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逆转录 -聚合酶螺旋反应检测结核分枝杆菌的应用 *
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摘要目的：建立并应用逆转录 -聚合酶螺旋反应（RT-PSR）快速检测结核分枝杆菌（MTB）。方法：针对结核分枝杆菌 16S rRNA基

因设计特异性引物，通过反应条件的优化初步建立结核分枝杆菌的 RT-PSR扩增方法；随后，用 2株结核分枝杆菌和 11株其他致

病菌进行 RT-PSR、RT-LAMP和荧光定量 PCR法的特异性与敏感性试验；利用 RT-PSR法、罗氏培养法、RT-LAMP法和荧光定

量 PCR法对 83名结核病患者的痰液标本进行诊断对比。结果：成功建立并优化了MTB的 RT-PSR检测方法，与 RT-LAMP法相

比，两者特异性均为 100%；RT-PSR法的检测灵敏性为 1 CFU/mL，为荧光定量 PCR法的 10倍，且检测下限可达 0.1 pg/滋L；临床
患者痰液样本检测结果表明，与罗氏培养法相比，RT-PSR法和 RT-LAMP法的阳性率分别为 98.80 %（P＜0.05）和 96.39 %（P＜
0.05），差异均具有统计学意义。结论：与传统检测法相比，RT-PSR法对于诊断临床样本中的MTB具有良好的特异性和敏感性，

适合基层医疗单位防治MTB的推广和应用。
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Application of Reverse Transcription-Polymerase Spiral Reaction for
Detection of Mycobacterium Tuberculosis*

Establishment and application of reverse transcription-polymerase spiral reaction (RT-PSR) for rapid

detection of Mycobacterium tuberculosis (MTB). The RT-PSR specific primers were designed by the 16S rRNA gene of

M. tuberculosis and preliminary establishment of MTB amplification technology by optimizing the reaction conditions. Subsequently, the

specificity and sensitivity of RT-PSR, RT-LAMP and real-time PCR method were tested with 2 strains of MTB and 11 other pathogenic

bacteria. The diagnostic comparison of sputum samples from 83 tuberculosis patients by RT-PSR, Lowenstein-Jensen culture, RT-LAMP

and real-time PCR method. The RT-PSR method for MTB detection was successfully established and optimized. Compared

with RT-LAMP method, the specificity of both methods was 100%. The sensitivity of RT-PSR was 1 CFU/mL, which was 10 times

higher than that of real-time PCR and the detection limit was 0.1 pg/滋L. The results of clinical samples showed that the positive rates of
RT-PSR and RT-LAMP method were 98.80% (P<0.05) and 96.39% (P<0.05), and the difference was statistically significant when

compared with Lowenstein-Jensen culture method. Compared with the traditional detection method, the RT-PSR method

show good specificity and sensitivity for the diagnosis of MTB in clinical samples, which is suitable for the promotion and application of

MTB prevention and treatment in primary medical units.

Mycobacterium tuberculosis; Polymerase spiral reaction; Clinical samples; Rapid detection

前言

结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis, MTB）作为引

起肺结核病的主要病原菌，可通过飞沫经呼吸道在人群中进行

传播，因结核病治疗周期长，药物副作用大且易传播，常给

MTB的治疗和预防带来一定难度[1，2]。据世界卫生组织（WHO）

2017年的调查报道，全球每年仍以 1060万新增结核病例的速

度持续增长，其中，不发达国家和发展中国家人群中MTB携带

率高达 70%，约每 3个人中就有一人感染了MTB[3，4]。我国是世

界上MTB潜伏感染负担最重的国家之一，约有三分之一的人

群接触并感染结核分枝杆菌，少部分人群（5 %~10 %）在感染

MTB后转为无明显临床症状的潜伏感染人群，该部分人群作
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表 1 RT-PSR扩增引物

Table 1 Primers used in RT-PSR assay

Primers Name Primers Sequence (5'-3') Size（bp）

Ft gtcaaagcgatcccgccttac-CGAACGCTGGCGGCGTGCTTAAC 44

Bt cattccgccctagcgaaactg-AGACCCAGTTTCCCAGGCTTAT 43

IF TGTTTGGAGAGTTTGATCCTGG 22

IB AGCGCTTTCCACCACAAGACATG 23

为MTB庞大的移动储存库持续不断地向外界传播疫情，造成

更多的新发感染[5，6]；近年来抗生素的不合理使用，致使耐药及

多重耐药菌株频繁出现，给临床上预防和治疗MTB带来很大

困难[7]。因此，建立准确、快速且有效地检测手段对结核病的防

治具有重要的临床意义。

目前，临床上对于MTB的诊断主要包括病原学诊断法（如

痰液涂片抗酸染色法和培养法）、MGIT 960液体快速培养法、

聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction, PCR）法及等温扩

增技术（Isothermal amplification technology, IATs）等[8，9]。其中，

涂片法和培养法作为 MTB检测的 "金标准 "，虽然简单易行，

但检测灵敏性差、检测耗费时间长且检出率低，不适用于MTB

和非结核分枝杆菌（Non-tuberculous mycobacteria, NTM）的鉴

别诊断；PCR法或液体快速培养法是WHO推荐的高效诊断方

法，但对实验操作人员的技术要求较高，且需要购买价格较为

昂贵的仪器设备，限制了在临床上的推广与使用[10，11]。等温扩增

技术因操作简便、可实现在短时间内获取结果且无需昂贵设备

等优势已被广泛应用于许多疾病的诊断中，聚合酶螺旋反应

（Polymerase spiral reaction, PSR）作为一种新型的等温扩增技

术[12]，自问世以来便受到广泛关注，该方法可在恒温条件下利

用 2~4条特异性扩增引物在 Bst-DNA聚合酶的作用下实现对

靶基因的快速扩增，与环介导等温扩增（Loop-mediated isother-

mal amplification, LAMP）法相比，PSR 法的引物设计更为简

单，且兼备扩增效率高、不需昂贵设备等优点[13，14]。

本研究以结核分枝杆菌 16S rRNA基因为靶序列设计逆

转录 -聚合酶螺旋反应（RT-PSR）的特异性引物，并与痰涂片

法、RT-LAMP法、荧光定量 PCR法进行特异性和敏感性比较，

以期为临床上MTB的诊断提供一种简单、快速、高效且结果易

读取的快速诊断方法。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂与仪器 DNA Marker、dNTPs、MgCl2、细菌

DNA基因提取纯化试剂盒、RNA提取试剂盒、MMLV反转录

酶购自宝生物工程（大连）有限公司；甜菜碱购自 Sigma-Aldrich

上海贸易有限公司；SYBR Green I购自厦门白维信有限公司；

Bst-DNA聚合酶购自 NEB（北京）有限公司；TaqManTM荧光定

量试剂盒购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；罗氏培养基、

营养琼脂培养基购自珠海贝索生物科技有限公司；荧光定量

PCR仪（Tanon 2500R）购自上海天能科技有限公司；电热恒温

水浴锅（HH-W420）购自山东博科科学仪器有限公司生产；荧光

定量 PCR仪（Mx3000P）购自美国安捷伦公司。

1.1.2 菌株来源 标准株：结核分枝杆菌 H37Rv（M. tuberculo原
sis, ATTCC 27294）、胞内分枝杆菌 (Mycobacterium intracellu原
lare, C68230)、堪萨斯分枝杆菌（Mycobacterium kansas, ATCC
43224）、海内分枝杆 菌 （Mycobacterium marinum, ATCC
25039）、偶发分枝杆菌 （Mycobacterium fortuitum, ATCC
35855）、肺炎克雷伯菌（Klebsiella pneumoniae, ATCC 70603）、

铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853）、沙门氏

菌（Salmonella, ATCC 13076）、李斯特杆菌（Listeria, ATCC
19115）、金黄色葡萄球菌 （Staphylococcus aureus, ATCC
25923）、大肠埃希菌（Escherichia coli, ATCC 25922）、肺炎链球

菌（Streptococcus pneumoniae, ATCC 6305）均来自北纳生物科

技有限公司；结核分枝杆菌 H37Ra株为解放军北部战区总医

院菌种室保存。本研究于 2018年 4月至 12月间共收集来自北

部战区医院、辽宁省人民医院确诊结核病患者痰液样本 83份，

以上样本均在患者知情并签订《知情同意书》后收集。

1.2 方法

1.2.1 引物设计 为保证本研究所用引物的特异性和敏感性，

分别在 GeneBank数据库中下载并比对结核分枝杆菌 H37Rv

标准株（GeneBank登录号：NR_102810.1）和其他非结核杆菌的

16S rRNA全序列，经多序列比对后发现可变区位于 10 bp~210

bp之间，故选择该区间作为引物设计的靶序列，使用 Primer

Premier 5软件设计 RT-PSR的特异性引物（见表 1）。

1.2.2 样品 DNA的制备 将结核分枝杆菌标准株 H37Rv接

种于罗氏固体培养基上，37℃培养 24~48 h。然后挑取单个菌

落接种于罗氏液体培养基中进行扩大培养。取一定量的菌液，

按照 RNA提取试剂盒操作说明书所述提取 RNA模板，备用。

1.2.3 RT-PSR反应体系的建立与优化 首先对 RT-PSR的特

异性引物进行验证，配制总体积为 25 滋L 体系：2.0 mmol/L
dNTPs 2 滋L，2 mmol/L MgCl2 2.5 滋L，10 × Thermo-Pol Buffer

2.5 滋L，Ft 和 Bt 引物各 1.6 滋L，IF 和 IB 各 0.8 滋L，0.8 mol/L

Betaine 2 滋L，Bst DNA聚合酶 1 滋L（8 U/管），DNA模板 1 滋L，

重组核糖核酸酶抑制剂 50 U，MMLV反转录酶 100 U，灭菌去

离子水补齐至 25 滋L。将上述体系于 60℃条件下孵育 60 min，

反应结束后用 2.0%琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行分析，随

后滴加 1 滋L SYBR Green I（× 2000）染料混匀，分别在自然光

和紫外光下观察。分别对 RT-PSR反应体系的温度、Bst DNA

酶浓度、甜菜碱浓度、Mg2+浓度、dNTPs浓度和孵育时间进行优

化，实时浊度仪连续监测优化反应并用 2.0%琼脂糖凝胶电泳

验证扩增结果。

1.2.4 RT-PSR的特异性 用 RNA提取试剂盒提取上述 13株
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图 1 RT-PSR的扩增结果

Fig.1 The results of RT-PSR amplification

A-C. Observation of agarose gel electrophoresis, natural light and UV light

for RT-PSR, respectively. M: standard DNAMolecular Weight; 1. negative

control; 2. H37Rv

表 2 RT-PSR反应条件的优化

Table 2 Optimization of RT-PSR amplified condition.

Conditions Reaction interval Difference Good yield Final selected

Temperature 60-69℃ 1℃ 61-65℃ 61℃

MgSO4 2.0-8.0 mM 1 mM 3.0-5.0 mM 3 mM

dNTPs 0.8-2.4 mM 0.2 mM 1.2-1.6 mM 1.2 mM

Betaine 0.5-2.0 mM 0.1 M 0.8-1.3 mM 0.8 mM

Bst DNA polymerase 6-12 U 2 U 8-12 U 8 U

Time 0-120 min 15 min 30-60 min 45 min

实验菌（2株结核分枝杆菌和 11株其它致病菌）的 RNA为模

板，分别进行 RT-PSR法和 RT-LAMP法进行检测，以灭菌去离

子水为阴性对照。RT-LAMP反应体系参考文献[15]，反应结束

后，向反应管内加入 1 滋L SYBR Green I（× 2000）混匀并分别

于自然光和紫外光下观察，同时将扩增产物于琼脂糖凝胶电泳

分析。

1.2.5 RT-PSR的敏感性 取适量罗氏固体培养基上生长状况

良好的结核分枝杆菌 H37Rv标准株菌落，经研磨后用磷酸盐

缓冲液稀释，用比浊仪对菌液浓度进行测定并调整细菌浓度至

1× 105 CFU/mL，随后分别进行 10倍倍比稀释至 1 CFU/mL。分

别吸取 2 mL 各稀释度菌液提取 RNA 和 DNA，随后进行

RT-PSR法和荧光定量 PCR法的敏感性试验。

1.2.6 RT-PSR的检测极限 为进一步明确 RT-PSR法的检测

极限，提取结核分枝杆菌 H37Rv总 RNA后使用核酸蛋白分

析仪对其含量进行测定，灭菌去离子水调整至10 ng/滋L，分别
用灭菌去离子水进行 10 倍倍比稀释：1 ng/滋L、100 pg/滋L、
10 pg/滋L、1 pg/滋L、0.1 pg/滋L、0.01 pg/滋L、0.001 pg/滋L。以灭菌
去离子水为阴性对照，分别吸取 2 滋L各稀释度浓度菌液进行
RT-PSR法检测。

1.2.7 临床样本检测 对收集的 83份临床疑似结核病患者痰

液样本进行抗酸染色涂片和罗氏培养基培养，作为临床检测评

价的 "金标准 "。随后提取样本中 RNA和 DNA并分别进行

RT-PSR法、RT-LAMP法和荧光定量 PCR法进行扩增，设定灭

菌去离子水为阴性对照，H37Rv为阳性对照，计算几种方法检

测的符合率。使用 SPSS 16.0软件进行统计学分析，采用卡方检

验，P＜0.05表示有统计学差异。

2 结果

2.1 RT-PSR的建立与条件优化

以提取的 H37Rv标准株 RNA为模板进行 RT-PSR扩增，

琼脂糖电泳结果显示，阳性产物呈阶梯状分布，而阴性对照无

条带。反应结束后，向反应管内滴加 SYBR Green I染料，自然

光下阳性结果呈绿色，阴性为淡橙色；紫外光下观察，阳性结果

呈绿色荧光，而阴性管颜色无变化。见图 1。

分别对 RT-PSR的反应条件进行优化，实时浊度仪监测结

果显示，PSR 反应温度为 61 ℃、MgSO4浓度为 3 mM、dNTPs

浓度为 1.2 mM、甜菜碱浓度为 0.8 mM、Bst酶浓度为 8 U、扩增

时间为 45 min。具体见表 2。

2.2 RT-PSR特异性试验

以灭菌后的去离子水做模板为阴性对照，选择 13株不同

菌株分别进行 RT-PSR和 RT-LAMP的特异性试验。琼脂糖凝

胶电泳结果显示，两种方法均可特异性的扩增 2株阳性MTB，

扩增产物呈典型梯形条带，而阴性对照和其它 11株致病菌无

扩增；将 SYBR Green I染料与反应产物混合，自然光下阳性扩

增呈绿色，阴性为淡橙色；紫外光下阳性扩增呈绿色荧光，阴性

管内无变化。以上结果表明 RT-PSR和 RT-LAMP方法对MTB

的特异性均为 100%（见图 2）。

2.3 RT-PSR敏感性试验

将初始菌液浓度为 1× 105 CFU/mL 的结核分枝杆菌

H37Rv 标准株菌液进行 10 倍稀释后分别进行 RT-PSR 和

real-time PCR敏感性试验。结果如图 3所示，RT-PSR方法的检

测灵敏度为 1× 100 CFU/mL，而 real-time PCR方法的检测灵敏

度为 1× 101 CFU/mL，表明 RT-PSR方法具有较高的敏感性，比

real-time PCR法高出 1个数量级。
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图 3 RT-PSR与 real-time PCR的敏感性结果

Fig.3 The sensitivity results of RT-PSR and real-time PCR assay

A, Observation of the amplification productions from RT-PSR by agarose gel electrophoresis, natural light and UV light, respectively. B: Amplification

results of real-time PCR. M, standard DNAMolecular Weight; N, negative control. 1-5: 1× 105, 1× 104, 1× 103, 1× 102, 1× 101 CFU/mL, respectively.

2.4 RT-PSR的检测极限

通过测定结核分枝杆菌 H37Rv标准株 RNA的含量后将

初始浓度调整至 10 ng/滋L，经一系列的 10倍梯度稀释，多次重

复试验所得到的 RT-PSR 检测极限均为 0.1 pg/滋L，可见
RT-PSR能够完成对痕量结核分枝杆菌的检出。见图 4。

2.5 临床样本检测

本研究以 "金标准 "法 -罗氏培养法对采集的 83份痰液

临床样本中MTB的检测结果为参照，分别使用 RT-PSR法和

RT-LAMP对痰液样本中的 RNA进行检测，同时以 real-time

PCR法对痰液 DNA样本进行检测。试验结果见表 3，与罗氏培

养法相比，RT-PSR法与 RT-LAMP法的检出率分别为 98.80 %

（82/83, P＜0.05）和 96.39 %（80/83, P＜0.05），以上两种方法与

传统检测法差异有统计学意义，表明建立的 RT-PSR法在临床

检测应用中具有一定的潜力。

图 2 RT-PSR与 RT-LAMP的特异性扩增结果

Fig.2 The specificity of RT-PSR and RT-LAMP amplification

A-B: Observation of the products from RT-PSR, RT-LAMP under agarose gel electrophoresis, natural light and UV light, respectively. M, standard DNA

Molecular Weight; N, negative control; 1, H37Rv; 2, H37Ra; 3,M. intracellulare; 4,M. kansasii; 5,M. marinum; 6, M. chelonae;
7, K. pneumoniae; 8, P. aeruginosa; 9, S. Enteritidis; 10, L. monocytogenes;11, S. aureus; 12, E. coli; 13, S. pneumoniae.
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图 4 RT-PSR的检测极限

Fig.4 The detection limit of RT-PSR assay

M, standard DNAMolecular Weight; N, negative control. 1-8: 10 ng/滋L, 1 ng/滋L, 100 pg/滋L,
10 pg/滋L, 1 pg/滋L, 0.1 pg/滋L, 0.01 pg/滋L, 0.001 pg/滋L, respectively.

表 3 临床样本检测

Table 3 Detection results of clinical samples (n=83)

Detection methods Detection MTBb Pc Detection rate（%）

L-Ja
+ 69

— 83.13
— 14

RT-PSR
+ 82

P＜0.05 98.80
— 1

RT-LAMP
+ 80

P＜0.05 96.39
— 3

real-time PCR
+ 73

P＞0.05 87.95
— 10

Note: a L-J= Lowenstein-Jensen culture medium; b MTB patients, n=83; c The sensitivity of RT-PSR, RT-LAMPand real-time PCR compared to L-J,

respectively.

3 讨论

目前，由结核分枝杆菌引起的肺结核疾病在我国经济不发

达地区仍呈现高发态势，给我国的卫生健康事业和经济发展带

来严重负担，建立快速、灵敏的MTB检测诊断方法至关重要[16]。

"金标准 "法虽然能够完成 MTB的鉴定任务，但耗时长、检出

率低且操作复杂，本研究对于 83例肺结核患者痰液标本进行

罗氏培养基法检测，其结果也佐证了以上观点。随着分子生物

学检测方法的不断发展，越来越多恒温扩增方法先后被建立并

应用在结核病的诊断当中，如 LAMP法、交叉引物等温扩增法

等[17]。而 PSR作为一种新型、快速、高效地检测手段，可摆脱复

杂的仪器设备的限制且能够在短时间内获得目的基因大量扩

增，已被广泛用于食品安全、农业微生物和医疗卫生等现场快

速检测[18，19]。

本研究建立的 RT-PSR技术以结核分枝杆菌 16S rRNA为

靶基因序列，因其具有半衰期短、拷贝量高、不易污染且仅存于

具有繁殖能力的活菌中，从而避免了死菌基因组造成的假阳性

干扰，但该基因在分枝杆菌属内普遍存在且保守性较高[20]，对

特异性引物的设计带来一定难度。通过对特异性引物验证结果

可见，本文建立的 RT-PSR法在添加逆转录酶和 RNA酶抑制

剂后能够在短时间内完成对 16S rRNA基因的大量扩增，经扩

增条件优化后的反应体系，不仅降低了试剂耗材和能源等费用

成本，并且缩短了检测时间。关于结核分枝杆菌检测的等温扩

增技术最早可以追溯到 2003年，近年来越来越多的基于 MTB

检测的 LAMP法不断改进与创新。其中，逆转录 -环介导等温

扩增结合免疫吸附杂交法可以快速检测MTB样本中单一拷贝

的 16S rRNA，且重复性良好，显示了 LAMP法适用于基层医疗

单位的诸多优势[15，21]。本研究建立的 RT-PSR法引物设计更加

简单方便，同样可以利用加速引物提升反应效率，实现在短时

间内完成对靶基因的大量扩增。特异性和敏感性试验结果表

明，RT-PSR法与之前建立的 RT-LAMP方法相比，两者具有相

同的通用性和特异性，均可特异性地检测携带MTB的阳性菌

株，而其他 11株致病菌无扩增；与 real-time PCR 的敏感性相

比，RT-PSR的敏感性较高，为 real-time PCR 法的 10倍，且检

测下限可达 0.1 pg/滋L，可承担对更低拷贝数量的检测任务。分
别应用 " 金标准 " 法、RT-PSR 法、RT-LAMP 法和 real-time

PCR 法对临床样本进行检测，其结果表明，RT-PSR 法和

RT-LAMP法的检出率均高于罗氏培养法，且差异性显著，证实
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了 RT-PSR 法作为新型、快速检测手段可以承担临床上对

MTB现场检测。

在恒温扩增过程中往往需使用琼脂糖凝胶电泳对扩增产

物进行分析，制胶过程中需要用溴化乙锭（EB）染色，该试剂被

潜在的认定具有较强致癌性和致畸性，应尽量减少使用。为达

到检测可视化的目的，本研究选择 SYBR Green I荧光染料作

为指示剂，反应结束后向管内滴加少量的染料即可判定反应结

果，可以提高检测效率，但在反应过程中管内会生成大量气溶

胶，打开反应管后气溶胶的扩散会对周围环境造成污染，易对

后续的扩增造成假阳性结果。据报道，已有学者设计出一种恒

温反应管[22]，可于反应前向管内添加荧光染料，反应后可直接

读取反应结果而降低气溶胶污染的风险，但由于专利保护限制

了该反应管在基层部门的普及和应用。综上所述，本研究所建

立的 RT-PSR法，不仅具有快速、低成本、高特异性和高灵敏性

等特点，且不需要依赖昂贵仪器与专业操作技能，适用于各基

层医疗单位对于结核分枝杆菌的快速诊断。
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