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回顾性分析噬菌体生物扩增技术在肺结核诊断中的应用
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　　摘　要：目的　评价噬菌体生物扩增技术（ＰｈａＢ）在肺结核诊断中的应用。方法　回顾性分析采用ＰｈａＢ法、３Ｄ培养法、直接

涂片法检测３７３份痰标本的抗酸杆菌结果。结果　ＰｈａＢ法、３Ｄ培养法、直接涂片法检测抗酸杆菌的阳性率分别为５３．６％、

５６．６％及２０．１％。以３Ｄ培养法结果为标准，直接涂片法的敏感性、特异度、准确性分别为３３．２％、９５．７％及６０．３％；ＰｈａＢ法的敏

感性、特异度、准确性分别为８９．１％、９３．６％及９０．６％。直接涂片法与ＰｈａＢ法检测结果比较，差异有统计学意义（χ
２＝９４．７，犘＜

０．０１）；ＰｈａＢ法与３Ｄ培养法检测结果比较，差异无统计学意义（χ
２＝３．４６，犘＞０．０５）。结论　ＰｈａＢ法检测结核分枝杆菌具有较

高的敏感性、特异度、准确性，值得在临床推广。

关键词：分枝杆菌；　结核，肺；　诊断；　噬菌体生物扩增技术

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．１０．０３６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）１０１３１６０２

犃狉犲狋狉狅狊狆犲犮狋犻狏犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅狀狆犺犪犵犲犪犿狆犾犻犳犻犲犱犫犻狅犾狅犵犻犮犪犾犾狔犪狊狊犪狔犻狀犱犻犪犵狀狅狊犻狊狅犳狆狌犾犿狅狀犪狉狔狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊

犎狌犢狅狀犵犳犪狀犵

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犆犺狅狀犵狇犻狀犵犕狌狀犻犮犻狆犪犾犘狌犫犾犻犮犎犲犪犾狋犺犕犲犱犻犮犪犾犜狉犲犪狋犿犲狀狋犆犲狀狋犲狉，犆犺狅狀犵狇犻狀犵４０００３６，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｅｖａｌｕａｔｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｈａｇｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙａｓｓａｙ（ＰｈａＢ）ｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｕｂｅｒ

ｃｕｌｏｓｉｓ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｃｉｄｆａｓｔｂａｃｉｌｌｕｓｉｎ３７３ｓｐｕｔｕｍｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＰｈａＢｍｅｔｈｏｄ，３Ｄｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｄｉｒｅｃｔｓｍｅａｒ

ａｓｓａｙｗｅｒｅｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｎａｌｙｚｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆａｃｉｄｆａｓｔｂａｃｉｌｌｕｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＰｈａＢｍｅｔｈｏｄ，３Ｄｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｔｈｅ

ｄｉｒｅｃｔｓｍｅａｒａｓｓａｙｗｅｒｅ５３．６％，５６．６％ａｎｄ２０．１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｓｅｔｔｈｅ３Ｄｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔａｓｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄ，ｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉ

ｔｙａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｔｈｅｄｉｒｅｃｔｓｍｅａｒａｓｓａｙｗｅｒｅ３３．２％，９５．７％ａｎｄ６０．３％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｏｓｅｏｆＰｈａＢｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅ８９．１％，

９３．６％ａｎｄ９０．６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＣｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｄｉｒｅｃｔｓｍｅａｒａｓｓａｙｗｉｔｈＰｈａＢｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

（χ
２＝９４．７，犘＜０．０１）．ＣｏｍｐａｒｅｄＰｈａＢｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈ３Ｄｃｕｌｔｕｒｅ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｈｏｗｅｄｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ（χ

２＝３．４６，犘＞

０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＰｈａＢｍｅｔｈｏｄｈａｓｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｉｎ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｉｓｗｏｒ

ｔｈｙｏｆｐｒｏｍｏｔｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿；　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ｐｕｌｍｏｎａｒｙ；　ｄｉａｇｎｏｓｉｓ；　ｐｈａｇｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙａｓｓａｙ

　　肺结核病是各种结核中最常见的，中国结核病的发病率和

病死率较高，痰结核菌检查是诊治肺结核的主要依据，也是考

核疗效、随访病情的重要指标。目前人们广泛关注寻找快速、

可靠、特异性及敏感性高的检测方法。本中心承担着本市及周

边地区结核患者的收治任务，为满足临床诊治的需要，采用多

种方法检测结核杆菌。本研究回顾性分析噬菌体生物扩增技

术（ｐｈａｇｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙａｓｓａｙ，ＰｈａＢ）、直接涂片法及３Ｄ

培养法检测３７３份痰标本中抗酸杆菌的结果及其优、缺点，评

价ＰｈａＢ对肺结核诊断的应用价值，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年５～１２月被本中心确诊的肺结

核患者３７３例，其中，男２４５例，女１２８例；年龄１３～８８岁，平

均（４１．２±１４．１）岁。

１．２　主要试剂与仪器　ＰｈａＢ法试剂盒为英国ＢＩＯＴＥＣ生物

技术实验室有限公司产品，抗酸染液为珠海贝索生物技术有限

公司产品，复溶液、抗菌药干粉添加剂均为美国ＢＤ公司产品，

重庆市结核基因诊断中心赠送的结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ

（ＡＴＣＣ２７２９４）标准菌株为质控菌株；主要仪器为ＢａｃＴ／Ａｌｅｒｔ

３Ｄ全自动分枝杆菌培养系统。

１．３　标本采集　由护士指导患者晨起清洁口腔，深咳脓样、干

酪样及脓性黏液合格痰４～６ｍＬ，置于密闭无菌标本杯中

送检。

１．４　直接涂片法　检验人员在生物安全柜中将标本混匀后按

《结核病诊断实验室检验规程》［１］涂片、染色及进行质量控制，

显微镜油镜下观察１００～３００个视野中浅蓝色背景下红色略弯

曲、细长的抗酸杆菌，每３００个视野下抗酸杆菌不低于３条为

阳性。

１．５　３Ｄ培养法　涂片后标本按《结核病诊断实验室检验规

程》消化、离心处理，取０．５ｍＬ接种于ＢａｃＴ／Ａｌｅｒｔ３Ｄ培养管

作全自动系统培养，操作和结果判断均按仪器说明书要求进

行。仪器提示阳性后，抽取培养液进行涂片检测，经干燥、固

定、染色、显微镜检查证实后报告阳性结果。培养４２ｄ未生长

者，则仪器自动报告阴性结果。

１．６　噬菌体法　无菌操作吸取上述处理后标本１．０ｍＬ，按

ＰｈａＢ法试剂盒说明书进行操作，以培养皿中出现大小不等的

噬菌斑，且不低于２０个，或许多噬菌斑互相融合呈透明状者，

为阳性；反之，为阴性。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计
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数资料用率表示，率的比较采用χ
２ 检验，以α＝０．０５为检验水

准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

ＰｈａＢ法、３Ｄ培养法、直接涂片法检测抗酸杆菌的阳性率

分别为５３．６％、５６．６％及２０．１％。以３Ｄ培养法结果为标准，

直接涂片法的敏感性、特异度、准确性分别为３３．２％、９５．７％

及６０．３％；ＰｈａＢ法的敏感性、特异度、准确性分别为８９．１％、

９３．６％及９０．６％。直接涂片法与ＰｈａＢ法同为阳性者５５例，

同为阴性者１５３例，二者比较，差异有统计学意义（χ
２＝９４．７，

犘＜０．０１）；ＰｈａＢ法与３Ｄ培养法同为阳性者１８８例，同为阴性

者１５０例，二者比较，差异无统计学意义（χ
２ ＝３．４６，犘＞

０．０５）。

３　讨　　论

结核病细菌学检查是诊断和制订治疗方案的重要依据，对

于发现传染源、考核疗效、评价防治效果具有重要意义。在结

核病控制工作中，寻求快速而准确的诊断方法是人们非常关注

的问题。

痰直接涂片找抗酸杆菌是临床诊断肺结核的古老、廉价、

快速、简便，且特异性高，很适合基层医疗机构开展的一种诊断

方法，被 ＷＨＯ及国际防痨和肺病联合会推荐为诊断结核病的

首选方法［２］，但与本科室采用的其他检查方法比较，此法检出

率低，只有２０．１０％。此外，还有许多不足：标本含菌量通常要

大于５０００条／ｍＬ才能检出阳性结果
［３］；不同性状标本检测结

果有明显差异，如标本含新鲜血液，红细胞被染色，易干扰镜检

结果。制片质量对显微镜检查结果影响很大；加温染色过程稍

有不慎，易造成染液溅起或边缘出现染液干涸，影响检出率；操

作过程产生的气溶胶对人体有害；工作经验不足易漏检或误

检；显微镜检查时，阳性标本可造成别的标本假阳性，不易标准

化，也不能辨别死、活菌。

培养法是目前检测结核杆菌的“金标准”，检出率较高，为

诊治结核病提供了依据。本室３Ｄ培养检出率（５６．６％）显著

高于直接涂片法，检测周期也较罗氏培养（８周）有所缩短，但

仍然耗时太长（６周），难以满足临床对快速检测的需要，且仪

器和试剂价格昂贵，患者经济负担重，对临床早期诊治帮助

不大。

近年来分枝杆菌噬菌体在结核病实验室研究中取得了很

大进展，其中最引人注目的是ＰｈａＢ法在结核病实验室快速诊

断及耐药性测定中的应用。其基本原理是分枝杆菌噬菌体能

感染活的结核分枝杆菌，并在此菌内得到保护，不会被杀毒剂

杀死而大量繁殖，并将菌体裂解，释放子代噬菌体，立即感染指

示细胞，使指示细胞裂解，在培养皿上出现肉眼可见的噬菌斑。

因此，根据噬菌斑的有无即可判断标本中是否存在活的结核分

枝杆菌或其他少数几种非结核分枝杆菌［４］。所用指示细胞生

长繁殖速度快，１８～２４ｈ即可观察结果，从而快速、可靠地检

测结核分枝杆菌，因此，对早诊治具有重要的参考价值。本室

ＰｈａＢ法检出率为５３．６％，与张周云等
［５］报道的５２．９１％基本

一致，以 ３Ｄ 培养结果为标准，其敏感性、准确性分别为

８９．１％、９０．６％，远远优于直接涂片法，弥补了直接涂片法漏检

的缺憾，与培养法无显著性差异；能初步确定患者是活动性结

核患者，还是潜伏感染者。当标本中含菌１００～３００条／ｍＬ

时，即可被检出［６］。检测结核杆菌的耐药性是先将涂片阳性的

标本与抗结核药物作用一段时间后，耐药菌继续生长，敏感菌

被药物杀死，随后加入的分枝杆菌噬菌体能够感染相应的活的

分枝杆菌，其方法与快速检测结核杆菌相同，２～３ｄ即可获得

准确的微生物敏感性试验结果，能及时指导临床正确用药。噬

菌体只能在活菌内繁殖，避免了由死菌导致的假阳性结果。此

法无需昂贵仪器，试剂价格便宜，技术水平要求低，具有快速、

简便、安全等特点，但其检测抗酸杆菌阳性率与留取标本送检

时间、留取量、送检过程是否存在影响结核分枝杆菌活细胞数

目的因素、是否用药、病变部位、标本采集的可靠性、采集瓶的

无菌性、噬菌体浓度、感染时间、杀毒剂灭活条件以及标本的预

处理情况等有关［７１２］。

综上所述，ＰｈａＢ法具有较高的敏感性、特异性，漏检率

低，具有快速、简便、特异、准确、技术要求低、不需特殊仪器设

备等特点，因ＰｈａＢ法检测的为活菌，为临床结核病提供了快

速诊断依据，便于在基层医疗机构推广应用。ＰｈａＢ法也存在

诸多影响因素，检测结果并非绝对准确，可作为诊断结核病和

用药指导的初筛实验。如何消除影响因素，有待于进一步

探讨。
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