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"摘要#

!

目的
!

比较煮沸裂解法'酚(氯仿法和试剂盒法
#

种
VZ)

提取法在肺结核患者粪便标本中检测
<(,

VZ)

的应用效果&方法
!

收集肺结核患者粪便标本!分别用煮沸裂解法'酚(氯仿法和试剂盒法提取
VZ)

!比较其

<(,VZ)

实时荧光聚合酶链反应"

.!-

%扩增的检测阳性率及扩增效率!分析不同方法的差异&结果
!

对于痰抗酸

涂片阴性患者的粪便标本!

#

种方法均未测到有
<(,VZ)

扩增&痰抗酸涂片阳性患者的粪便标本!煮沸裂解法'酚(

氯仿法和试剂盒法的
<(,VZ)

检出率分别为
1&7

'

6'7

和
9'7

&酚(氯仿法与试剂盒法
<(,VZ)

的定量结果比

较!存在显著性差异!试剂盒法提取扩增效果显著强于酚(氯仿法&结论
!

试剂盒法可有效去除粪便标本中的
.!-

抑制物!

<(,VZ)

检出率和定量结果明显优于煮沸裂解法和酚(氯仿法!对于无法产生痰或咳出痰的肺结核患者的

实验室诊断具有较高的应用价值&
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肺结核的实验室诊断主要依靠检测痰标本中的结核分枝

杆菌$

<(

&复合体+然而#有些患者无法产生痰或咳出痰#例

如!儿童,免疫功能低下的患者和神经反射受损的患者+在这

种情况下#临床常常考虑采用侵入性操作取得患者标本#包括

鼻咽管吸取物,胃液#通过支气管镜获得的呼吸道分泌物等+

侵入性操作获得上述标本#不但加重了患者的痛苦#还有增加

医院感染风险的可能+

国外研究证明#

<(

具有耐酸耐酶的特点#结核分枝杆菌

可存活于胃液和肠道中#并经过消化后与粪便一起被排出)

"

*

+

然而#由于提取机制和步骤的差别#粪便标本中获得
<(,VZ)

的量及纯度各不相同#导致在后续试验#如实时荧光聚合酶链

反应$

.!-

&扩增等的应用效果不同+本文比较了煮沸裂解法,

酚"氯仿法和试剂盒法这
#

种方法获得粪便标本中
<(,VZ)

质与量的优劣#为下一步快速检测儿童肺结核患者粪便的研究

提供了方法学比较+

$

!

材料与方法

$%$

!

标本来源
!

收集
$'"'

"

$'""

年本院临床诊断为肺结核

的住院患者粪便标本
#'

例#其中
$'

例为痰抗酸涂片阳性患

者#

"'

例为痰抗酸涂片阴性患者+住院肺结核患者诊断标准

符合下列条件之一!痰支气管镜刷片查抗酸菌涂片阳性%结核

菌培养阳性%其他治疗无效#影像学检查符合肺部结核病诊断

并正规抗结核治疗有效#符合结核病演变过程+同时排除腹

泻,便秘等肠道结核感染症状+

$%/

!

方法与试剂

$%/%$

!

粪便标本预处理
!

新鲜粪便标本收集在无菌塑料杯

中#取回实验室后
1T

冰箱保存#时间不超过
19*

+取
&''4

/

粪便标本加入装有
$45

无菌磷酸盐缓冲液$

'%'&4=A

"

5

#

B

Q

6%1

&的试管中充分振荡摇匀后#

#&''K

"

4F3

离心
&4F3

#收集

上清液#重复上述磷酸盐缓冲液洗涤离心步骤
"

次#最终收集

上清液
"45

置于
"%&45

的
2

BB

?3>=KI

管中+然后上清液

"$'''K

"

4F3

离心
"'4F3

#弃上清液后#沉淀加入
"%&45

生理

盐水中重悬混匀#等分为
#

份后#

"$'''K

"

4F3

离心
"'4F3

#弃

上清液#保留沉淀#置于
S#'T

冰箱中待抽提
VZ)

+所有标

本在
"*

内预处理完毕+

$%/%/

!

煮沸裂解法提取
VZ)

!

使用
<(

核酸扩增
.!-

荧光

检测试剂盒中自带
VZ)

提取液#提取液成分包括去污剂和

<KF+

盐酸缓冲液#试剂盒由中山大学达安基因股份有限公司提

供+将预处理后所得沉淀#每管加入
&'

!

5VZ)

提取液#充分

混匀#

"''T

加热
"'4F3

#转至室温下
"#'''K

"

4F3

离心
&4F3

即可#

S#'T

保存备用+

$%/%'

!

酚"氯仿法提取
VZ)

!

将预处理后所得沉淀加入
#''

!

5

细胞裂解液$自配#主要成分!

"'44=A

"

5<KF+

盐酸缓冲液,

"4=A

"

5

氢氧化钠,

"' 44=A

"

5

乙二胺四乙酸,生理盐水,

'%$7

十二烷基硫酸钠&#振荡混匀#于
"''T

加热
"&4F3

#用

酚"氯仿法纯化
VZ)

#即加入等体积的氯仿"异戊醇$

$10"

&#

振荡混匀#

"''''K

"

4F3

离心
&4F3

#上清液移至加等体积苯酚"

-

6'$"

-

检验医学与临床
$'"$

年
&

月第
8

卷第
"'

期
!

5CLW?>!AF3

!

WC

D

$'"$

!

Y=A%8

!

Z=%"'



氯仿"异戊醇$

$&0$10"

&的试管中#振荡混匀#

"''''K

"

4F3

离

心
&4F3

#将上清液再移至新管中#加入等体积异丙醇#颠倒混

合#

"''''K

"

4F3

离心
&4F3

#弃上清液#加入无水乙醇
"'''

!

5

洗涤一次#

"''''K

"

4F3

离心
"4F3

#离心后弃上清液#将沉

淀的
VZ)

溶于
:'

!

5

的双蒸水中#

S#'T

保存备用+

$%/%1

!

试剂盒法提取
VZ)

!

采用进口试剂盒$

kP)C4

B

VZ)

4F3FcFE

&提取
VZ)

+具体操作如下所述#向预处理所得沉淀

中加入
"''

!

5

试剂盒缓冲液
)<5

#振荡至彻底悬浮%点动离

心#管中加入
$'

!

5

蛋白酶
]

#振荡混匀#于
&:T

温育至少
#'

4F3

%点动离心后加入
$''

!

5

缓冲液
)5

#振荡
"&+

混匀#

6'T

温育
"'4F3

%点动离心#加入
$''

!

5

无水乙醇#振荡
"&+

混

匀#点动离心后小心将溶液全部转移入离心过滤柱中#

9'''

K

"

4F3

离心
"4F3

%弃滤过液#将离心过滤柱转入新的离心收集

管中#向离心过滤柱中加入
&''

!

5

缓冲液
)\"

#

9'''K

"

4F3

离心
"4F3

%弃滤过液#再将离心过滤柱转入新的离心收集管

中#离心过滤柱中加入
&''

!

5

缓冲液
)\$

#

"#'''K

"

4F3

离

心
#4F3

%弃滤过液#再将离心过滤柱转入新的离心收集管中#

"#'''K

"

4F3

离心
"4F3

%最后将离心过滤柱转入新的离心管

中#向吸附膜的中间部位悬空加入
$''

!

5

洗脱缓冲液
)2

#室

温放置
$4F3

#

9'''K

"

4F3

离心
$4F3

#离心管中收集的液体即

所需+

$%/%2

!

实时荧光
.!-

检测
!

<(

核酸扩增
.!-

荧光检测试

剂盒由中山大学达安基因股份有限公司提供+根据试剂说明

书操作#分装
.!-

反应液并加入提取的
VZ)

,标准品和阴阳

性对照作为
.!-

扩增模板#放入
)(P6&''

荧光
.!-

仪上进行

扩增+根据标本的实时荧光曲线形态判断结果的阴阳#通过实

时荧光
.!-

的
>9

值$每个反应管内的荧光信号到达设定阈值

时所经历的循环判断数&和定量标准方程计算
<(,VZ)

定量

值#作为提取与扩增效果的评价指标+

$%'

!

统计学方法
!

记录
#

种提取方法的实时荧光
.!-

结果#

采用
'

$ 检验和配对
9

检验进行统计学处理#检验水准
&

a

'%'&

#以
G

$

'%'&

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/%$

!

痰涂片阴性患者粪便
<(,VZ)

检出情况
!

"'

例痰抗酸

涂片阴性患者的粪便标本分别采用煮沸裂解法,酚"氯仿法和

试剂盒法#这
#

种方法提取
VZ)

作为模板#进行
<(PO:''"

转

座子基因实时荧光
.!-

#结果显示均未检测到有
.!-

扩增+

/%/

!

痰涂片阳性患者粪便
<(,VZ)

检出情况
!

见表
"

+由表

"

可见#

$'

例痰抗酸涂片阳性患者的粪便标本采用煮沸裂解法

提取
VZ)

作为模板#进行实时荧光
.!-

#

8

例检出
<(,VZ)

#

检出率为
1&7

%采用酚"氯仿法提取
VZ)

#

"1

例检出
<(,

VZ)

#检出率为
6'7

%采用试剂盒法提取
VZ)

#

":

例检出
<(,

VZ)

#检出率高达
9'7

+试剂盒法检出阳性率最高#煮沸裂解

法与其相比#

<(,VZ)

检出率差异有统计学意义$

'

$

a&%$$6

#

G

$

'%'&

&%酚"氯仿法分别与煮沸裂解法相比#

<(,VZ)

检出

率均差异无统计学意义$

'

$

a$%&&9

#

G

%

'%'&

&#与试剂盒法比

较#

<(,VZ)

检出率差异也无统计学意义$

'

$

a'%&##

#

G

%

'%'&

&+

表
"

!

#

种提取方法对
<(,VZ)

的实时荧光
.!-

!!!

检测结果&

,a$'

'

方法
<(,VZ)

阳性 检出率$

7

&

煮沸裂解法
8 1&

酚"氯仿法
"1 6'

试剂盒法
": 9'

/%'

!

酚"氯仿法与试剂盒法
<(,VZ)

定量结果比较
!

见表
$

+

$'

例痰抗酸涂片阳性患者的粪便中#有
"1

例标本采用酚"氯

仿法与试剂盒法提取
VZ)

#结果均检测到有
<(,VZ)

扩增+

取实时荧光
.!-

的定量值作为提取与扩增效果的评价指标#

对酚"氯仿法与试剂盒法
<(,VZ)

定量结果进行比较+采用

配对
9

检验分析#两种方法之间差异有统计学意义$

9a$%"98

#

G

$

'%'&

&#试剂盒法
VZ)

提取扩增效果显著强于酚"氯仿法+

表
$

!

酚+氯仿法与试剂盒法对粪便标本
<(,VZ)

!!!

定量结果的比较

样本 酚"氯仿法 试剂盒法 差值

样本
" #%199 &%'1& "%&&6

样本
$ &%$&" :%8"& "%::1

样本
# $%:#" 1%1$6 "%68:

样本
1 1%"11 1%6&# '%:'8

样本
& $%699 #%68' "%''$

样本
: #%6&: &%'98 "%###

样本
6 "%9:# $%6#1 '%96"

样本
9 #%9&# &%"8& "%#1$

样本
8 #%#$& 1%'9# '%6&9

样本
"' #%''& &%$99 $%$9#

样本
"" 1%$&" &%9:# "%:"$

样本
"$ 1%&86 &%889 "%1'"

样本
"# "%"6: 1%#6" #%"8&

样本
"1 1%'1' 1%918 '%9'8

'

!

讨
!!

论

粪便标本中细菌
VZ)

提取的最主要问题是粪便标本中

各种杂质和干扰物极多#抽提过程中常常发生抑制物共纯化#

导致其阻遏下游
.!-

扩增)

$

*

#众多杂质也会导致背景的干扰

等+本研究用
#

种方法制备的粪便标本
VZ)

均能用于
.!-

扩增的模板+煮沸裂解法是一种经典方法#操作最简单且价格

低廉#但提取的
VZ)

完全没有经过纯化去除杂质和干扰物#

<(,VZ)

的量及纯度均较低#严重抑制了后续的
.!-

#

<(,

VZ)

检出阳性率最低#仅有
1&7

+利用酚"氯仿法可以有效

去除粪便中的色素和多糖成分#但操作要求较高且复杂#并且

酚"氯仿法中的酚也可能抑制后续的
.!-

+本研究中#酚"氯

仿法
<(,VZ)

检出阳性率为
6'7

#虽然与试剂盒法的
9'7

<(,VZ)

检出阳性率相比#差异无统计学意义%但进一步分

析#以实时荧光
.!-

的定量值作为提取与扩增效果的评价指

标#对酚"氯仿法与试剂盒法
<(,VZ)

定量结果进行比较#差

异有统计学意义#由此说明了试剂盒法
<(,VZ)

提取扩增效

果显著强于酚"氯仿法#试剂盒法提取
<(,VZ)

的效率更高#

质量更稳定#易标准化#更适合实验室诊断研究+但是#试剂盒

法费用高昂不易普及%还有在试剂盒法操作过程中需注意#有

时会出现粪便标本蛋白酶消化不完全所致试剂盒中的柱子阻

塞的现象#这会导致
VZ)

提取效率大大降低#因此标本需经

足量蛋白酶充分温育消化#以避免此现象发生+国内文献通常

采用分光光度仪测定
VZ)

浓度及
)$:'

"

$9'

纯度)

#

*来判断提

取细菌基因组
VZ)

的质与量#或者普通
.!-

扩增后产物电

泳,溴化乙锭染色后在紫外灯下检测)

1

*

#根据亮度强弱来评价

不同方法的
VZ)

提取扩增效果+但是#分光光度仪测定结果

判定缺乏对目标基因的特异性#且不能区别是否发生抑制物共

纯化%普通
.!-

的重复性较差#结果判断带有一定的主观性#

对同一样本检测结果的变异系数可达
"'7

以上#而且普通

.!-

检测的是扩增产物的最终浓度而非起始浓度+在本研究

中#选用荧光定量
.!-

替代普通
.!-

来评价不同方法间的

VZ)

提取效果+因为#国内外研究发现#荧光定量
.!-

具有

以下优点!重复性好#对同一样本重复检测结果的变异系数基

-

9'$"

-

检验医学与临床
$'"$

年
&

月第
8

卷第
"'

期
!

5CLW?>!AF3

!

WC

D

$'"$

!

Y=A%8

!

Z=%"'



本小于
#7

)

&

*

%灵敏度较高#可区分被测定模板
VZ)

之间数量

上的细微差异%荧光定量结果代表的是模板
VZ)

的起始浓

度#可以更客观地反映提取液中模板
VZ)

的数量与质量#便

于统计分析+经过本研究中的数据比较分析#本文认为#实时

荧光
.!-

确实是一种比较先进可信的评价
VZ)

提取扩增效

果的方法+

本研究还分别对痰抗酸涂片阴性和阳性的肺结核患者粪

便标本
<(,VZ)

的检测特异性和灵敏度进行了统计分析+痰

抗酸涂片阴性患者的粪便标本#采用
#

种方法提取
VZ)

#进行

结核杆菌种属特异性
PO:''"

转座子基因实时荧光
.!-

#结果

显示均未检测到有
.!-

扩增%痰抗酸涂片阳性患者的粪便标

本#采用试剂盒法提取
VZ)

#荧光
.!-

扩增
<(,VZ)

检出率

可达
9'7

+粪便标本
.!-

与痰抗酸涂片相比#结果基本一

致#特异性高但灵敏度略低+本研究结果与国外
)4?A

等)

:

*和

QFACK

D

等)

6

*的研究结果相符+

综上所述#使用试剂盒法提取细菌
VZ)

和实时荧光定量

.!-

检测粪便标本中
<(,VZ)

#可能是一种特异性高,中度敏

感的
<(

实验室初筛方法+粪便标本检测阳性的患者#可避免

多项侵入性检查操作#并且粪便
.!-

检测只需耗时
">

#检测

速度远远快于时间长达数星期的
<(

培养+提取的阳性
<(,

VZ)

还可以进一步进行
<(

耐药基因突变的相关检测)

9

*

+对

于无法产生痰或咳出痰的肺结核患者#例如!儿童,免疫功能低

下的患者和神经反射受损的患者#收集其粪便标本进行实时荧

光定量
.!-

检测
<(,VZ)

具有较高的诊断应用价值+
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在预防时限来看#有
8"

例患者得到了足够疗程抗凝预防#

9

例

患者药物预防的时间短于指南所规定的最少
"'>

的预防时

限+$

#

&预防深静脉血栓所选用的药物!

.

完全不符合指南推

荐的有
"8

例#选用的药物均为活血化淤的中成药%

/

基本符合

指南推荐的有
:'

例#即选用的药物中既有指南推荐的低分子

肝素#而且基本都是在术后
$1*

内即开始使用#但这
:'

例中

同时合用了一种或者几种活血化淤的中成药%

1

完全符合指南

推荐药物的有
$'

例+

'

!

讨
!!

论

总体而言#该院在预防骨科大手术后
VY<

的药物预防方

面基本能够遵循指南的要求#选择指南中推荐的药物并按照指

南推荐的开始时间以及给药时限给予相应的预防措施+但是#

在药物的选择等方面存在种种问题#主要表现如下+

'%$

!

药物的选择不正确
!

药物选择不正确可能包括几个方面

的原因#其一可能是因为医生本身的用药习惯以及我国习惯使

用活血化淤药物的传统和悠久历史%其二可能是指南中一些更

加安全的,新型的抗凝药物还没有进入该院#比如利伐沙班,磺

达肝葵钠+

'%/

!

开始预防的时间以及时限不正确
!

骨科大手术围手术期

VY<

形成的高发期是术后
$1*

内#所以预防应尽早进行+但

术后越早进行药物预防#发生出血的风险也越高+因此#确定

VY<

形成的药物预防开始时间应当慎重权衡风险与收益+调

查数据显示#该院有近一半用药时间选择不对#其中大部分为

过早使用抗凝药物#且术前未停用抗凝药物#这样既造成了药

物浪费#又增加了出血风险+
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