
特点［４］，但是高速运行的试剂针往往因为只进行一遍短暂水洗

而难以清洗干净，容易造成分析项目之间的携带污染，影响检

验结果的准确性［５７］。通常情况下，可以通过以下方法避免项

目间的交叉污染：（１）在设定各个项目之间的分析顺序时，要尽

量将产生干扰的项目分开，或是将被干扰的项目放置于干扰项

目之前；（２）合理利用仪器智能清洗程序及不同成分的清洗液，

对生化分析仪的试剂探针进行清洗，避免试剂间干扰的产生。

要避免交叉污染，不但需要熟练掌握仪器的操作、性能及原理，

更应该了解各试剂反应原理及成分，设定合理的分析顺序及清

洗程序，从而保证检测结果的准确性。
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·检验仪器与试剂评价·

新型结核分枝杆菌核酸检测试剂盒的临床应用初步评价

冯庆芳，何小宁，王小婷，周翠蕃

（甘肃省定西市岷县中医院检验科，甘肃定西７４８４００）

　　摘　要：目的　通过对比实验，对结核分枝杆菌（ＴＢ）核酸检测试剂的临床使用效果进行评价。方法　用分离培养法与圣湘

生物结核分枝杆菌（ＴＢ）核酸检测试剂分别对２０２例临床收集的样本进行结核分枝杆菌的检测并对比其结果，同时，将两种检测

方法的检测结果分别与测序法结果进行对比。结果　结核分枝杆菌核酸检测试剂与培养法的阳性一致性百分比为１００％，阴性一

致性百分比为９８．６１％，总一致性百分比为９９．０１％；对２例不符样本进行测序复核，并对复核后的结果进行Ｋａｐｐａ检验一致性分

析，结果Ｋａｐｐａ值为１．０００，表明结核分枝杆菌核酸检测试剂结果与金标准分离培养法的结果具有很好的一致性，表现出较好的

准确性。结论　结核分枝杆菌核酸检测试剂与分离培养法的结果具有很好的一致性，且阳性率较分离培养法更高，所需检测时间

大为缩短，具有内标控制假阴性，结果准确，符合临床检测要求，具有较高的临床应用价值。

关键词：结核分枝杆菌；　ＴＢＤＮＡ；　聚合酶链反应；　培养法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１９．０５１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１９２６０１０２

　　结核分枝杆菌（Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）简称为结核杆菌（ｔｕｂｅｒｃｌｅ

ｂａｃｉｌｌｉ，ＴＢ），是结核病的病原菌
［１］。世界上有１／３的人感染了

结核分枝杆菌，每年有８００万新患者出现，３００万人死于结核

病，且耐药率的不断上升，给结核病的治疗和控制带来严峻的

挑战［２］。目前对结核病的诊断需要综合临床表现、影像学检

查、结核菌检查等资料。结核菌检查是确诊结核病最特异的方

法。其中分离培养法被认为是临床诊断结核病的“金标准”。

但该方法一般需２～８周方能获得结果，灵敏度较低，且易出现

漏检，严重影响结核病的早期诊疗［３］。建立快速、准确、可靠的

结核分枝杆菌的检测方法成为研究热点［４５］。其中实时荧光定

量ＰＣＲ技术以其高灵敏度、高特异性以及简易的操作受到越

来越多的关注和应用［６］。最近，新出现了一种ＴＢ核酸检测试

剂，灵敏度高。该试剂有预防假阴性的内标控制体系和抗污染

系统，能有效避免同类产品存在的假阴性及气溶胶污染。本研

究拟通过检测临床样本，将其与分离培养法进行比对，来评估

这一新试剂的准确性及特异性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本次研究共检测痰液样本２０２份，其中男性

病例１０９例（５３．９％），女性病例９３（４６．１％），－２０℃冰箱保

存。结核病的诊断标准参照我国卫生部发布《肺结核诊断标

准》２００８年版。

１．２　仪器与试剂　结核分枝杆菌核酸检测试剂购自湖南圣湘

生物科技有限公司，具有内标监控假阴性，最低检测限为每毫

升１个菌；核酸扩增仪采用美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司的 Ｍｘ３０００Ｐ

实时荧光定量ＰＣＲ仪。分离培养法使用改良罗氏培养基（４～

８周），灵敏度为每毫升１０１～１０３ 个菌。克隆测序于 ＡＢＩ３１３０

（ＡＢＩ公司，美国）基因分析仪上进行。

１．３　方法　分别采用该新型ＰＣＲ检测试剂和分离培养法对

２０２例临床样本（每例样本一分为三，保留一份样本作为复检）

进行检测，方法如下：在样本中加入２～３倍体积的４％ＮａＯＨ

溶液，震荡混匀后，静置液化３０ｍｉｎ。取液化后的样本５００μＬ

于１．５ｍＬ离心管（避免吸出明显的固体杂质），１２０００ｒ／ｍｉｎ，

离心３ｍｉｎ，吸除上清；加入１ｍＬ无菌生理盐水重悬沉淀，

１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心３ｍｉｎ，吸除上清；加入５０μＬ核酸释放剂，

１００℃处理１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心３ｍｉｎ，上清作为待测样

本备用。取５μＬ作为ＰＣＲ反应的模板加入ＰＣＲｍｉｘ４０μＬ

上机检测即可。参考相关文献设计复检引物，正义链：ＴＩＳＦ：

５′ＡＣＧＧＡＴＡＧＧＧＧＡＴＣＴＣＡＧＴＡＣＡＣ３′，反义链：ＴＩＳ

Ｒ：５′ＣＧＴＣＴＣＧＧＣＴＡＧＴＧＣＡＴＴＧＴＣ３′。将不符合样

本用复检试剂进行ＰＣＲ扩增，并将ＰＣＲ产物通过电泳和克隆

测序进行复核。ＰＣＲ反应体系：总体积５０μＬ，包括２０ｐｍｏｌ

ＰＣＲ引物，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２．５ｐｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，２μＬＴａｑ

酶及ＰＣＲ缓冲液。ＰＣＲ反应条件：９５℃１５ｍｉｎ；（９５℃２０ｓ，

６０℃４０ｓ，７２℃４０ｓ）３５循环；７２℃３０ｍｉｎ。

１．４　统计学处理　数据进行阴阳性一致性分析，灵敏度、特异

度分析和ｋａｐｐａ检验一致性分析。

２　结　　果

２．１　分离培养法与新型试剂检测结果　根据金标准分离培养
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法检测结果将临床样本分为阳性组和阴性组，见表１。

表１　　分离培养法与新型试剂检测结果（狀）

新型试剂检测结果
分离培养法

阳性 阴性
合计

阳性 ５８ ２ ６０

阴性 ０ １４２ １４２

总数 ５８ １４４ ２０２

　　阳性一致性百分比＝５８／（５８）×１００％＝１００％（即分离培养法检

测为阳性的样本中新型试剂检测为阳性的比例）；阴性一致性百分比＝

１４２／（２＋１４２）×１００％＝９８．６１％（即分离培养法检测为阴性的样本中

新型试剂检测为阴性的比例）；总一致性百分比＝（５８＋１４２）／２０２×

１００％＝９９．０１％（指新型试剂与分离培养法检测结果一致的样本数占

总样本数的比例）。

２．２　新型试剂检测结核患者结果　见表２。

表２　　新型试剂检测结核患者结果（狀）

新型试剂检测结果
结核患者

菌培阳性 菌培阴性
合计

阳性 ５８ ２ ６０

阴性 ０ ０ ０

总数 ５８ ２ ６０

　　阳性符合率百分比＝（５８＋２）／（５８＋２＋０＋０）×１００％＝１００％（即

临床诊断为结核感染的样本中待考评试剂检测为阳性的比例）。

２．３　新型试剂检测非结患者结果　非结核病患者，包括与ＴＢ

症状相似的患者（如肺癌、肺炎等）、其他患者（如哮喘、气管炎

等），见表３。

表３　　新型试剂检测非结核患者结果（狀）

实验
非结核患者

ＴＢ症状相似 其他患者
合计

阳性 ０ ０ ６０

阴性 ７２ ７０ １４２

总数 ７２ ７０ １４２

　　阴性符合率百分比＝（７２＋７０）／（０＋０＋７２＋７０）×１００％＝１００％

（即临床诊断为非结核感染的样本中待考评试剂检测为阴性的比例）。

２．４　不符样本的复核结果及其分析　根据对比结果，有２例

样本新型试剂与分离培养法检测结果不符，均为培养法结果阴

性性，结核分枝杆菌核酸检测试剂检测结果为阳性。自行设计

设计复核扩增引物对，对这２例样本进行ＰＣＲ扩增，通过电泳

和克隆测序进行复核。发现２例不符样本的扩增产物电泳结

果显示产物为目标长度，扩增产物的克隆测序结果显示见图

１、２。扩增片段序列为ＴＢＤＮＡ序列。证明２例不符合样本

中均包含ＴＢＤＮＡ序列。两种方法结果的差异可能是由于培

养法检测自身的局限性所导致，由于这些样本的病菌载量较

低，培养法在检测低浓度样本时，检测灵敏度限制，容易出现的

假阴性结果。

图１　　不符样本ａ

图２　　不符样本ｂ

３　讨　　论

目前国内临床上主要采用分离培养对结核分枝杆菌进行

检测，具体是用吸管吸取痰液０．１ｍＬ，均匀接种在整个培养

基斜面，每份标本接种在改良罗氏培养基上。接种后培养基斜

面向上，于３７℃孵箱内平放２４ｈ后检查培养基污染情况，拧

紧瓶盖直立放置３７℃孵箱内继续培养。培养满２～８后观察

菌落生长情况。该方法操作过程较复杂，菌落生长耗时长，在

得到分离培养物后仍需２～８周方能获得结果，且检测过程中

外界因素对检验结果的准确性干扰较大，操作要求高。另外，

灵敏度较低，易出现假阴性而漏检，严重影响了结核病的早期

诊断和治疗。

本研究对基于荧光定量ＰＣＲ技术的结核分枝杆菌核酸检

测试剂与常规分离培养法法进行对比研究。荧光定量ＰＣＲ的

方法检测，可最大限度缩短检测时间，及时的反馈检测结果，帮

助医生做出准确及时的临床诊断，实验操作简单，结果重复性

好［６］。扩增和荧光检测均由仪器自动进行，通过查看样本的

Ｃｔ值判断阴阳性，能够大大减轻检测工作量，并保证较高的特

异性和灵敏度。

本次研究共检测样本２０２例，根据分离培养法检测结果分

为两组：其中阳性组５８例，阴性组１４２例。结核分枝杆菌荧光

定量ＰＣＲ 法试剂与分离培养法的阳性一致性百分比为

１００％，阴性一致性百分比为９８．６１％，总一致性百分比为

９９．０１％；对２例不符样本的复核结果表明：２例样本的测序结

果均与荧光定量ＰＣＲ法试剂的检测结果相符。对复核后的结

果进行Ｋａｐｐａ检验一致性分析：结果 Ｋａｐｐａ值为１．０００，表明

该结核分枝杆菌核酸检测试剂与分离培养法及克隆测序的结

果具有很好的一致性。

通过本次对比结果可以看出，该结核分枝杆菌核酸检测试

剂特异性好，有内标监控假阴性，结果准确，操作简便，检测时

间短，比分离培养法具更好的灵敏度和准确性，具有较高的临

床应用价值。

参考文献

［１］ 李春林，孙峰．结核分枝杆菌检测方法临床应用的对比研究［Ｊ］．

检验医学与临床，２０１２，９（１７）：２１６４２１６４．

［２］ 邓云峰，郑建礼，景辉，等．结核分枝杆菌传播的分子流行病学特

征［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１０，２０（１０）：１３８０１３８３．

［３］ 杜彦懿，王平，张文莉，等．涂片镜检法与培养法检测结核分枝杆

菌的结果比较［Ｊ］．内蒙古中医药，２０１１，２４（２）：９３．

［４］ 吕中全，张明新，张慧．荧光定量聚合酶链反应检测结核分枝杆菌

的价值［Ｊ］．新乡医学院学报，２０１１，２８（４）：４３５４３６．

［５］ 梁建琴，高华方，李洪敏，等．ＰＣＲ荧光探针法检测临床痰标本结

核分枝杆菌的可靠性研究［Ｊ］．中国防痨杂志，２０１２，３４（５）：２７１

２７４．

［６］ ＲｅｎｔｏｎＢＪ，ＭｏｒｒｅｌｌＰＤ，ＣｏｏｋｅＲＰＤ，ｅｔａｌ．ＤｉｒｅｃｔｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｆｏｒＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓａｍ

ｐｌｅｓｃａｎｂｅｃｏｓｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅ［Ｊ］．Ｈｅａｌｔｈ，２００９，１（２）：６３６６．

（收稿日期：２０１３０４０５）

·２０６２· 国际检验医学杂志２０１３年１０月第３４卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１９


