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疑似
$"S

组
,/ +6 = A=.0 +0 +/ 10.0

对照组
+= 0 += 0.0 , +1 +,.0

E.Q

"

灵敏度和特异性检测
"

以
!-A8C

细菌纯培养

物经平板计数%原始菌液浓度为
+c+0

=

5Te

"

:R

%取

+0

倍倍比稀释菌液提取
834

后分别进行
8$2

R4S9

法和
8$2958

法的灵敏度检测(用中枢系统

感染的其他病原体为模板验证其引物特异性%

8$2

R4S9

产物采用限制性内切酶
F̂B

(

进行酶切鉴

定%

-0

!

R

酶切体系如下!

8$2R4S9

产物
-

!

R

-

b.

5e$.+0cPJII&%-

!

R

-

F̂B

(

+

!

R

%去离子水补足

,-

!

R

%

-A`

反应
+F

(酶切产物用
,.0V

琼脂糖凝胶

进行电泳(

E.X

"

统计学处理
"

采用
Z9ZZ,+.0

软件进行统计学

处理%计数资料以百分率或频数表示%组间比较采用

!

, 检验%以
!

#

0.0/

为差异有统计学意义(

F

"

结
""

果

F.E

"

8$2R4S9

法和
8$2958

法检出情况比较
"

$"S

组阳性检出率分别为
6A.7V

和
A/.0V

%疑似

$"S

组阳性检出率分别为
A=.0V

和
10.0V

%对照组

阳性检出率分别是
0.0V

和
+,.0V

%各组
8$2R4S9

法阳性检出率高于
8$2958

法%差异有统计学意义

#

!

#

0.0+

$(见表
+

-

,

(

F.F

"

8$2R4S9

法和
8$2958

法检测灵敏度比较
"

8$2R4S9

法检测灵敏度为
+5Te

"

:R

*

8$295

法

检测灵敏度为
+005Te

"

:R

%为
8$2958

法的
+00

倍%见图
+

(

""

注!

4

为
8$2R4S9

凝胶电泳及钙黄绿素染色图*

S

为
)34

标记

物*

"

为
8$2958

凝胶电泳图*泳道
+

"

A

分别为
+.0c+0

/

-

+.0c+0

1

-

+.0c+0

-

-

+.0c+0

,

-

+.0c+0

+

-

+.0c+0

0

-

+.0c+0

h+

5Te

"

:R

%

7

为阴

性对照

图
+

""

8$2R4S9

法和
8$2958

法检测灵敏度比较

F.G

"

8$2R4S9

法和
8$2958

法检测特异性比较
"

8$2R4S9

法与
8$2958

法均能特异性地扩增出

S$"

%而脑脊液常见细菌-真菌-病毒感染未扩增出特

异性条带(

8$2R4S9

与
8$2958

引物均有较强的

特异性%见图
,

(

)

1,-

)
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表
-

""

8$2R4S9

法和
8$2958

法检测结果比较&

)

'

8$2R4S9

法
8$2958

法

d h

!

,

!

d 11 +A +0.-,

#

0.0+

h , ,-

""

注!

4

为
8$2R4S9

凝胶电泳及钙黄绿素染色图*

S

为
)34

标记

物*

"

为
8$2958

凝胶电泳图*泳道
+

"

A

分别为
S$"

性脑脊液-奈瑟

菌性脑脊液-肺炎球菌性脑脊液-新型隐球菌性脑脊液-柯萨奇病毒性

脑脊液-

]"

病毒性脑脊液和阴性对照

图
,

""

8$2R4S9

法与
8$2958

法检测特异性比较

""

注!

S

为
+00P

N

)34

标记物%泳道
+

为酶切前%泳道
,

为酶切后

图
-

""

8$2R4S9

酶切实验

F.H

"

酶切实验结果
"

为确定
8$2R4S9

产物为

S$"

特异性产物%对阳性产物进行特异性酶切鉴定(

经计算%

8$2R4S9

产物为
+6,fP

%经
F̂B

(

酶切成

大小约为
70fP

的片段%酶切后出现与预期大小相符

的条带%见图
-

(

G

"

讨
""

论

""

$"S

是由
S$"

引起的脑膜和脊膜的非化脓性

炎症性疾病%因血脑屏障作用%其在脑脊液中的含量

很少%难以被一般检测方法检测到%而
$"S

临床表现

又缺乏特异性%因此
$"S

早期诊断困难%但若不及时

诊断及治疗会造成严重的神经系统损伤甚至死亡(

据
g!*

报道%

,0+/

年全球估算有
+010

万结核病发

病患者%而中国-印度和印尼占全球发病人数的前三%

因此迫切需要快速-简便-灵敏-可靠的病原微生物学

检验方法%

R4S9

正好满足上述要求%它不像
958

法

一样需要专门设备%如热循环仪-电泳仪等%只需要水

浴锅或小热量提供的简单的恒温装置即可%在
+F

内

就能完成扩增%结果肉眼可见%更适用于医疗资源不

足的发展中国家(

,0+=

年
7

月
++

日%世界卫生组织

于在日内瓦发布了一份最新的推荐书%推荐发展中国

家的基础医疗单位使用新的结核病检测方法
$"2

R4S9

%这种方法可以替代涂片法(但传统
R4S9

法多采用
$"2)34

为靶基因进行扩增%因
)34

为双

链结构%不易被降解%易造成污染%且反应对死菌-活

菌都呈现阳性结果%故不能鉴别是潜伏性结核还是活

动性结核%亦不能评估临床抗结核疗效(

Q**3

等&

+-

'

的试验以
(Z=++0

为靶序列进行扩增%其灵敏度和特

异度分别为
61.1V

和
6A.,V

%但是因死菌也呈阳性

结果%该试验不能评估病情程度%还需要进一步做培

养鉴定(如果针对活菌中存在的
+=Z%834

进行扩

增%那就可以集
$"2R4S9

法与培养法优点于一身(

本研究以
%834

为靶基因进行扩增%结果显示%

8$2

R4S9

法检测灵敏度为
+5Te

"

:R

%是
8$2958

的

+00

倍*

8$2R4S9

法对于可疑
S$"

的检出率为

A=V

%高于
8$2958

法的
10V

%差异有统计学意义

#

!

#

0.0/

$(这表明
+=Z%834

因拷贝量大有较高的

灵敏度%在临床上对高度怀疑为
$"S

患者的诊断具

有一定价值(

本研究结果显示%

$"S

组采用
8$2R4S9

法检

测时%检出
+

例阴性%后鉴定为
3$S

性脑膜炎*对照

组采用
8$2958

法检出
,

例阳性%考虑为非特异性扩

增引起(这表明
8$2R4S9

的内引物为
7

个不同的

靶基因区%显示了更强的特异性(近年来%各国家学

者对
R4S9

的研究不断深入%如!茎引物或环引物的

加入更是提高了它的灵敏度%并缩短了反应所需时

间&

+1

'

*有学者在茎引物与环引物之间加入群引物%使

反应时间缩短到
+/ :?@

%并且进一步提高了灵敏

)

/,-

)

国际检验医学杂志
,0+7

年
,

月第
-6

卷第
-

期
"

(@DQREPS&L

!

T&P%JE%

K

,0+7

!

#BH.-6

!

3B.-



度&

+/

'

*多重
R4S9

的应用不仅提高了效率还节约了

成本(

,0+-

年%

R(e

等&

+=

'应用微流控芯片同时检测

+0

个
S$"

样品%集
)34

提取-反应-鉴定产物为一

体%整个过程只需要
/0:?@

%检测极限为
+0

个菌%灵

敏度-特异度分别为
6=V

-

+00V

(如果提取
834

进

行反应%会有更高的灵敏性%但
R4S9

容易发生气溶

胶污染%易出现假阳性%不过可以通过规范的操作和

处理来避免%如将加样区和电泳区进行隔离%经常清

洗操作台%使用带滤嘴的枪头%样品反应前在
]9

管内

加微量石蜡油隔离空气或者加入尿嘧啶糖基化酶

#

e3\

-

e)\

$降解扩增产物防污染等(

综上所述%

8$2R4S9

法检测
S$"

时具有简便-

灵敏快速-可检测活菌特点%与
958

法比较%特异性

强-操作简便-检测成本低-耗时短%有望成为基层-野

战医疗单位及发展中国家等的常规检查工具(
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