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　　摘　要：目的　评价不同结核分枝杆菌核酸（ＴＢＤＮＡ）试剂盒的性能和应用。方法　本文通过采用中山达安、德国凯杰及上

海之江ＴＢＤＮＡ检测试剂盒平行检测抗酸染色阳性的临床标本，并用非结核病患者标本来验证假阳性率。结果　４４例抗酸染色

阳性标本中，中山达安试剂盒检测出４４例ＴＢＤＮＡ阳性，德国凯杰试剂盒检测出４３例阳性，上海之江试剂盒检测出４０例阳性；

３种试剂盒检测２０例非结核患者的标本，ＴＢＤＮＡ均为阴性。３种试剂盒的阳性检出率分别为１００％、９７．７％和９０．９％，差异无

统计学意义（χ
２＝５．４０，犘＞０．０５）。结论　各实验室可灵活选择临床检测试剂盒。
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　　结核病是目前严重威胁人类健康的重大传染性疾病之一，

每年有约２００万人死于该病。结核病的临床表现多样，可以累

及全身各个系统，尤其是肺外结核病的临床症状往往十分隐

匿，给临床诊断带来极大困难。实验室检查对结核病防治起着

不可或缺的作用［１２］。实时荧光定量ＰＣＲ技术自建立以来，发

展迅速、应用广泛，表明其具有强大的生命力，由于具有定量、

特异、灵敏和快速等特点，已被国内外公认为一个快速可靠的

检测方法［３４］。目前市场上检测结核分枝杆菌核酸（ＴＢＤＮＡ）

的试剂较多，由于核酸提取方法、扩增目的片段等技术不同，各

种试剂的特异性、灵敏度等存在着一定差异。本研究选用国内

常用的３种ＴＢＤＮＡ检测试剂盒（即中山达安、德国凯杰和上

海之江）对本院２０１３年１～６月抗酸染色阳性的临床标本进行

ＴＢＤＮＡ检测，比较３种试剂的阳性检出率。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１３年１～６月川北医学院附属医院传

染科、呼吸内科、儿科、泌尿外科等科室的６４例患者的标本（包

括痰液、尿液和脓液标本），于－４０℃冰箱中保存备用。其中

４４例临床确诊为结核患者（男性２９例，女性１５例，年龄１２～

８８岁）的标本被检验科微生物室检测出抗酸染色阳性，作为Ａ

组标本。其余２０例标本来自非结核患者，临床诊断为慢性阻

塞性肺疾病急性加重（ＡＥＣＯＰＤ），其中，男性１０例，女性１０

例，年龄６２～８５岁，作为Ｂ组标本。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　瑞士ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ实时荧光定量

ＰＣＲ仪、ＨｅａｌＦｏｒｃｅ生物安全柜、离心机、高速离心机、恒温金

属浴、混匀器、微量加样器等。

１．２．２　试剂　消化液为４％ ＮａＯＨ溶液（自配），ＴＢＤＮＡ检

测试剂盒由中山达安、德国凯杰及上海之江试剂公司分别

提供。

１．２．３　试剂盒阳性判定标准　３种试剂盒检测阳性判定标准

为：在增长曲线呈Ｓ型的情况下，中山达安ＴＢＤＮＡ检测试剂

盒以ＣＴ值小于３０判定为阳性，德国凯杰ＴＢＤＮＡ检测试剂

盒以ＣＴ值小于或等于３７判定为阳性，上海之江ＴＢＤＮＡ检

测试剂盒以ＣＴ值小于或等于３８判定为阳性。在ＣＴ值超过

检测上限时，需重复测定或者稀释后测定，再根据以上条件进

行判定。

１．３　方法

１．３．１　不同试剂的反应条件　引物探针浓度和反应条件均按

照每个试剂盒优化后的最佳条件进行。反应条件如下：中山达

安（９３℃２ｍｉｎ；９３℃４５ｓ，５５℃６０ｓ１０个循环；９３℃３０ｓ，

５５℃４５ｓ３０个循环 ），德国凯杰（３７℃３ｍｉｎ；９３℃１ｍｉｎ；９３

℃５ｓ，６０℃４０ｓ４０个循环），上海之江（３７℃２ｍｉｎ；９４℃２

ｍｉｎ；９３℃１５ｓ，６０℃６０ｓ４０个循环）。仪器通道选择Ｆ１通

道，荧光信号分别在５５℃、６０℃、６０℃收集，收集方式为ＳＩＮ
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ＧＬＥ。

１．３．２　不同试剂的反应体系　见表１。

表１　　３种试剂的反应体系（μＬ）

试剂 中山达安 德国凯杰 上海之江

ＴＢＰＣＲ反应液 ４０．０ １７．８ ３６．０

Ｔａｑ酶＋ＵＮＧ酶 ３．０ ０．２ ０．４

ＤＮＡ模板 ２．０ ２．０ ４．０

总反应体系 ４５．０ ２０．０ ４０．０

１．３．３　Ａ、Ｂ组标本的检测

１．３．３．１　ＴＢＤＮＡ的提取　将收集到的痰液及脓液标本加

４％的ＮａＯＨ溶液充分液化后，吸上清至１．５ｍＬＥＰ管内，尿

液则直接离心取沉淀，然后按照试剂盒说明书提取ＤＮＡ。

１．３．３．２　ＴＢＤＮＡ的检测　对收集到的６４例标本运用中山

达安、德国凯杰及上海之江公司提供的ＴＢＤＮＡ检测试剂盒

分别进行检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，不

同方法检测的阳性率的比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

各试剂盒的检测结果见表２。Ａ组的４４例标本，其中，中

山达安ＴＢＤＮＡ检测试剂盒阳性检出率为１００％，德国凯杰

ＴＢＤＮＡ检测试剂盒阳性检出率为９７．７％，上海之江 ＴＢ

ＤＮＡ检测试剂盒阳性检出率为９０．９％。Ｂ组２０例标本３种

试剂检测均为阴性。３种方法检测ＴＢＤＮＡ的结果进行比较，

差异无统计学意义（χ
２＝５．４０，犘＞０．０５）。

表２　　３种试剂检测结核阳性标本结果［狀（％）］

组别 狀 中山达安 德国凯杰 上海之江

Ａ组 ４４ ４４（１００．０） ４３（９７．７） ４０（９０．９）

Ｂ组 ２０ ０（０．０） ０（０．０） ０（０．０）

３　讨　　论

结核病病原学实验诊断方法的研究一直为人们所关注。

国内目前的检测方法以抗酸染色查找抗酸杆菌为主，该方法因

简便、快速、费用低廉等优点而在结核病诊断中发挥着重大作

用，但也存在着敏感度低、特异性差，无法辨别死菌与活菌等缺

点［５６］。细菌培养法被誉为结核病诊断的“金标准”，该方法是

鉴定死菌与活菌的可靠方法，但传统结核分枝杆菌细菌培养

法，细菌的生长繁殖速度过于缓慢，单个菌落在固体培养基中

生长成直径１ｍｍ的菌落需４周，难以得到理想的检出速度，

现临床上较少使用［７］。实时荧光定量ＰＣＲ是通过荧光染料或

荧光标记的特异性探针，对ＰＣＲ产物进行标记跟踪，实时在线

监控反应过程，并结合相应的软件对产物进行分析，计算待测

样品初始模板量的一种方法［８］。该方法较上述两种方法具有

反应灵敏、特异性高、高效快速等优点。就结核病诊疗而言，国

内外已有不少研究报道，实时荧光定量ＰＣＲ是结核病诊断的

有效方法之一［９１０］。在确保标本的正确处理，ＤＮＡ提取操作

的规范化前提下，实时荧光定量ＰＣＲ核酸检测试剂盒的选取

是影响结核分枝杆菌阳性检出率的重要因素。

作者以临床实验室用户的角度来探讨了３种不同厂家的

试剂检测结果是否存在差异。Ａ组标本由中山达安试剂盒检

测的阳性检出率为１００％，德国凯杰试剂盒检测的阳性检出率

为９７．７％，上海之江试剂盒检测的阳性检出率为９０．９％。Ｂ

组标本由３种试剂进行检测，结果均为阴性，假阳性率为０。

结果显示，３种试剂盒检测结果的差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。本次研究中，３种试剂对６４例样本检测共有４例样本

结果不符。４４例抗酸染色阳性样本中，实时荧光定量ＰＣＲ检

测结果中有４例为阴性（上海之江阴性３例，德国凯杰和上海

之江均为阴性１例）。本研究未对样本进行结核分枝杆菌培

养，４例阴性结果的出现可能是实时荧光定量ＰＣＲ检测过程

中出现的假阴性。实时荧光定量ＰＣＲ检测的假阴性常见原因

有：（１）ＰＣＲ试剂盒本身原因，Ｔａｑ酶实时荧光定量ＰＣＲ是利

用Ｔａｑ酶在６０℃水解荧光探针的特性，采用两步法扩增，通

过适时检测荧光信号从而实现定量分析。此时，反应系统中引

物和探针的退火温度变成了６０℃，一旦有引物与模板或探针

与模板的不匹配，就有可能导致假阴性的发生［１１］。（２）ＰＣＲ反

应可以被存在于特定样本中的物质所抑制［１２］。（３）ＰＣＲ反应

过程中的人为因素，３种试剂盒ＴＢＤＮＡ的提取方法均为煮沸

裂解法，该方法在核酸提取过程中手工操作步骤较多，需用手

工吸取裂解上清液至扩增反应液中，然后在ＰＣＲ仪上进行扩

增，核酸扩增结果还需人为调整设置各项参数才能得出。操作

不当就可能会引起ＤＮＡ的丢失，造成检测结果的假阴性。

本研究对３种试剂进行了综合比较，可指导 ＴＢＤＮＡ检

测试剂盒的合理选择，对结核病感染的及时诊治有实用价值。

３种试剂盒结果的符合率比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），

各实验室可灵活选择临床检测试剂盒。

参考文献

［１］ 王华钧，孙小军，金法祥，等．４种结核分枝杆菌检测方法的比较

［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１２，２２（１１）：２４７２２４７４．

［２］ 刘家云，郝晓柯．结核病实验室诊断方法新进展［Ｊ］．临床检验杂

志，２０１３，３１（２）：１１５１１７．

［３］ 施巧霞，李晓非，杨惠仙，等．实时荧光定量ＰＣＲ在肺结核诊断中

的临床应用［Ｊ］．云南医药，２００７，２８（１）：２２２４．

［４］ 梁晓海，黄平东．实时荧光定量聚合酶链反应法检测肺结核患者

痰标本价值的对照研究［Ｊ］．现代中西医结合杂志，２００６，１５（３）：

２８７２８８．

［５］ 谭守勇，刘志辉，邓向斌．荧光定量ＰＣＲ检测抗酸染色涂片刮削

物中结核分枝杆菌 ＤＮＡ的可行性［Ｊ］．实用医学杂志，２０１２，２８

（１２）：２０６７２０６９．

［６］ 张翊，卢建平，叶淼．四种结核分枝杆菌检测方法的临床应用评价

［Ｊ］．中国防痨杂志，２００６，２８（１）：１４１７．

［７］ 陆宇，朱莉贞，段连山．结核分枝杆菌活菌检测方法及应用［Ｊ］．中

华结核和呼吸杂志，２００４，２７（６）：４２３４２６．

［８］ ＫｕｂｉｓｔａＭ，ＡｎｄｒａｄｅＪＭ，ＢｅｎｇｔｓｓｏｎＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＡｓｐｅｃｔｓＭｅｄ，２００６，２７（２／３）：９５

１２５．

［９］ 陈红兵，周志红，贺润年，等．荧光定量ＰＣＲ技术在结核杆菌检测

中的应用［Ｊ］．实用医学杂志，２００８，２４（２１）：３７６５３７６７．

［１０］ＣｌｅａｒｙＴＪ，ＲｏｕｄｅｌＧ，ＣａｓｉｌｌａｓＯ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｂｙｕｓｉｎｇｔｈｅＳｍａｒｔＣｙｃｌｅｒｉｎｓｔｒｕ

ｍｅｎｔａｎｄａｓｐｅｃｉｆｉｃｆｌｕｏｒｏｇｅｎｉｃｐｒｏｂｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００３，

４１（１０）：４７８３４７８６．

［１１］丁世雄，翁彭剑，梁晓岳，等．ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ检测 ＨＢＶ

ＤＮＡ的假阴性原因分析［Ｊ］．浙江医学，２００４，２６（１２）：９４３９４４．

［１２］纪冬，辛绍杰．实时荧光定量ＰＣＲ的发展和数据分析［Ｊ］．生物技

术通讯，２００９，２０（４）：５９８６００．

（收稿日期：２０１３１２２８）

·８７９· 国际检验医学杂志２０１４年４月第３５卷第８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．８


