
结核分支杆菌荧光PCR试剂盒的研制及临床试验  

    PCR已被广泛用于核酸分析、遗传学测试和临床检测，具有灵敏、迅速、准确、方便等特点。但它也有相

应的不足，主要表现为：(1)由于采用电泳检测，易引起PCR产物的交叉污染，增加了假阳性结果的可能性；

(2)采用的染色剂溴乙锭是强烈致癌物，可能危害操作人员及污染环境。经过研究和改进常规PCR方法，又产

生了荧光PCR方法(fluorescence PCR，F-PCR)[1]。本方法由于采用荧光技术和闭管检测，完全克服了上述

常规PCR的主要缺点。F-PCR代表了临床基因检测技术的最新发展趋势，具有极高的灵敏性(可检出1个拷贝的

目的基因)，是一种先进的分子定量检测技术。我们自行设计合成了结核分支杆菌(Mycobacterium 

tuberculosis，TB)F-PCR检测试剂盒，测试了297份肺结核病人和249份非结核对照者的痰液标本，并与改良

罗氏培养法、金胺荧光染液涂片法、Abbott公司的LCx试剂盒检测进行比较。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  标本来源   标本来自门诊、住院病人和部分健康人群的清晨深部咳出痰液，平行送检。分别作

改良罗氏培养法、金胺荧光染液涂片法、Abbott公司的LCx试剂盒检测和F-PCR试剂盒检测。共检测546例患

者，其中活动性肺结核标本297例、非结核性标本249例。 

    1.1.2  标准株   TB灵敏性标准品和非TB特异性标准品均来自中国药品生物制品检定所。TB减毒菌株由

上海临检中心提供。 

    1.2  方法 

    1.2.1  F-PCR原理   该技术在常规PCR基础上，添加了一条荧光双标记的探针。该荧光探针是标记了两

个荧光基团的DNA探针，一个标记在探针的5'端，称为荧光报告基团(R)，另一个标记在探针的3'端，称为荧

光抑制基团(Q)。两者可构成能量传递结构，即5'端荧光基团所发出的荧光可被另一荧光基团吸收或抑制。探

针的3'端羟基已被去除或封闭，不具有延伸能力。探针在无特异性PCR发生时，荧光信号不改变；当有特异性

PCR扩增发生时，探针会在PCR过程中被Taq酶的5'→3'活性作用而切断(切口平移效应)[2]，抑制作用消失，

从而引起报告基团荧光信号的增长。荧光信号伴随着PCR的过程而进行，伴随PCR产物的增长而增长。F-PCR方

法就是利用此原理，在PCR反应前后，分别检测特定荧光信号的变化，得到信号增强值，再利用实验确定的信

号增强阈值，即可判别样品的阴阳性。 

    1.2.2  TB F-PCR诊断试剂盒的设计合成   引物和荧光探针位于人型结核杆菌插入序列IS986(EMBL序

列MTIS986)。PCR扩增区长349 bp，为多拷贝基因序列。引物序列如下，PTB1：5'-TCGCCCGTCTACTT 

GGTGTT-3'；PTB2：5'-TGATGTGGTCGTAGTAGGT C-3'。荧光探针序列(FPTB)： 5'-ACAACGCCGAATT 

GCGAAGGGC-3'。上述引物和探针在PE394自动核酸合成仪(美国Perkin Elmer 公司)上合成，标记荧光探

针，再经Waters 650 HPLC系统(美国Waters公司)纯化。 

    1.2.3  试剂盒的配制 
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    1.2.3.1  TB-PCR反应液  每份反应液含引物 PTB1、PTB2、FPTB各10 pmol，5×PCR 反应缓冲液[50 

mol/L Tris·HCl(pH 8.0)、10 mmol/L MgCl
2
、250 mmol/L KCl、1 mg/ml 明胶) 10 μl，共45 μl。 

    1.2.3.2  DNA裂解液  50 mmol/L NaOH、10 mmol/L Tris·HCl(pH 8.0)、1%Triton X-100、1% 

NP-40、 0.5 mmol/L EDTA(pH 8.0)。 

    1.2.3.3  阴性质控标准品   采用无菌生理盐水作为阴性对照。 

    1.2.3.4  阳性质控标准品   TB减毒菌株，用培养基做斜面培养后，悬浮于10 ml无菌生理盐水中。用

细胞计数板在相差显微镜下进行菌计数。上述TB悬浮菌液用含15%甘油的无菌生理盐水稀释成2 500个菌/μl和

25个菌/μl，分别作为强阳性质控标准品和临界阳性质控标准品，-20 ℃保存。 

    1.3  诊断试剂盒的使用方法 

    1.3.1  标本处理   痰液中加入4倍体积的4% NaOH，摇匀，室温下放置30 min左右液化，取0.5 

ml~1.5 ml置于离心管中，15 000 r/min离心5 min。 沉淀加无菌生理盐水1 ml混匀，15 000 r/min离心5 

min，再重复洗涤1次。沉淀直接加50 μl DNA提取液充分混匀，沸水浴10 min，10 000 r/min离心5 min，

取上清液2 μl做PCR反应。 

    阳性质控标准品和阴性质控标准品的处理：标准品充分混匀后，取10 μl加入40 μl DNA提取液中充分

混    匀，沸水浴10 min，10 000 r/min离心5 min，取上清液2 μl做PCR反应。 

    1.3.2  PCR反应及荧光检测   取Taq酶一管，加入PCR反应液45 μl，处理后样品或质控标准品2 μl，

混匀，加30 μl石蜡油(如所使用的PCR仪有热盖装置，可不加)，离心数秒。将该管放入荧光检测仪，读取并

记录读数A0。荧光激发波长为487 nm，检测波长为525 nm。将各反应管放入PCR仪，按下列条件扩增：93 ℃

预变性2 min，然后按93 ℃ 45 s→55 ℃ 120 s，共40个循环。待各PCR管充分冷却至室温后，将扩增后的

反应管放入荧光检测仪，读取并记录读数A1。 

    1.3.3  结果判定   按公式A
x
= A1-A0计算。将阴性对照管的A

x
称为N，临界阳性质控管的A

x
称为P1，强

阳性质控管的A
x
称为P2。若此3值满足P2>P1>1.3*N，则本次实验有效；否则，实验无效，应检查试剂、仪

器、反应条件等方面的误差。在实验有效的前提下，样品A
x
 >1.3*N，判为阳性，否则为阴性。 

    1.4  对照方法和诊断标准 

    1.4.1  对照方法  改良罗氏培养法、金胺荧光染液涂片法按标准方案进行，Abbott公司的LCx检测标本

的处理和检测操作按说明书进行。 

    1.4.2  诊断标准   肺结核的临床诊断采用综合标准，即根据病史、症状、体征、细菌学检查、X线胸片

等辅助检查以及治疗反应效果来确定。选择了符合条件a/b+c/d的297例活动性肺结核标本确定为肺结核阳性

标本，其中a指病人必须现有结核病的典型临床症状和/或典型X线异常改变；b指病人抗结核治疗效果明确；c

指涂片或培养法阳性；d指如结核菌培养阴性，则结素试验必须呈阳性反应。另收集非结核性标本249例，确

定为阴性对照标本。 

    1. 5  统计学处理 

    应用SPSS10.0统计软件，采用Kappa系数方法进行比较。 

    

2  结果 

    2.1 试剂盒实验室性能评价 

    TB F-PCR的反应产物，如用于电泳和紫外检测，与常规PCR无异，都可见到349 bp的特异性扩增条带。

TB F-PCR试剂盒用中国药品生物制品检定所的TB灵敏性标准品测试，灵敏性可达1个结核杆菌，表明试剂盒灵

敏性良好；TB F-PCR试剂盒用中国药品生物制品检定所的特异性标准品测试，全部合格，表明试剂盒特异性

良好。 

    2.2  临床试验结果 

    在546例临床标本中，F-PCR检测阳性率为49.1%(268/546)，显著高于涂片法19.6%(107/546)和培养法

20.9%(114/546)(P<0.01)；在灵敏性方面，F-PCR法为89.2%(265/297)，显著高于培养法的38.4%



(114/297)和涂片法的30.0%(89/297)(P<0.01)；F-PCR法特异性为98.8%，与培养法100%结果无显著差异

(P>0.05)。在114例培养阳性的标本中，F-PCR法检测全部阳性，二者阳性符合率为100%。F-PCR法与LCx法在

各项指标上无显著差异(P>0.05)。 

    

3  讨论 

    在297例结核标本中，32例F-PCR检测为阴性，培养法与LCx法检测均为阴性，这与病人的排菌情况、痰

样本液化的好坏、抑制剂的干扰等因素有关，但也不排除临床误诊的可能性。而在249例非结核标本中，18例

涂片阳性，但培养法、F-PCR及LCx 法检测为阴性，我们认为是假阳性。F-PCR法检测为阳性的3个病例，LCx

法也检测为阳性，培养法、涂片法为阴性，经F-PCR、LCx重复实验仍为阳性，可判定为真阳性，这3例应属于

无临床症状的带菌者。 

    结核杆菌属分枝杆菌属, 在临床上除可引起肺结核外，还可引起肾结核、肠结核、结核性脑膜炎和结核

性胸膜炎等多种器官病变。结核是一种传染性很强的疾病，潜伏期长，治疗周期也长，因此建立一种确切的结

核杆菌病原诊断方法对于结核病的早期确诊、传染源的监测、治疗中的疗效考核及预后观察都有十分重要的意

义。肺结核的症状、体征和X线胸片曾经是临床诊断的主要依据，但由于在表现上存在多样性、不典型性，缺

乏特异性，很容易出现误诊。结核菌的检定是结核病的直接病原学证据，特异性高，是确定诊断、发现传染源

的依据。因此，肺结核病的细菌学检定与结核病的诊断、治疗、预后和控制密切相关。在细菌学的诊断中，涂

片法简单省时，但敏感性和特异性均不理想；改良罗氏培养法特异性高，但灵敏性仍很低，只有38.4%，并且

耗时长，不利于早期诊断。相比之下，F-PCR技术在结核杆菌检测方面显示出灵敏性高、特异性强、快速及高

效等特点，是很有实用价值的检测方法。 

    F-PCR是进行临床基因诊断的有力手段。从早期的斑点杂交法[4]、bDNA法[5]，到竞争性PCR[6]，PCR- 

ELISA[7]等，一直存在一个难题，即PCR的假阳性污染度。这些方法都有赖于各种不同类型的PCR后处理过

程，使数量巨大的PCR产物容易飞散到空气中，由于PCR的扩增能力惊人，使PCR假阳性污染成为大规模临床应

用的最大问题。与这些传统方法不同，新出现的F-PCR方法采用完全闭管检测，不需PCR后处理，它还具有更

高的灵敏性和特异性。F-PCR在普通PCR基础上，又增加了一条荧光探针，由专门仪器进行荧光检测，大大提

高了灵敏性；同时荧光探针又起到了DNA杂交探针的作用，相当于通过PCR和DNA杂交两步反应加强了特异性。

在操作方面，由于采用了荧光检测，PCR产物的电泳和紫外观测步骤都省略了，大大提高了简便性，节约了检

测时间。F-PCR还相当安全，整个体系中不包含溴乙啶等有毒、有害物质，对环境的污染很小。本研究采用的

荧光检测仪器是国产化的微量荧光检测仪(DA620微量荧光检测仪，上海棱光光学仪器厂)，该仪器适合于在各

级医院广泛使用。 
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