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荧光染色法与萋尼染色法检测结核分枝杆菌的效果评价
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　　摘　要：目的　比较荧光染色与抗酸染色（萋尼染色）检测结核分枝杆菌的结果差异，比较亚甲蓝液、Ｈａｒｉｓ苏木素液、高锰酸

钾液作为荧光染色法复染试剂的效果。方法　采集疑似结核病症状的患者痰液标本１９８份，分别进行萋尼染色和荧光染色，比

较分析两种方法结核分枝杆菌检出率的差异。荧光染色分别用０．３％亚甲蓝液、０．５％Ｈａｒｉｓ苏木素液、０．５％高锰酸钾液作为复

染剂，比较不同复染剂在荧光显微镜下镜检的效果。结果　萋尼染色分枝杆菌检出率为６６．６７％（１３２／１９８）。荧光染色分枝杆菌

检出率为９４．９％（１８８／１９８），其中，亚甲蓝复染检出率为９４．９５％（１８８／１９８）、苏木素复染检出率９４．４４％（１８７／１９８）、高锰酸钾复染

检出率为９４．４４（１８７／１９８），与萋尼染色比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　荧光染色法阳性检出率明显高于萋尼染

色法，其中０．３％亚甲蓝液是一种良好的背景淬灭复染液。
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　　结核分枝杆菌检测阳性，是临床诊断结核病的金标准。目

前，常用的实验室检测方法主要有涂片染色法和结核杆菌培养

法，由于结核杆菌培养的时间大约为７～３０ｄ且阳性检出率不

高，因而实验室诊断结核病最常用的方法是萋尼染色法和荧

光染色法。２０１１年世界卫生组织（ＷＨＯ）推荐在荧光染色法

中应用ＬＥＤ光源替代高压汞灯
［１］。笔者在应用中发现，荧光

染色法可供选择的复染液较多，而复染液直接影响染色背景，

继而影响结果判断。因此，本文对萋尼染色法和荧光染色法

检测结核杆菌的结果以及荧光法三种复染液的染色效果进行

了比较分析，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１４年１～５月南充市中心医院就诊的疑似

结核病患者９６例。门诊患者４５例（每例患者采集深咳痰液标

本１份），住院患者５１例（每例采集连续３ｄ清晨痰液标本各１

份），共收集痰液标本１９８份。

１．２　仪器与试剂　荧光显微镜：Ｏｌｙｍｐｕｓ公司ＣＸ３１型，ＬＥＤ

光源。

１．３　方法

１．３．１　涂片　用竹签挑取痰液标本的脓样、血样或干酪样部

分约０．０５～０．１ｍＬ于玻片正面的右侧２／３中央处，均匀涂抹

成１．０ｃｍ×２．０ｃｍ椭圆形痰膜，厚薄适中
［２］。每份痰液标本

各涂４张，室温下自然干燥后将痰膜片短时间加热固定。

１．３．２　萋尼染色　抗酸染色试剂由康泰生物化学有限公司

提供，染色步骤严格按文献［３］的方法操作。

１．３．３　荧光染色　荧光染色试剂按文献［４］的方法配制。染

色步骤：将每份标本的３张痰液涂片短时间加热固定后放入湿

盒中，滴加经３７℃预热的金胺 Ｏ染色剂覆盖，３７℃孵育５

ｍｉｎ，水洗。加５％的盐酸乙醇脱色１～２ｍｉｎ，至外观无黄色为

止，水洗。将３张痰液涂片分别用０．３％亚甲蓝液、０．５％Ｈａｒ

ｒｉｓ苏木素液、０．５％高锰酸钾液复染１～２ｍｉｎ，水洗，烤干，待
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检。记录不同使用不同复染液进行荧光染色的镜检结果。

１．３．４　镜检及结果判定　（１）萋尼染色用普通光学显微镜镜

检（１０×１００倍）观察。在淡蓝色背景下，结核分枝杆菌呈红

色，其他细菌和细胞呈蓝色，判定标准参考文献［３］。（２）荧光

染色用荧光显微镜（１０×４０倍）观察痰液涂片，在暗视野背景

下，结核分枝杆菌呈亮绿色或黄绿色荧光，呈杆状或短棒状。

判定标准参考文献［５］，阴性：连续观察５０个不同视野，未发现

抗酸杆菌；阳性（报告抗酸杆菌菌数）：每５０视野１～９条；１＋：

每５０视野１０～４９条；２＋：每视野１～９条；３＋：每视野１０～９９

条；４＋：每视野不少于１００条。报告２＋至少观察５０视野，

３＋、４＋至少观察２０个视野。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，各组间率的比

较使用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

萋尼染色法分别与荧光染色（３种复染液）的检出率进行

比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。细菌镜检结果

不超过１＋的标本，荧光染色（亚甲蓝、苏木素、高锰酸钾复染）

与萋尼染色的检出率比较，差异均有统计学意义（χ
２ 分别为

１２．８９０、１２．８９０、１０．１０，犘＜０．０５）。其他细菌镜检结果的标

本，荧光染色检出率与萋尼染色检出率比较，差异无统计学意

义（犘＜０．０５）。见表２。

表１　　萋尼染色与荧光染色结核分枝杆

　　　菌检测结果分析（狀）

萋尼染色结果

使用３种复染液的荧光染色结果

亚甲蓝

＋ －

苏木素

＋ －

锰酸钾

＋ －

＋ １３２ ０ １３２ ０ １３２ ０

－ ５６ １０ ５５ １１ ５５ １１

χ
２ ５１．０６３ ４８．７６８ ４８．７６８

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

表２　萋尼染色与荧光组含结核分枝杆菌定量结果分析

检测方法
各镜检结果例数及所占比例［狀（％）］

≤１＋ ２＋ ３＋ ４＋

合计（狀）

萋尼染色 ３９（１９．７） ４４（２２．２２） ２１（１０．６） ２８（１４．１４） １３２

荧光染色 亚甲蓝 ７１（３５．８６） ５６（２８．２８） ２９（１４．６５） ３２（１６．１６） １８８

苏木素 ７１（３５．８６） ５０（２５．２５） ３４（１７．１７） ３２（１６．１６） １８７

高锰酸钾 ６７（３３．８４） ５７（２８．７９） ３０（１５．１５） ３３（１６．６７） １８７

　　：犘＜０．０５，与萋尼染色比较。

　　复核发现在亚甲蓝、苏木素和高锰酸钾３种复染方法中假

阳性涂片数分别为３、５和２例，而假阴性涂片数分别为１２、１５

和１１例，３种方法的灵敏度差异无统计学意义，特异度相差较

大，见表３。

表３　　使用３种复染液荧光显微镜检测效果评价（狀＝１９８）

复染试剂
真阳性

（狀）

假阳性

（狀）

真阴性

（狀）

假阴性

（狀）

灵敏度

（％）

特异度

（％）

亚甲蓝 １７６ ３ ７ １２ ９３．６ ７０．０

苏木素 １７２ ５ ６ １５ ９２．０ ５４．５

高锰酸钾 １７６ ２ ９ １１ ９４．１ ８１．８

３　讨　　论

金胺Ｏ是一种荧光染料，它利用了结核杆菌的嗜酸性（在

染液中加入了石炭酸作为媒染剂）和对荧光染料的亲和性的特

性，可以被染上荧光。即使某些长期服用药物的患者结核杆菌

的抗酸性被破坏，但荧光性仍保留，使得抗酸染色为阴性，而在

金胺Ｏ荧光染色中呈阳性
［６］。

荧光染色法镜检时结核杆菌在暗视野背景下发出亮绿色

或黄绿色荧光，与蓝黑色背景反差很大，对比鲜明，非常明显容

易被发现。荧光染色读片放大倍数为４００倍，所观察的视野面

积较大，报告阴性结果读片５０个视野（通常需２ｍｉｎ左右），可

加快阅片速度。而抗酸染色镜检读片放大倍数为１０００倍，油

镜观察视野范围小，与荧光法观察相同面积比较，所需时间长，

报告阴性结果需读片３００个视野或需阅片５ｍｉｎ左右，镜检人

员容易出现视觉疲劳。故荧光染色法可以提高工作效率。

本研究将荧光染色与萋尼染色结果比较，阳性检出率两

组之间差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。通过观察发现，差异

主要表现在对镜检结果不超过１＋标本的检测，即含菌量少的

痰液标本。这表明涂片荧光染色法较萋尼染色法灵敏度高，

与研究报道一致［５，７８］。显然，荧光染色法最大的优点是可减

少假阴性，对于那些病变活动性轻、排菌量较少的肺结核诊断

可以减少漏诊的机会。

复染直接影响染色背景的效果，因而有必要对复染液进行

选择。将荧光组分别用０．３％亚甲蓝液、０．５％Ｈａｒｉｓ苏木素

液、０．５％高锰酸钾液作为复染剂，比较不同复染剂的染色效

果。本文结果显示，３种方法的灵敏度基本相同，可达９０％以

上；但特异度存在明显差异（表３），特别是苏木素组相对较低。

其原因是，苏木素液配制复杂，长期存放可能出现沉淀，使用时

需经过滤，且染色后非特异性荧光还是明显较多；荧光显微镜

下，背景呈蓝紫色或紫红色，而结核杆菌呈黄绿色荧光，背景和

被检物呈色反差不大，部分标本在判别时还需要借助油镜辨

认。亚甲蓝液配制简单，染色背景蓝色清新，杂质少，非特异荧

光少，与呈黄绿色荧光的结核杆菌反差明显清
!

，容易辨认。

高锰酸钾是一种优越的背景荧光淬灭剂，其溶液配制简单，染

色背景黑色清
!

，非特异荧光较少，结核杆菌呈现亮黄绿色或

橘黄色荧光，容易辨认；但高锰酸钾有毒，浓溶液或结晶对皮肤

有腐蚀性，刺激性，可至人体灼伤，属于管制化学品，已经限制

使用。

综合以上因素，研究者认为涂片检测结核杆菌，在条件许

可的实验室，采用荧光染色法，并且应用０．３％亚甲蓝液作为

荧光染色的背景染液是最佳选择。
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２．２　仪器结果变异　见表３。

２．３　新鲜血检测结果　 见表４。表４中可以看出，４台仪器

重复性性很好，表示仪器精密度高。以参加卫生部室间质评结

果优秀的ＣＡ６２０血细胞分析仪为参比仪器，计算另外几台仪

器与参考仪器的偏差，选取１／２ＣＬＩＡ′８８允许误差为标准，结

果偏差在以下范围内：ＲＢＣ±３％，ＨＣＴ±３％；ＷＢＣ±７．５％；

ＰＬＴ±１２．５％；ＨＧＢ±３．５％，可接受；经计算所有指标均在可

接受范围内，表示４台仪器之间，检测结果一致性高。

表３　　各台仪器测定结果检测结果变异（％）

项目 ＲＢＣ ＭＣＶ ＨＣＴ ＰＬＴ ＷＢＣ ＨＧＢ

ＣＡ６２０（参考） １．１ ０．３ １．２ ２．２ ０．８ ０．９

ＣＡ６２０（３６５） １．０ ０．５ １．２ ３．９ ２．４ ０．６

Ｍ系列（６７７） ０．７ ０．６ １．３ ３．８ ０．４ ３．６

Ｍ系列（６７８） ０．２ １．８ １．８ ３．９ ０．５ ２．４

表４　　４台仪器检测同一新鲜血结果（狓±狊）

仪器 ＲＢＣ（×１０１２／Ｌ） ＭＣＶ（ｆＬ） ＨＣＴ（％） ＰＬＴ（×１０９／Ｌ） ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） ＨＧＢ（ｇ／Ｌ）

ＣＡ６２０（参考） ４．２１±０．０５ ９６．６±０．３１ ４０．７±０．４８ １５９．０±３．００ ４．９８±０．０４ １３７±１．２２

ＣＡ６２０（３６５） ４．１７±０．０４ ９４．６±０．４８ ３９．５±０．４８ １５６．０±６．００ ４．９９±０．１２ １３５±０．７６

Ｍ系列（６７７） ４．１８±０．０３ ９５．９±０．１３ ４０．１±０．２９ １６３．０±７．００ ４．８７±０．１０ １３５±０．８４

Ｍ系列（６７８） ４．１７±０．０４ ９５．４±０．４２ ３９．８±０．４０ １６２．０±７．００ ４．８５±０．１０ １３４±０．５５

３　讨　　论

　　在血站，血细胞分析仪主要用于成分血捐献前的筛查和血

液产品的质量检测。《献血者健康检查要求》ＧＢ１８４６７２０１１规

定，对于捐献成分血的献血者，要预测采后血小板数，并且要求

捐献单采血小板的献血者，ＨＣＴ≥０．３６；采前 ＰＬＴ≥１５０×

１０９／Ｌ且ＰＬＴ≤４５０×１０９／Ｌ；预测采后ＰＬＴ≥１００×１０９／Ｌ。

《全血及成分血质量检测标准》ＧＢ１８４６９２０１２对红细胞和血小

板类产品均有相应的含量要求，而所有这些指标检测均是依靠

血细胞分析仪完成，故血站血细胞分析仪检测结果的一致性，

关系到献血者健康和血液产品质量，是血液质量控制中的关键

环节。由于不同血细胞分析仪原理、性能之间的差异［１２］，在各

自校准的前提下，分别测定同一标本得出的结果并不完全一

致［３７］，定期做好仪器之间的比对，提高血站血细胞计数仪之间

的一致性十分重要［８９］。

通常血站都有多台血细胞分析仪，但是不可能每一台仪器

都参加卫生部室间质评，本中心用新鲜全血作为标本［１０１２］，以

参加卫生部室间质评结果优秀的仪器为参比仪器，建立新鲜全

血在多台仪器间的比对体系，有效保证了不同型号血细胞分析

仪检测结果的一致性和准确性。
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