示当

ＬＳ浓度在３０～７０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ（最佳拷贝数选定为５０ｃｏｐｉｅｓ／

μＬ），ＨＳ浓度在８０００～１２０００ｃｏｐｉｅｓ／μＬ（最佳拷贝数选定为

１００００ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）时，用公式计算出的目的模板浓度（Ｙ）与实

际加入的目的拷贝数之间有良好的线性关系：犢＝１０犡（狉２＝

０．９９８），其中 犡＝ｌｇ（ＬＳ浓度）＋［ｌｇ（ＨＳ浓度）－ｌｇ（ＬＳ浓

度）］×（目的模板吸光度值－ＬＳ吸光度值）／（ＨＳ吸光度值－
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ＬＳ吸光度值）。

２．２　灵敏度　在ＰＣＲ反应体系中，确定ＬＳ为５０ｃｏｐｉｅｓ，ＨＳ

为１００００ｃｏｐｉｅｓ，通过加入不同浓度的系列目的模板液，经检

测本试验的最低检测限为５×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。

２．３　特异性　本方法通过特异性免疫磁珠捕获，再经ＰＣＲ扩

增和液相分子杂交，大大提高了方法的特异性，其中设计的人

型结核分枝杆菌 Ｍｔｐ４０引物，可特异性检出人型结核分枝杆

菌。而设计的ＩＳ６１１０引物可特异性检出结核分枝杆菌复合群

细菌。对１０２例临床诊断为肺结核患者的痰标本，采用本方法

与培养法进行平行测试，结果１０２例均显示为阳性，与培养法

结果完全一致。同时，用本方法对其他非结核分枝杆菌菌株进

行试验，结果无非特异性反应发生。

３　讨　　论

在磁性微粒表面包被抗结核分枝杆菌抗体，可特异性捕获

结核分枝杆菌，此法快速简便，对一些培养阴性的标本也能检

出［６］。ＩＭＣＰＣＲＥＬＩＳＡ法能显著提高目的基因的检出率
［７］，

其灵敏度要比单独ＰＣＲ方法增加８～２０００倍
［８９］。同时，分

子杂交技术的运用，也能大大提高方法的特异性［１０］。此外，双

内标ＰＣＲ技术实现了定量检测目的模板液起始浓度的目的。

本研究首先利用免疫磁珠捕获标本中的结核分枝杆菌并

提取ＤＮＡ，再通过双内标ＰＣＲ反应和液相分子杂交酶免疫

显色技术，建立了定量检测结核分枝杆菌复合群及人型结核分

枝杆菌的方法。检测结果显示，该方法具有快速、灵敏、特异、

可定量检测的特点，可为临床结核病的诊断和治疗效果监测提

供实验依据。
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浓度显著增加，则提示患者的肾脏出现了蛋白质渗漏的现

象［１０］。在糖尿病肾病、高血压、妊娠子痫前期多见尿微量清蛋

白的增高，这是肾损伤早期一个十分敏感的指标。尿微量清蛋

白正常值的参考值范围为０．００～１．２５ｍｇ／ｄＬ。通常在临床上

多应用尿微量清蛋白这一指标来对肾病的发生进行监测［１１］。

结合患者的发病情况、症状、病史、糖化血红蛋白以及尿微量清

蛋白的变化，可以及早发现患者肾微血管病变，进而尽早采取

适当的措施。本研究以保存时间和保存温度为双因素进行响

应面分析。根据中心组合ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ的实验设计原理，在单

因素实验的基础上，对样品保存温度、样品保存时间２个影响

显著因素采用双因素双水平的响应面分析法优化尿液检验条

件，并建立了二次多项回归模型，此模型显著，结果发现尿液以

及血液保存在４℃条件下、最好在当天对样品施以检测，否侧

放置时间过长会增大测量值与稳定状态下期待值的差距。本

研究首次报道了利用响应面分析法优化血液以及尿液的检验

条件，条件优化之后，使得测量值与稳定状态值十分接近，误差

较小，是较为理想的准确测定尿微量清蛋白以及糖化血红蛋白

的方法，应用响应面分析法优化后的检验条件可最大限度地减

小临床测量误差，从而避免对患者的诊断产生误导，避免出现

延误患者治疗的情况。
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