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液化集菌法检查痰中结核分枝杆菌的应用评价

文　岚，田　斌，陈发明，王孝君，郭彦昌，张　兵，张如胜，欧新华

（长沙市疾病预防控制中心，湖南长沙４１０００１）

　　摘　要：目的　探讨使用糜蛋白酶“液化集菌”检查痰中结核分枝杆菌的应用价值。方法　对５６例拟诊肺结核病例的１６１份

痰标本直接涂片和 “液化集菌”后的沉渣滴冷冻玻片后分别进行ＺＮ和金铵“Ｏ”染色，并将阅片结果进行统计分析。结果　“液化

集菌”后取用沉渣滴片ＺＮ染色的阳性率高于直接涂片ＺＮ染色；“液化集菌”后取用沉渣滴片金铵“Ｏ”染色ＬＥＤ显微镜检查阳性

率明显高于沉渣滴片ＺＮ染色普通光学显微镜检查，χ
２ 值为１０５．５５１和１０４．５９３，犘＝０．０００。结论　“液化集菌”处理痰标本可以

提高痰涂片检查结核分枝杆菌的敏感性，应用金铵“Ｏ”染色结合ＬＥＤ显微镜检查进一步扩大了这种优势。
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　　肺结核患者的细菌学检测不仅是发现传染源的主要途径

和手段，也是结核病确诊、制定化疗方案、观察疗效及判断预后

的可靠标准［１］。目前结核病实验室检查主要依靠痰涂片直接

显微镜检查，有研究显示５０％以上的新发排菌肺结核患者由

痰涂片直接显微镜检查作出诊断［２］。该方法的主要缺点是灵

敏度不稳定，介于２０％～６０％，也有研究显示其敏感性可以达

到８０％
［３５］。针对这一特点国内外有研究人员进行痰标本的

前处理或借助特殊的仪器和设备等措施改进了痰涂片直接显

微镜检查的方法，并取得了较为满意的结果［６９］。本研究对直

接涂片和 “液化集菌”两种方法进行比较，评价“液化集菌”检

查痰中结核分枝杆菌的应用价值。

１　材料与方法

１．１　标本来源　收集辖区内区县级结核病防治机构２０１２年

１～６月门诊拟诊肺结核患者５６例，年龄（５６．３１±１２．１４）岁，

男４３例，女１３例。每例患者收集痰标本３份，即时痰、夜间痰

和晨痰各１份。由于２份痰标本小于２ｍＬ和５份痰标本为唾

液未进行检测，其余１６１份标本被纳入研究。

１．２　仪器与试剂　ＬＥＤ显微镜由德国ＺＥＩＳＳ公司提供。ＺＮ

和金铵“Ｏ”染色试剂由贝索企业公司提供、糜蛋白酶购自上海

第一生化药业有限公司。

１．３　方法　将痰标本先行直接涂片，然后对剩余痰标本进行

“液化集菌”后的沉渣滴冰冻载玻片。“液化集菌”的操作过程

如下：在标本内加入１００Ｕ／ｍＬ的糜蛋白酶（Ｖ酶∶Ｖ痰约１

∶１），置３７℃水浴摇床内，液化时间为５～３０ｍｉｎ不等，观察

痰标本外观均匀无团块即停止液化，放入离心机内３０００ｒ／

ｍｉｎ离心２５ｍｉｎ，弃上清保留底部约０．５ｍＬ沉渣。并用一次

性塑料滴管吹打混匀并吸取上述沉渣垂直距冰冻载玻片１５～

２０ｃｍ处滴一滴（约０．１ｍＬ）在玻片上，滴片后在载玻片上形

成直径大约为０．５～０．８ｃｍ的沉渣膜。待直接涂片和沉渣滴

片自然干燥后火焰固定，然后分别进行ＺＮ和金铵“Ｏ”染色。

１．４　质量控制　每批次实验均设阴、阳性对照各一份，涂片、

染色及结果判读参照文献［１０］执行。阅片由３人分别进行，

每人阅片前打乱玻片顺序并重新编号，阅片工作完成后对３份

结果进行汇总。若每张玻片２人或３人结果一致，则认定该玻

片的结果为此一致的结果。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行分析，采用

ＭｃＮｅｍａｒＢｏｗｋｅｒ检验，犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两种方法的检测结果比较　直接涂片共检出阳性标本

８５份，而沉渣滴片共检出９８份阳性标本，阳性率分别为

５２．８％和６０．９％，阳性率有所提高，但有１张直接涂片ＺＮ染

色阳性而沉渣滴片ＺＮ染色结果为阴性。对两种方法检查结

果进行 ＭｃＮｅｍａｒＢｏｗｋｅｒ卡方检验发现χ
２＝１０５．５５１，犘＝０．

０００，差异有统计学意义，见表１。

表１　　两种方法的检查结果比较（狀）

直接涂片ＺＮ染色
沉渣滴片ＺＮ染色

阳性 阴性
合计

阳性 ８４ １ ８５

阴性 １４ ６２ ７６

合计 ９８ ６３ １６１

２．２　沉渣滴片ＺＮ染色和沉渣滴片金铵“Ｏ”染色法比较　沉

渣滴片金铵“Ｏ”染色检出阳性标本１０８份，阳性率为６７．１％，

较沉渣滴片ＺＮ染色阳性检出率提高６．２％。对两种方法检查

结果进行 ＭｃＮｅｍａｒＢｏｗｋｅｒ卡方检验发现χ
２＝１０４．５９３，犘＝

０．０００，差异有统计学意义，见表２。

表２　　两种方法的检查结果对比（狀）

沉渣滴片ＺＮ染色
沉渣滴片金铵“Ｏ”染色

阳性 阴性
合计

阳性 ９６ ２ ９８

阴性 １２ ５１ ６３

合计 １０８ ５３ １６１

３　讨　　论

对痰标本进行简单的前处理在一定程度上实现提高痰涂

片镜检结核分枝杆菌方法的灵敏度，是一个既不需要高昂的成

本又相对不耗时的手段，一些研究机构或研究者都在朝这一方

向努力［６７，９］，以尽量弥补痰标本直接涂片显微镜检查结核分

枝杆菌的不足，也都取得了较为满意的结果。与上述研究相

比，本研究对直接涂片ＺＮ染色和沉渣滴片ＺＮ染色两种方

法、沉渣滴片ＺＮ染色和沉渣滴片金铵“Ｏ”染色两种方法进行

了两两比较，结果显示对痰标本“液化集菌”后的沉渣滴片进行

显微镜检查结核分枝杆菌可显著提高阳性检出率；把离心沉淀

集菌同ＬＥＤ显微镜技术结合起来，不仅进一步提高肺结核痰

涂片显微镜检查方法的敏感性，并在一定程度上提高了工作人

员舒适度。若以目镜放大倍率为１０倍、视场数为１８，进行荧
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光模式阅片时选用２０倍物镜，在选用普通明场模式时选用

１００倍油镜，且每张涂片或滴片采用荧光模式阅片时观察５０

个视野，粗略计算可知沉淀集菌结合ＬＥＤ显微镜阅片比痰标

本普通显微镜阅片大概可以提高两个数量级的检测能力。另

经过多次反复的实验发现采用冷冻玻片所制作的滴片在染色

的过程中极少出现过痰膜脱落的现象。

值得注意的是在操作时为了尽可能保持玻片处于较低温

度和干燥状态，研究者采用的做法是将６张的玻片用干燥的纱

布或报纸包裹成独立包装后放在相对密闭的铁或铝制盒子内

放在冰箱的－２０℃冻柜内冻存，随用随取。此方法制作的滴

片可以复染，有潜力满足目前中国结核病防治规划提出的室内

质量控制和室间质评的要求，这一点优于某些方法，但结果阳

性等级应当如何界定尚需通过多中心和大样本量的研究。另

外本研究的缺点是样本量不大，没有对糜蛋白酶的用量与痰标

本性状和作用时间的关系进行作详细分析，对离心沉渣留存

０．５ｍＬ的量是否合适没有进一步探讨等。

总之，“液化集菌”处理痰标本可以提高痰涂片检查结核分

枝杆菌的阳性率，应用金铵“Ｏ”染色结合ＬＥＤ显微镜检查进

一步扩大了这种优势。
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应用 Ｗｅｓｔｇａｒｄ方法评价决定图判断测定方法的可接受性

傅光祥，郭富饶，隆维东，陈　平

（重庆市巴南区人民医院检验科，重庆４０１３２０）

　　摘　要：目的　应用 Ｗｅｓｔｇａｒｄ方法评价决定图判断常规生化项目在日立７６０００１０检测系统上分析性能的可接受性。方法

　定量测定各个实验项目的日间变异系数和不准度（偏倚），应用 Ｗｅｓｔｇａｒｄ方法评价决定图，将２６个常规生化项目的变异系数和

偏倚与要求的允许总误差（ＴＥａ）作比较，判断检测系统的分析性能可否接受。结果　在该检测系统上，２６个常规生化项目中，仅

有γ谷氨酰基转移酶（ＧＧＴ）、尿素（Ｕｒｅａ）、总钙（ＴＣａ２＋）需要进行方法的改进和性能的重新评估。结论　非标准化生化检测系统

检测结果的准确性和量值溯源与标准化检测系统还存在一定差距。检测系统的性能可接受性是保证检测结果准确性的重要前

提。应用 Ｗｅｓｔｇａｒｄ方法评价决定图判断生化检测系统的分析性能，简便易行，判断直观，适合临床实验室应用。

关键词：不精密度；　不准确度；　标准化方法判定图；　质量控制

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１６．０４３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１６２１５２０３

　　标准化检测系统是指完成一个检验项目所涉及的仪器、试

剂、校准品、质控品、检验程序、仪器保养等的组合［１］；使用这样

的检测系统对患者标本进行检验，其检验结果具有溯源性和可

比性［２］。检测系统的性能可否接受，是决定检测系统能否应用

于常规工作的前提。判断实验方法的可接受性可依据所观测

的误差大小，即随机误差和系统误差，分别用不精密度（犆犞）和

不准确度（犅犻犪狊）表示，二者结合在一起即为检测系统的总误差

水平［３］。应用 Ｗｅｓｔｇａｒｄ方法性能评价决定图对标准检测系统

性能评价已多有报道［４５］。本文应用此方法对非标准检测系

统，根据室内质控的日间犆犞和同期参加卫生部临床检验中心

的室间质评结果，将本科室日立７６０００１０检测系统的常规生

化项目进行性能评价，判断其分析性能可否接受。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　日立７６０００１０自动生化分析仪，除钾，钠，

氯为日立原装试剂和原装标准品外，其余项目为某国产试剂及

其配套复合校准品、英国朗道正常值（批号 ＵＮ６１４）和病理值

（批号ＵＮ４１３）质控品组成。

１．２　评价项目　包括本实验室常规开展的２６个生化检测项

目：钾（Ｋ＋）、钠（Ｎａ＋）、氯（Ｃｌ－）、总钙（ＴＣａ２＋）、ＡＬＴ、ＡＳＴ、总

蛋白（ＴＰ）、清蛋白（ＡＬＢ）、总胆红素（ＴＢｉｌ）、碱性磷酸酶

（ＡＬＰ）、γ谷氨酰基转移酶（ＧＧＴ）、葡萄糖（ＧＬＵ）、尿素（Ｕｒｅ

ａ）、肌酐（Ｃｒ）、尿酸（ＵＡ）、无机磷（Ｐ）、总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘

油（ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）、低密度脂蛋白质胆固

醇（ＬＤＬＣ）、载脂蛋白 Ａ１（ＡｐｏＡ１）、载脂蛋白Ｂ（ＡｐｏＢ）、肌

酸激酶（ＣＫ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、α羟丁酸脱氢酶（ＨＢＤＨ）、

淀粉酶（ＡＭＹ）。所有项目均按本科室标准操作程序完成。

１．３　方法

１．３．１　不精密度评价　根据本科室２０１２年１～８月份的室内

质控原始结果进行统计分析，去除超过±３ｓ的数据，计算累积

均值（狓）、标准差（狊）和日间犆犞，分析日间犆犞是否在于允许不
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