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DNA 环介导恒温扩增试验检测结核分枝杆菌的研究

金法祥 , 王华钧 , 孙小军
(绍兴市第六人民医院检验科 , 浙江 绍兴 312000)

摘要:目的　探讨建立更快速 、准确的痰结核分枝杆菌检测方法。方法　采用涂片抗酸染色法 、罗氏培养法和

DNA环介导恒温扩增(LAMP)试验对结核分枝杆菌进行检测 ,并对其检出率进行比较。结果　LAMP 试验检出

率最高 ,罗氏培养法次之且检测时间长 , 抗酸染色法的检出率最低。结论　LAMP 试验检测痰结核分枝杆菌具

有快速 、敏感 、简便 、特异等优点 , 在肺结核患者的早期诊断中将发挥重要作用。
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Application of loop-mediated isothermal amplification in

rapid detection of mycobacterium tuberculosis
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Abstract:OBJECTIVE To develop method o f a more rapid and accurate detection o f Mycobacterium tubarculosis.

METHODS Acid-fast strainin by smear , Low enstein-Jensen culture and loop-mediated iso thermal amplifica tion

(LAM P)te st fo r de tec tion o f Mycobacterium tuberculosis , and compa red their detection ra te.RESULTS LAMP

test the highe st detection r ate o f Mycobacterium tuberculosis , fo llow ed by TB culture and a long time , the low est

detection ra te of acid fast staining method to detec t.CONCLUSION The LAMP test is rapid , sensitiv e , simple and

specific method for the detection o f Mycobacterium tube rculosis.In the ear ly diagno sis o f tuberculo sis will play an

impo r tant role in.
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　　结核病是中国重点控制的重大传染病之一 ,是

当前我国面临的重要公共卫生问题 ,耐药结核病是

结核病控制工作难题之一 ,实验室检测在国家结核

病防治规划中发挥着不可缺少的作用 。DNA 环介

导恒温扩增(LAMP)试验技术反应 1 h即可完成核

酸扩增反应 ,通过荧光染色直接目测比色就可以得

到清晰的反应结果 。由于该方法利用了核酸扩增 ,

因此极大的提高了灵敏度 ,已开始应用疾病诊断 、流

行病学监测 、食品安全检测等领域。本研究将

LAMP试验技术快速检测结核分枝杆菌 ,在实践中

的效果简单 、快速 、可提高结核患者阳性率 。

1　材料与方法

1.1　标本来源　200 份痰液标本来自本院肺结核

病房的肺结核患者 。
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1.2　试剂与仪器　萋-尼染色试剂(按文献[ 1]的方

法自行配制),酸罗氏培养基由杭州加伟生物公司提

供 , LAMP 试剂由广州华峰生物科技有限公司提

供。显微镜(日本奥林巴斯)、低温高速离心机(美国

Thermo Fisher Scient ific公司)、生物安全柜(美国

NUAIRE)、PCR扩增仪(杭州创新科技有限公司)。

1.3　方法　采取每份合格痰标本 ,同时进行萋-尼

式染色镜检 ,罗氏培养及 LAMP 试验 。

1.3.1　萋尼式染色显微镜检查　涂片 、染色 、显微

镜检查操作参照《中国结核病防治规划一痰涂片镜

检查标准化操作及质量保证手册》进行 。

1.3.2　罗氏培养法　取痰标本 ,采用 3%NaOH 前

处理法 ,视标本性状 ,加 2 ～ 3 倍体积的处理液于无

菌痰杯中 ,使痰液充分液化 ,在 20 min 内接种两支

酸罗氏培养基。

1.3.3　LAMP 试验　痰液样本 DNA 的制备:(1)
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初步估计痰标本量 ,加入 4倍体积 4%NaOH 溶液 ,

充分混匀 ,室温静置液化 30 m in。(2)吸取 1 ml液

化液加入无菌 1.5 m l离心管中 ,15 000 r/min 离心

5 min ,尽量吸弃上清 。(3)沉淀用 1 m l生理盐水重

悬洗涤 ,15 000 r/min离心 5 min ,弃上清。(4)沉淀

用 1 m l 生理盐水重悬洗涤 , 150 00 r/min 离心

5 min ,弃上清 ,沉淀用于模板提取 。(5)分别加入

100μl DNA 提取液Ⅰ和0.25μl P roteinaseK ,56 ℃

温浴 30 min , 再沸水浴 10 min。(6)加入 12.5 μl

DNA 提取液 Ⅱ ,稍混匀 , 12 000 r/min 离心 5 min ,

上清即为 DNA 模板。核酸扩增:(7)取出 n 支 HF

管于室温(25 ℃)解冻 。(8)向上述 n个反应管内按

顺序分别加入阴性对照 、待检模板和阳性对照各

2.5μl。(9)置 65恒温反应 60 min 。结果检测:反

应结束 ,将 HF 管倒置甩动 2次 ,再正置甩动 2次 ,

使工作液与显色液充分混合 ,冷却至室温后观察;结

果判断:(1)待检样品反应管液体呈绿色 ,该样品结

果为结核分枝菌阳性 。(2)待检样品反应管液体呈

可橙色 ,则可报告结核分枝杆菌检验结果为阴性 。

2　结　果

2.1　3种方法同时检测的结果　LAMP 试验法检

测结核分枝杆菌的阳性率与萋尼染色法比较:两种

方法差异有统计学意义(χ2 =19.9 , P<0.01);同时

与罗氏培养法比较 ,差异有统计学意义(χ2 =13.6 ,

P <0.01)。见表 1 。

表 1　3 种方法检测结核分枝杆菌检出阳性率(%)

检测方法 检测数 阳性数 阳性率

萋尼染色 200 95 47.5

罗氏培养 200 103 51.5

LAMP 试验 200 139 69.5

2.2　LAMP 试验结果　试验的结果是可以简单的

通过肉眼来判断 ,没有靶序列 DNA 的则为橙色;含

有靶序列 DNA 管中有大量的 LAMP 扩增产物产

生 ,而显绿色 。

3　讨　论

　　目前在我国结核病实验室诊断中有以下几方面

有待解决:(1)现有萋-尼氏涂片染色方法敏感性较

低 ,涂阴患者的确诊在基层较难 。(2)在疫情较重 、

可疑患者较多的地区 ,实验室人员负荷超出最佳的

工作量 ,对于涂片镜检的质量可能产生影响 ,进而最

终对诊断的准确性产生影响。(3)耐药患者的诊断

依靠现有的固体罗氏培养和药敏 ,诊断滞后(6 ～ 12

周),患者的诊断治疗不能及时 。虽然全球已经开发

了多种新型的结核病实验室诊断方法 ,世界卫生组

织对耐药结核病的实验病的实验室诊断建议使用液

体培养 、快速菌种鉴别和药敏试验来提高对结核病

和及其耐药性的诊断 。但是在我国这样一个资源相

对有限而结核病疫情较严重的国家 ,如何选择适合

我国现国情的实验室诊断方法显得尤为突出 。通过

本项目的实施 ,提高我国结核病实验室新技术应用

进一步加强 ,从而更好地为我国结核病防治规划提

供可靠 、准确的实验室服务。

本资料显示 ,3种方法比较 , LAMP 试验检测的

阳性率为 69.6%,明显于涂片抗酸染色法和罗氏培

养法 ,这与国外文献报道基本相似
[ 2 , 3]

。另外整个

LAMP 试验检测过程包括扩增样本的制备和检测

报告 ,仅需要 3 h ,大大缩短了结核分枝杆菌的检测

时间 ,可作为肺结核患者早期诊断和鉴别诊断的重

要依据 ,是一种简便 、快速 、特异的结核分枝杆菌检

测方法。3种方法的敏感性比较 , LAMP 试验也明

显高于罗氏培养和涂片抗酸染色法 。根据前人的研

究 ,在进行 LAMP 试验检测结核分枝杆菌 ,应同时

进行罗氏培养 ,因为结核分枝杆菌培养可继续作菌

型鉴定 、药敏试验[ 4] ,也可用于结核分枝杆菌基因分

型进行流行病学研究 。

总而言之 , LAMP 试验是快速 、方便 、特异性

强 、灵敏度高的一种非常适用于结核分杆菌检测的

新技术 。由于其模板 DNA 提取简便 ,不需要复杂

的仪器设备 ,且可以通过肉眼可视的方法迅速观察

到试验结果 , LAMP 试验不仅可以用于设备齐全 、

精良的医院或实验室 ,也可以用小型的医院或县级

诊断 。
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