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两种分枝杆菌鉴定及耐药检测方法在肺泡灌洗液中的应用价值*
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  摘 要:目的 运用荧光聚合酶链反应(PCR)溶解曲线法和Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法快速检测支气管肺

泡灌洗液中的分枝杆菌及利福平耐药突变,并将两种方法进行比较,评价两种方法的灵敏度、特异度及临床应

用价值。方法 收集该院2018年10月至2019年8月收治的门诊和住院患者支气管肺泡灌洗液标本102例,
运用荧光PCR溶解曲线法和Gene

 

Xpert
 

MTB/RIF法分别检测分枝杆菌及利福平耐药突变,评价两种方法的

检测能力。
 

结果 在102例灌洗液标本中荧光PCR溶解曲线法检出结核分枝杆菌57例,非结核分枝杆菌2
例,其检出分枝杆菌的灵敏度为100.00%,特异度为100.00%,检出利福平耐药15例,检出率为26.32%。

Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法检出结核分枝杆菌57例,其检出分枝杆菌的灵敏度为96.61%,特异度为100.00%,
检出利福平耐药13例,检出率为22.81%,两种方法的符合率为96.61%。与荧光PCR溶解曲线法比较,Gene

 

Xpert
 

MTB/RIF法耗时更短,操作方法更为简便,但荧光PCR溶解曲线法在分枝杆菌鉴定,尤其是非结核分枝

杆菌的鉴定与分型方面更有优势。结论 荧光PCR溶解曲线法和Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法在分枝杆菌检测

和利福平耐药突变检测方面均有较高的灵敏度和特异度,两种方法有较高的符合率。临床医师可根据病原学

诊断的具体要求选择合适的实验方法,为临床诊断和早期治疗提供较好的实验室支撑。
关键词:荧光聚合酶链反应溶解曲线法; Gene

 

Xpert
 

MTB/RIF法; 分枝杆菌; 利福平
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  尽管临床医师对结核病的诊断和治疗逐渐取得

进展,但是耐药结核病仍然是危害公共卫生和生命安

全的 重 大 疾 病 之 一[1]。2018 年 的 世 界 卫 生 组 织

(WHO)全球结核病报告显示:2017年全球新发结核

病例数约为1
 

000万,死亡病例约为160万。有研究

报道,我国约有55.8万例利福平耐药结核病患者[2]。
我国是耐药结核病的重灾区,耐药结核病患者人数位

居全球第2位[3]。因此,耐药结核病的预防和治疗工

作仍然是我国公共卫生事业的重点和难点。

在实验室检测方面,结核病的诊断和利福平耐药

检测多依赖于传统结核分枝杆菌(MTB)培养和药敏

试验,但所需时间较长,不利于患者早期、精准定位治

疗[4-5]。近年来,随着分子生物学诊断方法的迅速发

展,荧光聚合酶链反应(PCR)溶解曲线法和 Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法显现出比较明显的早期诊断优

势[6-8],而其在支气管肺泡灌洗液中的诊断价值鲜见

报道。因此,本研究将这两种分子生物学方法在支气

管肺泡灌洗液中的应用价值进行比较,以期为耐药结
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核病的临床诊断和治疗提供一定的理论依据。

1 资料与方法
 

1.1 一般资料 随机选取2018年10月至2019年8
月本院收治的门诊和住院患者支气管肺泡灌洗液标

本共102例,灌洗液标本由结核科和呼吸科医生取自

患者病变的肺部及远端支气管,经注入生理盐水并通

过负压吸收,收集于无菌收集管中,每管10~15
 

mL。
所有灌洗液标本均立即采用荧光PCR溶解曲线法和

Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法进行检测和利福平耐药快

速鉴定。在收集到的102例灌洗液中,经分枝杆菌病

原学检测(涂片或者培养),检测结果为阳性(结核性

灌洗液)的患者59例,结果为阴性的(非结核性灌洗

液)患者43例。两种类型灌洗液患者中男性患者分

别为34、23例(P<0.05),年龄分别为(59.44±
14.23)、(56.27±7.53)岁(P>0.05),有肺部空洞者

分别为12、0例(P<0.05),T-SPOT阳性患者分别为

48、4例(P<0.05)。非结核性灌洗液43例患者中包

括支气管扩张症8例,肺部结节18例,肺癌5例,肺
炎10例以及其他疾病2例。

1.2 仪器与试剂 荧光定量PCR仪(Lightcycler
 

480
 

PCR 仪)购 自 美 国 Roche 公 司;Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF设备及配套试剂购自美国Cepheid公司;

MTB核酸提取试剂、MTB利福平耐药突变检测试剂

盒及 MTB复合体快速检测试剂盒均购自厦门致善生

物科技有限公司;核酸提取仪购自海门其林贝尔制造

有限公司。

1.3 方法

1.3.1 荧光PCR溶解曲线法与结果判读 取混匀

后的灌洗液标本1
 

mL加入两倍体积的配制好的消化

液消化5
 

min,取1
 

mL消化后的灌洗液标本转移至新

标记好的 EP管中,离心去除上清液后加入 MTB
 

DNA提取液(250
 

μL),混匀后置于99
 

℃恒温加热仪

中加热20
 

min。再次离心,取5
 

μL离心后的上清液

作为 反 应 模 板 加 入20
 

μL
 

PCR 反 应 液 中。采 用

Lightcycler480
 

PCR仪进行目的片段扩增和溶解曲

线分析。荧光PCR反应条件参照文献[9]。结果判

断:(1)分枝杆菌检测,MTB复合群Tm值在FAM通

道上为(61.4±1.5)℃。(2)利福平突变结果,①野生

型,样品Tm值与内置阳性对照Tm值相同;②突变

型,样品 Tm 值低于内置阳性对照 Tm 值2
 

℃及

以上。

1.3.2 Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法与结果判读 取混

匀后的灌洗液标本1
 

mL,加入两倍体积的商品化稀

释液震荡30
 

s,静置15
 

min,取约2
 

mL消化好的标本

于配套的Cartridge盒内,盖上盖子,于Gene
 

Xpert系

统程序中设置好位置和编号,反应过程约为2
 

h。结

果判读:根据循环次数(CT),系统自动识别为阴性、
极低、低、中、高。CT<16判定为 MTB检出“高”;CT

 

为16~22判定为 MTB检出“中”,CT为>22~28判

定为MTB检出“低”;CT为>28~38判定为MTB检

出“极 低”;CT>38判 定 为 MTB 未 检 出(阴 性)。

Probe
 

A、B、C、D和E
 

5个探针是检测利福平rpoB基

因是否发生突变的不同耐药位点,系统报告为阴性或

耐药。

1.4 统计学处理 采用GraphPad
 

Prism
 

version5.0
 

软件进行统计处理和分析。计量资料以x±s表示,
组间比较采用t检验;计数资料以例数或率表示,组
间比较采用χ2 检验;计算两种方法的灵敏度、特异度

和符合率。以P<0.05为差异有统计学意义。
 

2 结  果

2.1 两种分子生物学方法对分枝杆菌的鉴定结果 
在分枝杆菌鉴定中,102例灌洗液中有57例经荧光

PCR溶解曲线法鉴定为 MTB复合群,有2例鉴定为

非 MTB,根据Tm值区间以及测序结果对比,证实这

两例非 MTB为龟脓肿分枝杆菌和牛分枝杆菌。该方

法检测的阳性率为57.84%。在102例灌洗液标本

中,有 57 例 经 Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF 法 鉴 定 为

MTB,阳性率为55.88%。其中有5例CT<16,MTB
检出“高”;2例CT为16~22,MTB检出“中”;32例

CT为>22~28,MTB检出“低”;18例CT为>28~
38,MTB检出“极低”;其余45例CT>38,MTB未检

出。两种方法的符合率为98.08%。

2.2 两种分子生物学方法对利福平耐药突变的鉴定

结果 荧光PCR溶解曲线法在57例MTB中检出15
例利福平耐药突变,检出率为26.32%。Gene

 

Xpert
 

MTB/RIF 法 检 出 13 例 利 福 平 耐 药,检 出 率 为

22.81%。在检出的13例利福平耐药 MTB中,针对

利福平耐药的Probe
 

E(529~533)区域检出耐药菌株

5例,Probe
 

B(512~518)区域检出耐药菌株3例,

Probe
 

D(523~529)区域检出耐药菌株3例,Probe
 

A
(507~511)区域检出耐药菌株2例。两种方法的符

合率为96.61%。

2.3 两种分子生物学方法与培养法对比 在收集的

102例灌洗液中,荧光PCR溶解曲线法检出了59例

分枝杆菌阳性标本及15例利福平耐药突变标本。

Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法检出57例阳性标本和13例

利福平耐药突变标本,两种方法的符合率之间差异无

统计学意义(P>0.05)。以最终的培养结果为金标

准,荧光PCR溶解曲线法诊断分枝杆菌的灵敏度为

100.00%,特 异 度 为 100.00%,阳 性 预 测 值 为
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100.00%,阴 性 预 测 值 为 100.00%。Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法诊断分枝杆菌的灵敏度为96.61%,特
异度为100.00%,阳性预测值为100.00%,阴性预测

值为95.56%。见表1~2。
表1  荧光PCR溶解曲线法和培养法结果对比(n)

荧光PCR溶解曲线法
培养法

阳性 阴性
合计

 

阳性 59 0 59

阴性 0 43 43

合计 59 43 102

表2  Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法和培养法结果对比(n)

Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法
培养法

阳性 阴性
合计

阳性 57 0 57

阴性 2 43 45

合计 59 43 102

3 讨  论

  由于潜伏感染及耐药结核病患者数量的增加,结
核病的发病率和患病率有所升高[10]。尽管结核病的

病原学诊断方法很多,但大部分诊断方法依赖于结核

病患者的依从性[11]。因此,病原学标本的质量对于临

床早期诊断和治疗有着至关重要的作用。支气管肺

泡灌洗液主要由临床医生在患者肺部病变部位和远

端支气管反复灌洗所得,临床诊断的阳性率明显高于

一般的检验标本,如痰液、胸腔积液等[12]。近年来,随
着分子生物学方法的不断发展,用于 MTB诊断及耐

药突变鉴定的诊断试剂不断涌现[13-14]。其中,荧光

PCR溶解曲线法和Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法由于操

作比较简便,缩短了病原学诊断时间而被广泛应

用[15-16]。利福平是目前临床使用的一线抗结核药物

之一,其耐药现象最为普遍[17]。研究表明,90%的利

福平耐药患者同时对异烟肼耐药[18-19]。因此,利福平

是目前研究耐药结核病的主要检测药物。
荧光PCR溶解曲线法是一种基于Tm值变化而

识别物种基因分型及耐药基因突变的较为简便的分

子生物学检测技术[20]。该方法在一些疾病的早期分

子诊断中广泛应用[21-23]。邹远妩等[24]将罗氏药敏法

与荧光PCR溶解曲线法用于异烟肼、利福平、乙胺丁

醇、链霉素、莫西沙星和左氧氟沙星的耐药检测中,发
现荧光PCR溶解曲线法对这几种药物的检测结果较

为一致,且操作简便,检测速度快,是一种比较稳定的

分子生物学检测方法[24]。也有科研人员将不同的临

床标本(包括痰液、胸腔积液、腹水、脑脊液、灌洗液、

脓液)用于利福平和异烟肼耐药检测,结果也发现该

方法有较高的检测效能[25]。笔者之前的研究也发现,
荧光PCR溶解曲线法在利福平和异烟肼耐药突变检

测方面较传统的比例药敏法有更高的检测价值[9]。
在之前的研究中,荧光PCR溶解曲线法主要用于培

养阳性的 MTB菌株的耐药基因检测,在此次研究中,
笔者直接将支气管肺泡灌洗液用于核酸提取,并联合

耐药诊断试剂盒直接检出分枝杆菌及其是否为利福

平耐药,极大缩短了以往 MTB的培养时间,为结核病

患者的早期诊断和治疗提供了较好的实验室诊断

基础。

Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法是一种全新的集分枝

杆菌检测和利福平耐药检测于一体的全自动半定量

实时PCR系统,其针对 MTB
 

81
 

bp左右的利福平耐

药核心区域设计引物,操作简便,可以全自动提取核

酸并纯化,自动完成PCR反应并在2
 

h内出具检测结

果[26]。研究发现,与直接涂片法和液体培养法比较,

Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法有较好的一致性,并在结核

性胸 膜 炎 和 脑 膜 炎 的 辅 助 诊 断 方 面 有 较 高 的 价

值[27-28]。但这两种方法在支气管肺泡灌洗液中的应

用鲜见报道。本研究结果发现,在102例灌洗液标本

中荧光PCR溶解曲线法检出 MTB
 

57例,另外检出

非 MTB
 

2例,其检出分枝杆菌的灵敏度为100.00%,
特异度为100.00%,检出利福平耐药15例,检出率为

26.32%。Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法检出MTB
 

57例,
其检 出 分 枝 杆 菌 的 灵 敏 度 为 96.61%,特 异 度 为

100.00%,检出利福平耐药13例,检出率为22.81%,
两种方法的符合率为96.61%。与荧光PCR溶解曲

线法比较,Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法耗时更短,操作

方法更为简便,但荧光PCR溶解曲线法在分枝杆菌

鉴定,尤其是在区分 MTB复合群和非 MTB方面更

有优势。
综上所述,荧光PCR溶解曲线法和 Gene

 

Xpert
 

MTB/RIF法在分枝杆菌检测和利福平耐药突变检测

方面均有较高的灵敏度和特异度,两种方法也有较高

的符合率。荧光PCR溶解曲线法在非 MTB鉴定与

分型上有较大优势,而Gene
 

Xpert
 

MTB/RIF法操作

更为快速、简便。临床医师可根据病原学诊断的具体

要求选择合适的实验方法,为临床诊断和早期治疗提

供较好的实验室支撑。
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Treg%、sICAM-1水平与蛛网膜下腔出血严重程度的相关性分析*

魏 容,杨 娜,胥国强,肖光军△

四川省遂宁市中心医院检验科,四川遂宁
 

629000

  摘 要:目的 探讨调节性T细胞百分比(Treg%)及可溶性细胞间黏附分子-1(sICAM-1)水平与蛛网膜

下腔出血(SAH)严重程度的相关性。方法 将2015年1月至2019年6月来该院就诊的96例SAH患者纳为

研究对象,采用16层螺旋CT扫描并进行血管成像,同时检测患者血清sICAM-1水平与外周血Treg%,分析

患者Glasgow昏迷量表(GCS)评分、Hunt-Hess分级与 Treg%、sICAM-1水平的关系。结果 不同 Hunt-
Hess分级患者血清sICAM-1水平、外周血Treg%比较,差异有统计学意义(P<0.05),不同GCS评分患者血

清sICAM-1水平、外周血Treg%比较,差异有统计学意义(P<0.05)。血清sICAM-1水平与Hunt-Hess分级

呈正相关(P<0.05),与GCS评分呈负相关(P<0.05)。Treg%与 Hunt-Hess分级呈负相关(P<0.05),与

GCS评分呈正相关(P<0.05)。结论 外周血Treg%、血清sICAM-1水平检测可为评估SAH严重程度提供

参考。
关键词:蛛网膜下腔出血; 调节性T细胞; 可溶性细胞间黏附分子-1
DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2021.02.028 中图法分类号:R743.34
文章编号:1673-4130(2021)02-0244-04 文献标志码:A

  蛛网膜下腔出血(SAH)是临床常见的急重症之

一,具有较高的致残率和致死率,临床将其分为原发

性SAH和继发性SAH。原发性SAH的病因多是颅

内动脉瘤、自身免疫性动脉炎或是血管畸形引发患者

脑表面和脑底部的血管破裂,造成血液流入蛛网膜下

腔。90%以上的SAH为急性发病,部分原发性SAH
患者在治愈后可能再次出血或血管痉挛,形成继发性

SAH[1]。SAH通常采用数字显影血管造影术、颅脑

CT扫描监测出血情况或进行腰椎穿刺脑脊液检查,
但是腰椎穿刺操作烦琐且操作时需严格注意禁忌证。
近年来的研究表明,SAH 的病理生理改变与免疫炎

性反应有重要联系:调节性T细胞(Treg)是体内的一

种T细胞亚群,同时表达CD4、CD25两种分化簇,可
减轻过度的免疫炎性反应,减少组织的损伤[2]。有研

究指出,Treg是原发性SAH 患者的保护性因素[3]。
可溶性细胞间黏附分子-1(sICAM-1)是SAH患者发

生血管痉挛的主要特异性炎性因子,当机体组织受

损、缺血缺氧或处于炎症状态时,sICAM-1被大量激

活,于外周血中高表达,引起一系列免疫炎性反应。
调节性T细胞百分比(Treg%)与SAH 存在明显的

相关性[4],sICAM-1能介导SAH患者脑组织受损的

相关免疫炎性反应[5-6]。但Treg%和sTCAM-1水平

与SAH严重程度的相关性研究报道较少。本研究针

对SAH患者进行了这方面研究,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2015年1月至2019年6月在

本院接受治疗的96例SAH患者为研究对象,其中男

62例,女34例;年龄30~69岁,平均(48.09±6.53)
岁。采用Hunt-Hess分级法对患者进行分级[4]:Ⅰ级

为无症状或出现轻微头痛,体格检查可见颈项强直;

Ⅱ级为中重度头痛,无意识障碍,体格检查可见脑膜

刺激征阳性;Ⅲ级为嗜睡或精神错乱,轻度局灶性功

能缺损,可见偏侧肢体中重度麻痹等;Ⅳ级为昏迷,中
重度肢体偏瘫,早期去脑强直、自主神经功能异常;Ⅴ
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