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要"目的
"

基于重庆市临床检验中心的平台!尝试利用脓肿分枝杆菌标准菌株
16--%DDGG

作为实验

菌株!以期标准化制备稳定*均一的抗酸染色室间质量评价质控片%方法
"

通过比较不同的培养基*不同的消

化液及其消化浓度!以及消化时间确保脓肿分枝杆菌在普通光学显微镜下获得最佳的菌体形态和抗酸染色背

景!同时获得不同等级"
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$均一*稳定的抗酸染色室间质量评价质控片%结果
"

相较于改良罗氏培

养基!血平板是脓肿分枝杆菌生长良好的培养基#浓痰理想的消化液是胰蛋白酶#最佳消化浓度是
$S

#最佳消

化条件是
&G]

消化
$)O3<

%结论
"

在血平板上生长
&L

的脓肿分枝杆菌!调菌悬液到
)'()

麦氏浓度!分别用

消化后的痰液稀释
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*
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倍!取
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V

制备成
$AO

$ 菌膜可分别制备稳定*均一*不同等级的抗酸染色

室间质量评价质控片%
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宣布控制结核病最佳策略中重要的一步就

是通过痰涂片显微镜检查发现可疑患者%

%

&

(抗酸染

色因其经济$方便且能快速筛查可疑结核病患者#一

直以来均被发展中国家临床医生和实验室人员所青

睐%

$

&

(我国绝大多数实验室#包括基层医疗机构实验

室均开展了抗酸染色项目#但对该项目的准确度评价

仍面临巨大的挑战%

&

&

#虽然各级临床检验中心组织有

抗酸染色项目室间质量评价#但目前仍缺乏标准化制

备抗酸染色项目室间质量评价质控片的相关研究(

本研究基于重庆市临床检验中心的平台#探讨了标准

化制备稳定$均一抗酸染色室间质量评价质控片的方

法#现报道如下(
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材料与方法
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菌株来源
"

脓肿分枝杆菌标准菌株
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+购自中国工业微生物菌种保藏

中心(

C'D
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仪器与试剂
"

血培板$改良罗氏培养基购自重

庆旁通生物科技有限公司#革兰染色$抗酸染色试剂

购自珠海贝索生物技术有限公司#比浊仪购自法国梅

里埃#普通光学显微镜购自奥林巴斯*中国+有限

公司(
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方法

C'E'C
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染色方法
"

革兰染色$萋
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尼氏抗酸染色按商

品化染色液说明书操作(
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确定最适培养基
"

从
a.)]

冰箱中取出脓肿

分枝杆菌标准菌株干粉#在做好个人防护的前提下于

生物安全柜中用无菌肉汤
%OV

溶解#溶解后用接种

环挑取一环#接种于血平板上#分三区划线#放于

&(]

$

(S

二氧化碳培养箱中孵育
&L

%

*

&

(另外取
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接种于改良罗氏培养基#培养
(L

(将培养有
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的血平板和改良罗氏培养基取出#取
&

OV

生理盐水#制备成
&'))

麦氏浓度菌悬液(调整好

后分别用空针抽取
%OV

菌悬液注入阴性血培养中#

摇匀#分别取
%)

$

V

在玻片上涂
$AO

$ 大小的菌膜#玻

片自然风干#固定#进行抗酸染色(

C'E'E

"

确定最佳消化液$消化时间和消化温度
"
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胰蛋白酶和
07

乙酰
7V7

半胱氨酸*

01V-

+是消化痰液

的
$

种良好消化剂%

(
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(有研究表明#使用
%S

胰蛋白

酶消化
&)O3<

能得到理想的消化效果%

E

&

'而
01V-

使用最多的浓度是
$S

$消化
%(O3<

%

G

&

(因此#本研究

按文献报道的消化浓度和消化时间分别对胰蛋白酶

和
01V-

的消化效果进行了评价(在生物安全柜中

分别用无菌一次性塑料吸管吸取
$OV

浓痰于痰杯

中#分别加
%S

胰蛋白酶
$OV

常温消化
&)O3<

$

$S

01V-$OV

常温消化
%(O3<

#消化完后取
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于

玻片上涂
$AO

$ 菌膜#分别涂
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张#

$

张进行革兰染

色#

$

张进行抗酸染色(*

$

+在生物安全柜中分别用无

菌一次性塑料吸管吸取
%OV

浓痰于痰杯中#加入

%S

胰蛋白酶
%OV

分别在室温和
&G]

消化
&)O3<

#

消化结束后取
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于玻片上涂
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*

张#
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张进行革兰染色#

$

张进行抗酸染色(*
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+在生物安

全柜中分别用无菌一次性塑料吸管吸取
%OV

浓痰于

痰杯中#分别加入
%S

$

$S

$

(S

$

%)S

胰蛋白酶
%OV

于
&G]

消化
&)O3<

#消化完后取
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$

V

涂于玻片上

涂
$AO

$

#分别涂
*

张#

$

张进行革兰染色#

$

张进行抗

酸染色(*

*

+根据酶动力学相关知识#当酶浓度$底物

浓度$反应温度$

H

#

确定的时候#反应速率随即确

定%

.

&

#达到理想的消化效果#即有一个最佳的消化时

间(为此#本研究设计了
*

种不同的消化时间(在生

物安全柜中分别用无菌一次性塑料吸管吸取
%OV

浓

痰于痰杯中#加入
$S

胰蛋白酶
%OV

于
&G]

分别消

化
%)

$

$)

$

&)

$

E)O3<

#消化完后取
%)

$

V

在干净玻片

上制成
$AO

$ 椭圆形痰膜#分别涂
*

张#

$

张进行革兰

染色#

$

张进行抗酸染色(

C'E'F

"

制备不同等级抗酸染色室间质量评价质控片

"

在生物安全柜中用无菌一次性塑料吸管吸取
(OV

浓痰于痰杯中#加入
$S

胰蛋白酶
(OV

#在
&G]

孵箱

中消化
$) O3<

(将培养有脓肿分枝杆菌
16--

%DDGG

的血平板取出#在生物安全柜中调菌悬液到
)'

()

麦氏浓度#取
%))

$

V

菌悬液于
D))

$

V

生理盐水稀

释
%)

倍#再取稀释后的菌悬液
())

$

V

于
())

$

V

生理

盐水中#稀释
$

倍#之后再取
%))

$

V

稀释的菌悬液加

入
D))

$

V

消化的痰液#于生物安全柜中涡旋震荡#混

匀'取
)'()

麦氏浓度菌悬液
%))

$

V

于
D))

$

V

生理盐

水中稀释
%)

倍#再取
%))

$

V

稀释的菌悬液加入
D))

$

V

消化的痰液#于安全柜涡旋震荡#混匀'取
)'()

麦

氏浓度菌悬液
%))

$

V

于
D))

$

V

生理盐水中稀释
%)

倍#再取
$))

$

V

稀释的菌悬液加入
.))

$

V

消化的痰

液#于安全柜涡旋震荡#混匀'取
)'()

麦氏浓度稀释

的菌悬液
%))

$

V

加入
D))

$

V

消化的痰液#于生物安

全柜中涡旋震荡混匀(各取
%)

$

V

涂于玻片上#制成

$AO

$椭圆形痰膜#各浓度分别制备
*

张(

C'E'G

"

稳定性$均一性评价
"

*

%

+基于能力验证质控

片在发放过程中生物安全的考虑#本研究对抗酸染色

质控片进行了灭菌处理#处理方式包括紫外线灭菌处

理
$*I

$高压蒸汽灭菌*

%$%]

$

$)O3<

+$

.)]

高温烘

烤
&I

'通过比较
&

种灭菌方式后脓肿分枝杆菌菌体

染色形态#背景细胞形态#评价其稳定性(对紫外线

灭菌
$*I

的室间质量评价质控片在室温放置
%

$

$

周#

%

$

&

$

E

个月#每个时间点取出室间质量评价质控片进

行抗酸染色#评价脓肿分枝杆菌
16--%DDGG

菌体形

态及背景细胞形态(以镜检脓肿分枝杆菌菌体抗酸

染色成典型的红色杆菌$且染色结果稳定$显微镜下

形态完好$背景中性粒细胞胞体完整$背景清晰$呈蓝

色作为稳定性评价标准(*

$

+在生物安全柜中随机抽

取制备好的$等级为
ppp

室间质量评价质控片
%)

张#每张进行抗酸染色镜检#读取
&)

个油镜视野(计

数每个油镜视野的抗酸杆菌细菌数#计算平均值#根

据中华人民共和国卫生行业标准
8M$..7$)%G

.肺结

核诊断/判断结果(

D

"

结
""

果

D'C

"

血平板是最佳的培养基
"

血平板培养的脓肿分

枝杆菌通过抗酸染色后形态呈典型的红色长杆菌#直

径
&')

#

(')

$

O

#镜下容易识别*图
%

+(改良罗氏培

养基培养的
16--%DDGG

菌体细小#直径
)'(

#

%')

$

O

#形态呈细小杆菌#不易识别*图
$

+(不适于抗酸

染色室间质量评价质控片的制备(

图
%

""

脓肿分枝杆菌
16--%DDGG

在血平板上

的菌落形态和抗酸染色镜下形态

图
$

""

脓肿分枝杆菌
16--%DDGG

在改良罗氏

培养基上的菌落形态和抗酸染色镜下形态

D'D

"

胰蛋白酶是处理痰液最优的消化液
"

使用胰蛋

白酶消化后的痰液均匀#流动性强#抗酸染色$革兰染

色低倍镜下均能看见脓细胞相对均匀分布#而通过

01V-

消化后的痰液出现小的絮状痰块#且流动性欠

佳#通过革兰染色和抗酸燃染色后在低倍镜下观察#

01V-

消化的痰液细胞呈块状聚集#非均匀地分散#

表明消化效果不理想*图
&

$

*

+(

图
&

""

浓痰在
%S

胰蛋白酶消化
&)O3<

后的

外观和显微镜下形态

图
*

""

浓痰在
$S 01V-

消化
%(O3<

后的

外观和显微镜下形态

D'E

"

胰蛋白酶在
&G]

条件下消化效果优于常温下

的消化效果
"

&G]

下
%S

胰蛋白酶消化后痰液中的

中性粒细胞呈均匀分布#而在室温下消化后低倍镜和

高倍镜下仍可见典型的黏液丝*图
(

$

E

+(表明在
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)
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条件下胰蛋白酶消化效果明显优于室温下消化

效果(

图
(

""

%S

胰蛋白酶常温消化浓痰
%I

&革兰

染色%抗酸染色高倍镜下形态

图
E

""

%S

胰蛋白酶
&G]

消化
%I

&革兰

染色%抗酸染色高倍镜下形态

D'F

"

$S

胰蛋白酶是制备抗酸染色质控片最佳的消

化浓度
"

%S

胰蛋白酶作为消化浓度#

&G]

消化
%I

后显微镜下仍可见少量黏液丝#提示或许以
%S

胰蛋

白酶作为消化浓度并非是最佳的(

%S

$

$S

$

(S

$

%)S

胰蛋白酶作为消化液#在
&G ]

孵箱中孵育
&)

O3<

#通过外观$抗酸和革兰染色显微镜下观察#

$S

胰

蛋白酶消化
&)O3<

是最好的消化浓度(

D'G

"

$S

胰蛋白酶消化
$)O3<

能达到最佳的消化效

果
"

%)O3<

时肉眼见痰液黏稠#流动性不佳'

$)O3<

可达到理想的消化效果#而消化
*)O3<

时痰液呈稀

薄呈水状#提示细胞被消化#显微镜下结果证实
$S

胰

蛋白酶消化
$)O3<

能达到最佳的消化效果*图
G

+(

图
G

""

不同时间点
$S

胰蛋白酶
&G]

消化

浓痰后的外观比较

D'H

"

制备不同级别抗酸染色项目室间质量评价质控

片
"

利用充分消化的痰液稀释
$))

倍取
%)

$

V

制备
$

AO

$ 菌膜*

p

+#稀释
%))

倍取
%)

$

V

制备
$AO

$ 菌膜

*

pp

+#稀释
()

倍取
%)

$

V

制备
$AO

$ 菌膜*

pp

p

+#稀释
%)

倍取
%)

$

V

制备
$AO

$ 菌膜*

pppp

+(

D'Y

"

稳定性评价结果
"

高压灭菌
%$%]

$

$)O3<

对

脓肿分枝杆菌
16--%DDGG

菌体形态无影响#但会对

背景细胞造成破坏#进而影响染色背景#不宜作为室间

质量评价质控片的灭菌方式(紫外线灭菌
$*I

和
.)

]

高温烘烤对脓肿分枝杆菌
16--%DDGG

菌体形态及

背景细胞染色均无影响#可作为灭菌的方法#且对质控

片稳定性无影响(对紫外线灭菌
$*I

的室间质量评价

质控片在室温放置
E

个月对脓肿分枝杆菌
16--

%DDGG

菌体形态和背景细胞的染色稳定性无影响(

D'Z

"

均一性评价结果
"

随机抽取的
%)

张抗酸质控

片的结果都是*

ppp

+(见表
%

(表明根据上述步骤

做出的质控片均一性良好(

表
%
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抗酸染色质控片#

ppp

$均一性评价

能力验证质控片抽样序号
% $ & * ( E G . D %)

平均每个视野菌数
&'$& *'.G $'$) ('%) *'DG &'.G $'EG *'E) *')G $'E)

结果判读
ppp ppp ppp ppp ppp ppp ppp ppp ppp ppp

E

"

讨
""

论
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本研究利用脓肿分枝杆菌标准菌株
16--%DDGG

作为实验菌株#结果显示#在血平板上培养后的菌体

较改良罗氏培养基培养后的菌体细长#染色后效果更

为典型和便于观察(分析可能的原因#改良罗氏培养

基中加有孔雀绿#孔雀绿为抑菌剂#抑制其他杂菌生

长的同时#对脓肿分枝杆菌生长有部分抑制作用#使

改良罗氏培养基上的脓肿分枝杆菌菌体形态短小#制

备成室间质量评价质控片后普通光学显微镜不利于

观察#即不能用于抗酸染色室间质量评价质控片的制

备(另一方面#在最佳的消化液选择过程中#通过查

阅相关文献发现#对浓痰消化使用最多的消化液为胰

蛋白酶和
01V-

#本研究进一步比较了
$

种常用消化

剂对浓痰的消化作用#结果显示#胰蛋白酶消化效果

明显优于
01V-

(分析其原因#浓痰成分主要是黏多

糖$黏蛋白%

D

&

#而胰蛋白酶为蛋白水解酶#对精氨酸和

赖氨酸肽链具有水解作用#可使痰液中的酸性糖蛋白

和黏蛋白等水解为多肽或氨基酸%

%)

&

#所以#胰蛋白酶

能有效对痰液进行消化#使各类细菌与细胞呈游离暴

露状态'而
01V-

为半胱氨酸的
07

乙酰化衍生物#分

子中含有巯基#能使黏蛋白肽键的二硫键*

7M7M7

+断

裂#只能使黏蛋白变成相对小的肽链#其消化效果明

显弱于胰蛋白酶(

相较于改良罗氏培养基#血平板上的脓肿分枝杆

菌在显微镜下的形态更加细长#而改良罗氏培养基上

的脓肿分枝杆菌短小#不易观察(因此#对抗酸染色

项目室间质量评价质控片的制备#血平板是培养脓肿

分枝杆菌的良好培养基'通过革兰染色和抗酸染色后

)
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利用显微镜镜检观察质控片的背景#确定胰蛋白酶为

最佳的消化液#最佳消化浓度为
$S

#最佳消化条件是

&G]

下消化
$)O3<

(另外#制备成
)'()

麦氏浓度的

脓肿分枝杆菌通过使用胰蛋白酶消化后的痰液进行

不同倍数的稀释#可得到不同等级的抗酸染色室间质

量评价质控片#且能保证其均匀和稳定(

抗酸染色项目因其操作简便$经济$快速等优点#

受到我国各级临床实验室的青睐#其准确度对临床的

诊断至关重要(目前尚未见关于如何标准化制备抗

酸染色室间质量评价质控片的相关文献报道#本研究

基于重庆市临床检验中心的平台#首次探讨了标准化

制备稳定$均一抗酸染色室间质量评价指控片的方

法#并成功用于重庆市各临床实验室抗酸染色项目的

能力验证#保证了全市开展该项目临床实验室结果的

准确性(
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探讨急性缺血性脑梗死患者血浆可溶性纤维蛋白原
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$*白细胞介素
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TV7%)

$水平与

颈动脉粥样硬化"

-1M

$的关系%方法
"

选择
$)%G

年
%)

月至
$)%.

年
(

月湖南省人民医院"湖南师范大学第一

附属医院$神经内科收治的急性缺血性脑梗死住院患者
..

例作为病例组!根据颈动脉彩色多普勒超声检查结

果分为不稳定斑块组"

*)

例$*稳定斑块组"

&*

例$和无斑块组"

%*

例$%选择同期该院健康体检者
&)

例作为健

康对照组%比较各组研究对象血浆
2J

K

>$

*

TV7%)

水平!同时分析二者与
-1M

斑块稳定性的关系%结果
"

不稳定

斑块组患者
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水平+"
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OV

,明显低于健康对照组和稳定斑块组+分别为"
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,!差异有统计学意义"
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TV7%)
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,也明显低于对照组和

稳定斑块组+分别为"
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均为
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斑块易损性的保护因素+优势比"
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均参与了
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斑块的发生*发展!并对
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斑块具有保护作用%
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