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晶芯呼吸道病原菌核酸检测技术与痰培养在临床中的应用
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摘
!

要"目的
!

应用恒温扩增技术!在微流控碟式芯片上进行反应!检测痰液中
!'

种临床常见的下呼吸道

病原菌!并与常规痰培养检测法的结果进行比较%方法
!

对
"*

例疑似下呼吸道感染的患儿痰液进行呼吸道病

原菌核酸检测和痰培养检测!以痰培养为金标准!评价晶芯呼吸道病原菌核酸检测技术的应用价值%结果
!

与

痰培养结果相比!晶芯呼吸道病原菌核酸检测技术的敏感度和特异度分别为
E"e

和
+&e

!

[

值为
*(++

%

结论
!

晶芯呼吸道病原菌核酸检测技术采用恒温扩增微阵列基因芯片技术!操作简便快速!可同时对痰液中
!'

种临床常见的呼吸道病原菌定性检测!具有较高的敏感度和特异度!提高了检测率和准确性!具有一定的临床

应用价值%

关键词"恒温扩增技术#

!

痰培养#

!

下呼吸道感染#

!

病原学诊断

中图法分类号"

%));(E

文献标志码"

.

文章编号"

!;+&?E)33

"

&*!E

$

*!?*!*+?*'

!!

下呼吸道感染是我国临床上最常见的疾病之一#

其中绝大多数为细菌性下呼吸道感染)世界卫生组

织
&*!'

年发布的统计结果显示#世界十大病死原因

中下呼吸道感染$

3(Ee

&位列第
'

位$前
&

位为冠心

病和中风&#位列第
)

位的慢性阻塞性肺病$

3()e

&病

死也多和感染相关)临床常见的生化指标分析无法

对患者所感染的病原菌种属作出准确鉴定#大多数临

床治疗仍处于经验抗菌药物的应用阶段#在使用高级

抗菌药物方面存在较大的盲目性#目前临床鉴定病原

菌的方法主要依靠细菌培养法)晶芯呼吸道病原菌

核酸检测试剂盒采用恒温扩增技术#在微流控蝶式芯

片上进行反应#利用荧光染料掺入法在恒温扩增微流

控芯片核酸分析仪上进行恒温$

;3i

&反应和实时荧

光分析#一步完成对靶基因的扩增和检测)可定性检

测痰液中
!'

种临床常见的下呼吸道病原菌#包括肺

炎链球菌*金黄色葡萄球菌*耐甲氧西林葡萄球菌*肺

炎克雷伯菌*铜绿假单胞菌*鲍曼不动杆菌*嗜麦芽窄

食单胞菌*流感嗜血杆菌*大肠埃希菌*嗜肺军团菌*

结核分枝杆菌复合群*肺炎支原体*肺炎衣原体)

$

!

资料与方法

$($

!

一般资料
!

选取北京首儿李桥儿童医院综合内

科病房
"*

例疑似下呼吸道感染患儿)均使用斯曼峰

吸痰器$上海上医康鸽一次性使用的吸痰包&#专业培

训的护士吸取患儿下呼吸道深部痰液#除去咳出*吐

出的不合格痰液)标本采集后由专人送检验科微生

物室进行检测)需保存的标本置
!

&* i

冰箱冷冻

保存)

$(/

!

仪器与试剂
!

痰培养是由安图生物提供的血琼

脂平板#巧克力琼脂平板)革兰染液由珠海贝索生物

技术有限公司提供)细菌鉴定仪是
N,5IF1BAV!**(

博奥生物集团有限公司提供的晶芯呼吸道病原菌核

酸检测试剂盒)
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恒温扩增微流控芯片

核酸分析仪)晶芯呼吸道病原菌核酸检测原理是恒

温扩增技术#在微流控蝶式芯片上进行反应#利用荧

光染料掺入法在恒温扩增微流控芯片核酸分析仪上

进行恒温$

;3i

&反应和实时荧光分析)在具有链置

换功能的聚合酶作用下#扩增阳性的样品会产生类似

,

#

-形扩增曲线#一步完成对靶基因的扩增和检测)

检验步骤分为痰液提取核酸#芯片加样#核酸扩增及

结果判断)同时将痰液接种血琼脂平板#巧克力琼脂

平板#培养
&)I

后挑起菌落#革兰染色镜下形态鉴定%

上机鉴定)

$('

!

结果判定
!

以痰培养为金标准#培养长出*鉴定

出该细菌为准)晶芯呼吸道病原菌核酸检测完成后

软件将采用最大二阶导数法结合其他算法计算出,

#

型-扩增曲线进入快速扩增期的第一个拐点#拐点对

应的时刻与原点时刻的差值定义为
$

0

值#根据
$

0

值并结合阳性判断值进行结果判读),荧光曲线区

域-显示归一化曲线#,检测结果-区域显示质控结果

和各检测指标的检测结果)

$(1

!

统计学处理
!

采用
#5##!E(*

统计软件进行数

据分析#进行
[=

00

=

检验#

[

&

*(+3

说明一致性较好%

[

%

*()*

说明一致性不理想%

[

值为
*()*

!

*(+)

说

明一致性在可接受范围内)计数资料以例数或百分

率表示#组间比较使用
!

& 检验#

!

%

*(*3

为差异有统

计学意义)

/

!

结
!!

果

/($

!

&

种方法检测下呼吸道感染标本的结果比较
!

下呼吸道感染的
"*

份痰标本#以痰培养为金标准)

晶芯呼吸道病原菌核酸检测技术的敏感度和特异度

分别为
E"e

和
+&e

)

[=

00

=

值为
*(++

)见表
!

)
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&

种方法检测
"

种传统可培养细菌的结果比较

!

"

种传统可培养细菌$肺炎链球菌*金黄色葡萄球

菌*大肠埃希菌*肺炎克雷伯菌*铜绿假单胞菌*鲍曼

+
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不动杆菌*嗜麦芽窄食单胞菌*流感嗜血杆菌&在
"*

例标本检测中#有
3"

例表现为
&

种检测方法一致)

见表
&

)

表
!

!!

&

种方法检测下呼吸道感染标本的结果比较

晶芯呼吸道病原核酸
痰培养

阳性$

d

& 阴性$

!

& 合计

阳性$

d

&

;! 3 ;;

阴性$

!

&

! !' !)

合计
;& !" "*

表
&

!!

3"

例标本在
&

种方法学一致的菌株数

细菌名称 菌株数'

)

$

e

&( 百分率$

e

&

肺炎链球菌
!E

$

"*

&

&'(+3

金黄色葡萄球菌
!"

$

"*

&

&&(3*

大肠埃希菌
+

$

"*

&

"(+3

肺炎克雷伯菌
;

$

"*

&

+(3*

铜绿假单胞菌
3

$

"*

&

;(&3

鲍曼不动杆菌
!

$

"*

&

!(&3

嗜麦芽窄食单胞菌
*

$

"*

&

*(**

流感嗜血杆菌
&

$

"*

&

&(3*

/('

!

&

种方法检测下呼吸道感染标本的差异性
!

有

3

例标本采用核酸检测为阳性#细菌培养法为阴性$流

感嗜血杆菌
'

例#肺炎链球菌
&

例&)有
!'

例标本核

酸检测
!'

种病原菌为阴性#痰培养为咽部正常菌群)

另有
!

例标本痰培养为阴沟肠杆菌#核酸检测为

阴性)

'

!

讨
!!

论

!!

据世界卫生组织
&*

世纪
E*

年代的统计#各种感

染性疾病仍是危害人类健康的主要疾病之一#占全球

病死例数的
!

"

'

)其中呼吸道感染居各类感染之首)

下呼吸道感染指声门以下的呼吸道感染#主要包括社

区获得性肺炎*慢性阻塞性肺疾病急性加重*支气管

扩张合并感染等#是一组常见的感染性疾病)由于婴

幼儿呼吸系统发育不成熟#免疫功能和免疫防御系统

不完善)婴幼儿下呼吸道感染严重者可引起各种并

发症甚至导致婴幼儿病死)其中肺炎是严重威胁小

儿健康的首位感染性疾病)小儿肺炎的主要病原体

是细菌#为确诊病原体#常规痰培养检查也必不可少)

但传统培养的检测周期长#难以获得培养结果#且阳

性率低*主观性较强等)

-W$W4O,

等'

;

(提出一种全

新的核酸扩增技术111环介导恒温扩增技术#检测人

员只要将待测标本
,-.

和试剂一起放入
;'i

恒温

装置中#约
!I

便可判断扩增与否)该技术特异性强#

敏感度高#检测成本低和操作步骤简单#已广泛应用

于细菌*真菌*病毒*寄生虫等多种病原体的快速检

测'

)

(

)原理是基于
,-.

在约为
;3i

处于动态平衡

状态#任何
!

个引物向双链
,-.

的互补部位进行碱

基配对延伸时#另一条链就会解离#变成单链)针对

靶序列的
;

个区域
)

条特异引物$

&

条内引物和
&

条

外引物&#利用具备链置换功能的
,-.

聚合酶在恒温

下不断复制扩增#循环复制)对常见的肺炎病原进行

检测#该芯片可同时检测
!&

种病原体#并可筛选耐甲

氧西林葡萄球菌的
K1J.

基因)从痰液标本处理到

报告结果全过程仅需
&I

#与传统痰培养法比较#大幅

缩短了检验周期)

本研究晶芯呼吸道病原菌核酸检测技术的高敏

感度和高特异度#和痰培养有较好的一致性)

&

种方

法学具有一致性#阳性率最高的是肺炎链球菌

$

&'(+3e

&#其次是金黄色葡萄球菌$

&&(3e

&)郑东

宇等'

"

(测序结果分析显示#

:.45

扩增区不同菌株序

列一致性约为
E3e

#具有很好的保守性#核酸检测技

术的敏感度高于痰培养法'

"

(

)刘志远等'

!

(研究结果

显示#恒温扩增芯片法检出
;'

株病原体#培养法检出

!*

株病原体#前者的敏感度显著高于后者)陈愉生

等'

&

(研究报道#核酸检测敏感度高于培养法#核酸检

出的病原菌分布也和细菌培养法有差异)可能原因

是痰标本被口腔污染或实验室检测条件的限制#未检

测到真正的病原体)核酸检测较细菌培养法的病原

菌检出率更高#更能反映下呼吸道感染的真实病原

菌)本研究有
!'

例标本核酸检测
!'

种病原菌为阴

性#痰培养法为咽部正常菌群%另有
!

例标本痰培养

为阴沟肠杆菌#核酸检测为阴性#与报道的呼吸道病

原菌菌种仅限于本试剂盒所检)

晶芯呼吸道病原菌核酸检测另外包括结核分枝

杆菌检测#本研究未涉及)郗志华'

3

(研究结果表明#

环介导恒温扩增法在肺结核诊断中有重要的临床价

值#环介导恒温扩增法的阳性率为
++(+"e

#涂片抗酸

染色法的阳性率
3&(+"e

#差异有统计学意义$

!

%

*(*3

&)涂阳培养#环介导恒温扩增法的阳性率为

EE(+'e

%涂阴培养#环介导恒温扩增法的阳性率为

3"("&e

)环介导恒温扩增法技术的优势!$

!

&同涂片

抗酸染色法比较#肺结核患者的阳性检出率提高)

$

&

&检出时间大约需要
!I

#有利于快速诊断及控制传

染)$

'

&等温扩增的操作简单#技术要求低#同时不需

要昂贵的扩增仪器'

3

(

)核酸检测还可检测
'

种非常

规培养的病原体!军团菌*肺炎支原体*肺炎衣原体)

以往这些不能常规培养的病原体主要依靠血清学方

法进行检测#但要到病程
!

!

&

周以后#血清中才能出

现相应抗体#对临床的实际诊治价值有限)将
'

种病

原体整合到芯片中#可达到快速诊断的目的)本研究

中未检出衣原体*军团菌)李辉腾等'

+

(研究显示建立

的实时荧光$

:.45

&检测方法具有特异度强*稳定性

高的特点#能快速*准确地检测嗜肺军团菌#具有较大

的推广及应用前景)本研究检出
'

例肺炎支原体和

免疫室被动凝集法检测肺炎支原体抗体的结果一致)

+

"*!
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随着时间的推移#

:.45

技术会进一步向着更加快

速*简便*特异*现场检测的方向发展#与其相关的试

剂盒也将被开发出来)该技术极有可能用于嗜麦芽

窄食单胞菌及其他病原菌的临床检验'

)

(

)

晶芯呼吸道病原菌核酸检测与细菌培养法相比#

可快速诊断感染病原菌#并提高阳性率)以痰培养为

金标准#具有较高的敏感度和特异度#

&

种方法有较好

的一致性)核酸检测为下呼吸道感染的诊断提供了

更为快速*简便*敏感的方法)固相芯片技术可与多

种技术联合建立快速*高通量*自动化的检测平台#如

.22=

/

$7C1

$4

$

.$

#

Y12K=B

/

&系统是基于多重
5P%

技术而建立的一种新型的酶标记*低密度*低消耗的

芯片%

XA6K.22=

/

分子诊断平台是集提取*扩增*产物

处理及数据分析为一体的全自动检测系统#且在
!I

内可完成检测#该平台已通过美国食品药品监督管理

局$

X,.

&认证#用于检测
!3

种呼吸系统病毒和几种

呼吸道病原菌'

!*

(

)因此开展基因芯片技术极其必要)

基因芯片技术将使临床检验提高到新的高度)
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