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$等优势!为双重分子信标检测结核杆菌提供了必要条件%

关键词"结核杆菌#

"

微菌落#

"

分子信标#

"

体系优化

!"#

!

!%#&*+*

"

,

#-../#!+(&0$!&%#"%!'#%*#%%"

中图法分类号"

1$$+#)

文章编号"

!+(&0$!&%

"

"%!'

$

%*0!%"*0%)

文献标识码"

2

)**

+

,-.-/01234.*40524367035*810,05,-*89

:

9,0.;*663

+

-1-108,-;-53,-*8*;<

:

5*735,06-2.,2706524*9-9

!

!"#$%&'()'

*

!

!

+,-./,%&'

"

"

!

,"-./0)'

*

()&'

*

&

"

!

+,-1+)

2

%'

"

!

+,"3)'

*

"

#

"

!45'678'&907:);)'7<

=

>7;<':?7<

@

97AB,<B

@

)6&9<

=

C%

D

)&'?8<E)';7

!

C%F$<%

!

C%

D

)&'&)%%%&

!

#$)'&

#

"45GG%'<9<

*2

H7

@

&86G7'6&':#7'678<

=

.7%8<B;)7';7

!

C%

D

)&'07:);&9

"')E78B)6

2

!

C%F$<%

!

C%

D

)&'&)%%%$

!

#$)'&

#

&4H7

@

&86G7'6<

=

#9)');&93&I<8&6<8

2

!

C%F$<%

?%9G<'&8

2

,<B

@

)6&9<

=

C%

D

)&'?8<E)';7

!

C%F$<%

!

C%

D

)&'&)%%%'

!

#$)'&

$

=79,635,

+

"7

>

05,-?0

"

V66

3

<-R-94<̂44_

3

45-R4/<78.

>

.<4R6S:U78R684;U875E47;6/<657

3

-:8

>

:4<4;<F

>

0

;6E7;<45-UR<UE45;U86.-.7/:-<.54.-.<7/<.<57-/.#<0,@*19

"

K8U654.;4/;4

a

U7/<-<7<-=4?H1T7.;755-4:6U<E

>

.484;<-/

X

:-SS454/<R7

X

/4.-UR-6/;6/;4/<57<-6/

!

7//478-/

X

<4R

3

457<U547/:

3

5-R45;6/;4/<57<-6/54.

3

4;<-=48

>

#

K-/788

>

!

<̂46

3

<-RUR547;<-6/;6/:-<-6/.T4546E<7-/4:#A0924,9

"

A/65:45<64/.U54<̂44SS-;-4/;

>

6S7R

3

8-S-;70

<-6/7/:/6/6/0.

3

4;-S-;7R

3

8-S-;7<-6/

!

<̂4S-/78.484;<-6/6S<̂4E4.<;6/:-<-6/.T4547.S6886T.

!

<̂4;6/;4/<570

<-6/6SF

X

"d

T7.&#%RR68

,

D

!

7//478-/

X

<4R

3

457<U54T7.+% e

!

7/:<̂4;6/;4/<57<-6/6S

3

5-R45.T7.%#&

RR68

,

D#B*85429-*8

"

V̂46

3

<-R78;6/:-<-6/6S:U78R684;U875E47;6/4_

3

45-R4/<T7.4.<7E8-.̂4:

!

T̂-;̂ 4/0

.U54:<̂7<<̂4:4<4;<-6/6SF

>

;6E7;<45-UR<UE45;U86.-.E

>

R684;U875E47;6/

a

U7/<-<7<-=4?H1 7̂:<̂47:=7/<70

X

4.

!

.U;̂ 7..-R

3

846

3

457<-6/

!

57

3

-:.

3

44:

!

-̂

X

^.4/.-<-=-<

>

"

<̂4R-/-RUR:4<4;<-6/8-R-<T7.!HK[

,

RD

$

7/:

.

3

4;-S-;-<

>

"

6/8

>

F

>

;6E7;<45-UR<UE45;U86.-.;6R

3

84_-/;8U:-/

X

:5U

X

054.-.<7/<.<57-/.;6U8:E4:4<4;<4:

$!

X

66:

54

3

56:U;-E-8-<

>

"

;64SS-;-4/<6S=75-7<-6/T7.

$

)f

$

7/:6<̂457:=7/<7

X

4.#V̂4.<U:

>3

56=-:4.<̂4/4;4..75

>

;6/:-<-6/.S65<̂4:U78R684;U875E47;6/:4<4;<-6/6SF

>

;6E7;<45-UR<UE45;U86.-.#

C0

:

D*619

+

F

>

;6E7;<45-UR<UE45;U86.-.

#

R-;56;686/

>

#

R684;U875E47;6/

#

.

>

.<4R6

3

<-R-97<-6/

""

结核病是一个主要的公共卫生问题*特别是在发

展中国家*多药耐药菌株的分枝杆菌结核病$
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(加上结核菌耐药性

的常规检测缓慢而繁琐+
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液体培养系统虽然缩短了检测时间*但由于设备

昂贵并且要求较高限制了其在临床的推广和应
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)近年来*用基因扩增方式检测结核杆菌显示

出很高的灵敏度和特异度*所以
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高效的基因扩增技术+
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*己成为结核病分子诊断的

常用工具*但在大批量的临床应用中*
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分子信标技术由荧光能量传递$
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'技术和线性探

针杂交技术改进发展而来)分子信标是由一个环部

和一个茎部组成的茎环结构
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分子探针)在
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循环的变性阶段*分子信标的茎部打开*茎环状

结构变成线性结构*因荧光素与荧光淬灭基团分开而

不能进行
K1QV

*发出荧光)当
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循环进行到退火

阶段时*若体系中存在与探针完全互补的靶序列则发

生杂交反应*结果使分子信标的
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端分离*淬

灭基团对荧光基团的淬灭作用消失*从而激发出荧

光)当不存在退火时探针因茎部的作用恢复)

本研究中是将微菌落培养方法与分子生物学方
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退火温度的优化
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影响探针检测效果的因素
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引物浓度的优化
"

最终选择两对引物

加入体积均为
%#&

#

D

*见表
$

)

表
$

""

AL+!!%

分子信标引物浓度优化结果

引物加入体积

$上游引物
$

下游引物*

#

D

'

H<

值

平均值 标准差

变异系数

$

f

'

%#"

$

%#" !*#($& %#"!$ !#%*

%#&

$

%#" "%#%%% %#!*( %#*'

%#$

$

%#" "%#$+" %#!)+ %#(+

%#)

$

%#" "%#($% %#")' !#")

%#"

$

%#& !*#!)' %#&"* !#(!

%#&

$

%#& !*#*() %#%*+ %#$'

%#$

$

%#& !*#&$$ %#&$* !#'%

%#)

$

%#& "%#&(" %#)** "#*$

续表
$
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AL+!!%

分子信标引物浓度优化结果

引物加入体积

$上游引物
$

下游引物*

#

D

'

H<

值

平均值 标准差

变异系数

$

f

'

%#"

$

%#$ !*#&)' %#)!& "#+)

%#&

$

%#$ !*#'!* %#"($ !#&'

%#$

$

%#$ "%#"%! %#$&* "#!(

%#)

$

%#$ "%#"(* %#&%$ !#)%

%#"

$

%#) !*#"*& %#&+" !#''
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$

%#) !*#$)+ %#&)) !#'"

%#$

$

%#) "%#$(' %#"&& !#!$

%#)

$

%#) "%#!'& %#$&( "#!+

%#&

"

退火温度的优化结果

%#&#$

"

5

3

6I

分子信标检测优化
"

当退火温度为

))#%

$

+%#+e

的各温度时*

H<

值比较差异无统计学

意义$

?

%

%#%)

')为了保证扩增效率又没有非特异性

扩增*选择退火温度为
)'#%

$

+%#%e

*见表
)

)

表
)

""

5

3

6I

分子信标退火温度的优化

退火温度

$

e

'

H<

值

均值 标准差

变异系数

$

f

'

)$#% !'#)+' %#*"' )#%%

)$#& !(#$)" %#%$' %#"(

))#% !+#)%) %#%+( %#$%

))#' !+#&%" %#!'' !#!)

)(#! !+#!!) %#!++ !#%&

)'#' !+#)*' %#!"! %#(&

+%#+ !)#'(% %#!(& !#%*

+"#" !(#('' %#%+" %#&)

+&#$ !(#*(& %#+*$ &#'+

+$#" !(#()% %#+!( &#$'

+$#' !'#$)& %#("% &#*%

+)#% !*#)$% %#+)* &#&(

%#&#%

"
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优化
"

当退火温度为
)$#%

$

)'#'e

的各温度时*

H<

值比较差异无统计学意义$

?

%

%#%)

')为了保证扩增效率又没有非特异性扩增*选

择
))

$

)'e

之间的温度作为退火温度)综合比较了

两对引物在
!"

种退火温度时*两对引物扩增变异系

数最小*当双重
?H1

时*为了保证扩增效率应该使其

温度高一些*本实验采用
+%e

作为退火温度*见表
+

)

表
+

""

AL+!!%

分子信标退火温度优化结果

退火温度

$

e

'

H<

值

均值 标准差

变异系数

$

f

'

)$#% !'#()! %#&(% !#*(

)$#& !'#)!% %#&"$ !#()
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续表
+

""

AL+!!%

分子信标退火温度优化结果

退火温度

$

e

'

H<

值

均值 标准差

变异系数

$

f

'

))#' !'#+** %#&!% !#++

)(#! !'#($+ %#$)! "#$!

)'#' !*#%&$ %#&(& !#*+

+%#+ !*#'%+ %#&%+ !#)$

+"#" !*#!*" %#&&% !#("

+&#$ !*#')! %#&%* !#)+

+$#& !*#)'! %#")( !#&!

+$#' "%#+!& %#+*( &#&'

+)#% "%#!&" %#"%$ !#%!

%#&#&

"

耐药基因
]7<Z

分子信标优化
"

退火温度的

优化实验表明当退火温度为
)$

0

)+

0

)'

0

+$e

时*野生

株与耐药株均有强烈扩增信号*

H<

值
$

&%

*非结核杆

菌无扩增)

"

株异烟肼敏感结核杆菌和
"

株异烟肼耐

药结核杆菌的
]7<Z

基因均有强烈的扩增曲线*对敏

感菌株与耐药菌株
H<

值进行单因素方差分析发现两

组之间的扩增差异均无统计学意义$

?

%

%#%)

'*这些

退火温度下探针不能特异性检测
]7<Z&!)

位点突变

的异烟肼耐药结核杆菌*故以上退火温度非最佳)而

当退火温度为
+%e

和
+"e

时*仅有结核杆菌野生菌

株$

B&(17

标准菌株和临床分离野生菌株
!%')

'有强

烈的扩增信号*

H<

值
$

&%

)说明仅结核杆菌野生菌株

在
?H1

反应中
]7<Z

基因有大量扩增*而结核杆菌耐

药菌株$临床分离的
!!$+

及
!!+&

菌株'和非结核杆

菌为弱扩增*

H<

值
%

&%

*见图
!

0

"

)因此*退火温度为

+%e

和
+"e

时*

]7<Z

探针均可以有效区分结核杆菌

野生菌株和耐药菌株)对敏感菌株与耐药菌株
H<

值

进行单因素方差分析发现两组之间的扩增信号差异

有统计学意义$均
?

$

%#%)

')

""

注!

7

表示退火温度为
)$e

(

E

表示退火温度为
)+e

(

;

表示退火温度为
)'e

(

:

表示退火温度为
+%e

(

4

表示退火温度为
+"e

(

S

表示退火温

度为
+$e

图
!

""

退火温度对荧光定量
?H1

的影响

图
"

""

不同退火温度下结核杆菌野生菌与耐药突变菌

]7<Z

基因扩增统计结果

""

当退火温度为
+%e

时*异烟肼耐药菌株几乎无

扩增*而
+"e

时*异烟肼耐药菌株和非结核杆菌有弱

扩增*见图
"

)故结核杆菌异烟肼耐药菌株检测体系

的最佳退火温度为
+%e

*说明退火温度为
+%e

时探

针能特异性地检测
]7<Z&!)

位点突变的结核杆菌)

&

"

讨
""

论

影响实时荧光定量
?H1

的因素包括模板
O@2

0

引物0

:@V?

0

F

X

"d和循环条件等*其中以退火温度0

F

X

"d浓度0引物和探针浓度尤为重要*它们决定了

?H1

反应的特异性+

!)

,

)

?H1

反应中*

F

X

H8

"

的浓度

对酶的活性是至关重要的*不仅如此*合适的
F

X

H8

"

浓度还能在反应中得到较低的
H<

值$指
?H1

达到指

数扩增期时*产生一定的荧光高于背景并为仪器所识

别时的循环数'*较高的荧光信号强度以及良好的曲

线峰值)所以对其的浓度选择应慎重)引物的浓度

也是一个影响
?H1

反应的关键因素*若浓度太低*会

致使反应不完全*若引物太多*则发生错配以及产生

#
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非特异产物的可能性会大大增加)退火温度是影响

?H1

特异性的较重要因素)变性后温度快速冷却至

$%

$

+% e

*可使引物和模板发生结合)由于模板

O@2

比引物复杂得多*引物和模板之间的碰撞结合

机会远远高于模板互补链之间的碰撞)退火温度与

时间*取决于引物的长度0碱基组成及其浓度*还有靶

基序列的长度)较高的复性温度可大大减少引物和

模板间的非特异性结合*提高
?H1

反应的特异性)

退火温度的选择根据引物0探针的长度及
ZdH

的百

分比等*较高的退火温度可大大减少引物0探针与模

板的非特异性结合*提高
?H1

反应的特异性*但是太

高会影响扩增的效率*较低的退火温度会提高扩增效

率*但往往有非特异性扩增)在本实验中*通过温度

梯度反应*对结果进行比较发现
)'

$

+%e

最适合*扩

增曲线最好)

F

X

"d浓度过高反应特异性降低*过低

则
?H1

产物量减少*即高特异的反应条件可能与高

产量的反应条件并不一致*通过优化结果发现

&RR68

"

D

时为最优*过高或过低均影响
H<

值及荧光

信号强度)

双重荧光定量
?H1

时*由于不同引物扩增要求

有不同的最适反应条件*除注意设计选择引物外*应

特别注意优化
?H1

反应条件+

!+

,

)

在本实验中分别针对
AL+!!%

*

5

3

6I

和
]7<Z&!)

的引物及分子信标探针*先单条优化反应条件*然后

对每一个探针和引物组合在同一块反应板上同时进

行靶序列的单重和多重实验比较*看单重和多重实验

是否具有相同的
H<

值*以及对数期是否重合*从而认

为所建立的多重
?H1

的反应条件已经达到了最佳)

通过条件优化*本研究建立的快速鉴定结核杆菌的双

重分子信标检测体系达到了临床检测的要求*并且两

个分子信标序列有互补作用*能够降低假阴性)
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