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  摘 要:目的 探讨交叉引物恒温扩增(TB-CPA)法、液体培养法及传统聚合酶链反应(PCR)法在结核性

胸膜炎临床诊断中的应用价值。方法 选取该院2017年6月至2019年6月接收的119例胸腔积液患者为研

究对象,其中经生化、超声波检查及胸膜活检等确诊为结核性胸膜炎患者101例,分别采用TB-CPA法、液体培

养法及传统PCR法进行诊断,以受试者工作特征曲线(ROC曲线)为依据,对3种方法结核性胸膜炎阳性检出

率、诊断准确性、灵敏度、特异度等情况进行分析。结果 TB-CPA法的结核性胸膜炎阳性检出率较液体培养

法、传统PCR法均更高,差异有统计学意义(P<0.05)。TB-CPA法诊断准确性、灵敏度、特异度较液体培养法

及传统PCR法均更高,差异有统计学意义(P<0.05)。TB-CPA法、液体培养法、传统PCR法诊断ROC曲线

下面积分别为0.837、0.715、0.809,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 TB-CPA法诊断结核性胸膜炎更具

优势,可准确、快速检出疾病。
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Abstract:Objective To
 

explore
 

the
 

value
 

of
 

cross
 

primer
 

isothermal
 

amplification
 

(TB-CPA),liquid
 

cul-
ture

 

and
 

traditional
 

PCR
 

in
 

the
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

tuberculous
 

pleurisy.Methods Totally
 

119
 

patients
 

with
 

pleural
 

effusion
 

received
 

by
 

the
 

hospital
 

from
 

June
 

2017
 

to
 

June
 

2019
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects,a-
mong

 

which
 

101
 

patients
 

with
 

tuberculous
 

pleurisy
 

were
 

confirmed
 

by
 

biochemical
 

examination,ultrasonic
 

ex-
amination

 

and
 

pleural
 

biopsy.TB-CPA,liquid
 

culture
 

and
 

traditional
 

PCR
 

method
 

were
 

used
 

for
 

diagnosis
 

re-
spectively.Based

 

on
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

(ROC
 

curve),the
 

positive
 

detection
 

rate,diagnostic
 

accuracy,sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

the
 

three
 

methods
 

were
 

analyzed.Results The
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

tuberculous
 

pleurisy
 

by
 

TB-CPA
 

method
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

by
 

liquid
 

culture
 

method
 

and
 

traditional
 

PCR
 

method
 

(P<0.05).The
 

diagnostic
 

accuracy,sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

TB-CPA
 

method
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

liquid
 

culture
 

method
 

and
 

traditional
 

PCR
 

method
 

(P<0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

of
 

TB-
CPA

 

method,liquid
 

culture
 

method
 

and
 

traditional
 

PCR
 

method
 

were
 

0.837,0.715
 

and
 

0.809
 

respectively,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion TB-CPA
 

method
 

has
 

more
 

advantages
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

tuberculous
 

pleurisy,which
 

can
 

accurately
 

and
 

quickly
 

detect
 

the
 

disease.
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  结核性胸膜炎是肺外结核中常见的一种疾病,该
病隐匿性较强,病程长,若不及时进行临床诊断,可能

导致患者错过最佳治疗时机,因此,结核性胸膜炎快

速、准确的诊断具有重要意义。但目前临床诊断仍存

在很多问题,如诊治能力不足、诊断技术落后,防控系

统“防治分离”、传播途径难控制、宿主免疫功能降低

等[1],最终导致漏诊、误诊现象频发。刺激性干咳、患
侧胸痛、积液增多是发现结核性胸膜炎的重要线索,
单纯的临床体征并不能准确诊断疾病,常结合胸部影

像学、流行病学和临床表现等进行诊断,但以上均不

能作为诊断的“金标准”,进一步加大了临床诊断的难

度。随着医学技术的不断进步,结核性胸膜炎的诊断

以细菌学实验室检查为主,交叉引物恒温扩增(TB-
CPA)法、液体培养法、传统聚合酶链反应(PCR)法是

临床上常见的几种诊断结核性胸膜炎的方法,但液体

培养法耗时较长,而传统PCR法对仪器、设备等要求

较高,并且操作难度相对较大。近年来,TB-CPA法

得以广泛使用,具备快速、简便、灵敏度高等优点。本
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研究主要探讨 TB-CPA法、液体培养法及传统PCR
法在结核性胸膜炎临床诊断中的应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院2017年6月至2019年6
月接收的119例胸腔积液患者作为研究对象,其中男

79例,女40例,年龄43~64岁,平均(53.5±10.5)
岁。参照《临床诊疗指南:结核病分册》2015年修订

版[2]确诊为结核性胸膜炎的患者共101例,患者表现

出中度发热,且经生化、超声波检查及胸膜活检等做

出诊断。纳入标准:(1)患者均有胸腔积液体征且经

影像学检查显示胸腔积液征象,伴随干咳、发热、胸
痛、呼吸困难等症状;(2)患者及家属均对本研究知

情;(3)患者自愿参加本研究;(4)患者签署知情同意

书。排除标准:(1)接受抗结核治疗时间大于2周;
(2)严重脏器或心脑血管疾病;(3)慢性病史;(4)精神

意识障碍,无法配合本研究;(5)不能明确诊断。本研

究已获本院伦理委员会审核批准。
1.2 方法 本研究所选119例患者的胸腔积液均由

临床医生抽取,分别采用TB-CPA法、液体培养法及

传统PCR法进行诊断,具体操作如下。TB-CPA法:
选择EasyNAT􀆿-Pure20B全自动核酸提取仪提取结

核分枝杆菌DNA,取适量标本并加入等倍体积的4%
NaOH溶液进行消化处理,吸入1.5

 

mL离心管,
12

 

000
 

r/min离心10
 

min后提取DNA作为模板并

对其进行核酸恒温扩增,完成扩增后取出反应管并将

其置入一次性防污染检测装置扣紧,约2
 

min读取结

果[3]。结果判定:(1)若仅检测线 T出现,或检测线

T、质控线C同时出现,则说明标本中含有结核分枝杆

菌,其水平达到或超过试剂盒最低检测限,判定为阳

性;(2)若仅质控线C出现,则说明标本中不含有结核

分枝杆菌,其水平低于试剂盒最低检测限,判定为阴

性;(3)若检测线T、质控线C均未出现,则说明结果

无效。出现无效结果的原因可能是由于扩增过程中

有扩增抑制物出现,也可能是由于操作误差或试剂盒

损坏[4]。若结果显示无效,首先应查找导致无效结果

的原因,排除人为操作因素后检查是否存在扩增抑制

物。液体 培 养 法:使 用 美 国 BD 公 司 的 BACTEC
 

MGIT
 

960分枝杆菌培养仪,按实验操作程序前处理

标本,将其接种于液体培养基中并放入仪器,待仪器

出现阳性报警,取出培养基,经涂片抗酸染色显示为

阳性,结核胶体金检测为阳性,显示革兰染色无杂菌

生长,则确定为结核分枝杆菌生长[5]。传统PCR法:
选择广州达安基因工程有限公司的结核分枝杆菌检

测试剂盒,按相关操作程序前处理标本,提取结核分

枝杆菌DNA,并使用ABI
 

7500荧光PCR扩增检测仪

进行检测,仪器由美国ABI公司提供。注意严格遵循

标准操作要求[6]。
1.3 观察指标 (1)对比3种方法结核性胸膜炎阳

性检出率情况。(2)对比3种方法诊断结核性胸膜炎

的准确性、灵敏度、特异度情况[7]。(3)根据3种方法

的灵敏度和特异度绘制成受试者工作特征曲线(ROC
曲线),以诊断阳性为状态变量拟合ROC曲线,计算

ROC曲线下面积(AUC)。
1.4 统计学处理 采用SPSS21.0软件对患者基线

资料、研究数据进行分析。计数资料以率表示,采用

χ2 检验;计量资料以x±s表示,采用t检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3种方法结核性胸膜炎阳性检出率比较 119
例患者中,确诊为结核性胸膜炎患者共101例。TB-
CPA法的结核性胸膜炎阳性检出率为74.26%(75/
101),较液体培养法(40.60%,41/101)、传统PCR法

(61.39%,62/101)更高,差异均有统计学意义(P<
0.05)。
2.2 3种方法诊断效能的准确性、灵敏度、特异度比

较 TB-CPA 法 诊 断 准 确 性 为74.26%,灵 敏 度 为

71.26%,特异度为63.52%,较液体培养法(40.60%、
53.18%、32.74%)及传统PCR法(61.39%、64.09%、
49.38%)更高,差异有统计学意义(P<0.05)。见

表1。
表1  3种方法诊断效能的准确性、灵敏度、特异度比较(%)

方法 准确性 灵敏度 特异度

TB-CPA法 74.26 71.26 63.52

液体培养法 40.60 53.18 32.74

传统PCR法 61.39 64.09 49.38

χ2 64.716 7.099 19.006

P <0.001 0.029 <0.001

2.3 3种方法 ROC曲线分析结果比较 TB-CPA
法、液体培养法、传统PCR法诊断ROC曲线下面积

分别为0.837、0.715、0.809,差异有统计学意义(P<
0.05)。
3 讨  论

  结核性胸膜炎属于呼吸系统疾病范畴,是肺外结

核中常见的一种类型。结核性胸膜炎是形成胸膜腔

积液的最主要原因,临床上结核性胸膜炎患者常以出

汗、乏力、发热等为主要症状,且表现出不同程度的呼

吸困难或胸痛症状,若不及时诊断和治疗,可损伤呼

吸、循环系统,进而导致结核性脓气胸、包裹性积液

等[8]。相关数据显示,
 

2018年中国肺结核发病数为

88.9万例,居22个结核病高负担国家的第2位,占全

球结核病总发病率的9%[9]。结核具有较强传染性,
常通过呼吸道进行传播,尤其当人体免疫力下降时,
若受到结核分枝杆菌感染,发病的概率更高。对于已

感染结核分枝杆菌的患者来说,可导致抵抗力进一步

降低,间接增强细胞介导的变态反应,加重疾病的严

重程度。对于结核性胸膜炎患者来说,若想改善预
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后,提高生存质量,需要尽早诊断并采取治疗措施

干预。
现有的几种结核性胸膜炎诊断技术中,液体培养

法培养时间较长,无法满足早期临床诊断的需求,难
以在临床中得到广泛使用,且液体培养法受多种因素

的影响,诊断价值相对较低。传统PCR法也受多种

因素影响,尤其是易受到假阴性及假阳性诊断结果的

困扰。根据临床研究显示,传统PCR法出现假阴性

结果的最主要原因是由于胸腔积液中存在细菌代谢

产物或者标本中含有 TaqDNA酶抑制物、胸腔积液

中菌量太少等,而出现假阳性结果的主要原因为实验

室污染及操作不规范导致的交叉串孔现象,因此,一
旦操作过程中出现污染情况,就会出现误诊、漏诊[10]。
不可否认的是,以上2种方法都具备一定诊断价值,
但无法满足简单、快速、准确诊断的要求,实际临床诊

疗中需要寻求一种快速和灵敏的诊断方法。
近年来,TB-CPA 法在临床中得 以 广 泛 使 用。

TB-CPA法灵敏度高,分析速度快,突变率低,不需要

升降温过程,对仪器要求低、成本低,且方便、快速。
TB-CPA法10

 

min内可快速提取核酸,并在等温

(63
 

℃)下进行DNA扩增,耗时仅需60
 

min左右,且
可直接目视判读结果。DIEL等[11]研究提出,TB-
CPA法通过添加不同活性的酶、各种特异性的引物,
达到快速进行核酸扩增的目的。TB-CPA法具备独

特的优势,反应过程始终维持在恒温下。从成本效益

方面来看,与传统PCR法相比,TB-CPA法对于仪器

的要求大大简化,实验过程只需要一个温度,反应时

间大大缩短,更能满足临床诊断的需求,并且 TB-
CPA法还可有效解决实验室污染的问题,预防核酸扩

增物交叉污染现象的发生。分析其优势可以发现,
TB-CPA法价格相对便宜,不需要分子实验室及昂贵

的仪器和设备,操作简单,检测试剂更易运输,无需冷

链,室温即可,从标本检测到得出结果仅需120
 

min。
申洁等[12]研究显示,2011年我国3家三级甲等

医院共收治957例结核患者,以L-J
 

培养为“金标准”,
TB-CPA检出结核分枝杆菌的准确性高达90.50%,
较荧光定量PCR

 

检测结果更优。本研究结果显示,
TB-CPA法的结核性胸膜炎阳性检出率高于液体培

养法与传统PCR法,这一结果与李玉雪等[13]研究结

果基本一致。王少华等[14]研究显示,TB-CPA法诊断

肺结核的灵敏度、特异度为85.50%、96.80%,在与实

时荧光定量核酸扩增法等PCR方法的比较中,其占

比最高。本研究中TB-CPA法诊断结核性胸膜炎准

确性、灵敏度、特异度较液体培养法、传统PCR法均

更高,与王少华等[14]研究结果一致,证实TB-CPA法

是一种可靠实用的诊断方法,可作为诊断结核性胸膜

炎的首选方式。同时,由于本研究中标本数量选取存

在一定的局限性,可能导致研究结果存在一定偏差,
后续临床研究可提高标本选取数量,使临床研究准确

性进一步提高,从而为临床诊断和后期治疗提供更可

靠的依据。
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