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联合应用实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物扩增法

在结核性脑膜炎诊断中的意义

赵　卫

（广东省中山市沙溪隆都医院，广东中山５２８４７１）

　　摘　要：目的　分析联合应用实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物扩增法在结核性脑膜炎诊断中的意义。方法　取该院于

２００７年４月至２０１１年４月收治的经临床确诊的结核性脑膜炎患者７６例，随机分为观察组与对照组各３８例。对照组患者使用涂

片法进行结核分枝杆菌的检查，观察组联合使用实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物扩增法，比较两者检测结果的真阳性率情况。

结果　观察组阳性检出率为９７．３７％（３７／３８），对照组阳性检出率为５７．８９％（２２／３８），两组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结

论　联合应用实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物扩增法可以快速准确检测出早期结核性脑膜炎患者，改善其预后，值得推广使用。
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　　结核性脑膜炎是临床严重脑部疾病，常伴随着身体其他部

位的结核原发灶［１］。该病于潜伏期内并不表现出明显的临床

症状，一般检查难以发现，后期进展迅速，可以导致严重后遗症

甚至死亡［２］。因此，结核性脑膜炎的治疗原则为早期诊断早期

治疗，避免出现不可逆性损害。以往检测结核分枝杆菌的主要

方式为涂片法和结核杆菌培养法，但因其检测周期较长，敏感

性及特异性不高，故对于结核性脑膜炎的临床价值有限。目前

最新的检测脑脊液结核分枝杆菌的方法为实时荧光定量ＰＣＲ

和噬菌体生物扩增法，这两种方法以高效准确著称［３］。本文主

要分析联合应用实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物扩增法在结

核性脑膜炎诊断中的意义，具体报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　取本院２００７年４月至２０１１年４月收治的经

临床确诊的结核性脑膜炎患者７６例，随机分为观察组与对照

组各３８例。观察组患者中男性２１例，女性１７例，年龄２～５８

岁，平均（２８．３±７．２）岁，其中合并血行播散型肺结核１６例、浸

润型肺结核１４例、骨结核８例；对照组患者中男性２０例，女性

１８例，年龄３～６１岁，平均（２６．９±６．４）岁，其中合并血行播散

型肺结核１３例、浸润型肺结核１９例、骨结核６例。

１．２　方法

１．２．１　对照组　对照组患者使用涂片法进行结核分枝杆菌的

检查，分析其检测真阳性情况。

１．２．２　观察组　利多卡因局部浸润麻醉后对观察组患者进行

腰椎穿刺术，取脑脊液２．５ｍＬ后即可送检。对送检标本检测

时联合使用实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物扩增法。实时荧

光定量ＰＣＲ法：取患者脑脊液１ｍＬ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

吸净上清后加入无菌生理盐水洗涤，再次离心后取沉淀，加入

ＤＮＡ提取液４０μＬ放置于３７℃恒温孵箱２０ｍｉｎ后取出放入

４℃冰箱，降至室温后取出备用。吸取样本的上清液２μＬ，离

心５ｓ，８０００ｒ／ｓ，置于ＰＥ５７００型ＰＣＲ仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）

中按设定程序扩增分析。扩增条件为首先在９３℃下预变性２

ｍｉｎ，然后按９３℃４５ｓ，５５℃２ｍｉｎ，作４０个循环。结核分枝

杆菌ＤＮＡ（ＴＢＤＮＡ）结果由电脑自动分析计算，用拷贝／毫升

表示，并绘制标准曲线［４］。噬菌体生物扩增法：标本在使用前

用硫酸缓冲液离心１０ｍｉｎ后去除上清，吸取下层沉淀１ｍＬ置

于３７℃孵育２４ｈ左右备用。取制备好的样本１ｍＬ加入反应

管中，同时加入杀毒剂溶液，室温下放置５ｍｉｎ，加入营养液以

及敏感细胞溶液，倒入培养板中，加５ｍＬ液态琼脂，３７℃孵育

２４ｈ后查看结果。结果判断：若大小、数量不等的噬菌斑相互

融合，并表现为透明状，则为阳性；若指示细胞在培养基生长过

程中，无噬菌斑出现，则为阴性。

１．３　检查真阳性率　分析观察组与对照组患者经过检测后的

阳性率情况，比较两组差异。

１．４　统计学处理　使用统计学软件ＳＰＳＳ１８．０对所得数据进

行统计学分析，计量资料用狓±狊表示，采用狋检验，计数资料

采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　一般情况　观察组与对照组患者的一般情况如性别、年

龄、伴随疾病等无统计学差异（犘＞０．０５），具有可比性，见表１。

２．２　检测真阳性率　观察组患者的检测真阳性率为９７．３７％

·４７５２· 国际检验医学杂志２０１２年１１月第３３卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２１



（３７／３８）高于对照组的５７．８９％（２２／３８），两者比较差异有统计 学意义（犘＜０．０５）。

表１　　观察组与对照组的一般情况比较

组别 狀 性别（男／女，狀／狀） 年龄（岁）
伴随疾病［狀（％）］

血行播散型肺结核 浸润型肺结核 骨结核

观察组 ３８ ２１／１７ ２８．３±７．２ １６（４２．１１） １４（３６．８４） ８（２１．０５）

对照组 ３８ ２０／１８ ２６．９±６．４ １３（３４．２１） １９（５０．００） ６（１５．７９）

犘值 ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

３　讨　　论

结核性脑膜炎多发于３岁以下的小儿，且在结核菌感染后

的１年内发病，若不及时发现与治疗，可导致严重的后遗症甚

至死亡，给患者家庭及社会带来巨大的损失。结核性脑膜炎患

者一般临床症状明显［５］，但是也存在一部分患者症状不典型。

以往的结核性脑膜炎诊断主要方法为涂片抗酸染色镜检法及

结核菌培养法，涂片法敏感性及特异性均较差，结核菌培养法

敏感性低，诊断周期长，许多患者在送检期就出现了疾病的不

可逆性进展［６］，损害脑组织功能，故此两种方法均不符合结核

性脑膜炎早期诊断，早期治疗的要求。

随着科技的发展，更多更优质的检测方法不断出现，为结

核性脑膜炎的早期确诊提供了可能，实时荧光定量ＰＣＲ和噬

菌体生物扩增法就是目前较新的快速确诊方式［７］。实时荧光

定量ＰＣＲ将寡核苷酸探针用荧光标记，与产物杂交后可以提

高其检测的特异性，其灵敏度可达到５～１００ｆｇ。另外，该技术

在封闭状态下进行，避免了因扩增产物污染而导致的假阳

性［８］。噬菌体生物扩增法是于１９９７年新建立的快速检测结核

分枝杆菌的全新技术，噬菌体感染具有活性的结核分枝杆菌

后，在其内部大量增殖，并裂解菌体释放出子代噬菌体，之后又

重新感染新加入的细胞后使之裂解，此时可在琼脂培养板上看

到透亮的噬菌斑。噬菌斑的出现情况及出现的个数可用来判

断具有活性的结核分枝杆菌的存在情况［９］。

本文主要分析联合应用实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物

扩增法在结核性脑膜炎诊断中的意义，在对７６例肺结核患者

的检测中，实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物扩增法观察组阳

性检出率为９７．３７％（３７／３８），涂片法对照组阳性检出率为

５７．８９％（２５／３８），二者差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。可见

联合应用实时荧光定量ＰＣＲ和噬菌体生物扩增法诊断疑似结

核性脑膜炎患者，具有较高的灵敏度及较强特异性，能够快速、

简便地进行检测，且真阳性率较高，有助于患者的早期治疗，避

免出现后遗症。而且该方法只需进行标准的微生物学操作，无

需昂贵的自动化仪器，值得在临床广泛推广应用。
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ＬＰＳ水平的升高与肝功能障碍密切相关，且反映肝硬化损害的

程度，联合检测肝硬化患者血浆中ＮＯ、ＥＴ１和ＬＰＳ含量的变

化，对观察病情，指导治疗，改善预后均具有十分重要的临床

价值。
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