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４种方法在检测痰内结核分枝杆菌结果的比较分析

吴科明，莫实德（广西壮族自治区防城港市疾病预防控制中心检验科　５３８０２１）

　　【摘要】　目的　对结核病临床诊断方法的应用价值进行比较分析。方法　对别采用涂片法、免疫磁珠技术分

离涂片法（ＩＭＳ涂片）、痰培养法、荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）对病例组１１２例和对照组５３例痰标本进行检

测。结果　普通涂片法灵敏度最低为２５．００％，其次是ＩＭＳ涂片和痰培养分别是３９．２９％和３７．５０％，ＦＱＰＣＲ法

的灵敏度为６７．８６％，明显高于其他方法。结论　ＦＱＰＣＲ法和ＩＭＳ涂片可作为普通抗酸染色法和培养法的重要

补充或是互补的方法，对提高检出率，早发现、早治疗极具临床意义。
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　　据世界卫生组织报道，目前全球有近１／３的人已感染结核

杆菌，也就是２０亿人口感染了结核菌，全球有活动性肺结核患

者约２０００万，每年新发结核病患者约（８００～１０００）万，每年约

有３００万人死于结核病。结核病已成为全世界成人因传染病

而死亡的主要疾病之一。我国是全球２２个结核病高负担国家

之一，活动性肺结核患者数居世界第２位。检出痰中含有结核

杆菌是临床诊断肺结核或与其他肺病鉴别的重要依据。痰中

肺结核杆菌的检测方法常规采用痰涂片和痰培养。涂片虽然

简单易行，但阳性率低，培养虽然是金标准，但是周期太长，均

难以满足临床需要［１］。因此，准确、快捷、简便的实验室检测方

法对于结核病的早期诊断和及时治疗具有十分重要的意义。

本文应用涂片法、免疫磁珠技术分离涂片法（ＩＭＳ涂片）、痰培

养及荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）４种实验室方法对结核

病临床诊断的应用价值进行了比较分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　病例组为２０１１年１～１２月肺结核患者痰标

本１１２例，均经临床症状、Ｘ线胸部摄片、痰抗酸染色涂片、痰

改良罗氏培养和（或）临床抗结核治疗有效而确诊肺结核，其中

抗结核治疗用药时间不超过１个月。其中男６８例（６０．７１％），

女４４例（３９．２９％），年龄１９～７４岁，平均３７．８岁。选择同期

收治的５３例肺炎等非结核呼吸系统疾病患者作为对照组，男

３１例（５８．４９％），女２２例（４１．５１％），年龄１０～６８岁，平均

３２岁。

１．２　主要仪器　实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ７５００型）、

生物安全柜（美国 Ｔｈｅｒｍｏ１２７８型）、生化培养箱（上海博迅

ＳＰＸ２５０ＢＺ型）、生物显微镜（麦克奥迪Ｅ２２０ＬＥＤ）。

１．３方法

１．３．１　涂片法　常规处理后，在生物安全柜中涂片，待干后，

直接抗酸染色，微镜下观察。结果以《肺结核诊断标准》

（ＷＳ２８８２００８）进行判定。

１．３．２　ＩＭＳ涂片　用兔抗 Ｈ３７Ｒｖ血清包被表面活化磁珠

（上海普飞生物），然后对标本进行液化处理，磁性分离，收集磁

珠，分离菌体，抗酸染色后镜检。

１．３．３　痰培养　痰标本按《结核病诊断细菌学检查规程》进行

结核菌培养，从罗氏培养基上取菌落进行抗酸染色鉴定。第８

周无菌落生长方可报告为阴性。

１．３．４　ＦＱＰＣＲ　采用ＰＣＲ荧光定量检测试剂盒（中山大学

达安基因），按试剂盒操作说明书提取、检测菌体基因和结果

判定。

１．４　统计学处理　本组对４种方法检查阳性率比较采用χ
２

检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。统计软件为简明统

计１４．０。

２　结　　果

病例组１１２例痰标本，涂片法、ＩＭＳ涂片法、痰培养法、

ＦＱＰＣＲ法的灵敏度（阳性率）分别为２５．００％、３９．２９％、

３７．５０％、６７．８６％，４种方法检测对照组的５３例痰标本均为阴

性，特异度均为１００％，见表１。病例组４种方检测结果经χ
２

检验，χ
２＝４５．１５，ν＝３，犘＝０．００，按α＝０．０５水准，可以认为４
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种方法灵敏度不等或不全相等。

表１　４种方法检测结果比较

检测方法
病例组

阳性 阴性 灵敏度（％）

对照组

阳性 阴性 灵敏度（％）

涂片法 ２８ ８４ ２５．００ ０ ５３ １００

ＩＭＳ涂片 ４４ ６８ ３９．２９ ０ ５３ １００

痰培养 ４２ ７０ ３７．５０ ０ ５３ １００

ＦＱＰＣＲ ７６ ３６ ６７．８６ ０ ５３ １００

３　讨　论

从表１中可以看出，除ＩＭＳ涂片和痰培养间灵敏度基本

一样外，其他的检出方法之间灵敏度是有差异的，普通涂片法

最低，其次是ＩＭＳ涂片和痰培养，ＦＱＰＣＲ法的灵敏度明显高

于其他的方法。

痰涂片抗酸染色法是全球结核病实验室都在使用的最基

本的细菌学检查方法，其优点是简便、快速和价廉，当日即可回

报结果，缺点是敏感度低。本次实验检测出的阳性率为

２５．００％，和万朝敏
［２］、王成勇等［３］的报道基本一致。而结核杆

菌培养法是诊断结核病的较佳方法，灵敏度也提高不少，但其

缺点是需时太久，通常４～８周才能获得结果，早期感染者不易

得到阳性结果，而且各种抗酸菌均可着色，需进一步检查才可

确定是否为结核杆菌，失去了早发现、早治疗的良机，不利于及

时诊断［４］。免疫磁珠能特异性地分离出结核杆菌，从而有效避

免了杂质、杂菌的影响，且提高了模板浓度，其具有分离速度

快、操作简单、无需昂贵仪器设备、且不影响被分离物生物学性

状和功能的优点，目前已经广泛用于各种细胞的分离、核酸及

蛋白质的纯化，也被应用于环境和食品中大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７

和沙门菌等的检测［５］。ＦＱＰＣＲ法作为一种实验诊断技术，在

特异性、敏感性方面都优于传统的涂片法和培养法，自动化程

度高。ＰＣＲ及其后的结果分析均由计算机来完成且耗时短，

１～２ｄ内即可有检验报告，快速易行，是结核病早诊断、早发

现的重要方法，在结核病的诊断方面显现出巨大的潜力和价

值，有利于结核病患者的早期发现和管理。

ＦＱＰＣＲ技术对结核分枝杆菌的诊断具有快速、特异、敏

感的特点，成为结核病分子诊断的最有力工具。虽然在对照组

中没检出假阳性，但在大批量临床应用中，ＰＣＲ作为一种诊断

手段仍然存在一定的假阳性和假阴性，特别是假阳性的产

生［６］。虽然大多数实验室均设阴阳性对照来检测敏感性和特

异性，但由于标本预处理和ＤＮＡ纯化过程操作不当，可造成

标本的污染和结核菌的丢失，以致出现假阳性和假阴性。此

外，ＰＣＲ检测结核杆菌ＤＮＡ假阴性主要是由于标本中结核杆

ＤＮＡ含量太少、标本处理和模板ＤＮＡ中抑制物的存在、扩增

仪孔间温度差异等所致；假阳性也可由于扩增循环过多或退火

温度过低而引起非特异性扩增产物所致。故有研究者提出为

确保ＰＣＲ在结核病诊断中的可靠性需要寻求一个切实、可行

的敏感性和特异性监测系统［７］。同时，由于分枝杆菌Ｌ型生

物学上的特性致使ＦＱＰＣＲ在分枝杆菌Ｌ型的检出率上要较

涂片和培养阳性率低［８］。故临床上使用ＦＱＰＣＲ法检测结核

分枝杆菌，需要对ＦＱＰＣＲ法的原理、操作细节及注意事项有

充分的认识，制订相应的操作程序，尽量防止或减少假阳性和

假阴性的发生。

综上所述，ＦＱＰＣＲ法还是不能完代替抗酸染色法和培养

法，ＦＱＰＣＲ法和ＩＭＳ涂片可作为普通抗酸染色法和培养法

的重要补充或是互补的方法，对提高检出率、早发现、早治疗极

具临床意义。
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