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海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌二重 PCR 
检测方法的建立及应用 *

武迪，陈世玖，王成，龙航，杨军，刘珑玲

[ 遵义医学院第五附属（珠海）医院 整形手外科，广东 珠海 519100]

摘要 ：目的    建立一种能同步检测鉴定海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌的二重 PCR 方法，为手部及皮肤软

组织感染海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌早期诊断、早期治疗服务。方法  通过 GeneBank 数据库和文献查找海

分枝杆菌和溃疡分枝杆菌的特有基因序列，设计 2 对能扩增海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌特有序列的引物，建

立能同步检测鉴定海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌的二重 PCR，特异性及敏感性。并初步应用该二重 PCR 检测

鉴定 19 份临床考虑上肢感染 NTM 的标本。结果  本研究成功地建立能同步检测鉴定海分枝杆菌和溃疡分

枝杆菌的二重 PCR，扩增产物的长度海分枝杆菌为 429 bp，溃疡分枝杆菌为 240 bp，检测其他非结核分枝杆

菌时未出现阳性条带，敏感性试验最低可检测出 0.508 pg/μl 海分枝杆菌，44.8 fg/μl 溃疡分枝杆菌。检测鉴

定 19 份临床标本，42.1%（8 份）为海分枝杆菌感染，15.8%（3 份）为溃疡分枝杆菌感染，42.1%（8 份）未检

出病原菌。结论  本研究建立的二重 PCR 可早期、快速地诊断手部及皮肤软组织感染海分枝杆菌和溃疡分

枝杆菌，为临床制定最佳治疗方案提供一定依据。
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Establishment and application of a duplex PCR method for 
detection of Mycobacterium marinum and 

Mycobacterium ulcerans*

Di Wu, Shi-jiu Chen, Cheng Wang, Hang Long, Jun Yang, Long-ling Liu
[Department of Plastic and Hand Surgery, the Fifth Affiliated (Zhuhai) Hospital of Zunyi Medical 

College, Zhuhai, Guangdong 519100, China]

Abstract: Objective  To establish a duplex PCR method that can synchronously detect and identify 
Mycobacterium marinum and Mycobacterium ulcerans in order to detect and treat soft tissue infections of the arms 
and skin from these mycobacteria at an early stage.  Methods  The specific gene sequences for Mycobacterium 
marinum and Mycobaterium ulcerans were searched from the GeneBank and the available literature, and NCBI/
Primer-BLAST software and MFEPrimer-2.0 software were utilized to design two pairs of primers that could amplify 
the specific gene sequences of Mycobacterium marinum and Mycobacterium ulcerans. A duplex PCR was to be 
established to synchronously detect and identify Mycobacterium marinum and Mycobacterium ulcerans, and its 
optimal annealing temperature, specificity and sensitivity were explored. Then this duplex PCR was preliminarily 
applied to identify 19 specimens of clinically-considered non-tuberculosis mycobacteria infections (NTM) of the 
upper limbs.  Results  This study successfully established a duplex PCR that can synchronously detect and identify 
Mycobacterium marinum and Mycobacterium ulcerans. The length of amplified product of Mycobacterium marinum 
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was 429 bp and that of Mycobacterium ulcerans was 240 bp at an optimal annealing temperature of 62.7℃ . Positive 
bands did not appear when other NTM were detected. The lowest detectable level was 0.508 pg/μl for Mycobacterium 
marinum, and 44.8 fg/μl for Mycobacterium ulcerans. In the 19 clinical specimens, Mycobacterium marinum infection 
was detected and identified in 8 (42.1%), Mycobacterium ulcerans in 3 (15.8%) and pathogenic bacteria were not 
detected in 8 (42.1%).  Conclusions  The duplex PCR established in this study can quickly diagnose Mycobacterium 
marinum and Mycobacterium ulcerans infections of the soft tissue of the arms and skin at an early stage, providing a 
basis for clinical formulation of the optimal treatment plan.

Keywords:  duplex PCR; Mycobacterium marinum; Mycobacterium ulcerans; synchronous detection; hand; 
soft tissue of skin

海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌是常见的引起手部

及皮肤软组织感染的非结核分枝杆菌（nontuberculous 

mycobacteria，NTM）[1-3]。根据伯杰系统细菌学手册及

Runyon 分类法，海分枝杆菌属Ⅰ组缓慢生长型光产色

菌，溃疡分枝杆菌属Ⅲ组缓慢生长型不产色菌 [4]。海

分枝杆菌和溃疡分枝杆菌普遍存在水环境中及动物

体上，主要通过伤口侵入人体引起病变 [5-7]，所致疾病

其治疗有所不同 [7-8]，故准确诊断鉴定海分枝杆菌和溃

疡分枝杆菌感染很有意义。然而海分枝杆菌和溃疡分

枝杆菌感染临床表现基本相似，通过临床表现不能诊

断及鉴别海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌感染，传统的检

测方法耗时且难于鉴别。因此，本研究建立二重 PCR

方法同步检测鉴定海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌，为早

期诊断、早期治疗手部及皮肤软组织感染海分枝杆菌

和溃疡分枝杆菌提供一定依据，并初步应用该方法检

测鉴定 2014 年 1 月 -2015 年 12 月遵义医学院第五

附属（珠海）医院收集的 19 份临床上考虑上肢感染

NTM 的标本。

1    资料与方法

1.1    资料

1.1.1     标准菌  海 分 枝 杆 菌（ATCC927） 购 自 美 国

ATCC 公司，鸟分枝杆菌（ATCC25291）、胞内分枝杆

菌（ATCC13950）、堪萨斯分枝杆菌（ATCC12478）、偶

然分枝杆菌（ATCC6841）、龟分枝杆菌（ATCC35752）、

溃疡分枝杆菌（ATCC19423）均购自美国 MicroBioLogics 

公司。

1.1.2      纳入标准  临床考虑上肢感染 NTM 的患者 ：

①患者均来自沿海地区，与海洋生物有密切接触史 ；

②临床表现 ：上肢出现丘疹、皮下肉芽肿伴或不伴有

溃疡、滑膜炎、腱鞘炎、关节炎、骨破坏 ；③病理检

查示慢性肉芽肿性炎症，可有干酪样坏死或抗酸染色

找到抗酸杆菌 ；④患者无低热、盗汗、乏力等结核临

床表现，相关辅助检查提示无肺结核 ；⑤常规抗感染

治疗无效。

1.1.3      一般资料  本研究共纳入患者 19 例，其中，

男 性 8 例， 女 性 11 例 ；年 龄 29 ～ 62 岁。 渔 民 11

例，海产品养殖者 3 例，海产品销售员 4 例，其他 1

例。均有海洋生物刺伤史，病程 4 周～ 2 年。手术切

取病灶组织分为 2 份，一份送病理检查，另一份保存

于 -20℃作为本研究的待测标本，病检结果示病灶组

织病理改变均符合 NTM 感染。所有患者经抗 NTM 治

疗有效。

1.1.4       仪器和试剂  T100TM Thermal Cycler （BioRad 

PCR 仪）购自深圳市宇德立生物科技有限公司，Gel 

Doc XR+ 凝胶成像分析系统购自北京赛百奥科技有限

公司，THERMO Multiskan GO 全波长酶标仪购自北京

平利洋公司，Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒

购自生工生物工程（上海）有限公司，EmeraldAmp 

PCR Master Mix 购自大连宝生物工程有限公司，DL600 

DNA Marker 购自上海生工生物工程有限公司。

1.2    方法

1.2.1       引 物 的 设 计    通 过 参 考 文 献 [9-10] 及

GeneBank 查 找 海 分 枝 杆 菌 和 溃 疡 分 枝 杆 菌 的 特

有 基 因 序 列， 采 用 NCBI/Primer-BLAST 软 件 [11] 及

MFEprimer-2.0 软件 [12] 设计 2 对特异性引物。引物由

上海生工生物工程有限公司合成，引物序列见表 1。

1.2.2      临床标本及标准菌株 DNA 提取  采用 Ezup

柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒提取临床标本及标

准菌 DNA。取菌液或组织匀浆液 1 ml 于 1.5 ml EP 管

中，室温离心，8 000 r/min，离心 1 min，弃上清，收

集菌体，加入 180 ml 溶菌酶（20 mg/ml）混匀，37℃

电热恒温水浴箱水浴 40 min，加入 20 ml Proteinase 

K 溶液混匀，56℃电热恒温水浴箱水浴 30 min，加入

200 ml Buffer BD，充分颠倒混匀，加入 200 ml 无水乙

醇，充分颠倒混匀，将吸附柱放入收集管中，将溶液
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和半透明纤维悬浮物全部加入吸附柱中，静置 2 min，

室温离心后，倒掉收集管中的废液，将吸附柱放入收

集管中，加入 500 ml PW Solution，室温离心，倒掉收

集管中的废液，将吸附柱放入收集管中，加入 500 ml 

Wash Solution，室温离心后，倒掉收集管中的废液，将

吸附柱放入收集管中，室温离心后，打开吸附柱盖子，

室温彻底晾干 Wash Solution，取出吸附柱放入 1 个新

的 1.5 ml EP 管中，加入 CE Buffer 50 ～ 100 ml，室温

离心后收集 DNA 溶液，-20℃保存备用。

1.2.3      PCR 扩 增 目 的 片 段  PCR 反 应 体 系 的 组

成 ：引物 1.0 ml（终浓度为 0.4 mmol/L），模板 DNA 

1.0 ml，Emerald Amp PCR Master Mix 10.0 ml， 加 入

ddH2O 至总体积为 25 ml。PCR 反应条件 ：95℃预变

性 480 s，95℃变性 30 s，67.0 ～ 60.0 退火 20 s，72℃

延伸 60 s，共 30 个循环，72℃继续延伸 60 s。反应结

束后于 4℃保存。本研究设计的 2 对引物其 Tm 值在

59.0 ～ 60.0℃，平均 Tm 值为 60.0℃。故预设退火温

度在 67.0 ～ 60.0℃，观察退火温度对 PCR 结果的影响，

确定最佳退火温度，并以最佳退火温度进行下一步

实验。PCR 扩增产物经 3% 琼脂糖凝胶电泳后于 Gel 

Doc XR+ 凝胶成像分析系统进行分析，判读结果。

1.2.4      标准菌单一 PCR 扩增测序  用通用引物（正

向引物 ：5'-ATAAGCCTGGGAAACTGGGT-3'，反向引

物 ：5'-CACGCTCACAGTTAAGCCGT-3'）分别对本实

验所用到的海、鸟、胞内、堪萨斯、偶然、龟、溃疡

分枝杆菌的标准菌 DNA 进行 PCR 扩增，电泳观察是

否出现相应的目标条带，并对标准菌 PCR 扩增后的产

物进行 DNA 测序，测序结果与 GeneBank 数据库相应

标准菌基因序列进行比对分析，评估本研究所用的标

准菌是否符合标准菌的要求。

1.2.5      验证引物特异性  用海分枝杆菌引物分别与

海、鸟、胞内、堪萨斯、偶然、龟、溃疡分枝杆菌（标

准菌）DNA 模板进行 PCR 扩增，电泳观察是否只有

海分枝杆菌 DNA 模板反应管出现 429 bp 的目标条带，

验证海分枝杆菌引物的特异性，用同样的方法可验证

溃疡分枝杆菌引物的特异性。

1.2.6      二重 PCR 的建立  海分枝杆菌引物与海分

枝杆菌模板 DNA 进行 PCR 扩增，溃疡分枝杆菌引物

与溃疡分枝杆菌模板 DNA 进行 PCR 扩增，建立单一

PCR ；海分枝杆菌、溃疡分枝杆菌引物与海分枝杆菌、

溃疡分枝杆菌模板 DNA 于同一反应管内进行 PCR 扩

增，建立二重 PCR。

1.2.7      二重 PCR 的检测  ①特异性 ：二重 PCR 分

别 检 测 海、 鸟、 胞 内、 堪 萨 斯、 偶 然、 龟、 溃 疡

分枝杆菌及海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌的混合样

品，电泳观察是否出现目的条带。②准确性 ：二重

PCR 分别检测海及溃疡分枝杆菌，电泳观察是否出

现相应的特异性条带。③敏感性 ：二重 PCR 敏感性

是指二重 PCR 能检测到的最低细菌 DNA 浓度。先

用 THERMO Multiskan GO 全波长酶标仪检测已提取

的海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌标准细菌 DNA 原液

中 DNA 的浓度，将海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌标准

细菌 DNA 原液用超净水以 10 倍系列（1×10-1、1× 

10-2、1×10-3、1×10-4、1×10-5、1×10-6、1×10-7、1× 

10-8 和 1×10-9）稀释后，分别取 1ml 进行 PCR 电泳后

观察各目标条带的清晰程度，初步确定该多重 PCR 的

敏感性。

1.2.8      二重 PCR 检测临床标本  二重 PCR 检测 19

份临床标本，以 DL600 DNA Marker 作对照，根据临床

标本产生的目标条带与 DL600 DNA Marker 对应关系，

鉴定临床标本病原菌，并对结果进行分析。

2    结果

2.1    标准菌单一 PCR 扩增测序结果

用通用引物扩增 7 种分枝杆菌 DNA，分别获得

的目标条带。单一 PCR 扩增标准菌 DNA 测序结果与

GeneBank 中相应菌种 DNA 进行比对。单一 PCR 扩增

标准菌 DNA 序列与 GenBank 数据库中相应菌种 DNA

序列同源性 >99%，说明本研究所用的标准菌符合标

准菌的要求。海分枝杆菌标准菌通用引物 PCR 扩增

表１    二重 PCR 引物序列

名称 目标片段 GenBank 号 引物序列 Tm/℃ 长度 /bp

海分枝杆菌 mel2 AY623664.1
正向：5'-GTATCAGGACTACTTCTCCGCT-3' 59.0

429
反向：5'-GTGGTGCCGACATCGTATTG-3' 60.0

溃疡分枝杆菌 IS2404 AF003002.1
正向：5'-TATTGCCTGTGTCGTCGGTT-3' 59.5

240
反向：5'-GCCAACACATCATCGGAAGC-3' 60.0

武迪，等 ：海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌二重 PCR 检测方法的建立及应用
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双向测序图及拼接后序列用 BLAST 与 GenBanK 数据

库中的 AF057476.1 比对，其一致性为 100%。鸟分枝

杆菌标准菌通用引物 PCR 扩增双向测序图及拼接后

序列用 BLAST 与 GenBanK 数据库中的 AF057457.1 进

行比对，其一致性为 99%。堪萨斯分枝杆菌标准菌通

用引物 PCR 扩增双向测序图及拼接后序列用 BLAST

与 GenBanK 数据库中的 AF057473.2 进行比对，其一

致性为 100%。偶发分枝杆菌标准菌通用引物 PCR 扩

增双向测序图及拼接后序列用 BLAST 与 GenBanK 数

据库中的 AF057464.1 进行比对，其一致性为 100%。

龟分枝杆菌标准菌通用引物 PCR 扩增双向测序图

及 拼 接 后 序 列 用 BLAST 与 GenBanK 数 据 库 中 的

AF057460.1 进行比对，其一致性为 99%。胞内分枝杆

菌标准菌通用引物 PCR 扩增双向测序图及拼接后序

列见图 7。溃疡分枝杆菌标准菌通用引物 PCR 扩增双

向测序图及拼接后序列用 BLAST 与 GenBanK 数据库

中的 AF057491.1 进行比对，其一致性为 100%。经扩

增后测序并对比，该研究所用海、鸟、堪萨斯、偶发、

龟、胞内、溃疡分枝杆菌的标准菌均符合研究要求。

2.2    引物特异性检测结果

海分枝杆菌的引物与海分枝杆菌模板 DNA 结合

出现 429 bp 的目标条带，与其他分枝杆菌模板 DNA

无条带出现（见图 1 和表 2）。溃疡分枝杆菌的引物

与溃疡分枝杆菌模板 DNA 结合出现 240 bp 的目标条

带，与其他分枝杆菌模板 DNA 无条带（见图 2 和表 2）。

表明海、溃疡分枝杆菌引物是特异的。

2.3    二重 PCR 的成功建立

海分枝杆菌引物与海分枝杆菌模板 DNA 进行

PCR 扩增出现 429 bp 的目标条带，溃疡分枝杆菌引物

与溃疡分枝杆菌模板 DNA 进行 PCR 扩增出现 240 bp

的目标条带，单一 PCR 成功建立（见图 3）。海分枝

杆菌、溃疡分枝杆菌引物与海分枝杆菌、溃疡分枝杆

菌模板 DNA 于同一反应管内进行 PCR 扩增出现 429

和 240 bp 的目标条带（见图 3）。表明二重 PCR 成功

建立。

2.4    探索二重 PCR 的最佳退火温度

二 重 PCR 其 他 反 应 条 件 不 变， 退 火 温 度 从

67.0 ～ 60.0℃，各目标条带在 62.7℃都出现且较清晰

（见图 4）。所以二重 PCR 的最佳退火温度为 62.7℃。

2.5    二重 PCR 敏感性

海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌标准细菌 DNA 原液

中所含 DNA 的量 ：海分枝杆菌 1.27 ng/μl、溃疡分枝

杆菌 11.2 ng/μl，将各标准细菌 DNA 原液用无菌超净

水以 10 倍系列（1×10-1、1×10-2、1×10-3、1×10-4、

1×10-5、1×10-6、1×10-7、1×10-8 和 1×10-9） 稀 释

后，分别取 1μl 进行 PCR 电泳确定其敏感性（见图

5）。该多重 PCR 最低可检测出 0.508 pg/μl 海分枝杆

菌 DNA，44.8 fg/μl 溃疡分枝杆菌 DNA。

2.6    二重 PCR 检测临床标本

二重 PCR 检测 19 份临床标本，11 份出现目标条

带，检出率为 58%，海分枝杆菌占 42.1%（8 例），溃疡

分枝杆菌占 15.8%（3 例），其中以海分枝杆菌感染最

多见（见图 6、7）。二重 PCR 从获取临床标本到检测

鉴定海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌经测算需 6 ～ 7 h。
M         1         2       3       4        5        6        7

429 bp

M：Marker；1：海分支杆菌；2：鸟分支杆菌；3：胞内分支

杆菌；4：堪萨斯分支杆菌；5：偶然分支杆菌；6：龟分支杆菌；7：

溃疡分枝杆菌

图 1    海分枝杆菌引物特异性

M       1        2       3        4        5       6        7

240 bp

M：Marker；1：海分支杆菌；2：鸟分支杆菌；3：胞内分支

杆菌；4：堪萨斯分支杆菌；5：偶然分支杆菌；6：龟分支杆菌；7：

溃疡分枝杆菌

图 2    溃疡分枝杆菌引物特异性

表 2    标准菌 DNA 模板与引物进行 PCR 产生 

目标条带的情况

标准菌 海分枝杆菌引物 溃疡分枝杆菌引物

海分枝杆菌 + -

鸟分枝杆菌 - -

胞内分枝杆菌 - -

堪萨斯分枝杆菌 - -

偶然分枝杆菌 - -

龟分枝杆菌 - -

溃疡分枝杆菌 - +
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M：Marker；11 ～ 19：为 11 ～ 19 号临床标本

图 7    二重 PCR 检测临床标本

429 bp

240 bp

M                      1                       2                      3

M：Marker，1：海分枝杆菌单一 PCR；2：溃疡分枝杆菌单一

PCR；3：海、溃疡分枝杆菌二重 PCR。

图 3    二重 PCR 的建立

M        1        2        3       4         5       6         7        8

429 bp

240 bp

M：Marker，1：60.0℃；2：60.5℃；3：61.4℃；4：62.7℃；5：

64.3℃；6：65.6℃；7：66.5℃；8：67.0℃

图 4    二重 PCR 的退火温度

M：Marker；1 ～ 10：为 1 ～ 10 号临床标本

图 6    二重 PCR 检测临床标本

429 bp

240 bp

M    1      2      3      4     5      6        7      8      9    10

429 bp

240 bp

M     11    12      13     14    15    16      17      18     19

429 bp

240 bp

M    1      2      3      4     5      6        7      8      9    10

M：Marker，1：原液，2：1×10-1；3：1×10-2；4：1×10-3；5：

1×10-4；6：1×10-5；7：1×10-6；8：1×10-7；9：1×10-8；10：

1×10-9

图 5    二重 PCR 的敏感性

3    讨论

NTM 属分枝杆菌属，为一群细菌的总称，广泛存

在于水、土壤和灰尘等自然环境中，大部分为腐物寄

生菌，仅少部分对人体致病，既往被认为是条件致病

菌。不同的 NTM 可引起不同的组织器官病变，海分

枝杆菌主要引起皮肤软组织及手部感染 [13-14]，溃疡分

枝杆菌主要引起皮肤软组织 [14]，这 2 种分枝杆菌引起

的皮肤软组织感染其临床表现、病理检查相似，且作

为检测鉴定分枝杆菌金标准的 16SrRNA 区域的基因

也相同 [15]。因此，鉴别海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌存

在困难。本研究以海分枝杆菌 mel2 基因序列及溃疡

分枝杆菌 IS2404 基因序列作为靶序列建立二重 PCR

同步检测鉴定海分枝杆菌和溃疡分杆菌，为临床早期

诊断、早期治疗海分枝杆菌和溃疡分杆菌感染提供一

定依据显得很有价值。

二重 PCR 是指在同一反应管里加入两对引物同

时扩增一个模板 DNA 的两个区域或两个模板 DNA 的

聚合酶链反应。PCR 引物设计影响着 PCR 扩增的特

异性及有效性，本研究采用 NCBI/Primer-BLAST 软件

设计能扩增海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌靶序列的引

物，并用 MFEprimer-2.0 软件评估引物自身及引物间

的互补性，避免引物形成发夹结构或引物二聚体影响

引物扩增的效率致二重 PCR 建立失败。

二重 PCR 的敏感性揭示二重 PCR 能检测的最

低目标模板 DNA 的量，当检测的样品中所含的目标

DNA 量低于二重 PCR 能检测的最低目标 DNA 量时，

二重 PCR 不会出现目标条带，得到假阴性结果。二重

PCR 的敏感性越高，能检测的目标 DNA 量越低，其假

阴性结果越少。本研究建立的二重 PCR 最低可检测

出最低可检测出 0.508 pg/μl 的海分枝杆菌，44.8 fg/

μl 的溃疡分枝杆菌，敏感性较高。

二重 PCR 检测 19 份考虑上肢感染 NTM 的临床

标本，11 份临床标本出现阳性条带，检出率为 57.9%，

8 份临床标本未检出病原菌，其原因 ：①收集标本时

未取到病原菌所在区域 ；②标本中病原菌较少，所提

取的 DNA 含量低于该二重 PCR 所能检测的最低 DNA

量，出现了假阴性结果 ；③收集的标本为其他 NTM

病原菌感染，本研究建立的二重 PCR 仅能检测鉴定海

分枝杆菌和溃疡分枝杆菌感染，故该二重 PCR 方法检

测阴性的标本不排除其他 NTM 感染的可能。42.1%（8

份）临床标本被鉴定为海分枝杆菌感染，其可能的原

因为本研究选取的临床标本均来自与海洋微生物有密

武迪，等 ：海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌二重 PCR 检测方法的建立及应用
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切接触史的患者，且为临床上考虑上肢感染 NTM 的

标本。
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