
     图1 荧光PCR熔解曲线法基本原理
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1． 本说明书仅涉及培养样品。

2． 由于本试验只是筛选核酸序列而不是氨基酸序列，因此，有

   可能那些不引起氨基酸改变的突变（沉默突变）也会被判为

   突变型。

3． 如样品出现不均一耐药菌株，需要结合熔解曲线峰型具体判

   断突变比例。

4． 本试验仅检测结核分枝杆菌由rpsL基因43位密码子和88位密码

   子以及rrs基因513~517位点突变引起的耐药，由其他基因或基

   因区引起的突变以及其他链霉素耐药机制引起的耐药本试验不

   能检测。

5． 若不均一耐药菌株中耐药菌的比例偏低时（耐药菌占总菌含

   量的40%以下）， 可能会导致熔解峰与阳性对照一致，试验

   菌株判定为对链霉素敏感，造成假阴性结果。

6．本产品从方法学上不能区分具体突变位点，因此报告为突变

   的结果并不绝对表示耐药。同时，由于试剂盒检测位点未能

   覆盖所有链霉素耐药突变位点（检测区域对链霉素耐药检测

   的覆盖率为84.3%~88.9%）， 报告为未突变的结果并不绝对

   表示敏感。
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1.  本试剂盒可对rpsL基因43位密码子和88位密码子以及rrs基因

      513~517位点这些与链霉素耐药相关的基因进行突变检测。

   详见“预期用途”。
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2.  野生型检测限、突变型检测限均为1×10 菌/mL。 

3.  可以检出含40%及以上突变株比例的不均一耐药菌株。

4.  本产品熔解峰T 值的波动范围不超过±1℃。m

5.  本产品进行的临床试验共验证1056例固体培养基培养的样品，

   研究结果表明，与药敏试验结果相比较，本产品的临床灵敏

   度 （真阳性率） 为 88.76%， 临床特异性 （真阴性率）为

   95.77%。

6.  本产品进行的临床试验共验证217例液体培养基培养的样品，

   研究结果表明，与药敏试验结果相比较，本产品的临床灵敏

   度 （真阳性率） 为 90.77%， 临床特异性 （真阴性率）为

   97.37%。
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1． 本试剂盒仅用于体外诊断使用， 操作人员必须经过培训并具

   有一定的经验，试剂盒使用前请仔细阅读说明书全文。 

2． 请严格按照基因扩增检验实验室的管理规范进行试验操作：

   如 PCR 试验严格分区操作； 各区应有专用的手套、 移液器

   等，不得交叉使用， 避免污染；工作人员应遵循从一区到二

   区的单方向工作原则，各工作区相对隔离；进行 PCR试验的

   工作桌面和及相关物品应定期用1%次氯酸钠、  75%酒精、

   1mol/L 盐酸或紫外灯进行灭菌和消毒。 

3． 试验操作所需的消耗用品应一次性使用，使用前进行无菌处

   理。试剂盒中各试剂充分融化后请短暂离心。反应液分装时

   应尽量避免产生气泡。PCR 反应管经瞬时离心后，上机前应

   避免振摇，应注意检查各反应管是否盖紧，以免污染仪器。

4． 每次试验应设置阴阳性对照品。

5． PCR反应混合液应避光保存。

6． 尽量避免反复冻融，如果需要多次使用， 请在第一次融解后

   将制品按适当量分装后保存。

7．不同批号的试剂请勿混用，请在有效期内使用试剂盒。
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    本说明书中T 值是在特定Bio-Rad CFX96仪器上所得的常见m

值作为参考。当使用其它仪器时，T 值可能略有变动，以当次m

试验阳性对照（野生型）所得的T 值为准。m

    T 值以仪器自动判读所得为准，当仪器给出一个以上T 值时m m

，请参考阳性对照和阴性对照的峰型选择有效T 值。 当出现仪m

器无法自动给出T 值的情况时， 可通过调整基线或直接人工判m

读的方法获得T 值。m
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    通过比较所检测样品与阳性对照之间熔解曲线的熔点（Tm

值）的差异判断样品是否发生突变。当四个通道中样品的熔点

与阳性对照的熔点均一致（误差不超过1℃）时判定为野生型，

试验菌株对链霉素敏感；样品的熔点低于阳性对照2℃及以上时

（△T ≥2℃）判定为突变型，试验菌株对链霉素耐药。m

    关于杂合样品结果的判读：当四个通道中任一通道熔解曲 

线出现双峰或融合峰时即为杂合样品，分 3种情况：① 当样品

出现双峰时，即为杂合样品，如图2；②样品为一个融合峰，与

阳性对照的熔点一致，但峰型与阳性对照的峰型有较大差异，

在有可能出现突变峰的位置出现小峰或突起，即为杂合样品，

如图3；③样品为一个融合峰，为突变熔点，但在野生峰的位置

出现小峰或突起，即为杂合样品，如图4。杂合样品对链霉素耐

药，建议出现杂合样品时将样品重复检测，以确定样品耐药性。

    阴性对照在结果判读中的意义：阴性对照加入的是不含模

板的TB DNA提取液， 可以质控样品在提取和加样操作过程中

是否发生了空气中气溶胶的污染，若阴性对照出现熔解峰信号

，则提示操作环境中可能有核酸污染。其次，当模板浓度较低

时峰形比较低，可以作为低浓度模板判读时的依据。

    若被检测样品出现无熔解峰的情况，说明该样品无有效信

号。出现这种情况有几种可能的原因：1、样品中不含结核分枝

杆菌或结核分枝杆菌样品进行提取后加入反应体系的量低于本

产品的检测灵敏度；2、样品提取及加样实验操作失误。当以上

情况出现时，需要对相应样品进行重新提取并再次检测。若阳

性对照无熔解峰出现，在试剂准备和加样操作均正确的情况下

，则表明试剂盒失效。

    实验室环境污染、试剂污染、样品交叉污染会出现假阳性

结果；试剂运输、保存不当或试剂配制不准确会引起试剂检测

效能下降，出现假阴性或检测不准确的结果。

10000 rpm 离心15分钟，弃去上清液并在250 μL TB DNA 提取液

中重悬细菌。
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1：试剂准备——配液区

① 首先将所有的试剂从冰箱取出并平衡至室温。PCR 反应液

   配液标准为： 取n×19.6 μL STR PCR Mix A和n×0.4 μL 酶混

   合液加入到1.5 mL离心管中，振荡混匀数秒，3000 rpm离心

   数秒； 另取n×19.6 μL STR PCR Mix B和n×0.4  μL 酶混合液

   加入到另一1.5 mL离心管中，振荡混匀数秒，3000 rpm离心

      数秒。配好的PCR反应液必需贮存在-18℃并在4小时内使用。

② PCR反应液的分装。PCR反应液A/B分别以每管20 μL 分装于

   PCR薄壁反应管。

③ 将配制好的PCR反应管装入凹凸袋转移至提取间。 贮存在 

   -18℃直至样本提取处理完毕。

2：样品提取及加样——提取区

① 固体培养基上生长的结核分枝杆菌，用22 SWG 标准接种环

   收集细菌1环，并悬在250 μL TB DNA提取液中。液体培养基

   中生长的结核分枝杆菌取1mL，10000rpm离心15分钟，丢弃

     上清并在250 μLTB DNA提取液中重悬细菌。

② 封口膜封口, 99℃加热20分钟。14000 rpm离心10分钟，转移

   上清液到新的1.5 mL离心管。上清液即为PCR扩增模板。（

   模板可保存于-18℃,并于1个月内完成试验。注意不要反复冻

   融样品。）

③ 用微量加液器向每支PCR薄壁反应管中加入相应的提取样品

   或阴/阳性对照品5 μL。立即盖严管盖。

④ 将已加入模板的PCR薄壁反应管转移至PCR扩增区。

3：PCR扩增——扩增区

① 仪器的程序设定如下：

② 程序运行完毕，将PCR薄壁反应管（闭管）取出放入凹凸袋，

   将封口封严，按污染源处理。
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    阳性对照，即野生型在各体系及各通道中的T 值范围如下：m

    反应体系A中 FAM 通道57.0℃±1℃；TET 通道65.0℃±1℃。

    反应体系B中 FAM 通道63.5℃±1℃。

体系 本试剂盒反应体系设为25 μL

PCR反应

  程序

阶段 条件 循环数

UNG处理 50℃ 2分钟 1

195℃ 10分钟预变性

Touchdown

循环程序

95℃ 10秒

1070℃  20秒(每个循环下降1℃)

75℃ 20秒

 熔解分析   
   程序

95℃ 2 分钟

40℃ 2分钟

140℃~80℃,设置在此阶段

每0.5℃采集FAM和TET通道

荧光信号  

PCR循环

  程序

95℃ 10秒

3060℃ 20秒

75℃ 20秒
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