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!摘要$

!

目的
!

利用基因芯片技术!建立一种能快速&准确鉴定分枝杆菌菌种的方法!并验证其临床应用价值$方法
!

根据

&;

种分枝杆菌基因序列设计特异性探针并制作基因芯片!通过
/).?

反向点杂交鉴定
&;

种分枝杆菌标准菌株&

:

种非分枝杆菌和

!4;

株分枝杆菌临床分离株的菌种$结果
!

应用基因芯片技术检测
&;

种分枝杆菌标准菌株和
:

种非分枝杆菌菌株!特异性为

!44=

$

!4;

株临床分离株经鉴定
#6

株为结核杆菌复合群"

E*)

#'

!'

株为非结核分枝杆菌"

0*E

#!其中脓肿分枝杆菌
7

株&胞内

分枝杆菌
;

株&鸟分枝杆菌
;

株&偶发分枝杆菌
&

株!以及堪萨斯分枝杆菌&海分枝杆菌&戈登分枝杆菌各
!

株$

!4;

株临床分离株

鉴定结果与测序法完全一致!该方法最低检出限为
!4

;

NQ

PK

(

$X

$结论
!

采用基因芯片技术能快速鉴定分枝杆菌菌种!并区分

E*)

和
0*E

!具有简便快速及准确性&特异性&灵敏度高的优点$

!关键词$
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分枝杆菌属'菌种鉴定'寡核苷酸序列分析

!中图分类号$

!

.<<'(7

!文献标识码$

!

A

!文章编号$

!

!'6!?#;<#

"

&4!7

#

!!?!7!'?4;

./)152%/09',)+-1&1

3

%*1,*1((6&1)'

B

','9%(&+1&&1

7

-+&%*',)%-

7

%,

B

=

7

(+51()'&%69/

3

'(%'/

$

+)"

*

9&'2,"

*

#

7,?,2,"

#

%&$">),@,)

#

A)"

*

B,&')

%

$

.$

/

)012$"13

4

%5,",6)57)830)130

(

#

9&$"C&$"!$3

/

5$<=>3=

/

,1)5

#

9&$"C&$"

#

D')"

*

E3"

*

7!#444

#

%&,")

%

!!

(

:5/)&1()

)

!

;5

<

'()%4'

!

*QFCL>BGDCO>H>

P

D">M">NN@H>LF$FLOQ"RQHLOFD"FMLDRDN>LDQMQRE

K

NQB>NLFHD@$C

P

FNDFCB

K

LOF

%

FMF

$DNHQ>HH>

K

>M"LQWFHDR

K

DLCNGDMDN>G>

PP

GDN>LDQMW>G@F(=')0+*/

!

ANNQH"DM

%

LQLOF

%

FMFCF

]

@FMNFQR&;C

P

FNDFCQRE

K

NQB>NLFHD>

#

LOF

C

P

FNDRDN

P

HQBFCJFHF"FCD

%

MF">M"LOF

%

FMFNOD

P

CJFHF

P

HF

P

>HF"(&;E

K

NQB>NLFHD>GCL>M">H"CLH>DMC

#

:MQM?$

K

NQB>NLFHD>GCLH>DMC

#

!4;

NGDMDN>GG

K

DCQG>LF"$

K

NQB>NLFHD>GCLH>DMCJFHF"FLFNLF"B

K

/).?B>CF"HFWFHCFBGQLO

K

BHD"DY>LDQM>CC>

K

DMLOF

%

FMFNOD

P

(>'/62)/

!

&;

$

K

NQB>NLFHD>GCL>M">H"CLH>DMC

#

:MQM?$

K

NQB>NLFHD>GCLH>DMCJFHF"FLFNLF"B

K%

FMFNOD

P

#

LOFHFC@GLCCOQJF"LO>LLOFC

P

FNDRDNDL

K

J>C

!44=(-R!4;$

K

NQB>NLFHD>GNGDMDN>GG

K

DCQG>LF"CLH>DMC

#

#6CLH>DMCJFHFD"FMLDRDF">CE

K

NQB>NLFHD@$L@BFHN@GQCDCNQ$

P

Q@M"C

$

E*)

%

>M"!'CLH>DMC>CMQM?L@BFHN@GQCDC$

K

NQB>NLFHD>

$

0*E

%

DMNG@"DM

%

7CLH>DMCQRE(>BCNFCC@C

#

;CLH>DMCQRE(DMLH>NFGG@G>HF

#

;CLH>DMC

QRE(>WD@$

#

&CLH>DMCQRE(RQHL@DL@$

#

!CLH>DMQRE(V>MC>C

#

!CLH>DMQRE($>HDM@$>M"!CLH>DMQRE(

%

QH"QM>F(*OFD"FMLDRDN>LDQM

HFC@GLCQR!4;NGDMDN>GG

K

DCQG>LF"CLH>DMCJFHFNQ$

P

GFLFG

K

NQMCDCLFMLJDLOLOFCF

]

@FMNDM

%

HFC@GLC(*OFGQJFCL"FLFNLDQMGD$DLB

K

LODC

$FLOQ"J>C!4

;

NQ

P

DFC

&

$X(?+,(26/%+,

!

*OF

%

FMF$DNHQ>HH>

K

LFNOMD

]

@FRQHH>

P

D"G

K

D"FMLDR

K

DM

%

E

K

NQB>NLFHD>>M""DRRFHFMLD>LFE*)

>M"0*EO>CLOF>"W>ML>

%

FCQRCD$

P

GFMFCC

#

H>

P

D"MFCC

#

OD

%

O>NN@H>N

K

#

OD

%

OC

P

FNDRDNDL

K

>M"OD

%

OCFMCDLDWDL

K

(

(

@'

7

A+&*/

)

!

$

K

NQB>NLFHD@$

*

C

P

FNDFCD"FMLDRDN>LDQM

*

QGD

%

QM@NGFQLD"F>HH>

K

CF

]

@FMNF>M>G

K

CDC

!!

近年来#中国分枝杆菌疫情不断上升#尤其是非结核分枝

杆菌$

MQM?L@BFHN@GQ@C$

K

NQB>NLFHD>

#

0*E

%感染增多趋势明

显!

&4!4

年第五次全国结核病流行病学抽样调查结果显示#

0*E

在分枝杆菌分离菌株中占比高达
&&(:=

#相比
!::4

年

的
<(:=

#涨幅超过
;'4=

!

0*E

病和结核病有着相似的临床

表现#但对药物的敏感性完全不同#若当成结核病用药#其耐药

率为
:7(:=

*耐多药率为
#;(6=

#往往导致治疗失败(

!?;

)

!因

此#建立一种快速"简便的分枝杆菌菌种鉴定方法以及时"准确

地鉴定分枝杆菌菌种#对诊断"控制和治疗分枝杆菌感染引起

的疾病具有重要的意义!随着分子生物学技术的不断发展#基

因芯片检测技术得到了广泛应用!基因芯片技术因其高通量"

平行性"快速灵敏"样品用量少等优点为病原菌的分子诊断提

供了有力的技术平台!将基因芯片技术应用于分枝杆菌菌种

鉴定中#可实现对多种分枝杆菌的平行海量检测#从而提高病

原菌的检出效率!本研究建立基于基因芯片技术的检测方法#

对临床分枝杆菌分离株进行了检测#并以测序法为+金标准,#

探讨其临床应用价值!

!

!

材料与方法

!(!

!

材料

!(!(!

!

标本来源
!

&;

种分枝杆菌标准株购于中国生物制品

检定所#具体菌株见表
!

!同时还购买了
:

种非分枝杆菌标准

株$大肠埃希菌"肺炎链球菌"卡他布兰汉菌"红色红球菌"星形

奴卡菌"绿脓假单胞菌"肺炎克雷伯菌"表皮葡萄球菌"草绿色

链球菌%!

!4;

株分枝杆菌临床分离株来自本院
&4!&

年
&

!

#

月门诊和住院患者!

!(!("

!

仪器与试剂
!

/).

仪购于美国
AÎ

公司*电泳仪购于

北京六一仪器厂*核酸&蛋白凝胶图像管理系统型号为
[5[?

&444

*分子杂交箱购于韩国
9̂08/).

公司!

!(!(#

!

探针设计
!

根据
&;

种常见致病性分枝杆菌的基因序

列#在其
!'5

!

&;5H.0A

基因间隔区设计
/).

引物和特异性

探针!每种菌株均设计多组探针#经比较分析后#最终选择的

探针序列见表
!

!另设一条保守区序列作为内控点$内对照%#

以监测整个实验过程的有效性!

!("

!

方法

!("(!

!

基因芯片制备
!

尼龙纤维膜浸入
7= 81A)&4$DM

#纯

水洗膜#晾干!探针稀释液$

7

&

$

&

X

%点样于膜条上#晾干后浸于

4(!$QG

&

X0>-,;$DM

#纯水洗膜#晾干#室温储藏备用!

!("("

!

分枝杆菌核酸制备
!

分枝杆菌标准株和临床分离株"

'!7!

重庆医学
&4!7

年
<

月第
<<

卷第
!!

期

$

基金项目'深圳市科技局资助项目$

&4!!4&!7!

%!

!

作者简介'唐曙明$

!:67Z

%#副主任技师#硕士研究生#主要从事分子诊断技术研究!

!

%

!

通讯作者#
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!&'(NQ$
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表
!

!!

&;

种分枝杆菌特异性探针序列

分枝杆菌 探针序列 分枝杆菌 探针序列

耻垢分枝杆菌
***)[A*[[A)*[))A[A)A)A)

蟾蜍分枝杆菌
[[)A[*AA))[))[[)A)A)*[**

胞内分枝杆菌
[[)))*[A[A)AA)A)*)[[*)[

浅黄分枝杆菌
***))[[[[**[*[[*[)[AA[*)A

堪萨斯分枝杆菌
A)A)*)[[[)*)*[**)[A[A[*

草分枝杆菌
[A[A)AA)A[[)))[**)[[))))*

龟分枝杆菌
*[*[[*)***[A)**A*[[A*A[

戈登分枝杆菌
[A)[AA[A))[[[*[)A)[A)AA)A

海分枝杆菌
AA**[[A*[)[)*[))****[[*

次要分枝杆菌
[A*[*)[**[A[)**[)*[*[[*[

偶发分枝杆菌
*[*[[[*[[[[)*[[****[*[*

金色分枝杆菌
[)))[[[***))[[[*[[)*))[)[

土分枝杆菌
)*[A[[)AA)A[[)))[***[*[)

溃疡分枝杆菌
*[)[)AA)A[)AA[)AA[))A[A)

不产色分枝杆菌
[**[**[))))A**[)[[*[[[

母牛分枝杆菌
*[)A)AA)AA)AA[)AA[))A[A)[

结核分枝杆菌
[A)**[**))A[[*[**[*)))A)

苏尔加分枝杆菌
AA)A)*)A[[)**[[))A[A[)*

鸟分枝杆菌
*)**)[*[[))[[)[**)A*)[AA

迪氏分枝杆菌
A*)*AAA*[[A)[)[*)[))[[*)[

瘰疬分枝杆菌
)*AAA)[[A*[)[**[))[[)AA)

猿猴分枝杆菌
*[AA)[)[*)[))[[)AA)[[**A

脓肿分枝杆菌
A[)A*)*AAA)A*A[))*)[)*)

非分枝杆菌标准株菌悬液直接离心#痰液样本经消化"离心后

收集沉淀#将沉淀进行裂解"煮沸"离心#取上清液备用!

!("(#

!

引物设计及
/).

扩增
!

将
[FMFB>MV

中的分枝杆菌核

酸序列进行比对分析#设计可以特异性扩增
&;

种常见致病性

分枝杆菌的特定片段作为引物对#引物的
7b

进行生物素标记!

在
&7

&

X

反应体系中#

"0*/

混合物的终浓度为
4(&$$QG

&

X

#

引物的终浓度均为
4(<

&

$QG

&

X

#

10A

模板的终浓度为
&4M

%

#

*>

]

10A

聚合酶
&(7d

!置于
/).

仪上扩增#然后在
&=

琼

脂糖凝胶中电泳检测扩增产物!

!("(C

!

杂交与显色
!

将制备好的膜条编号后放入
!7$X

杂

交管中#加入扩增产物和
'$X

杂交缓冲液$

&a55)

"

4(!=

515

%置于沸水浴
!4$DM

#放入已预热的杂交箱中#

76c

杂交

!(7O

!取出膜条#移至装有预热至
76c

的洗液$

4(7a55)

"

4(!=515

%

74$X

管中#于
76c

轻摇洗涤
!7$DM

!取出膜条#

按杂交缓冲液'

/-12&444h!

配制孵育液#室温轻摇孵育
;4

$DM

#弃去
/-1

溶液!用杂交缓冲液室温轻摇洗
&

次#每次
7

$DM

!用柠檬酸缓冲液$

4(!$QG

&

X

%室温洗膜
&$DM

#同时配制

显色液$

!:$X4(!$QG

&

X

柠檬酸钠"

!$X&$

%

&

$X*EI

"

!4

&

X;= ,

&

-

&

%#将膜条浸泡于显色液中避光显色
!4

!

!7$DM

#

观察结果!

!("(D

!

结果分析
!

膜条在内控点$

))

%位置出现蓝色斑点提

示本次检测过程正常*其他出现的蓝色斑点表示为相应的分枝

杆菌菌种!

!("(E

!

确定最低检出限
!

&;

种分枝杆菌标准菌株先用结核

分枝杆菌核酸检测试剂盒$凯杰生物#

N>HF*E *I/). A5?

5Ae

%定量后进行系列稀释#分别制成
!4

<

"

!4

;

"

!4

&

"

!4

!

NQ

PK

&

$X

的菌液#按
!(&(&

!

!(&(7

步骤检测#以确定新建方法的最

低检出限!

!("(F

!

测序分析
!

经芯片鉴定为
0*E

的临床分离株进一步

送上海英骏生物技术有限公司进行测序#以检测
/).

扩增的

特异性和芯片鉴定结果的准确性!

"

!

结
!!

果

"(!

!

基因芯片检测结果
!

用基因芯片对
!4;

株分枝杆菌临床

分离株进行检测#分别检出
#6

株结核杆菌复合群$

E*)

%和
!'

株
0*E

!在
!'

株
0*E

中#分别检出
7

株脓肿分枝杆菌"

;

株

胞内分枝杆菌"

;

株鸟分枝杆菌"

&

株偶发分枝杆菌"

!

株堪萨

斯分枝杆菌"

!

株海分枝杆菌"

!

株戈登分枝杆菌!

"("

!

测序鉴定结果
!

将
!'

株经基因芯片鉴定为
0*E

的临

床分离株送上海英骏生物技术有限公司进行
10A

测序!测

序结果与
[FMFI>MV

中已报道的序列进行比对分析#芯片鉴定

结果和测序结果完全一致!部分
0*E

测序结果#见图
!

!

!!

A

'脓肿分枝杆菌*

I

'胞内分枝杆菌*

)

'鸟分枝杆菌*

1

'偶发分枝杆菌!

图
!

!!

部分
0*E

测序结果

"(#

!

基因芯片的准确性与特异性
!

基因芯片与
&;

种分枝杆

菌标准菌株的扩增产物均可进行杂交反应#检测准确性为

!44=

*

:

种非分枝杆菌标准菌株扩增产物与基因芯片上的探

针均不杂交#检测特异性为
!44=

!

"(C

!

基因芯片最低检出限的确定
!

对
&;

种分枝杆菌标准菌

株系列稀释菌液进行检测#各菌株浓度在
!4

;

NQ

PK

&

$X

时检测

结果仍为阳性*当菌液稀释至
!4

&

NQ

PK

&

$X

时#

E*)

"鸟分枝

杆菌"偶发分枝杆菌"堪萨斯分枝杆菌等
!:

种菌株的阳性显色

已经明显变弱#而海分枝杆菌"戈登分枝杆菌"脓肿分枝杆菌"

胞内分枝杆菌的检测结果为阴性*当菌液浓度稀释至
!4

!

NQ

P

?

K

&

$X

时#所有膜条未见显色#结果见表
&

!

表
&

!!

部分分枝杆菌标准株不同浓度的

!!!

检出结果"

NQ

PK

'

$X

#

菌种
!4

<

!4

;

!4

&

!4

!

结核杆菌复合群 阳性 阳性 阳性 阴性

鸟分枝杆菌 阳性 阳性 阳性 阴性

偶发分枝杆菌 阳性 阳性 阳性 阴性

堪萨斯分枝杆菌 阳性 阳性 阳性 阴性

6!7!

重庆医学
&4!7

年
<

月第
<<

卷第
!!

期



续表
&

!!

部分分枝杆菌标准株不同浓度的

!!!

检出结果"

NQ

PK

'

$X

#

菌种
!4

<

!4

;

!4

&

!4

!

海分枝杆菌 阳性 阳性 阴性 阴性

戈登分枝杆菌 阳性 阳性 阴性 阴性

脓肿分枝杆菌 阳性 阳性 阴性 阴性

胞内分枝杆菌 阳性 阳性 阴性 阴性
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0*E

引起的感染日益增多#特别是由其引发的医院感染

出现频率逐渐增高#已越来越受到人们的关注(

<?'

)

!快速"准

确"灵敏"特异地对致病性分枝杆菌做出诊断#是有效预防分枝

杆菌病发生和控制其迅速传播的前提和关键#对治疗和疫情控

制具有重要意义!传统的分枝杆菌筛查方法主要有涂片抗酸

染色法"罗氏培养基培养法和结核抗体金标法#其中抗酸染色

涂片法具有简便"快捷"价格低廉的优点#但其敏感性太低*而

罗氏培养基培养法报告时间较长$

&

!

#

周%*结核抗体金标法

则只能检测结核分枝杆菌#对
0*E

检测无效!后期发展的

IA)*8)

快速菌种鉴定法可初步鉴别
E*)

和
0*E

#但其培

养周期仍较长$

&

!

'"

%#有研究对
IA)*8)*I<'4

检测出来的

0*E

进行菌种鉴定#发现有
6(6=

的菌株为结核分枝杆菌(

6

)

!

随着分子生物学技术的飞速发展#

/).?

单链构象多态性方法

也被应用于分枝杆菌菌种鉴定#该方法通过分析分枝杆菌
!'5

H.0A

#根据其电泳图谱与标准株的相似性进行菌种鉴定#但

结果显示对结核分枝杆菌"牛结核分枝杆菌及堪萨斯分枝杆

菌"胃分支杆菌之间不能特异性区分(

#

)

!前述方法敏感性或特

异性不强#很难满足临床诊断的需要!

基因芯片技术是伴随人类基因组计划的实施而发展起来

的一门新兴技术#该技术将成千上万个
10A

或寡核苷酸片段

固定在玻璃"尼龙膜或硅片等载体上#与标记的样品杂交#分析

样品中基因表达"基因序列"基因突变和多态性变化等情况!

该技术将
/).

技术的高灵敏度和反向点杂交技术的高特异性

相结合#真正达到了快速检测的要求#其结果更加准确可靠!

本研究以测序法为对照#采用本院与亚能生物技术$深圳%有限

公司联合研发的分枝杆菌菌种鉴定试剂盒#利用膜芯片技术#

在膜上固定一系列的特异性探针#根据分枝杆菌
!'5

!

&;5

H.0A

基因间隔区序列设计引物#利用
/).

体外扩增各菌株

的
10A

#与固定在膜上的基因型特异探针杂交#再通过显色判

断分枝杆菌菌种!实验结果显示#本研究中基因芯片上的探针

只与
&;

种分枝杆菌的扩增产物杂交#与
:

种非分枝杆菌标准

株扩增产物均不杂交#为进一步验证本芯片的准确性#将
!'

株

临床
0*E

进行
10A

测序#证实与
[FMI>MV

对应序列相一

致#其检测特异性达到了
!44=

!据报道#基因芯片检测灵敏

度比
/).?

电泳法高
!4

倍(

:?!4

)

#从本研究对
&;

种类型的分枝

杆菌标准菌株的系列稀释检测结果可以看出#该方法的最低检

出限达到了
!4

;
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#解决了传统方法对临床标本中低浓

度分枝杆菌不能检出的难题#提高了检测灵敏度!

上述实验结果显示#本研究所建立的基因芯片法具备高通

量"高特异性"高灵敏度"操作简便"结果直观的优点#且能在

'

!

#O

内直接测定痰液标本中的
E*)

和其他
&&

种
0*E

#具

有很好的临床应用价值#是一项值得推广的技术!
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