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·检验技术与方法·

ＰＣＲ技术检测体液中结核分枝杆菌的结果分析

胡　静△，袁文清

（周口市中心医院检验科，河南周口４６６０００）

　　摘　要：目的　应用荧光定量ＰＣＲ技术检测体液中的结核分枝杆菌并对其结果进行讨论分析。方法　荧光定量ＰＣＲ技术

以其灵敏、快速、特异性高广泛应用于临床医学中。它可检测出１ｐｇ至１００ｆｇ的ＤＮＡ，相当于１０～１００个结核杆菌从而明显提

高了结核病的诊断率。但它较高的假阳性率也给临床鉴别诊断带来了一定影响。结果　笔者对２８２份临床标本的结果进行了回

顾性分析，有些标本的ＰＣＲ检测结果会出现阳性和假阳性。假阳性率为１１．１％，不同种类标本中的假阳性率还存在有一定的差

异。结论　由于目前没有能快速诊断结核病的检测方法，使用实时荧光定量检测结核患者血清中的ＤＮＡ，如果再能与其他方法

有机结合，可以提高诊断结核的敏感度。

关键词：聚合酶链反应；　结核分枝杆菌；　诊断，鉴别

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０５．０３２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０５０５８８０２

　　结核病是由结核分枝杆菌侵入人体后引起的一种慢性传

染性疾病，并具有较强的传染性。２０世纪８０年代结核病疫情

明显下降，近年来随着人们对结核病的认识也由恐惧转向淡

漠，结核病全球又有上升与蔓延趋势，对社会已构成严重的健

康威胁［１］。以往对结核病实验室诊断采用的是细菌学涂片、培

养、药敏和菌型鉴定方法［２］。分子生物学检测技术也就是荧光

定量ＰＣＲ技术的临床应用对结核分枝杆菌检测的阳性率由原

来的３０％～５０％提高到７０％～９０％，为临床诊断、治疗、疗效

评估提供了更多的参考依据。荧光定量ＰＣＲ技术虽然有着灵

敏度高、特异性强、快速等优势，但是，此检测方法对实验环境

和操作技术都有很高标准的要求，在实际工作中常出现检测结

果的假阳性和假阴性，笔者对２８２例标本的检测结果进行比较

分析，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２８２份标本取自住院和门诊患者。其中，痰

１５６份，胸水２７份，纤维支气管镜刷取物５９份，血２７份，尿８

份，腹水２份，皮肤活检物２份，心包积液１份。结核组合非结

核组的诊断根据临床表现、Ｘ线、抗酸染色、纤维支气管镜检、

组织病理检查及抗结核治疗效果观察等综合确诊。

１．２　仪器与试剂　中山达安生物工程公司生产的达安

７６００ＰＣＲ扩增仪，试剂为达安生产的原装试剂，抗酸染液为贝

索的染色液。

１．３　方法　ＰＣＲ采用荧光定量ＰＣＲ技术，常规方法将标本

涂片抗酸染色镜检。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行数据分

析，组与组之间的比较采用χ
２ 检验，显著性检验水准为α＝

０．０５。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ检测和痰涂片阳性结果　见表１，在结核组中，ＰＣＲ

阳性检出率为７４．４２％，而涂片仅为８．１４％，两组阳性率差异

有统计学意义（犘＜０．００５），而非结核组中ＰＣＲ的假阳性检出

率为１１．０６％，涂片组为０．００％，两组间也存在显著（犘＜

０．００５）。

２．２　ＰＣＲ在各类标本中的阳性和假阳性　见表２，由于各种

标本数量不一，仅对痰、支气管镜刷取物和血标本组间假阳性

率做统计分析，痰、纤刷物二种标本与血标本间假阳性率均存

在显著差异（犘＜０．０１）。

表１　　ＰＣＲ检测和痰涂片阳性结果

分组 狀 ＰＣＲ阳性［狀（％）］ 涂片阳性［狀（％）］

结核组 ８６ ６４（７４．４２） ７（８．１４）

非结核组 ２０８ ２３（１１．０６） ０（０．００）

表２　　不同标本ＰＣＲ检测阳性和假阳性

标本 狀 ＰＣＲ阳性／结核组（％）ＰＣＲ阳性／非结核组（％）

痰 １５６ ３６／５１（７０．５９） １５／１０５（１４．２９）

胸水 ２７ ４／４（１００．００） ２／２３（８．７０）

纤刷物 ５９ ８／１２（６６．６７） ６／４７（１２．７７）

血 ２７ ９／１０（９０．００） ０／１７（０．００）

尿 ８ ４／４（１００．００） ０／４（０．００）

腹水 ２ ２／２（１００．００） ０／０（０．００）

皮检物 ２ １／２（５０．００） ０／０（０．００）

心包积液 １ ０／１（０．００） ０／０（０．００）

　　：和血液标本比较，犘＜０．０１。

３　讨　　论

ＰＣＲ技术因具有高度灵敏度和特异性在临床的病原体检

测中已广泛运用。文献报道ＰＣＲ可检测出１０～１００个结核杆

菌。本实验中，ＰＣＲ阳性率达７４．４％，而相应的涂片抗酸染色

检出率仅为８．１％。因此ＰＣＲ在结核分支杆菌检测中不失为

一种灵敏、快速和简便的方法［３］。但ＰＣＲ在检测中出现的假

阳性也是一直困扰临床应用的一个问题，结核分支杆菌的假阳

性结果对肺结核和肺癌的鉴别诊断增加了难度。一般假阳性

来自于试剂污染、实验室污染、采样污染、扩增结果判断错误及

引物本身的设计缺陷等方面。实验中，前三种污染情况较易识

别和排除。本科室曾因试剂原因出现过假阳性问题，但这种情

况往往是所有标本均为阳性，容易排除。也有报道说不同厂家

扩增产物片段长度不一样的试剂盒对非结核组的阳性率（假阳

性）有一定影响，扩增产物片段较短，敏感度高，但假阳性率也

高；反之，敏感度和假阳性率则低。

本实验中假阳性率为１１．０６％，但各种标本中的假阳性率
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却有差异，在几种主要标本中，痰、纤刷物及胸水中的假阳性率

较高，而在２７份血标本中检出阳性９例，与临床诊断对比，阳

性检出率为９０．００％，而假阳性率为０。此结果说明不同标本

ＰＣＲ检测分支杆菌假阳性率存在明显差别。另几种标本因数

量较少，在此未作统计分析，有待进一步研究。

１５例假阳性痰标本做普通细菌培养，９例痰菌阳性，其中

卡他布兰汉氏菌４例，卡他布兰汉氏菌和甲型链球菌混合感染

３例，卡他布兰汉氏菌和产气肠杆菌混合感染１例，摩根氏变

形杆菌１例。在这１５例中，病理诊断为支气管鳞癌１例，腺癌

６例，非何金氏淋巴瘤１例，其中２例合并卡他布兰汉氏菌感

染。纤刷物和胸水未作细菌培养，而各例血、尿标本普通细菌

培养均为阴性。说明标本中杂菌和癌细胞ＤＮＡ的存在可能

是造成ＰＣＲ假阳性扩增或影响结果判断的重要原因。对于皮

肤检出物标本的处理，笔者加入１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ后１５ｍｉｎ均

浆标本，其余步骤同一般标本处理，效果较好。

综上所述，在痰涂片阴性患者中能够检测到ＴＢＤＮＡ，又

由于目前没有能快速诊断结核病的检测方法，使用实时荧光定

量检测结核患者血清中的ＤＮＡ，如果再能与其他方法有机结

合，可以提高诊断结核的敏感度［４］。实验证明，荧光定量ＰＣＲ

是一种快速、灵敏、特异的基因诊断技术，此技术在结核分枝杆

菌检测方面有许多优势，但由于影响ＰＣＲ检测结果的诸多因

素影响如：环境、操作、及标本污染等会造成检测结果的假阳

性，因此有待进一步改进。所以分枝杆菌ＰＣＲ检测结果与结

核病临床诊断及流行病学的符合型尚待进一步证实。目前只

能作为辅助参考，不能作为结核病的诊断主要指标［５］。临床医

生在参考分枝杆菌ＰＣＲ检查结果的同时，必须参考结核分枝

杆菌的传统细菌学检查（包括抗酸染色、细菌培养等）的结果，

只有当一定数量的病原体存在时并结合其他临床辅助检查结

果进行综合判断、综合分析，避免误诊［６］。
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高效液相色谱法测定血液透析液中醋酸根离子含量

王丽兰１，廖淑君２△

（１．桂林医学院附属医院检验实验室，广西桂林５４１００１；２．桂林优利特医疗电子有限公司，广西桂林５４１００１）

　　摘　要：目的　建立一种测定血液透析用浓缩物中醋酸根离子含量的方法。方法　采用高效液相离子排阻色谱法测定血液

透析液中醋酸根离子的含量。色谱条件如下，色谱柱：ＲｅａｅＲＯＡＯｒｇａｎｉｃＡｃｉｄＨ
＋（５０×７．８ｍｍ）；检测波长：２２０ｎｍ；流速：０．６

ｍＬ／ｍｉｎ；流动相：０．０１５ｍｏｌ／Ｌ硫酸水溶液。结果　醋酸根离子线性范围是２．４～５．６ｍｍｏｌ／Ｌ（狉＝０．９９９７，狀＝５），平均加样回收

率为１００．３％，ＲＳＤ＝０．２４％（狀＝３）。结论　高效液相色谱法测定血液透析液中醋酸根离子含量操作简单，准确度高，可用于常

规试剂分析。

关键词：色谱法，高压液相；　醋酸根离子；　透析液
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　　目前，慢性肾衰竭的发病率在世界范围内呈持续增高趋

势，且大多数都有高血压或低血压，而且不易控制，甚至引起继

发性甲状旁腺功能亢进［１３］。世界卫生组织（ＷＨＯ）发表研究

报告指出，血液透析是慢性肾功能衰竭尿毒症患者肾脏替代治

疗的重要手段［４］。研究表明超纯透析液能显著改善慢性肾衰

竭患者营养状况及贫血，且与炎症状况改善有关［５６］醋酸在透

析液中主要起调节ｐＨ，稳定溶液的酸度的作用。醋酸根离子

含量过低，会导致透析液酸度达不到要求，透析液中的Ｃａ２＋和

ＨＣＯ发生反应形成ＣａＣＯ３ 沉淀，损坏透析机
［７］。另外醋酸根

离子含量过高，在体内蓄积过多，超过机体代谢能力，在临床上

常发生恶心、疲倦、肌肉痛性痉挛等不良反应，所以要对血液透

析液中醋酸根离子的含量加以控制。目前对于血液透析液中

醋酸根离子含量测定主要有线性滴定法［８］、Ｇｒａｎｓ图解法
［９］、

紫外分光光度法［１０］、ｐＨ 指示剂吸收度比值法
［１１］和离子交换

分离法［１２］，这些方法操作复杂，费时，而且容易引起误差。笔

者采用高效液相光谱法，使用阴离子排阻色谱柱测定血液透析

液中醋酸根离子的含量，并进行了方法学考察。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　高效液相色谱仪采用 Ｗａｔｅｒｓ６００Ｅ２４８７；

电子天平为日本岛津 ＡＥＵ２１０；醋酸钠标准品来自中国药品

生物制品检定所（１００７３５２００４０１，含量：１００．０％）；血液透析用

浓缩液来自广州康盛生物科技有限公司；费森尤斯血液透析机

（型号：２０１００９０１０）；金宝血液透析机（型号：２０１０１１００５）、日机

装血液透析机（型号：２０１００８００８）。

１．２　方法

１．２．１　色谱条件　色谱柱：ＲｅａｅＲＯＡＯｒｇａｎｉｃＡｃｉｄＨ
＋１５０

×７．８ｍｍ；检测波长：２２０ｎｍ；流速：０．６ｍＬ／ｍｉｎ；流动相：

０．０１５ｍｏｌ／Ｌ硫酸水溶液；进样体积２０μＬ
［１３］。
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