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防污染核酸扩增快速试纸法检测幽门螺杆菌的临床意义
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评价恒温扩增
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防污染核酸扩增快速试纸法检测幽门螺杆菌"

a

>

%的临床意义!并对其方法学进行评估&方法

"

用幽门螺杆菌恒温扩增
8

防污染核酸扩增快速试纸法对
''+

例胃炎(胃溃疡和胃癌患者胃黏膜活组织标本进行幽门螺杆菌检

测!并评价该检测方法的特异性(诊断敏感性等方法学指标!同时以细菌培养法作为标准参考对照&结果
"

细菌培养法诊断
a

>

感染阳性
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例!阴性
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例$幽门螺杆菌恒温扩增
8

防污染核酸扩增快速试纸法在细菌培养法阳性标本中诊断出
0(

例阳性!细菌

培养法阴性标本中诊断出
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例阴性!恒温扩增
8

防污染核酸扩增快速试纸法对幽门螺杆菌的诊断敏感性(特异性分别为
3)*3P

"
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%&结论
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幽门螺杆菌恒温扩增
8

防污染核酸扩增快速试纸法是一种简便(易行(准确性高的诊断方法!具

有较强的临床应用价值&
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#由此引发了胃*十二

指肠疾病防治策略的彻底变革)越来越多的研究表明#幽门螺

杆菌的感染引起的慢性胃炎#显著增加了发展成胃溃疡*十二

指肠溃疡*胃腺癌和胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤的风险'
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美国胃肠病专家最近认为内窥镜检查是诊断幽门螺杆菌

的最合适的方法'
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)内窥镜检查包含的细菌培养法#被认为是

诊断胃肠道感染
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的,金标准-)恒温扩增
8

防污染核酸扩增

快速试纸法则可以将幽门螺杆菌
R̀&

扩增*核酸杂交和核酸

试纸条检测
)

种技术有机融为一体#具有防止实验室扩增物交

叉污染#防止假阳性的效果)本文对
''+

例胃病患者采用恒温

扩增
8

防污染核酸扩增快速试纸法检测幽门螺杆菌的灵敏度和

特异性进行分析#结果报道如下)
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资料与方法
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一般资料
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收集本院和苏州市立医院东区
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年
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$
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月因上消化道症状接受胃镜检查的患者#排除
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周内服用

过抗菌药物*铋剂和质子泵抑制剂等对
a

>

检查有影响的药物

者)符合本研究的
''+

例患者#其中男
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例#女
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例#平均年

龄
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岁&%慢性胃炎
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例#消化性溃疡病
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例#

胃癌
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例)
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试剂
"

恒温扩增
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防污染核酸扩增幽门螺杆菌快速检测

试剂盒由优思达有限公司提供$版本日期!
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&%幽门螺杆菌生长因子和哥伦比亚琼脂为英国
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公司产品%三气培养袋$
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&为法国梅里

埃公司提供%所有试剂都在有效期内使用)
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标准菌株
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幽门螺旋杆菌*鲍曼不动杆菌*肺炎球菌*白

色念球菌*金黄色葡萄球菌*粪肠球菌*大肠埃希菌*屎肠球菌*

铜绿假单胞菌*阴沟肠杆菌*产气荚膜杆菌*洋葱假单胞菌*大

肠溶血杆菌等细菌株都来源于国家卫生部临检中心)
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引物和探针
"

幽门螺旋杆菌的特异性引物探针如下!
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胃黏膜活检组织标本检测
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患者进行胃镜检查时#

取
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块胃窦距幽门
-HD

处的胃黏膜组织#分别采用细菌培养

法和恒温扩增
8

防污染核酸扩增快速试纸法检测幽门螺旋杆

菌)恒温扩增
8

防污染核酸扩增快速试纸法检测幽门螺旋杆菌

按照试剂盒检测说明书进行)细菌培养采用分区划线接种法

接种于血平板$含
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新鲜绵羊血*
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生长因子的哥伦

比亚琼脂&#放入三气培养袋中$
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#挑取琼脂平板上透明针尖样的可疑

菌落#通过革兰染色*氧化酶试验*脲酶试验和硝酸盐还原试验

进行鉴定)
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恒温扩增
8

防污染核酸扩增快速试纸法
"

核酸恒温扩增

技术是利用新发现的切口酶和
"!: R̀&

聚合酶#将核酸扩增

反应的全过程均在同一温度下进行)切口酶辨认特异的序列

后#只切断
R̀&

的一条链#

"!: R̀&

聚合酶则具备链置换功

能#合成
R̀&

新链的同时#可以从切口处将,旧链-剥离下来)

各反应步骤均在恒温下进行#

R̀&

靶分子呈指数扩增#直到原

料耗尽或酶活性丧失)在优化条件下#靶分子可在
),D57

内

被扩增数千亿倍)

检测结果的判定采用核酸免疫薄膜层析技术)恒温扩增

反应体系中#设计两条特异性扩增引物#其中一条引物用半抗

原
"

标记$以下简称抗原
"

&#适宜的扩增条件下#当有被检核

酸存在时#特异性核酸片段被扩增并被抗原
"

标记%当被检核

酸不存在时#设计一条特异性探针
&

#探针序列与扩增物片段

序列碱基互补#进行特异性杂交#形成扩增物
8

探针杂交复合

物)将探针
&

用抗原或半抗原
&

标记$以下简称抗原
&

&#将

标准通用的抗
&

抗体吸附于有色颗粒#在颗粒表面形成抗体

包被%将另一种标准通用的无色抗
"

#以线条状固定于膜上形

成检测线)当存在待检的特异性扩增产物时#核酸扩增物与探

针
&

杂交#其中探针
&

有
&

抗原标记#引物
"

有
"

抗原标记#

从而形成扩增物
8

探针抗原
&8

引物抗原
"

杂交物%将形成的扩

增物
8

探针抗原
&8

引物抗原
"

杂交物与颗粒表面抗体包被中

的抗体
&

结合#形成扩增物
8

探针抗原
&8

颗粒抗体
&8

引物抗

原
"

有色颗粒复合物#将得到的有色颗粒复合物在溶液中通
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过毛细现象沿纤维膜向上流动至抗体
"

检测线条#与线条上

的抗体
"

结合#形成扩增物
8

探针抗原
&8

颗粒抗体
&8

引物抗原

"8

线条抗体
"

有色颗粒复合物#从而滞留在检测线上#形成肉

眼可见的有色线条#此为阳性%当特异性扩增物不存在时#不能

形成肉眼可见的有色线条#此为阴性)

防污染封闭式核酸快速检测装置通过内芯与外盒的双重

密封#使扩增物不产生外泄#从而防止实验室扩增物交叉污染

及假阳性结果的产生)使用该装置无需打开
VOU

管盖#反应

结束后直接将反应管放入装置内芯中固定#然后将内芯放入外

盒中#合上外盒根据试纸条的显色即可判读结果#从而使得检

测的整个过程都在物理封闭条件下完成#降低了扩增物外泄的

可能性#如图所示)
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封闭式防污染检测装置
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恒温扩增
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防污染核酸快速试纸法敏感性测定
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采用生

理盐水将幽门螺杆菌标准菌株稀释成每
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个幽门螺旋杆菌#
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离心
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#弃

上清液#然后沉淀物内加入
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提取液#
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D57

#冷却至室温后#
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离心
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#留取上清液
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模板备用)接着按照恒温扩增
8

防污染核酸快速试纸法

操作说明书进行操作#通过检测试纸条判定检测结果)
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恒温扩增
8

防污染核酸快速试纸法特异性测定
"

应用
a

>

恒温扩增
8

防污染核酸快速试纸法#采用幽门螺杆菌特异性引

物和探针分别检测鲍曼不动杆菌*肺炎球菌*白色念珠菌*葡萄

球菌*粪肠球菌*大肠埃希菌*屎肠球菌*铜绿假单胞菌*阴沟肠

杆菌*产气荚膜梭菌*洋葱假单胞菌*大肠溶血杆菌等待检样

品#以分析该方法的特异性)
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恒温扩增
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防污染核酸快速检测法重复性测定
"

用梯度

稀释的幽门螺杆菌质粒$
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&稀释

液同上述条件平行检测
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次#验证该方法的稳定性)
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统计学处理
"

采用
!V!!'+*,

统计软件对检测结果进

行分析#四格表卡方检验计算恒温扩增
8

防污染核酸快速试纸

试验的评价指标#并对该方法与细菌培养检测法的敏感性和特

异性进行统计学分析#并对采用
!

>
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相关性分析#评价恒

温扩增
8

防污染核酸快速试纸法与细菌培养检测法的相关性)

C

"

结
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果
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恒温扩增
8

防污染核酸快速试纸法敏感性分析
"

用幽门

螺杆菌恒温扩增
8

防污染核酸快速检测试纸法对系列倍比稀释

的幽门螺杆菌标准菌株液进行检测#结果显示恒温扩增
8

防污

染核酸快速检测试纸法最低检测量为
',

个细菌"毫升)

''+

例患者胃黏膜组织标本中#

00

例细菌培养检测法诊断

幽门螺杆菌阳性的标本中有
0(

例恒温扩增
8

防污染核酸扩增

快速试纸法检测幽门螺杆菌阳性#

-'

例细菌培养检测法诊断

幽门螺杆菌阳性的标本中有
93

例恒温扩增
8

防污染核酸扩增

快速试纸法检测幽门螺杆菌阴性#据此得出恒温扩增
8

防污染

核酸扩增快速试纸法检测幽门螺杆菌的诊断敏感性为
3)*3P

$

0(

"

00

&#诊断特异性为
30*'P

$

93

"
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&#其他指标见表
'

)结

果经
)

( 检验显示细菌培养检测法和恒温扩增
8

防污染核酸快

速试纸法两者指标阳性率差异无统计学意义$
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相关分析#两种检测方法的相关系数$
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f,*3-(

#
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#提示两种检测方法呈显著相关)

表
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恒温扩增
8

防污染核酸快速试纸法检测指标分析

实验方法 敏感性$

P

&特异性$

P

&阳性似然比 阴性似然比

恒温扩增
8

防污染核

酸扩增快速试纸法
3)*3 30*' (9*,3 ,*,0)9
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恒温扩增
8

防污染核酸快速检测方法特异性分析
"

采用恒

温扩增
8

防污染核酸快速试纸法对鲍曼不动杆菌*肺炎球菌*白

色念球菌*葡萄球菌*粪肠球菌*大肠杆菌*屎肠球菌*铜绿假单

胞菌*阴沟肠杆菌*产气荚膜梭菌*洋葱假单胞菌*大肠溶血杆菌

进行了检测#结果均呈阴性#特异性
',,P

#表明恒温扩增
8

防污

染核酸快速试纸法诊断幽门螺杆菌不会出现假阳性#结果可靠)
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恒温扩增
8

防污染核酸快速试纸法重复性测定
"

用梯度

稀释的幽门螺旋杆菌$
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&稀释液

平行检测
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次#结果均一致#表明恒温扩增
8

防污染核酸快速

试纸法诊断幽门螺杆菌重复行好)

D

"

讨
""

论

幽门螺旋杆菌感染是全世界范围内的疾病#人群患病率与

年龄#种族#地理分布和社会经济地位密切相关#发展中国家的

患病率高达
+,P

#发达国家幽门螺旋杆菌感染引起疾病的患

病率约
9,P

'

-80

(

)目前细菌培养法是临床上对幽门螺杆菌诊

断的,金标准-#细菌培养阳性#即可诊断为幽门螺杆菌阳性)

该诊断方法的敏感性和特异性分别为
-0*0P

$

3+*9P

和

3)*-P

$

',,*,P

'
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(
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本研究利用恒温扩增
8

防污染核酸快速试纸法检测胃黏膜

中的幽门螺杆菌阳性检出率为
-(*)P

$

0(

"
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&#与细菌培养

法的阳性检出率
-0*9P

$

00

"
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&比较#该方法的敏感性*特异

性*重复性*阳性似然比*阴性似然比差异无统计学意义)由于

恒温扩增
8

防污染核酸快速试纸法是基于核酸检测#不需要活

菌#同时具有恒温反应*运行设备要求较低*不需昂贵的仪器设

备*操作简单*结果容易判断#整个检测操作过程只需要
0)

$

0-T

的普通水浴锅即可#一般
'%

可检测完毕#密封装置可以

避免不同标本之间的交叉污染等优点#可以在普通的实验室开

展#特别适合一些中小医院检验科开展幽门螺杆菌的检测项

目#将具有更为广阔的临床应用前景)
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酸#能够在核酸提取过程中竞争结合能力#这会为检测阶段人

为地增加一个检测范围上限#导致检测结果的错误解释)同样

地#特别高的靶病毒载量可能会超过提取方法的结合能力#这

可能对相对小的基因组的病毒被测量具有低的风险#但是对于

原核或真核靶物质是值得关注的)

C*D

"

结果分析
"

使用差值检查能够帮助实验室在报告发出前

发现检测差错)差值检查对同一患者检查结果与之前相比发

生的变化)差值检查可以在当前多数的实验室信息系统中使

用到)在一些小到中等规模能接入到电子病历系统的实验室

中#其可以通过与患者的病史比较以发现问题的存在)而这种

方法不适合于大规模的参考实验室#对结果的趋势分析以及差

值检查随时间的比例可能在识别出检测前和检测中差错中

有用)

回顾检测结果以及过去阳性结果和阴性结果所在比例同

样是有用的质量保证活动)突然出现的阳性结果#尤其是弱阳

性结果#可能提出存在污染#应该引起关注)阳性值的降低可

能提示出分析灵敏度的降低#原因在于试剂缺陷*过程差错或

者突发的靶序列变异$探针或引物不结合&)应该要求有对试

剂性能系统的评价以及标准操作程序的检查)研究发现由于

探针结合位点单核苷酸多态性会导致实时
VOU

结果发生假阴

性'

',

(

)这些变异的存在可以通过定期对公开序列库的查看以

及分析反应产物$判断出扩增子是否是合成了但没有检测到&

来发现)通常#使用电泳$凝胶或毛细管&方法来检测扩增子#

之后进行测序#以确定出潜在的变异体)

表
'

""

高质量核酸获取的挑战
88

因素和相关的标本类型

项目 因素 标本

降低核酸完整性 核酸酶
>

a

化学交联多糖组成的厚细胞壁
尿液*大便*支气管肺泡灌洗液$

"&.

&*全血尿液*大便

福尔马林固定的组织含分枝杆菌和葡萄球菌的血液和体液

酶抑制 高细胞含量
R̀&

干扰物质的携带效应 全血*骨髓尿液*大便

D

"

检验后期质量控制

定量分子检测的结果报告应该含检测值*解释性评论以及

检测标记)扩增中得出的数据应该以
?;

J',

转换后的数据进行

报告#同时报告中也应该有原始数据)由于许多定量检测是用

在治疗监测或预防管理的#对病毒载量变化$在复杂中代表着

显著的改变&进行的微型解释性评论对于临床具有重要的意

义)为确保结果报告的准确性#使用的方法和实验室人员的数

量取决于检测仪器是否连接到了实验室信息系统)当这种连

接实施时#结果报告是最准确的)此时#准确性的确保与校准

品和质控品的检测$为了确保其落在检测范围内&是一样的简

单#将结果在仪器上进行电子转化并传输到实验室信息系

统中)

检测后阶段的质量保证是非常复杂的#当结果是手工输入

到实验室信息系统中时是很容易发生差错的)此时#通常以打

印形式报告的结果必须与原始结果进行人工比较#同时也要对

质控品和校准品的有效性进行检查)这些活动应该在检测完

成后快速地进行#以帮助及时发现无效的检测和抄写差错#并

且这些活动应该在有审核者签字和日期的检测后报告中进行

记录)
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