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摘要：目的　 基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光染料建立鉴定鸟分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｖｉｕｍ，ＭＡ）的荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法，为临床鉴

定 ＭＡ 提供简单、准确性高的分子生物学检测方法。 方法　 以 ＭＡ 的特异性插入序列 ＩＳ１３１１ 为检测靶标设计引物，在 ６０ ℃的

退火温度下，建立鉴定 ＭＡ 的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线方法，并对 ＭＡ 等 ２１ 种分枝杆菌标准株和金黄色葡萄球菌等

５ 种常见致病菌进行检测，评价方法的特异性、检测限；以 ｈｓｐ６５、１６Ｓ ｒＤＮＡ 普通 ＰＣＲ 扩增产物测序分析为“金标准”，鉴定 ２００
株分枝杆菌临床分离株，评估建立方法鉴定 ＭＡ 的准确性。 结果　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线方法在 ３０ 个循环内能准

确鉴定出 ２１ 种分枝杆菌标准株和 ５ 种致病菌中的 ＭＡ，检测限为 ５．６×１０－２ ｎｇ ／ μＬ。 ２００ 株分枝杆菌临床分离株中，以 ＰＣＲ 测

序鉴定出 １６ 株 ＭＡ 和 １８４ 株其他分枝杆菌，以 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线方法鉴定出 １５ 株 ＭＡ 和 １８５ 株非 ＭＡ；本研

究建立的方法和测序方法对 ＭＡ 的鉴定率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；两法符合率为 ９９．５％（１９９ ／ ２００），一致性较高（Ｋａｐｐａ
值＞０．７５，Ｐ＜０．０１）；建立方法的敏感性为 ９３．８％（１５ ／ １６），特异性为 １００．０％（１８４ ／ １８４），阳性预测值为 １００．０％（１５ ／ １５），阴性预

测值为 ９９．５％（１８４ ／ １８５）。 结论　 以 ＭＡ 特异性重复序列 ＩＳ１３１１ 为基础建立的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线方法，具有

较高的灵敏度和特异性，为 ＭＡ 的临床检测提供新的途径。
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　 　 广泛存在于自然界中的非结核分枝杆菌（ｎｏｎ⁃
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＮＴＭ）主要侵犯宿主肺、淋
巴结、骨骼、关节、皮肤和软组织等并造成全身播

散［１］。 鸟－胞内分枝杆菌复合群（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｖｉ⁃
ｕｍ⁃ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＡＣ）是我国临床标本中

分离率最高的 ＮＴＭ［２］。 其中，鸟分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉｕｍ ａｖｉｕｍ，ＭＡ）占艾滋病患者合并 ＭＡＣ 感染的

９８％［３］，合并 ＮＴＭ 感染的 ９５％以上［４］，在医学界引

起广泛重视。
由 ＭＡＣ 感染引起的鸟分枝杆菌病，早期症状不

明显，多是发展到中后期通过 Ｘ 光片和 ＣＴ 检查才

被发现［５］。 随着分子生物学技术的发展，ＰＣＲ 技术

不断改进和完善，特别是实时荧光定量 ＰＣＲ（ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）的逐步应用为 ＭＡ 在

基因诊断水平的研究提供了重要技术支撑。 与普通

ＰＣＲ 相比，基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光染料的 ｑＰＣＲ 熔

解曲线法可缩短检测时间、降低交叉污染的风

险［６］。 因此，本研究基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光染料

建立鉴定 ＭＡ 的 ｑＰＣＲ 方法，并以 ＰＣＲ⁃ＤＮＡ 直接测

序技术为“金标准”，评估其对临床分离株的鉴定效

果，为今后临床应用奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 菌株种类及来源　 ２１ 种分枝杆菌标准菌株包

括鸟分枝杆菌（ＡＴＣＣ ２５２９１）、胞内分枝杆菌（ＡＴＣＣ
１３９５０）、脓肿分枝杆菌（ＡＴＣＣ １９９７７）、龟分枝杆菌

（ＡＴＣＣ １４４７２）、堪萨斯分枝杆菌（ＡＴＣＣ １２４７８）、戈
登分枝杆菌（ＡＴＣＣ １４４７０）、偶发分枝杆菌（ＡＴＣＣ
６４８１）、草分枝杆菌（ＡＴＣＣ １１７５８）、金色分枝杆菌

（ＡＴＣＣ ２３３６６）、瘰疬分枝杆菌（ＡＴＣＣ １９９８１）、浅黄

分枝杆菌 （ ＡＴＣＣ ４３９０９）、耻垢分枝杆菌 （ ＡＴＣＣ
１９４２０）、结核分枝杆菌（ＡＴＣＣ ２７２９４）、马尔摩分枝

杆菌（ＡＴＣＣ ２９５７１）、猿猴分枝杆菌（ＡＴＣＣ ２５２７５）、
苏加分枝杆菌（ＡＴＣＣ ３５７９９）、猪分枝杆菌（ＡＴＣＣ
３３７７６）、土地分枝杆菌（ＡＴＣＣ １５７５５）、微黄分枝杆

菌（ＡＴＣＣ １４４７４）、迪氏分枝杆菌（ＡＴＣＣ １９３４０）、施
氏分枝杆菌（ＡＴＣＣ ２７９６２）。 ５ 种常见致病菌包括

金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ ２９２１３）、大肠埃希菌（ＡＴＣＣ
２５９２２）、铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ ２７８５３）、藤黄微球菌

（ＣＭＣＣ ２８００１）、腐生葡萄球菌（ＡＴＣＣＢＡＡ７５０）。 ２１
种分枝杆菌标准菌株、藤黄微球菌均来自首都医科

大学附属北京胸科医院国家结核病临床实验室；金

黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、腐生葡

萄球菌均来自首都医科大学附属北京胸科医院检验

科。 ２００ 株分枝杆菌临床分离株分离自 ２０１９ 年 １
月至 １０ 月首都医科大学附属北京胸科医院疑似分

枝杆菌感染患者的痰标本，所有样本经 ４０ ｇ ／ Ｌ 氢氧

化钠处理后，接种于酸性罗氏培养基，分离株通过测

定 １６Ｓ ｒＤＮＡ、ｒｐｏＢ、ｈｓｐ６５ 和 ＩＴＳ⁃１ 中 ２ 个序列进行

菌种鉴定，并采用 Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ ７Ｈ９ 培养基（含 １０％
甘油）保存于－７０ ℃超低温冰箱。
１．２　 主要试剂及仪器　 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ 荧光定量预混试

剂增强版（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ）、２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、细
菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（离心柱型） （北京天根

生化科技公司）；ＰＣＲ 仪、Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｈｏｏｄ Ⅱ凝胶成

像仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司），ＡＢＩ ３７３０ＸＬ 基因测序

仪、ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ７ Ｆｌｅｘ 实时定量 ＰＣＲ 仪（美国 ＡＢＩ
公司），超微量紫外分光光度计（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
１．３　 实验方法

１．３．１　 菌株处理及 ＤＮＡ 提取　 ２１ 种分枝杆菌标准

菌株和 ２００ 株分枝杆菌临床分离株接种于中性罗氏

培养基；５ 种常见致病菌接种于哥伦比亚血琼脂平

板。 待培养至对数生长期，刮取一接种环细菌至

５００ μＬ 灭菌去离子水中，煮沸 １５ ｍｉｎ，用细菌基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取 ＤＮＡ，分装后－２０ ℃ 保存

备用。
１．３．２　 引物设计　 依据参考文献［７⁃８］及分枝杆菌

菌种鉴定 ＤＮＡ 序列比对系统（ｈｔｔｐ： ／ ／ １７２．１６．０．３２：
８０８１ ／ ＮＬＣ ／ ｐａｇｅｓ ／ ｆｒａｍｅ ／ ｈｏｍｅ．ｊｓｐ＃）确定 ＭＡ 的特异

序列 ＩＳ１３１１ 和 ＮＴＭ 的通用引物序列；用 ＢＬＡＳＴ（ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）检测序列特异

性，用 Ｏｌｉｇｏ ７．０ 软件设计、评估引物，所有引物由上

海生工公司合成。 见表 １。

表 １　 鸟分枝杆菌特异引物及 ＮＴＭ 通用引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
熔解

温度

（℃）

产物

长度

（ｂｐ）
ＩＳ１３１１⁃３ Ｆ：ＧＣＡＴＣＴＣＣＡＡＡＡＧＣＧＡＧＧＴ ５８．８ １０９

Ｒ：ＣＧＡＧＧＡＡＣＡＣＡＴＡＣＧＧＧＡＡＧ ５９．８
ｈｓｐ６５［８］ Ｆ：ＡＣＣＡＡＣＧＡＴＧＧＴＧＴＧＴＣＣＡＴ ５９．６０ ４４１

Ｒ：ＣＴＴＧＴＣＧＡＡＣＣＧＣＡＴＡＣＣＣＴ ６０．１１
１６Ｓ ｒＤＮＡ Ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ ５６．９２ ９２２

Ｒ：ＣＣＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＡＴＴＴＧＡＧＴＴＴ ５７．４８

　 　 注：Ｆ，正向引物；Ｒ，反向引物。
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１．３．３　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法的建立

　 总反应体系 ２０ μＬ，包括 ２×ＳｕｐｅｒＲｅａｌ 预混试剂增

强版 １０ μＬ、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＩＳ１３１１⁃３ 基因上、下游引物

各 ０．６ μＬ、样本 ＤＮＡ ２ μＬ（终浓度为 ０．５６ ｎｇ ／ μＬ）、
５０×Ｒｏｘ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ０．４ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ６．４ μＬ；阴性

对照为 ｄｄＨ２Ｏ 代替模板 ＤＮＡ，其余条件均相同。 对

２１ 种分枝杆菌标准菌和 ５ 种常见致病菌的 ＤＮＡ 分

别加样后用涡旋振荡器振荡混匀、低温超速离心机

离心数秒，再快速转至 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ７ Ｆｌｅｘ 实时定量

ＰＣＲ 仪中进行扩增。 扩增条件：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；
９５ ℃１０ ｓ、６０ ℃（已在温度分别为 ５９．５ ℃、５９．８ ℃、
６０ ℃、６１ ℃、６２ ℃、６３ ℃的梯度 ＰＣＲ 中验证为最佳

退火温度）３２ ｓ（采集荧光信号），扩增 ４０ 个循环，最
后熔解曲线以 １．６ ℃ ／ ｓ 的速度完成 ９５ ℃１５ ｓ、６０ ℃
１ ｍｉｎ、９５ ℃ （采集荧光信号）１５ ｓ 的程序。 对所有

标准菌株的扩增曲线和熔解曲线进行分析，以样本

在 ３０ 个循环内有扩增曲线、 在对应熔解温度

（ｍｅｌｔｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， Ｔｍ）出现相应的熔解峰为检

出标准，判定为 ＭＡ。 将阳性扩增产物送生工公司

进行琼脂糖凝胶电泳后切下目的条带，并用 ＳａｎＰｒｅｐ
柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒纯化，将纯化成功样本经连

接反应、转化反应后用 ＳａｎＰｒｅｐ 核酸纯化套件（质粒

提取）试剂盒进行质粒提取，用即用 ＰＣＲ 扩增试剂

盒进行扩增鉴定、琼脂糖凝胶电泳，将检测成功样本

进行 ＢＤＴ 反应后置于 ＹＧ９６ 梯度 ＰＣＲ 仪中进行扩

增，扩增产物用酒精纯化后加入高度去离子甲酰胺

混匀，最后转至 ＡＢＩ ３７３０ＸＬ 基因测序仪进行 Ｓａｎｇｅｒ
克隆测序，结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 号为 Ｕ１６２７６．１ 的序列进

行比对。
１．３．４　 普通 ＰＣＲ 基因测序进行菌种鉴定　 对 ２１ 种

分枝杆菌标准菌株的 ｈｓｐ６５ 基因、５ 种常见致病菌的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因和 ２００ 株临床分离株的 ｈｓｐ６５ 和 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 基因进行普通 ＰＣＲ 扩增测序。 普通 ＰＣＲ 总

反应体系 ５０ μＬ，包括 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μＬ、
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上、下游引物各 １ μＬ、样本 ＤＮＡ ２ μＬ（终
浓度为 ０． ２３ ｎｇ ／ μＬ）、 ｄｄＨ２Ｏ ２１ μＬ；阴性对照为

ｄｄＨ２Ｏ 代替模板 ＤＮＡ，其余条件均相同。 菌株 ＤＮＡ
分别加样后使用涡旋振荡器振荡混匀，低温超速离

心机离心数秒再快速转至 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＰＣＲ 仪进行扩

增。 扩增条件：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃ ３０ ｓ、６０ ℃
３０ ｓ、７２ ℃ ４５ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 ２１ 种分枝

杆菌标准菌及 ５ 种常见致病菌的 ＤＮＡ 各取 １０ μＬ
扩增产物进行 ２０ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电泳，同时将所有

菌株扩增产物送生工公司进行琼脂糖凝胶电泳后切

下目的条带，并用 ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒

纯化，将纯化成功样本进行 ＢＤＴ 反应后置于 ＹＧ９６
梯度 ＰＣＲ 仪中进行扩增，扩增产物用酒精纯化后加

入高度去离子甲酰胺混匀，最后转至 ＡＢＩ ３７３０ＸＬ 基

因测序仪进行 Ｓａｎｇｅｒ 双向测序，正反向测序片段采

用 ＤＮＡＭＡＮ ８ 软件拼接，结果用 ＢＬＡＳＴ 与 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ）中相应菌种

ｈｓｐ６５ 和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列进行同源性分析。
１．３．５　 初步应用　 用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解

曲线法对 ２００ 株临床菌株（每个样本平行 ３ 份）进

行检测，记录扩增结果。
１．４　 统计学分析　 用 ＳＰＳＳ ２４．０ 软件进行。 鉴定结

果用株和百分率表示，用连续校正的 χ２ 检验分析

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法鉴定出 ＭＡ 的

百分率与以 ｈｓｐ６５、１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因扩增测序后鉴定

出 ＭＡ 的百分率的差异，以 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学

意义。 将测序结果作为金标准，比较建立的方法鉴

定 ＭＡ 的敏感性、特异性、阳性预测值、阴性预测值

和符合率。 一致性用 Ｋａｐｐａ 检验，Ｋａｐｐａ＜０．４，认为

一致性较差；０．４≤Ｋａｐｐａ＜０．７５，认为一致性一般；
Ｋａｐｐａ≥０．７５，认为一致性较好。

２　 结果

２．１　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法的建立

２．１．１　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法的特异

性　 该方法仅与 ＭＡ 标准菌株在 ３０ 个循环内有扩

增曲线，与其他 ２０ 种分枝杆菌标准株、５ 种常见致

病菌均无扩增曲线，特异性为 １００％。 见图 １。
２．１．２　 ＭＡ 标准菌株 ＩＳ１３１１⁃３ 扩增产物测序 　 将

ＭＡ 标准菌株 ＩＳ１３１１⁃３ 扩增产物的测序结果与 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 数据库中的 Ｕ１６２７６．１ 进行比对，其一致性为

１００％，见图 ２。 说明本研究中设计的特异性引物以

ＭＡ 为模板可扩增出 ＩＳ１３１１ 序列，扩增效果良好。

·３５２·临床检验杂志 ２０２０ 年 ４ 月第 ３８ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ａｐｒ． ２０２０，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．４



　 　 注：Ａ，扩增曲线；Ｂ，熔解曲线分析；１，ＭＡ；２，其他 ２０ 种分枝杆菌标准株和 ５ 种常见致病菌及阴性对照；基线，３ ～ １５ 个循环的荧光信号；

Ｒｎ，荧光报告基团发射的荧光值与 ＲＯＸ 发射的荧光值的比值；ΔＲｎ，Ｒｎ 扣除基线（背景荧光信号）后获得的标准化的荧光值；Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ

（⁃Ｒｎ′），荧光随温度变化的速率，即对 Ｒｎ 进行求导。

图 １　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法鉴定 ＭＡ 特异性的扩增曲线及 ＭＡ 的熔解曲线

图 ２　 ＭＡ 标准菌株 ＩＳ１３１１⁃３ ＤＮＡ 扩增产物的测序结果

２．１．３　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法的检测

限　 用超微量紫外分光光度计测量 ＭＡ 标准菌株

ＤＮＡ 浓度为 ５．６ ｎｇ ／ μＬ，将该 ＤＮＡ 溶液用 ｄｄＨ２Ｏ 以

连续 １０ 倍等比稀释（１０－１、１０－２、１０－３等），用建立的

方法进行检测，以在 ３０ 个循环内有扩增曲线、在对

应熔解温度出现相应的熔解峰为检出标准，确定

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法检出 ＭＡ 的最

低模板浓度为 ５．６×１０－２ ｎｇ ／ μＬ，３０ 个循环之后虽有

扩增曲线，但无熔解曲线。 见图 ３。

　 　 注：Ａ，扩增曲线；Ｂ，熔解曲线分析；１ ～ ５，菌液浓度分别为 ５．６、５．６×１０－１、５．６×１０－２、５．６×１０－３、５．６ ×１０－４ ｎｇ ／ μＬ；６，菌液浓度分别为 ５．６×

１０－５、５．６×１０－６、５．６×１０－７、５．６×１０－８、５．６×１０－９、５．６×１０－１０ ｎｇ ／ μＬ 和阴性对照；基线，３～１５ 个循环的荧光信号；Ｒｎ，荧光报告基团发射的荧光值与

ＲＯＸ 发射的荧光值的比值；ΔＲｎ，Ｒｎ 扣除基线（背景荧光信号）后获得的标准化的荧光值；Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ（⁃Ｒｎ′），荧光随温度变化的速率，

即对 Ｒｎ 进行求导。

图 ３　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法鉴定 ＭＡ 检测限的扩增曲线和熔解曲线

２．２　 普通 ＰＣＲ 扩增结果

２．２．１　 标准菌株测序结果　 通用引物 ｈｓｐ６５ 扩增 ２１
种标准菌株的 ＤＮＡ，均获得 ４４１ ｂｐ 产物（图 ４）；通
用引物 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增 ５ 种常见致病菌的 ＤＮＡ，均
获得 ９２２ ｂｐ 产物（图 ５）。 ２１ 种标准菌株及 ５ 种常

见致病菌的扩增产物测序后，与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

相应菌种 ＤＮＡ 比对，其一致性均在 ９９％以上。 其

中，ＭＡ 的 测 序 结 果 与 ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库 中 的

ＡＦ２８１６５０．１ 比对，一致性达 １００％。
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　 　 注：Ｍ，ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１～２２，苏加、迪氏、猿猴、土地、马尔摩、耻垢、瘰疬、施氏、金色、草、微黄、猪、浅黄、堪萨斯、偶发、龟、戈登、鸟、结核、胞

内、脓肿分枝杆菌扩增产物及阴性对照。

图 ４　 通用引物 ｈｓｐ６５ ＰＣＲ 扩增标准菌株产物电泳

　 　 注：Ｍ，ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１～６，金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假

单胞菌、藤黄微球菌、腐生葡萄球菌及阴性对照。

　 　 图 ５　 通用引物 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增 ５ 种常见致病菌产

物电泳

２．２．２　 ２００ 株临床分离株测序结果　 经 ｈｓｐ６５、１６Ｓ
ｒＤＮＡ 扩增及测序，共鉴定出 １６ 株 ＭＡ，１８４ 株非

ＭＡ，包括胞内分枝杆菌 １００ 株、脓肿分枝杆菌 ３０
株、龟分枝杆菌 ２ 株、堪萨斯分枝杆菌 １０ 株、戈登分

枝杆菌 ６ 株、副戈登分枝杆菌 ２ 株、偶发分枝杆菌 ２
株、结核分枝杆菌 ２４ 株、马赛分枝杆菌 ４ 株、其他分

枝杆菌 ４ 株（副瘰疬分枝杆菌、马尔摩分枝杆菌、施
氏分枝杆菌、猪分枝杆菌各 １ 株）。
２．３　 两种方法鉴定临床分离株结果的比较 　 ２００
株临床分离株经 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线

法检测，有 １５ 株在 ３０ 个循环内扩增曲线阳性且熔

解曲线分析均显示在 ８７．５ ℃左右形成单一熔解峰，
鉴定为 ＭＡ；有 １８５ 株扩增曲线阴性，鉴定为非 ＭＡ。
以 ｈｓｐ６５、 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序为金标准，评估建立的

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法鉴定 ＭＡ 的准

确性。 与测序结果相比，本法 ＭＡ 检出率差异无统

计学 意 义 （ Ｐ ＞ ０． ０５ ）； 两 法 符 合 率 为 ９９． ５％
（１９９ ／ ２００），一致性较高，Ｋａｐｐａ 值为 ０．９６５，Ｐ＜０．０１；
在 ３０ 个 循 环 内， 鉴 定 ＭＡ 的 敏 感 性 为 ９３． ８％

（１５ ／ １６）、特异性为 １００．０％（１８４ ／ １８４）、阳性预测值

为 １００． ０％ （ １５ ／ １５ ）、 阴 性 预 测 值 为 ９９． ５％
（１８４ ／ １８５）。

３　 讨论

　 　 我国不同地区开展的研究均表明 ＭＡＣ 是我国

主要流行的 ＮＴＭ［９⁃１０］。 ＭＡ 是人兽共患传染病病原

体［１１］，在人类中可导致肺部、软组织、儿童淋巴结、
皮肤感染等［１２⁃１３］。 ＭＡ 感染不仅在临床表现和组织

病理上缺乏特异性［１３］，与胞内分枝杆菌的耐药谱还

存在明显差异［１４］。 因此，ＭＡ 的菌种鉴定对确定传

染源、分析传播途径、制定合理治疗方案具有重要

意义。
以生化试验为主的鉴定 ＮＴＭ 的技术，因其操作

复杂、耗时长、结果准确率低的原因，现已不常使用；
ＥＬＩＳＡ 等血清学诊断方法用于 ＮＴＭ 的鉴定仍处于

初级阶段［１５］。 依据鉴定原理，目前菌种鉴定的方法

有 ２ 类：一类是分析分枝杆菌组成成分差异的技术，
如：高效液相色谱技术、基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ）等；一类是以 ＰＣＲ 为基

础的分子诊断技术，如：ＰＣＲ⁃ＤＮＡ 直接测序技术、
ＰＣＲ⁃核酸探针技术等［１６］。 前者由于操作复杂、分
析设备价格昂贵等原因在临床中普及受到限制。 随

着分子生物学技术的发展，ＰＣＲ⁃ＤＮＡ 测序的方法为

菌种鉴定的“金标准” ［１６］，为弥补单一 ＤＮＡ 测序鉴

定分枝杆菌菌种方法的不足，常联合 ｈｓｐ６５ 和 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 等 ２ 个及以上的分子标识以提高分辨力，但因

价格昂贵，难以广泛应用于临床。 基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ⅰ荧光染料的 ＰＣＲ 熔解曲线法相较于其他分子方

法，如 ＰＣＲ⁃核酸探针技术、ＤＮＡ 芯片技术、ＰＣＲ⁃指
纹图谱等，价格更低廉、操作更简便。 ＩＳ１３１１ 是仅

存在于 ＭＡ 中的特异性插入序列［１７］，对 ＭＡ 的鉴定

和分型具有较高的诊断价值，已用于多项流行病学

研究［１８⁃１９］。 因此，本研究以 ＩＳ１３１１ 为基础，建立基
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于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光染料的鉴定 ＭＡ 的 ＰＣＲ 熔解

曲线方法。
ＩＳ１３１１ 是 ＭＡ 中含有转座酶基因的特异性插入

元件。 Ｓｈｉｎ 等［１７］研究表明，ＩＳ１３１１ 均存在于 ＭＡ 的

４ 个亚种（ ａｖｉｕｍ 亚种、副结核亚种、ｓｉｌｖａｔｉｃｕｍ 亚种

和 ｈｏｍｉｎｉｓｓｕｉｓ 亚种），而与之形态和生化特性相近

的胞内分枝杆菌和其他 ＮＴＭ 中均不存在 ＩＳ１３１１。
Ｃｈａｅ 等［７］也证实其诊断 ＭＡ 具有 １００％的准确性。
插入序列 ＩＳ１２４５ 虽被报道有较高诊断价值，但并不

存在于鸟分枝杆菌副结核亚种［２０］。 本研究基于

ＩＳ１３１１ 特异序列设计引物建立的方法在 ３０ 个循环

内可准确鉴定出 ２１ 种分枝杆菌标准株及 ５ 种致病

菌中的 ＭＡ，检测 ＭＡ 的检测限为 ５．６×１０－２ ｎｇ ／ μＬ。
本研究选择目前应用广泛的荧光染料 ＳＹＢＲ

Ｇｒｅｅｎ Ⅰ建立鉴定 ＭＡ 的 ＰＣＲ 熔解曲线方法，具有

简单、通用性好、价格低廉的优势，更有利于在临床

实践中推广。 值得注意的是，由于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ
可与所有双链 ＤＮＡ 相结合，扩增后需要进行熔解曲

线分析，从而排除引物二聚体或非特异产物对测定

结果的影响［２１］。 本研究在 ６０ ℃ 的最佳退火温度

下，对 ＩＳ１３１１⁃３ 扩增后的产物进行熔解曲线分析，
结果显示为单峰（Ｔｍ 值 ８７．５ ℃），无二聚体或非特

异产物出现。
通过优化退火温度，ＩＳ１３１１⁃３ 扩增鉴定 ＭＡ 标

准菌株时，在 ３０ 个循环内出现扩增曲线；同样条件

下鉴定除 ＭＡ 之外相同浓度或更高浓度的 ２０ 种

ＮＴＭ 和 ５ 种常见致病菌时，均未在 ３０ 个循环前出

现特异性扩增曲线，同时在 ３０ 个循环后出现特异性

扩增曲线的样本无相应 Ｔｍ 值的熔解曲线。 因此本

研究选择在 ３０ 个循环内出现特异性扩增曲线及在

８７．５ ℃左右出现相应熔解峰的实验结果为最终判

定标准，建立鉴定 ＭＡ 的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ
熔解曲线法。

建立的方法在包含 １４ 种分枝杆菌的 ２００ 株临

床分离株中鉴定出 ＭＡ 的比率与测序结果相比差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与测序结果的一致性较

高，Ｋａｐｐａ 值＞０．７５，Ｐ＜０．０１。 说明本研究中建立的

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光 ＰＣＲ 熔解曲线法对 ＭＡ 具有较

高的诊断准确性。 本法敏感性为 ９３．８％，特异性为

１００％，阳性预测值为 １００％，阴性预测值为 ９９．５％。
与其他以 １６Ｓ ｒＤＮＡ、ｈｓｐ６５、１６Ｓ⁃２３Ｓ ｒＤＮＡ 内转录间

隔区为靶标鉴定 临 床 分 离 株 的 结 果 （ ９３． ９％，
１６９ ／ １８０） ［２２］一致，与基因芯片法特异性（９８．９％）相
似，敏感性（８０．０％）稍高［２３］。 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光

ＰＣＲ 熔解曲线法以 ＤＮＡ 为检测靶标，更加稳定，且
ＩＳ１３１１ 在基因组中有 ６ ～ ８ 个转座酶基因拷贝［２４］，
与 １６Ｓ ｒＤＮＡ 在活菌内的拷贝数相当，较高于 ｈｓｐ６５、
ｒｐｏＢ 的拷贝数，可提高检测的灵敏度，具有检测临

床样本中 ＭＡ 的潜力。
本研究也存在局限，建立的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧

光 ＰＣＲ 熔解曲线法在标准菌株中能很好地鉴定

ＭＡ，但应用于临床菌株时，未能将其完全检测出，重
复实验后发现该菌的扩增曲线始终在 ３０ ～ ３２ 循环

之间，将扩增产物进行 Ｓａｎｇｅｒ 双向测序后的序列与

Ｕ１６２７６．１ 比对为 １００％。 分析其原因可能与该菌和

ＭＡ 标准菌的 ＩＳ１３１１ 拷贝数有差异，导致其扩增循

环数较大有关。 因此，在 ３０ 个循环左右出现扩增曲

线及在 ８７．５ ℃左右出现熔解峰的菌疑似 ＭＡ，需进

一步测序验证。 此外，目前建立的该方法仅初步用

于临床菌株的鉴定，下一步将继续完善，从而能直接

应用于临床样本的检测。 因此，未来需大样本临床

检测，来验证该方法的诊断准确性。
基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ建立的鉴定 ＭＡ 的荧光

ＰＣＲ 熔解曲线法具有特异、敏感的优势，且该技术

操作简单，对于缺乏经验的实验技术人员培训后即

可开展实验，更易于在临床中推广。
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