
图６　　黄疸对磁珠法检测 ＨＢＶＤＮＡ的影响

３　讨　　论

抽血及标本离心均可致标本溶血，这在临床上经常遇到，

黄疸在肝病患者中更是十分常见，ＨＢＶＤＮＡ检测主要用于

ＨＢＶ感染的诊断及治疗效果和抗病毒药物的疗效评价，其对

象主要是肝炎患者，临床肝病血清标本不但含有各种离子、而

且还有总胆红素、血红蛋白和药物等干扰ＰＣＲ扩增的有机物，

不同核酸提取方法去除 ＰＣＲ 干扰物质能力如何，将对荧光

ＰＣＲ定量结果产生重要影响
［２］。目前，血清中 ＨＢＶＤＮＡ的

提取方法有多种，在提取核酸过程中，不同的提取、检测方法及

不同来源的试剂，对临床标本 ＨＢＶＤＮＡ 定量检测结果影响

的程度可能不一样［３］。陈晓东等［４］比较肝素对４种核酸提取

方法的影响，发现对磁珠法的影响最小，本实验结果表明磁珠

法对溶血和黄疸的抗干扰能力最好，提示磁珠法提取核酸纯度

高，去除干扰成分的能力非常强。

为保证实验结果的可比性，本研究在实验设计上采用除核

酸提取过程不同外，其余操作包括模板上样量及扩增试剂均相

同，并在同一扩增仪上同时检测。结果显示：当 Ｈｂ≤０．５ｇ／Ｌ

时，３种方法均无明显影响，表明３种方法对微量溶血的抗干

扰能力无差异；Ｈｂ＝５．０ｇ／Ｌ时，仅磁珠法不受影响；Ｈｂ＝

５０．０ｇ／Ｌ时，３种方法均有较明显影响，一步法与沉淀煮沸法

可被抑制呈阴性，这些与扩增模板溶液中存在或未除尽的高浓

度的 Ｈｂ及其变性后的衍生物对 Ｔａｑ酶的抑制作用有关
［５］；

实验中不同程度黄疸均对一步法有明显影响，扩增荧光曲线及

检测结果显示：不同浓度的总胆红素对一步法的影响大致接

近，与Ｎｅｕｍａｉｅｒ等
［５］的结果不一致，有待进一步研究；而对磁

珠法与沉淀煮沸法均无明显影响，说明磁珠法与沉淀煮沸法清

除胆红素十分有效。

由于标本成分直接或衍生的干扰，这些干扰可实时反映在

扩增荧光曲线上，从而对实验结果造成影响。为比较在结果判

断过程中调整部分参数对实验结果的影响，在允许的范围内，

本文对“设定循环范围”及“设定循环范围内的背景倍数”作了

适当调试，通过两种方式判断的结果表明：除一步法在总胆红

素干扰下差异有统计学意义外其余两种取提法均无统计学意

义，调整后结果显示更接近对照值；提示在允许的范围内总胆

红素所致的干扰通过调整部分结果判断参数可得到一定程度

的修正。

值得一提的是一步法只需将血清和提取试剂混匀后即可

与反应液混合直接进行扩增，其操作程序快捷，但标本中的干

扰成分几乎全部参与扩增反应，抗干扰能力相对较差。该产家

提供的ＰＣＲ反应试剂中含有ＲＯＸ荧光染料，ＲＯＸ荧光染料

可提高定量数据的精度和重现性，使实验结果数据之间的更具

可比性，可降低干扰因素的影响，但要求检测仪器具备多色检

测能力。由于本科室使用的扩增仪为双色检测，不能应用并发

挥ＲＯＸ荧光的归一作用，这是本研究中一步法对黄疸抗干扰

力较差的重要因素。一步法操作简便快捷，从试剂研发推广角

度而言，解决了干扰的问题，具有很好的推广应用价值。
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·检验技术与方法·

胶体金法快速检测结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌的研究
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　　摘　要：目的　应用结核分枝杆菌（ＴＢ）抗原胶体金法快速检测ＴＢ和非结核分枝杆菌（ＮＴＭ）。方法　用ＴＢ抗原胶体金法

鉴定培养、抗酸染色双阳性标本，对鉴定为 ＮＴＭ 的标本与罗氏培养鉴别法比较。结果　３４２例标本抗原胶体金法检出２８４例

ＴＢ（８３．０％）；检出５８例ＮＴＭ（１７．０％）。对４２例标本重复检测结果符合率为１００％。对５８例ＮＴＭ标本用传统的罗氏培养鉴

别法（ＰＮＢ、ＴＣＨ）比较符合率为９１．４％，两者之间差异无统计学意义（χ
２＝３．３４，犘＞０．０５）。结论　 ＴＢ抗原胶体金法可快速鉴

别ＴＢ和ＮＴＭ，有利于指导临床制定针对性的治疗方案，开展有效的化疗。

关键词：抗原胶体金法；　结核分枝杆菌；　非结核分枝杆菌

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１０．０３４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１０１２７４０３

　　结核病是结核分枝杆菌（ＴＢ）感染引起的严重危害人类健

康的传染病。自２０世纪９０年代以来，结核病疫情出现“复燃”

趋势［１］。结核病防治面临两大难题，一是结核耐多药（ＭＯＲ）

的产生与传播，二是非结核分枝杆菌（ＮＴＭ）发病率的增加。
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ＮＴＭ耐药性很高，因此在临床上明确病原至关重要。在结核

病的诊断中，ＴＢ感染与ＮＴＭ感染临床表现相似，临床难以区

分，ＴＢ与ＮＴＭ的感染依赖实验诊断。目前国内采用的传统

的罗氏培养鉴定法操作繁琐，需要时间较长，延误诊断治疗。

ＢＡＣＴＥＣ９６０培养系统培养分枝杆菌虽然快速，但其缺乏鉴定

方法，且价格昂贵。近期推出的结核分枝杆菌抗原胶体金法快

速检测用以区分ＴＢ与ＮＴＭ，１５ｍｉｎ可以完成诊断检测，有利

于指导临床开展早期有效的治疗，笔者对其进行了比对研究，

现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　２０１１年６～１１月临床诊断为肺结核患者的

痰液标本，经过ＢＡＣＴＥＣ９６０系统进行分枝杆菌培养和抗酸染

色均阳性，共３４２例。分枝杆菌标准菌株由陕西省结核病防治

研究所结核病参比实验室提供。

１．２　仪器与试剂　结核分枝杆菌抗原检测试剂盒（胶体金法，

批号２００９０１１１）由杭州创新生物检控技术有限公司提供。结

核分枝杆菌培养仪ＢＡＣＴＥＴＣ９６０系统由美国ＢＤ公司生产。

ＤＮＡＥｎｇｉｎｅＯＰＴＩＣＯＮ２实时荧光定量ＰＣＲ分析仪由美国

ＭＪ公司生产，结核分枝杆菌核酸检测试剂由凯杰生物工程

（深圳）有限公司提供（生产批号：２０１１１１０２１２）。

１．３　方法

１．３．１　细菌培养 挑取约５ｍＬ痰液至５０ｍＬ已标记的离心试

管中，加等量的２％ＮＡＬＣＮａＯＨ前处理液，强力漩涡震荡２０

ｓ，室温静置１５～２０ｍｉｎ，加无菌ＰＡＳ（ＰＨ６．８）至约５０ｍＬ，盖

紧盖子，离心３０００×ｇ，１５ｍｉｎ，弃上清液，添加１～３ｍＬＰＢＳ

（ＰＨ６．８）以中和 ＰＨ 至６．８，取０．５ｍＬ 接种至 ＢＡＣＴＥＣ

ＭＧＩＴ９６０的培养指示管（ＭＧＩＴ管）及涂片染色。在标本接

种前，在ＭＧＩＴ培养管中，先加入０．５ｍＬ营养添加剂（ＯＡＤＣ）

和０．１ｍＬ杂菌抑制剂（ＰＮＡＴＡ）。放入ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０

系统中进行培养。

１．３．２　抗酸染色　涂片自然干燥后火焰固定，滴加复红染色

剂盖满痰膜，小心火焰加热出现蒸汽后脱离火焰，染色３ｍｉｎ

用水轻洗，自痰膜外缘滴加脱色剂，脱色至无可视红色为止。

用水轻洗，滴加亚甲蓝复染液３０ｓ，用水轻洗待干后镜检。

１．３．３　抗原检测　用结核分枝杆菌抗原胶体金法进行鉴定。

将样本１００μＬ下滴到检测板的样本滴下部，１５ｍｉｎ后观察检

测板的判定部，在６０ｓ内判定完毕。检测线（Ｔ）处及质控线

（Ｃ）双方都确认出现紫红色条带为阳性，检测线（Ｔ）处没有出

现紫红色条带，只是在质控线（Ｃ）出现紫红色为阴性。

１．３．４　罗氏鉴别　将鉴定为ＮＴＭ的菌液０．１ｍＬ（在报阳性

后３ｄ之内）接种于罗氏鉴别培养基ＰＮＢ和ＴＣＨ固体培养基

上，根据生长情况观察统计结果，有生长菌落为阳性，无菌落生

长为阴性。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行数据分

析，抗原胶体金法与罗氏培养鉴定法检测结果的比较采用χ
２

检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　抗原胶体金法检测双阳性标本　用抗原胶体金法对３４２

例ＢＡＣＴＥＴＣ９６０培养阳性标本进行检测，共检出ＴＢ分离株

２８４株，检出率为８３．０％，检出ＴＮＭ 分离株５８株，检出率为

１７．０％。

２．２　ＮＴＭ标本罗氏培养鉴定　对抗原胶体金法检出的５８

株ＮＴＭ分离株，经传统的改良罗氏培养鉴定（ＰＮＢ、ＴＣＨ）法

进行检测，共检出ＴＮＭ 分离株５３株、ＴＢ分离株５株。抗原

胶体金法与传统的罗氏培养鉴定法比较，检测ＮＴＭ的符合率

为９１．４％，两种方法之间差异无统计学意义（χ
２＝３．３４，犘＞

０．０５）。

３　讨　　论

中国是全球２２个结核病高发国家之一，肺结核患者总数

居全球第二位。据报道中国活动性肺结核患者４５０万，耐药患

者５５．５万
［２］。ＮＴＭ 菌株占分离株的１１．１％，其耐药率为

９５．９％，耐多药率为８３．７％，给我国社会造成巨大损失
［３］。在

临床工作中，ＴＢ引起的结核病与 ＮＴＭ 引起的疾病临床表现

相似，很难区分是 ＴＢ还是 ＮＴＭ 感染，必须通过菌型鉴定才

能进行区分。所以 ＴＢ与 ＮＴＭ 感染的早期鉴别诊断对指导

临床开展有效化疗有重大意义。

菌型鉴定的方法有传统的罗氏培养鉴定法（ＰＮＢ、ＴＣＨ

鉴别法）、分子生物学方法、全相色谱技术分析鉴定法。目前临

床实验室的ＴＢ与 ＮＴＭ 的鉴别主要用传统的罗氏培养鉴别

法进行。在结核病的诊断中，结核菌培养是结核病诊断的“金

标准”，结核菌的培养方法主要是固体培养和液体培养［４］。培

养法耗时很长，操作复杂，实验室很易产生气溶胶，污染大［５］。

实时荧光定量ＰＣＲ可区分ＴＢ与 ＮＴＭ，灵敏度较高，但是该

方法试验条件要求高，易污染，假阳性高，操作较复杂，耗时也

需１ｄ
［６］。气相色谱技术分析鉴定法所用设备昂贵，操作复杂，

需要几个小时。因此简便快速的菌型鉴定方法对提高是很有

意义的。

本研究采用结核分枝杆菌抗原胶体金法对３４２例经

ＢＡＴＣＥＴＣ９６０培养系统抗酸菌培养阳性的菌液标本和５８例

经抗原胶体金法鉴别的 ＮＴＭ 进行临床试验。结果显示抗原

胶体金法检测ＴＢ的灵敏度为８３．０％；对抗原胶体金法检测为

ＮＴＭ的５８株分离株，经罗氏培养鉴定法进行检测，５３株为

ＮＴＭ，５例为 ＴＢ 两种检测方法检测 ＮＴＭ 的符合率为

９１．４％，经统计学分析差异无统计学意义（犘＞０．０５）。同时在

３４２例标本中随机抽取４２例用抗原胶体金法重复两次检测结

果符合率为１００％，说明抗原胶体金法检测的重复性好。

后期对经改良罗氏法鉴定的５例结核进行了进行了荧光

实时定量ＰＣＲ检测，结果５例均为ＴＢ。而胶体金抗原法检测

５８份，经ＢＡＣＴＥＣ９６０培养系统培养分枝杆菌阳性菌液，将５

例ＴＢ误判为 ＮＴＭ。分析其原因主要是胶体金抗原法鉴定

ＴＢ与ＮＴＭ还存在一定的局限性，在结核菌中 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｂｏｖｉｓＢＣＧ的几个亚株（Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ株、Ｇｌａｘｏ株、Ｐａｓｔｅｕｒ株、

Ｔｉｃｅ株）不产生 ＭＰＢ６４抗原或当 ＭＰＢ６４的浓度低于该试剂

的检测范围，胶体金抗原法也会将ＴＢ误判为ＮＴＭ。

常用的液体培养方法是美国ＢＤ公司生产的ＢＡＣＴＥＣ

９６０培养系统，其分枝杆菌培养阳性时间平均９ｄ，极大的缩短

了培 养 时 间，但 其 无 法 区 分 ＴＢ 与 ＮＴＭ。实 验 室 经

ＢＡＣＴＥＣ９６０培养系统培养分枝杆菌阳性后，对其菌液用结核

分枝杆菌抗原胶体金法进行鉴定很快速，仅需１５ｍｉｎ。所以，

用结核分枝杆菌抗原胶体金法与其配合作 ＴＢ与 ＮＴＭ 的鉴

定极大的缩短了时间，该方法操作简单、既经济又实用，能有效

地解决ＢＡＣＴＥＣ９６０培养系统在分枝杆菌鉴定方面的不足。

结核分枝杆菌抗原胶体金鉴定技术具有特异度强，灵敏度

高，重复性好、简便快速等优点。将结核分枝杆菌抗原胶体金

法与罗氏培养鉴定法进行联合检测对提高鉴定准确率，指导临

床治疗结核病意重大［７］。
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·检验技术与方法·

时间分辨荧光免疫分析测定乙型肝炎病毒表面抗原Ｃｕｔｏｆｆ值的确定

颜永乾

（四川省泸州市第二人民医院，四川泸州 ）

　　摘　要：目的　利用受试者工作曲线（ＲＯＣ）验证和重新确定时间分辨荧光免疫分析（ＴＲＦＩＡ）测定乙型肝炎病毒表面抗原

（ＨＢｓＡｇ）的诊断阈值（Ｃｕｔｏｆｆ）。方法　回顾性分析该院门诊、住院及社会体检人群的 ＨＢｓＡｇ的定量值。以不同的Ｃｕｔｏｆｆ值进

行数据分组。再根据灵敏度和特异度绘制ＲＯＣ曲线。结果　该科现用的试剂说明书给定的Ｃｕｔｏｆｆ值为０．２ｎｇ／ｍＬ，其灵敏度

和特异度分别是０．９９８７，０．３３０４，尤登指数为０．３２９１；以０．４ｎｇ／ｍＬ为Ｃｕｔｏｆｆ值时，其灵敏度和特异度分别是０．９８６２，０．９５９９

尤登指数为０．９４６１。结论　应用ＲＯＣ曲线对临床实验室、该区域人群进行分析，可以更科学地得出适合该实验室、该区域人群

的临床诊断的灵敏性和特异度，进而找到最理想的临床诊断界点，即Ｃｕｔｏｆｆ值。也可以对不同仪器、试剂进行相应参数的比较和

调整。

关键词：时间分辨荧光免疫分析；　ＲＯＣ曲线；　肝炎表面抗原，乙型

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１０．０３５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１０１２７６０３

　　ＴＲＦＩＡ具有灵敏度高、特异度好、采用自动化分析系统、

易于大规模批量操作等优点，已广泛应用于临床，并逐步受到

人们的重视［１２］。但其Ｃｕｔｏｆｆ值的设定，各家不尽相同，有的

点连溯源值和单位也不同（比如：ＭＩＵ／ｍＬ，ＰＥＩＵ／ｍＬ，ＮＣＥ／

ｍＬ，ＤＲＵ／ｍＬ），试剂厂家所使用的定值参考人群也不同。因

此，各商家试剂产品说明书提供的Ｃｕｔｏｆｆ值存在一定的差别。

进口试剂的差别更大。因此，Ｃｕｔｏｆｆ值的确定是 ＴＲＦＩＡ自

动化和标准化的关键。建立本实验室的Ｃｕｔｏｆｆ值是迫切需要

解决的问题。本文就对 ＴＲＦＩＡ定量测定 ＨＢｓＡｇ的Ｃｕｔｏｆｆ

值设定进行回顾性分析，并验证试剂说明书提供的Ｃｕｔｏｆｆ值

以及确定本实验室的Ｃｕｔｏｆｆ值。从而为临床提供更为可靠实

用的诊断效能。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院门诊、住院和社会体检人群的 ＨＢｓＡｇ

定量测定结果（以发出报告数据结果为准）按结果数据大小排

列，并进行分组。经微粒子酶免分析确定，ＨＢｓＡｇ阳性组７２０

例，男３４１例，年龄０～８１岁；女３７９例，年龄０～８４岁。ＨＢ

ｓＡｇ阴性组１４９７０例，男６８９０例，年龄０～８２岁；女８０８０例，

年龄０～７９岁。

１．２　仪器与试剂　ＡＮＹＴＥＳＴ时间分辨荧光分析仪，ＥＦＦＩ

ＣＵＴＡ全自动样本前处理系统。ＨＢｓＡｇ诊断试剂盒为苏州新

波生物技术有限公司产品，试剂批号２０１２０５１５。试剂盒随带

的Ａ：０ｎｇ／ｍＬ，Ｂ：０．２２ｎｇ／ｍＬ，Ｃ：１．００ｎｇ／ｍＬ。试剂批号：

２０１２０５１５。

１．３　方法　按试剂盒说明书操作，由前处理系统完成加样、孵

育、加试剂、洗涤。然后由荧光分析仪进行荧光值的判读。

１．４　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１３．０软件作数据分析，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　数据分析与验证　因试剂盒设定的 Ｃｕｔｏｆｆ值为０．２

ｎｇ／ｍＬ（浓度值大于或等于０．２ｎｇ／ｍＬ时判为阳性）。故以

０．２ｎｇ／ｍＬ为中心设定０．０５０、０．１００、０．１５０、０．２００、０．２５０、

０．４００、０．５００、１．０００、２．０００、５．０００的１０个Ｃｕｔｏｆｆ值，再根据

ＨＢｓＡｇ阳性和阴性数据分布表（见表１），获得不同测定值的

标本例数，作ＲＯＣ曲线分析，得出 ＨＢｓＡｇ阴性和阳性监测结

果按不同Ｃｕｔｏｆｆ值的判断列表（见表２）。初步验证以０．２ｎｇ／

ｍＬ为Ｃｕｔｏｆｆ值时，其尤登指数为０．３２９１。以０．４ｎｇ／ｍＬ为

Ｃｕｔｏｆｆ值会得到更接近１的尤登指数。

表１　　７２０份 ＨＢｓＡｇ阳性和１４９７０份 ＨＢｓＡｇ

　　阴性标本测定值分布（狀）

测定值 阳性分布 阴性分布

＜０．０５ ０ ８７０

０．０５～０．１０ ０ ８４０

０．１０～０．１５ ０ １２４０

０．１５～０．２０ １ １９９６

０．２０～０．２５ ３ ９５６

０．２５～０．４０ ６ ８４６７

０．４０～０．５０ ８ １０２

０．５０～１．００ ３３ ２９８

１．００～２．００ １８ １２４

２．００～５．００ ３２ ５６

＞５．００ ６１９ ２１

合计 ７２０ １４９７０
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