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悬浮阵列技术在结核分枝杆菌检测中的研究进展
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摘要：　 悬浮阵列技术（Ｌｕｍｉｎｅｘ ｘＭＡＰ 技术）是一种将编码微球捕获特定检测物的抗原、抗体或核酸探针等分子的有效方

法。 本文综述了结核分枝杆菌检测的研究进展，探讨以结核分枝杆菌的 Ｒｐｏ Ｂ 基因和 ＣＹＰ１４１ 基因为靶标应用 Ｌｕｍｉｎｅｘ
ｘＭＡＰ 技术，构筑悬浮阵列体系，建立一种快速、灵敏、特异的方法，实现结核分枝杆菌及其耐药基因联合检测，拓展出一条

更为经济、迅速、便捷的结核分枝杆菌快速检测新路径。
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　 　 结核病是由结核分枝杆菌引起的严重危害人类

健康的呼吸道传染病，被列为中国重大传染病之一，一
直是我国各口岸检验检疫机构实施卫生检疫的重点疾

病，在出入境人员或移民体检中进行肺结核筛查也是

全球结核病防控重点工作之一。 世界卫生组织呼吁对

出入境人员或移民进行肺结核筛查和病人分类管理，
不少国家也要求我国的出境人群必须出具结核病的检

测报告。
国内外用于对结核分枝杆菌的检测方法有很多，

如核酸扩增实验、免疫学实验、皮肤接触测试和快速培

养体系等。 但能同时满足国境口岸准确和快速的检测

方法还需进一步的研究和探索。

１　 结核分枝杆菌目前检测方法

１．１　 快速的液体培养系统 　 传统培养系统培养时间

需要 ４～１０ 周，而快速的液体培养系统仅需要 ５ ～ １４ ｄ
左右，价格较分子生物学检测方法便宜。 目前，应用广

基金项目：国家质检总局科技计划项目（２０１５ＩＫ１２５）；湖南省科

技重点研发计划项目（２０１５ＳＫ２０５５）
作者简介：孙菲（１９６９－），女，本科学历，副主任技师，主要从事

微生物学与分子生物学研究工作。

泛的快速液体培养系统有 ＢＡＣＴＥＣ ＭＧＩＴ ９６０ ｓｙｓｔｅｍ、
ＭＢ ／ ＢａｃＴ ｓｙｓｔｅｍ 及 ＢＡＣＴＥＣ ９０００ＭＢ 等，但培养时间

无法满足对结核杆菌快速检测要求。
１．２　 免疫学实验 　 目前，γ－干扰素实验相关研究较

多［１－２］。 相对传统方法，其特异性较高，不受 ＨＩＶ 感染

和 ＢＣＧ（卡介苗）的影响，但不能准确区分潜伏感染和

活动性肺结核［３］，且耗时长。 此外，生物传感技术发

展也比较迅速，检出限可达到 １０ 个菌体 ／ ｍｌ，但灵敏度

仍然有待提升，价格过于昂贵［４］。
１．３　 核酸扩增技术　 最大优势是可以直接对标本进

行检测，大大缩短了检测时间。 但不同的研究，灵敏度

和特异性却差异很大。 目前的研究中，应用较多是

ＰＣＲ 技术、 ＤＮＡ 芯片技术、 环介导等温扩增技术

（ＬＡＭＰ）等。
１．３．１　 ＰＣＲ 技术　 ＰＣＲ 法耗时短，不容易造成交叉污

染［５］，但在大批量临床应用中发现，由于其检测结果

有很多不确定因素。 扩增时气溶胶污染可导致假阳

性，标本中抑制物质存在可导致假阴性。
１．３．２　 ＬＡＭＰ 技术　 主要优势是操作简便，价格便宜，
不需要昂贵仪器，而且特异性和灵敏度与 ＰＣＲ 法近

似［６］，双阳标本灵敏度为 ９７．７％，特异性为 ９９％，但对
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于痰检阴性、培养阳性标本，灵敏度仅为 ４８．８％［７］。
１．３．３　 基因芯片技术　 建立在 ＰＣＲ 基础上的基因芯

片技术，由于目标分子通过扩散与平面上的探针或抗

体接触并反应的过程缓慢，影响了在芯片上结合反应

的效率，此外平面阵列技术还受到成本高和需要使用

昂贵仪器等的限制。
以上检测方法虽各有优缺点，但在检测时间、灵敏

度和特异性三方面都很难同时兼顾，无法完全满足快

速、准确检测的需要。

２　 悬浮阵列技术（Ｌｕｍｉｎｅｘ ｘＭＡＰ 技术）的应用

Ｌｕｍｉｎｅｘ ｘＭＡＰ 技术是把直径为 ５．６ μｍ 的聚苯乙

烯小球用荧光染色的方法进行编码，通过调节两种荧

光染料的不同配比获得最多可达 １００ 种具有不同特征

荧光谱的微球，然后将每种编码微球共价交联上针对

特定检测物的抗原、抗体或核酸探针等捕获分子。 其

优点有。
２．１　 高通量　 应用时在一个反应孔内可以同时完成

多达 １００ 种不同的检测反应，这与传统方法的逐个检

测相比是质的飞跃。 该技术可将结核分枝杆菌的多个

靶基因作为检测靶点，同时检测结核分枝杆菌及其耐

药基因。
２．２　 高敏感性 　 该技术建立于 ＰＣＲ 方法基础上，敏
感性好，可对同一细菌多个基因进行联合检测，敏感性

更高于 ＰＣＲ 的方法。
２．３　 反应速度快　 杂交反应在悬浮液相中进行，反应

快速，２０～４０ ｍｉｎ 可完成。
２．４　 操作简便　 整个过程只涉及加样和孵育，再上机

读数，操作步骤较少。
２．５　 重复性好　 可抽取检测系统中的 １００ ～ ５００ 颗微

球进行检测并取其均值，可最大限度减少误差。
２．６　 特异性高　 应用碱基互补配对原则，进行液相杂

交检测，特异性高。 因而得到了业界的广泛认可，成为

首个，也是目前唯一得到美国 ＦＤＡ 许可用于临床诊断

的多指标并行检测技术［８］。 悬浮阵列技术也因此被

许多公司应用于新产品的开发。
２．７　 应用面广 　 目前，国外有 ２０ 余家公司致力于以

悬浮阵列技术为平台的产品的开发，所开发产品涉及

多个领域，包括基因分析领域［９］、表达谱分析领域、免
疫学分析领域［１０］。 国内也已有多家公司参与相关产

品的开发，如韩建博士与马旭博士联合开发的“中国

人地中海贫血基因型分子诊断体系”，上海透景生命

科技有限公司开发的 ６ 种产品：艾芯肿瘤标志物（ＴＭ，
全套 ９ 项）、甲胎蛋白和癌胚抗原双检液芯（常规体检

２ 项）、肺芯 ＴＭ（肺癌 ４ 项）、消芯 ＴＭ（消化肿瘤 ５
项）、妇芯 ＴＭ（妇科肿瘤 ５ 项）和前列腺特异性抗原双

检液芯（前列腺癌 ２ 项）。 说明悬浮阵列技术已得到

了广泛应用。

３　 悬浮阵列技术在结核分枝杆菌检测中应用的展望

我国是全球 ２２ 个结核病流行严重的国家之一，同
时也是全球 ２７ 个耐多药结核病流行严重的国家之一。
２０１０ 年世界卫生组织（ＷＨＯ）估算中国结核病年发病

人数为 １００ 万，占全球年发病（８８０ 万）的 １１％，位居全

球第二位，２０１１ 年，国务院办公厅印发了《全国结核病

防治规划（２０１１－２０１５）》 ［３］，体现了政府对结核病防治

工作的高度重视。
近年来，随着社会发展和国际交流不断增加，出入

境人员流动也越来越频繁。 ２０１０ 年，全国流动人口达

２．２１ 亿，２０１１ 年达到 ４．１１ 亿。 急剧增加的流动人口，
会将新的结核菌株及耐药菌株不断传入我国境内，导
致一些免疫力低下的人群受到感染，给结核病的流行

和控制带来负面影响；目前，国内外在结核分枝杆菌方

面，尚无可推广应用的、准确的快速检测方法。 究其原

因，主要是检测方法的特异性和灵敏度之间的矛盾，而
结核分枝杆菌生长速度慢是限制其发展的主要瓶颈。
因此对出入境人员进行快速、有效的结核分枝杆菌检

测和已感染人群耐药基因的动态监测，从而控制耐药

菌株的出现及结核病的传播，已成为当务之急，而近几

年逐渐发展起来的悬浮阵列技术（Ｌｕｍｉｎｅｘ ｘＭＡＰ 技

术）有望解决这一难题。
Ｃｈｅｎ 等［１１］ 应用 Ｌｕｍｉｎｅｘ ｘＭＡＰ 技术对结核分枝

杆菌和牛分枝杆菌进行鉴别诊断，取得了较好的效果。
而目前结核分枝杆菌的分子学检测研究中，选用的靶

基因包括 ＩＳ６１１０、ＭＢＰ６４、ＲｐｏＢ 和 ｈｓｐ６５，其中 ＩＳ６１１０
最为常用［１２］。 ＩＳ６１１０ 广泛存在于结核分枝杆菌的染

色体基因组中，拷贝数为 ８ ～ ２０ 个不等。 但其在亚洲

西南地区所鉴别出的一些菌株中缺少 ＩＳ６１１０ 序列，如
北京菌株，会造成漏诊。 同时其在牛分枝杆菌（包括

ＢＣＧ）中有少数量的拷贝，会引起误诊［１３］。 ＭＢＰ６４、
ｈｓｐ６５ 基因的敏感性和特异性较差，目前研究应用的

也不多。 因此理想的结核分枝杆菌检测靶基因尚未出

现。
ＣＹＰ１４１ 是结核分枝杆菌细胞色素氧化酶 Ｐ４５０

家族的一员，是干扰氧化还原反应的代谢和呼吸中间

蛋白之一，是结核分枝杆菌毒力的重要组成成分［１４］，
其功能目前尚未完全清楚。 有研究表明［１５］，ＣＹＰ１４１
基因在 ＢＣＧ 菌株中不存在，但存在于所有的结核分枝
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杆菌菌株中。 据此，设想 ＣＹＰ１４１ 基因能够区分结核

分枝杆菌感染者和卡介苗接种人群。 通过进一步的

ＮＣＢＩ－核酸比对发现该序列具有高度的特异性，并且

高度保守。 鉴于 ＣＹＰ１４１ 基因的这些优点，ＣＹＰ１４１ 基

因有望成为结核分枝杆菌检测的理想靶基因。
Ｒｐｏ Ｂ 基因两端为结核分枝杆菌的特异性区域，

在此区域设计引物可对结核分枝杆菌进行鉴定。 同

时，通过分析 Ｒｐｏ Ｂ 基因核心区域内 ８１ ｂｐ 的基因序

列可以检测到 ９５％以上的耐利福平（ＲＦＰ）情况。 针

对此区域的常见突变位点设计多条检测探针可同时对

其耐药情况进行检测。
综上所述，针对结核分枝杆菌的 ＣＹＰ１４１ 基因和

Ｒｐｏ Ｂ 基因，构筑悬浮阵列体系，通过关键技术攻关，
建立一种快速、灵敏、特异的方法，实现结核分枝杆菌

及其耐药基因联合检测，将拓展出一条更为经济、迅
速、便捷的结核分枝杆菌快速检测新路径。
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与李耘［２］、胡付品［５］ 等的报道相似，但高于邹明祥［７］

等的报道。 但阴沟肠杆菌对亚胺培南和美罗培南的耐

药性均明显高于国内已有的一些报道［２，５，７］。 同样，该
院常见非发酵革兰阴性杆菌（铜绿假单胞菌和鲍曼不

动杆菌）对亚胺培南和美罗培南的敏感性亦低于国内

已有的一些报道［２，５，７］。 出现这种现象的原因可能与

下列因素相关：不同医院的用药习惯不同，导致细菌的

选择压力不同；使用的药敏检测方法不同，造成药敏结

果的不一致；菌株入选的标准不同，ＩＣＵ 与非 ＩＣＵ 来源

的菌株、门诊与住院患者来源的菌株、不同年龄组来源

的菌株、不同标本来源的菌株等在监测中所占比例不

同，最终导致的统计结果差异。 在 ２０１４ 年度，铜绿假

单胞菌对美罗培南的耐药率（４２􀆰 ５３％）超过了对亚胺

培南的耐药率（４０􀆰 ９８％），与 ２０１３ 年度正好相反，与李

耘［２］、胡付品［５］等的报道不一致。 鲍曼不动杆菌对多

种抗生素的耐药性持续保持高水平，仅有多粘菌素的

敏感性超过 ８０％，这与国内的一些报道相似［５－６］。 本

次分析的五种细菌对碳青霉烯类的耐药性都有不同程

度的提高，对其他的药物如三代头孢、喹诺酮类等的敏

感性有升有降，这可能与该院加强院感控制和抗生素

管理等措施有关。 对一些耐药率较高的抗生素，可以

暂停临床使用，启用药效相似的药物代替，并进一步监

测，观察其耐药性是否有下降。
总的来说，随着多重耐药菌乃至泛耐药细菌的逐

渐增多，对临床抗感染治疗提出了挑战。 随着细菌耐

药的发展，必须坚持进行耐药监测和分析，为临床合理

使用抗生素、提高治愈率提供科学依据。
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