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实时荧光定量聚合酶链反应在肺结核诊断中的应用
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"摘要#

!

目的
!

探讨实时荧光定量聚合酶链反应"

]̂ /W(.

#在肺结核诊断中的应用价值$方法
!

应用
]̂ /

W(.

对临床诊断肺结核及其他肺部疾病患者的临床标本进行结核分枝杆菌
ZN1

定量检测!同时与涂片抗酸染色'

31(82(+$"

培养法作比对$结果
!

#*+

例临床诊断肺结核患者
]̂ /W(.

检测
#!7

例阳性!提示敏感度为
$),#-

"

#!7

%

#*+

#!而涂片抗酸染色'

31(82(+$"

培养法分别为
%",!-

"

6$

%

#*+

#'

$7,)-

"

#!"

%

#*+

#$

+%

例其他肺部疾病

患者及
!"

例健康对照者
]̂ /W(.

检测均为阴性!特异度为
#"","-

$结论
!

]̂ /W(.

敏感度和特异度均高!检测过

程简单'易标准化'全过程仅需
%

"

)A

!可用于结核病的快速诊断$

"关键词#

!

实时荧光定量聚合酶链反应&

!

肺结核&

!

临床诊断
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实时荧光定量聚合酶链反应$

]̂ /W(.

%技术于
#++$

年由

美国应用生物$

1

HH

E:=L3:95

J

5>=F5

%公司推出#较常规
W(.

$

=;L/

H

9:;>W(.

%不同#可在
W(.

指数扩增期间通过连续监测

荧光信号强弱的变化来即时测定特异性产物的量#并据此推断

目的基因的初始量#不需要取出
W(.

产物进行分离)本院于

!""6

年从美国
1

HH

E:=L3:95

J

5>=F5

公司引进该技术#应用于结

核病的临床诊断)本研究对
#*+

例临床诊断肺结核患者的痰

液进行
]̂ /W(.

检测*

31(82(+$"

培养和涂片抗酸染色#并

对结果进行对比分析#探讨
]̂ /W(.

在肺结核诊断中的应用

价值)

$

!

资料与方法

$,$

!

一般资料
!

选取本院
!"#"

年
#

月至
!"#"

年
7

月住院的

经细菌学确诊的肺结核患者
#*+

例#其中男
#"!

例#女
*6

例#

年龄
#*

"

6)

岁#平均
77,*

岁)其他肺部疾病患者
+%

例#其中

肺炎
#+

例#非结核分枝杆菌肺病
!"

例#支气管扩张
!%

例#肺

癌
7#

例)另取门诊健康体检者
!"

例作为对照组#其中男女各

#"

例#年龄
!"

"

))

岁)

$,/

!

仪器与试剂
!

美国应用生物$

1

HH

E:=L3:95

J

5>=F5

%公司

生产的
13'67""

荧光定量扩增仪#结核分枝杆菌核酸扩增

W(.

荧光检测试剂盒为中山大学达安基因股份有限公司生

产#美国
3Z

公司
31(82(+$"

全自动分枝杆菌检测仪及配套

试剂#奥林巴斯显微镜#抗酸染色液$自制%)质控菌株!结核分

枝杆菌$

18((!6!+%

%)

$,'

!

方法
!

#*+

例肺结核患者采集早晨痰液标本
7

份#分别

进行
]̂ /W(.

检测*涂片抗酸染色镜检及
31(82(+$"

培养)

其他肺部疾病患者
+%

例及健康体检者
!"

例采集晨痰标本
#

份进行
1

组实验)

$,',$

!

W(.

检测
!

$

#

%痰液中加入
%

倍体积的
%-N@MU

#摇

匀#室温下放置
7"F:;

左右液化#取
#,"F4

至离心管中#再加

入
",)F4%-N@MU

#室温放置
#"F:;

后
#)"""B

"

F:;

离心
)

F:;

)去上清液#沉淀加无菌生理盐水
#F4

打匀#

#)"""B

"

F:;

离心
)F:;

#再重复一次#沉淀加
)"

,

4ZN1

提取液#置沸水浴

#"F:;

)

#""""B

"

F:;

离心
)F:;

#取上清液
!

,

4

做
W(.

)取

单管单人份
W(.

反应管若干#加入处理后样品
!

,

4

#

*"""B

"

F:;

离心
)5

)将各反应管放入
W(.

仪#按下列条件扩增!

+7j!F:;

(

+7j%)5

#

))j#!"5

#

#"

个循环(置
77j

保温#

迅速逐个将反应管放入荧光检测仪#读取并记录读数
1

"

)荧

光激发波长为
%*6;F

#检测波长为
)!);F

)最后按
+7j%)

5

#

))j#!"5

#

7"

个循环(置
77j

保温)$

!

%反应结束后保存

检测数据文件)根据分析后图像调节
I@5=E:;=

的
5>@B>

值$

!

"

%

%*

5>9

H

值$

6

"

+

%以及
8AB=5A9EL

值#最后到
B=

H

9B>=B

窗口下记

录仪器自动分析计算出的
(>

值)$

7

%结果判定)在实验有效

的前提下根据
(>

值判定阴阳性#

(>

值大于或等于
7"

为阴性#

(>

值小于
7"

为阳性)

+

76!!

+

检验医学与临床
!"#!

年
+

月第
+

卷第
#*

期
!

4@I&=L(E:;

!

0=

H

>=FI=B!"#!

!

Q9E,+

!

N9,#*
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!

涂片抗酸染色
!

所有送检的痰标本严格按照.结核病

诊断细菌学检验规程/操作,

#

-

#每份标本涂片
7

张#其中只要有

#

片为阳性即统计为阳性)

$,',/

!

31(82(+$"

培养
!

所有送检的痰标本严格按照

31(82(+$"

操作规程#阴性报告时间设定为
%!L

)

$,1

!

统计学处理
!

使用
0W00#7,"

进行统计计算#采用
!

! 检

验方法#

#

"

",")

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

#*+

例肺结核患者的痰液
]̂ /W(.

检测阳性者
#!7

例#

31(82(+$"

培养阳性者
#!"

例#两者同时阳性的为
#"6

例#

]̂ /W(.

检测阳性而
31(82(+$"

培养阴性为
#$

例#

W(.

检

测阴性而
31(82(+$"

培养阳性为
#7

例)涂片抗酸染色阳

性
6$

例#

]̂ /W(.

和
31(82(+$"

培养均为阳性$表
#

%)

+%

例其他肺部疾病患者及
!"

例健康对照
]̂ /W(.

检测均为阴

性#特异度为
#"","-

)

表
#

!

7

种方法检测结果对比

方法 总例数 阳性数 阳性率$

-

%

]̂ /W(. #*+ #!7 $),#

涂片抗酸染色
#*+ 6$ %",!

@

31(82(+$"

培养
#*+ #!" $7,)

I

!!

注!与
]̂ /W(.

比较#

@

!

!

b!7,%%

#

#

"

","#

#

I

!

!

b",#"

#

#

#

",")

)

'

!

讨
!!

论

W(.

技术是一种先进的基因诊断方法#在肺结核的临床

诊断中也得到了广泛应用)但是因为
W(.

污染问题而导致假

阳性率高#一度引起人们的怀疑)自从
#++$

年美国应用生物

$

1

HH

E:=L3:95

J

5>=F5

%公司推出
]̂ /W(.

技术#该技术不仅实

现了
W(.

从定性到定量的飞跃#而且与常规
W(.

$

=;L/

H

9:;>

W(.

%相比#它具有特异性更强*有效解决
W(.

污染问题*自动

化程度高等特点,

!

-

)

本研究采用
]̂ /W(.

技术#利用一对结核分枝杆菌特异

性引物和一条结核分枝杆菌特异性荧光探针#配以
W(.

反应

液*耐热
ZN1

聚合酶$

8@

a

酶%*

%

种核苷酸单体$

LN8W5

%等成

分#用
W(.

体外扩增法检测结核分枝杆菌
ZN1

#做定量检测#

定性报告#使结果更准确)肺结核患者
]̂ /W(.

检测敏感度

为
$),#-

$

#!7

"

#*+

%#

+%

例其他肺部疾病患者及
!"

例健康对

照
]̂ /W(.

检测均为阴性#提示特异度为
#"","-

)

结核病诊断的金标准是检出痰液中的结核分枝杆菌#传统

的方法是痰培养发现结核分枝杆菌或痰涂片抗酸染色发现抗

酸杆菌#

]̂ /W(.

技术则是检测痰液标本中结核分枝杆菌

ZN1

的含量)

]̂ /W(.

敏感度最高为
$),#-

$

#!7

"

#*+

%#

31(82(+$"

培养法*涂片抗酸染色分别为
$7,)-

$

#!"

"

#*+

%

和
%",!-

$

6$

"

#*+

%)

]̂ /W(.

与抗酸染色比较差异有统计学

意义$

!

!

b!7,%%

#

#

"

","#

%#而与
31(82(+$"

培养比较无统

计学意义$

!

!

b",#"

#

#

#

",")

%)

]̂ /W(.

直接检测痰液标本中结核分枝杆菌
ZN1

的含

量#敏感度和特异度均高#整个过程仅需
%

"

)A

#出报告时间

短#可以送检当天出报告#在患者就诊的当天就能确诊#有利于

患者的及时诊断和治疗)

31(82(+$"

培养法敏感度高#但是

培养周期较长#不利于结核病的早期发现和早期治疗)李洪敏

等,

7

-报道
31(82(+$"

培养法初代分离标本阳性报告平均时

间为
6,!L

#本实验室略长#为
*,+L

#阴性报告时间均设定为

%!L

)痰涂片抗酸染色简单易行#出报告快#费用低廉#可以起

到筛查的作用#缺点是阳性率低#易漏诊)

7

种方法均要求患者留取合格的痰液标本#以早晨痰液为

最佳)操作者应取材恰当#挑取脓液或带血部分#以避免选择

唾液部分)

31(82(+$"

培养要求及时送检#不能及时处理的

标本应低温保存)由于
31(82(+$"

培养前处理的设计缺

陷#不可避免导致一定的污染率)穆成等,

%

-报道
31(82(+$"

培养污染率为
%,+)-

#高于改良罗氏培养基培养的
!,#!-

)

痰涂片抗酸染色也要求及时送检#以避免痰液液化#影响阳性

检出率)而
]̂ /W(.

直接检测痰液标本中结核分枝杆菌
ZN1

的含量#关键是
ZN1

的提取过程#尤其是痰液或病理组织样

本均质化处理#对于标本送检时间要求不高#不存在污染重送

的问题)在结核分枝杆菌
ZN1

提取过程中#为提高阳性检出

率#可在加入
ZN1

提取液#置沸水浴
#"F:;

后#转至
%j

静置

$

"

*A

#以保证充分裂解)

]̂ /W(.

技术因其极为有效可靠#而广泛应用于分子生物

学研究各领域)目前已经广泛应用于结核病的临床诊断中)

适用于各种临床标本中结核分枝杆菌
ZN1

的直接检测#包含

血液标本)而
31(82(+$"

培养和涂片抗酸染色则不适用于

血液标本)黄玮和张永乐,

)

-报道应用荧光定量
W(.

检测结核

分枝杆菌在支气管灌洗液中检出率最高#其次为痰液#检出率

最低为血液)有条件的医院最好在支气管镜下直接从病变的

病灶部位取得标本#可以提高检出率)此外#还可用于分枝杆

菌菌种快速鉴定及抗结核药耐药基因的快速检测等,

$

-

)

综上所述#作者认为
]̂ /W(.

技术具有快速*准确*特异

性强*阳性率高*需时短*缩短了结核菌的检测时间等独特的优

点#为结核病的快速诊断提供了更有效的手段#为早期治疗提

供有效支持)
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