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$结核分枝杆菌的检测效果(方法
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收集
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年
(

月至
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年
&

月于遵义医学院附属医院住

院的患者
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例!其中临床诊断肺结核
>*

例!非肺结核
;!

例!分别行支气管肺泡灌洗"
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$进一步寻找病原

体(所有标本均送支气管刷检物行涂片抗酸染色!支气管肺泡灌洗液分别行结核分枝杆菌罗氏培养及
G?FC

检测!并进行统计学分析(分别计算
G?FC

法及培养法的阳性率及阳性检出率(结果
"
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例临床诊断肺结核

患者中!抗酸染色阳性
)
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例
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例
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阳性!阳性率为
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$(非肺结核组
;!

例标本中!支气管刷检物行涂片抗酸染色及肺泡灌洗液

培养均阴性!

G?FC

法阳性
&

例"

*

例临床诊断为肺癌!

*

例临床诊断为肺炎$(结论
"

在
S?GW

标本中!

ES,

G?FC

法具有较高的灵敏度及特异度!对结核分枝杆菌的阳性率及阳性检出率高于罗氏固体培养!并明显高于

抗酸染色法!且
G?FC

法具有快速'简便'准确的特点!可替代抗酸染色法用于临床上早期发现结核病患者(
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0I< ÎLIJI1I71IJ /̂1O.7/J,V.<1<1./2/2

4

.2J7Y01YLI-I1O,

8J<

!

HY11OILI ÎLI&
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结核病是结核分枝杆菌感染引起的慢性传染病! 也是由单一病菌引起人类死亡人数最多的传染病"
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我国是全球结核病高负担国家之一!据
&"*;

年世界

卫生组织(

[TB

)估算!

&"*(

年全球约有
*":"6"

万

新发结核病病例!我国新发病例约
!*6'

万!居世界第

)

位&

*

'

"目前!对于结核病的病原学检测依赖于传统

的涂片抗酸染色法与培养法!然而结核病病原学传统

检测方法已经不能满足临床早期诊断的需求"早期

发现结核病患者并进行有效治疗是有效减少传染源$

控制结核病传播的关键&

&

'

!因此!迫切需要一种快速

而有效的结核分枝杆菌检测技术!以提高结核病的早

期诊断能力"

环介导等温扩增技术(

G?FC

)是由
N818-/

及其

同事开发的一种新的核酸检测扩增技术!它使用一种

DN?

聚合酶和一套
:

种专门设计的引物!可以识别

目标
DN?

上的
(

个不同序列!在等温条件下高效扩

增
DN?

!所产生的大量
DN?

和反应的高度特异性使

得可以通过目视检查荧光或浊度来检测扩增!而不需

要凝胶电泳或仪器检测标记的探针!使用封闭管系

统!最大限度地减少了工作区被污染的风险"

G?FC

检测与培养比有很大的速度优势!也具有极好的灵敏

度与特异度!且与其他核酸扩增实验相比!它不需要

专门的核酸扩增设备!不需要高度的技术支持!大大

降低了成本!使
G?FC

在肺结核发病率高的发展中

国家成为了结核分子检测有效工具&

&,>

'

"

G?FC

法主

要用于痰液的检查!在检测痰液$脑脊液$尿液及胸腔

积液中的结核分枝杆菌已有报道&

(,*"

'

!但用于支气管

肺泡灌洗液(

S?GW

)诊断肺结核的价值目前尚未见

报道"

支气管肺泡灌洗(

S?G

)是一种能获得更直接$更

多痰液的有效方法!通过支气管镜从病变相应的叶或

段开口进行灌洗!因机械性的刺激!使得痰液增多!有

利于结核分枝杆菌的检出"在无痰$涂阴或者标本获

取困难时!可通过支气管镜检查获得肺泡灌洗液!提

高肺结核的确诊率!有助于肺结核的早期诊断及治

疗&

**,*&

'

"本研究对肺部疾病患者支气管刷检物进行

涂片抗酸染色检测!肺泡灌洗液进行
G?FC

及结核

分枝杆菌培养检测!通过
)

种检测方法进行比较!了

解肺泡灌洗液标本
G?FC

法检测结核分枝杆菌的阳

性率及阳性检出率!评价
G?FC

检测技术在肺泡灌

洗液中筛查结核分枝杆菌的应用价值"

$

"

资料与方法

$6$

"

一般资料
"

收集
&"*;

年
(

月至
&"*'

年
&

月

*)"

例因呼吸道症状及肺部病变于遵义医学院附属医

院住院的患者的信息!评估患者行支气管镜检查的可

行性!与患者及家属进行沟通!并取得同意后行支气

管镜检查!获得其病变部位支气管刷检物!然后对其

同一病变局部进行
S?G

!获得肺泡灌洗液标本
*)"

例"男性
;(

例!女性
>:

例!年龄
*)

"

;(

岁"

*)"

例

患者分为两组!肺结核组
>*

例!非结核病组
;!

例"

肺结核组诊断标准参照,肺结核诊断标准(

[#&''A

&""'

)-"非结核病病例中!临床诊断肺癌
*:

例!肺脓

肿
:

例!慢性支气管炎
>

例!慢性阻塞性肺疾病
(

例!

肺炎
&:

例!支气管扩张并感染
(

例!肺中叶综合征
)

例!肺部炎性假瘤
&

例!尘肺
:

例!右肺上叶奇叶
*

例!肺部陈旧性病变
*"

例"

$6%

"

仪器与试剂
"

G88

K

.-

K

恒温荧光核酸扩增仪

(日本荣研株式会社!型号
GW,*("

)"

G88

K

.-

K

核酸

快速 提 取 试 剂 盒 (日 本 荣 研 株 式 会 社!货 号

MFC'"&

)$

G88

K

.-

K

结核分枝杆菌复合群核酸检测

试剂盒(日本荣研株式会社!货号
MFC>&*

)!生物安

全柜(济南鑫贝西生物技术有限公司)!离心机(湖南

湘仪离心机仪器有限公司!型号
G>)"

)"

$6&

"

方法

$6&6$

"

G?FC

法(根据试剂盒说明书进行操作)

"

(

*

)样本溶液采集"

*

在生物安全柜中取
*" -G

S?GW

标本离心
*>-/2

(

:*""L

*

-/2

)!静置约
*"-/2

后弃上清#

+

取
("

$

G

沉淀物加入样本处理试管!颠

倒混合
)

"

>

次后!将内容液甩至底部#

,

将样本处理

试管放到
!"d

加热器上!加热
>-/2

后!在室温下放

置
&-/2

后!颠倒混合
)

"

>

次#

-

取下吸附剂试管的

盖子!将样本处理试管拧入吸附剂试管后立即进行激

烈振荡!待内容物充分混合后!将吸附剂试管水平横

放#

.

在滴注盖嘴上安装步骤
-

中取下的吸附剂试管

的盖子!将吸附剂试管安装滴注盖的部分(滴下侧)朝

上!吸附剂试管(滴下侧)的对准线与滴注盖的对准线

对准!先推入后旋紧至双方的对准线再次几乎并为一

条线为止#

/

将吸附剂试管中的内容物完全甩落到在

步骤
.

中安装了盖子的滴注盖侧#

0

将安装在滴注盖

上的盖子取下!挤压吸附剂试管的可挤压部分!形成

样本溶液"(

&

)试剂与样本溶液的混合"

*

将
)"

$

G

样本溶液添加至反应试管(结核分枝杆菌复合群检查

用干燥试剂)中!盖上反应试管盖子并做好标记(

)"

$

G

大致标准为到达反应试管的
&

根刻度线的中间)#

+

阴性对照结核分枝杆菌离心后用吸管取
:"

"

("

$

G

!按照操作说明使用核酸快速提取试剂盒提取出的

溶液作为阴性对照溶液!在阴性对照反应中!代替样

本溶液添加
)"

$

G

阴性对照溶液至反应试管后盖上

盖子!做好标记!作为阴性对照#

,

将阳性对照结核分

枝杆菌离心后!使用附带的阳性对照用滴管添加
)"

$

G

阳性对照结核分枝杆菌至反应试管后盖上盖子!

做好标记!作为阴性对照#

-

将反应试管颠倒!使溶液

移向盖子!保持颠倒状态放置
&-/2

后!将反应试管反

复颠倒混合
>

次!确保盖子上的干燥试剂已被充分溶

解后!用力将管内溶液甩到反应试管底部"(

)

)扩增

反应"

*

确认恒温荧光核酸扩增仪温度已达到
(;d

#

+

将反应试管放入恒温荧光核酸扩增仪中!按下右侧

绿色按钮!开始进行扩增反应!反应时间
:"-/2

"(

:

)

荧光目视判定确认扩增反应结束后!将反应试管放在

GW,*("

荧光目视检测装置上!从反应试管的侧面进行

观察#在确认阳性对照发出绿色荧光!阴性对照没有

发出荧光后!对所检测样本进行判定!发出绿色荧光

者为阳性!未发出荧光者为阴性"

$6&6%

"

罗氏固体培养法(

G,9

培养)

"

(

*

)在生物安

+

:';
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全柜中取
S?GW

标本
*"-G

溶于
*"

"

&"-G:@

N.BT

中(根据标本性状!加入的
:@N.BT

体积为

S?GW

的
*

"

&

倍)!间隙振动摇匀!消化
*>-/2

!使标

本充分液化#(

&

)用一次性无菌吸管取标本沉淀
&

"

)

滴!均匀接种于酸性培养基斜面的上$中$下部!盖上

盖子(避免完全拧紧)!将接种标本的培养基管斜放入

)>

"

);d

恒温培养箱中#(

)

)接种结核分枝杆菌标准

菌株(

T);=\

)

*"

A)

-

4

*

-G

菌悬液!作为阳性对照!

:

周内菌落生长为合格#(

:

)分别于接种后第
)

$

;

天观

察
*

次!以后每周观察
*

次!并记录观察结果!直至第

'

周末"酸性培养基斜面上见菌落生长后再进行抗酸

染色复检!抗酸染色阳性后再进行菌型鉴定!采用对

硝基苯甲酸(

CNS

)鉴定菌落为结核分枝杆菌复合群

(

FES$

)还是非结核分枝杆菌(

NEF

)

&

*),*>

'

"

$6&6&

"

涂片抗酸染色法
"

(

*

)取支气管刷检标本进

行涂片!待其自然干燥#(

&

)染色%玻片经火焰固定!加

苯酚复红染液盖满玻片!染色
>-/2

#(

)

)脱色%用流水

自玻片一端冲洗染液!沥去玻片上的水!滴加脱色液!

保持
*-/2

#(

:

)复染%滴加亚甲蓝溶液!染色
)"<

!水

洗干燥后镜检"结果判定按照中国防痨协会制订的

结核病实验室检验规程进行&

*),*>

'

"

$6'

"

统计学处理
"

采用
#C##*(6"

软件进行统计学

分析!以
G,9

培养结果为标准!计算
G?FC

检测的阳

性率及阳性检出率"配对设计资料的
!

& 检验比较

G?FC

与抗酸杆菌涂片及结核分枝杆菌培养在检出

率上是否存在差异!当
H

%

"6">

时!差异具有统计学

意义"

%

"

结
""

果

""

涂片法$

G?FC

法及
G,9

培养法在结核组及非结

核组中支气管刷检物及
S?GW

结核分枝杆菌检出情

况如下"

>*

例临床诊断肺结核患者中!抗酸染色阳性

)

例!阳性率为
>6!@

(

)

*

>*

)!

*'

例
S?GW

培养阳性!

阳性率为
)>6)@

(

*'

*

>*

)!

&'

例
G?FC

阳性!阳性率

为
>:6!@

(

&'

*

>*

)"非肺结核组
;!

例标本中!支气管

刷检物行涂片抗酸染色及肺泡灌洗液培养均阴性!

G?FC

法阳性
&

例!其中
*

例临床诊断为肺癌!另
*

例临床诊断为肺炎"在结核组中!

G?FC

法与涂片法

的结核分枝杆菌阳性率比较!两者差异具有统计学意

义(

!

&

e&)6":

!

H

%

"6">

)!

G?FC

法对结核分枝杆菌

的阳性率明显高于涂片法"

G?FC

法与
G,9

培养在

S?GW

中结核分枝杆菌阳性率比较!两者差异具有统

计学意义(

!

&

e>6"(&>

!

H

%

"6">

)!

G?FC

法对结核

分枝杆菌的阳性率高于
G,9

培养"见表
*

$

&

"

表
*

""

)

种方法在肺结核组及非肺结核组中检出结果的比较#

@

$

+

'

+

%&

涂片法

肺结核组(

+e>*

)

G?FC

阳性率 阴性率

G,9

培养

阳性率 阴性率

非肺结核组(

+e;!

)

G?FC

阳性率 阴性率

G,9

培养

阳性率 阴性率

阳性率
>6!

(

)

*

>*

)

"

(

"

*

>*

)

>6!

(

)

*

>*

)

"

(

"

*

>*

)

"

(

"

*

;!

)

"

(

"

*

;!

)

"

(

"

*

;!

)

"

(

"

*

;!

)

阴性率
:!6"

(

&>

*

>*

)

:>6*

(

&)

*

>*

)

&!6:

(

*>

*

>*

)

(:6;

(

))

*

>*

)

&6>

(

&

*

;!

)

!;6>

(

;;

*

;!

)

"

(

"

*

;!

)

*""

(

;!

*

;!

)

表
&

""

>*

例临床诊断肺结核者
G?FC

法与
G,9

"""

培养结核分枝杆菌阳性率比较

G?FC

法
G,9

培养(

+

)

阳性 阴性

合计

&(

@

)

+

*

+

'

阳性
*> *) >:6!

(

&'

*

>*

)

阴性
) &" :>6*

(

&)

*

>*

)

合计
*' )) *""

(

>*

*

>*

)

&

"

讨
""

论

""

G?FC

法使用
DN?

聚合酶和一套
:

个特别设计

的引物!可以识别目标
DN?

上总共
(

个不同的序列!

达到高选择性扩增目标序列的目的"

G?FC

引物包

括一对内引物(

W%C

$

S%C

)和一对外引物(

W)

$

S)

)"含

有靶
DN?

正义链和反义链序列的内引物(

W%C

)启动

G?FC

"由外引物(

W)

)引发的链置换
DN?

合成释放

单链
DN?

!单链
DN?

自身形成环状结构#第二个内

引物(

S%C

)和外引物(

S)

)与靶
DN?

的另一端结合形

成哑铃状结构!哑铃结构是
G?FC

循环的起始结构"

它以自身为模板进行
DN?

合成!最后形成茎环
DN?

结构"在随后的循环中!一个内引物与茎环
DN?

结

合!通过链置换形成原始茎环
DN?

和两倍长度的新

茎环
DN?

"在低于
*O

的时间内!循环反应可累积达

到
*"

! 个拷贝目标!最终形成一系列长短不一的含茎

环结构的
DN?

产物&

)

!

*(

'

"

本研究共采集了
*)"

例支气管刷检物及肺泡灌

洗液标本!其中临床诊断肺结核
>*

例!非肺结核
;!

例!分别用
G?FC

$抗酸染色及
G,9

培养法进行检测"

研究显示!

>*

例临床诊断的肺结核患者支气管刷检物

及肺泡灌洗液标本中!

)

例涂片阳性标本中
G?FC

均

阳性#

:'

例涂片阴性标本中!

&>

例
G?FC

检测阳性!

阳性率
>&6*@

(

&>

*

:'

)"

>*

例培养中!

*'

例培养阳性

的标本中
)

例
G?FC

为阴性!

G?FC

的检出率

')6)@

(

*>

*

*'

)!但
))

例培养阴性的标本中
*)

例

G?FC

检出阳性!

G?FC

在培养阴性的标本中阳性

检出率达
)!6*@

(

*)

*

))

)"

由此可见!在临床诊断的肺结核中!涂片法检出

率为
>6!@

(

)

*

>*

)!培养法检出率为
)>6)@

(

*'

*

>*

)!

G?FC

法检出率为
>:6!@

(

&'

*

>*

)!

G?FC

法明显高

于抗酸染色涂片法和
G,9

培养法"与
S?G

采样相比!

+

>';

+
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年
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;
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支气管刷检采样的操作可控性较好!可在直视下确定

取材部位!在此条件下!支气管刷检物行抗酸染色检

测理应比
S?GW

阳性率更高!但本研究中刷检物涂片

行抗酸染色阳性检出率却低于
S?GW

样本!说明

G?FC

检测病原菌的优势!提示
G?FC

法是一种快

速$高效率$有价值的诊断技术!利于肺结核的早期发

现$早期诊断"

有研究报道!以结核菌培养为标准!

_

K

IL1FES

*

=%W

方法在
S?GW

中检测的灵敏度为
'"@

&

*;

'

!与本

研究
G?FC

法的检测灵敏度(

')6)@

)一致"但
ES,

G?FC

检测成本较低!不需要昂贵的仪器!更适用于

结核病高负担国家与地区"

本研究的
>*

例肺结核患者
S?GW

标本中!

G?FC

与
G,9

培养结果并非完全一致!其中
G?FC

阳性而
G,9

培养阴性者
*)

例!可能原因分析如下%(

*

)

G,9

培养法在接种前需将
S?GW

标本溶于
:@N.BT

中消化!若
:@N.BT

使用过多或者消化时间过长!可

能会影响结核分枝杆菌活性!或者导致结核分枝杆菌

死亡#(

&

)

G?FC

法测定结核分枝杆菌的
DN?

!无论

是死菌或活菌!均可被检出!而培养法所检测出的是

活的结核分枝杆菌&

*',*!

'

#(

)

)

G?FC

法标本经过离心

浓缩后进行检测!培养法标本未经过离心!导致载菌

量不同!可能影响结果#(

:

)尽管
G?FC

检测技术产

生标本交叉污染的可能性低!但不能完全除外肺泡灌

洗液标本污染可能!如内镜消毒不严$标本运送环节

造成污染等"

G,9

培养阳性而
G?FC

阴性者
)

例!可

能原因分析如下%(

*

)肺泡灌洗液中含有血性物质!可

能会影响
G?FC

结果#(

&

)

G?FC

的取样量小!为
("

$

G

!操作者采样的量及部位均可影响检测结果&

*',*!

'

"

针对
G?FC

法与
G,9

培养检测结果不一致!尚不

能除外
G?FC

法检测结核分枝杆菌存在假阳性及假

阴性可能!有待今后进一步行结核分枝杆菌基因测序

进行鉴定"

另外!在
;!

例临床诊断非肺结核组的
S?GW

标

本中!

&

例
G?FC

阳性!其中
*

例病理诊断为肺癌!另

*

例临床诊断为肺炎!该
&

例患者是否同时合并肺结

核尚需进一步追踪随访以明确或排除"

'

"

结
""

论

""

G?FC

法诊断肺结核具有快速$简便的特点!但

在检测临床
S?GW

标本中的应用目前尚未见报道!本

研究表明
G?FC

在临床诊断的肺结核患者
S?GW

标

本中结核分枝杆菌阳性检出率明显高于普通培养与

涂片法!值得临床推广"
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