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基因芯片快速分枝杆菌鉴定技术与涂片抗酸染色技术的临床应用比较"

侯
!

沪!李爱敏!唐曙明

"深圳市人民医院龙华分院检验科!广东深圳
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摘
!

要"目的
!

比较基因芯片快速鉴定分枝杆菌与经典涂片抗酸染色镜检技术的临床应用效果!评估两种方法的优劣性&方

法
!

'*&&

$

'*&7

年间以基因芯片与涂片抗酸染色两种技术对深圳市所有综合性医院临床怀疑有分枝杆菌感染的标本进行检验&

&

' 检验两种方法阳性率的差异性&结果
!

共有标本
'7)&

例!涂片抗酸染色技术检出阳性标本
&0$

例!阳性率
6()_

&基因芯片

技术检出阳性标本
$&6

例!阳性率
&'()_

&基因芯片鉴定技术比涂片抗酸染色技术阳性率高!两者间比较差异有统计学意义"

;

$

*(*%

$&

$&6

例阳性标本经基因芯片技术分类为
'1$

例结核分枝杆菌"

S,-

$!

'6

例脓肿分枝杆菌!

&)

例胞内分枝杆菌!

$

例胃

溃疡分枝杆菌!

$

例鸟分枝杆菌!

&

例戈登分枝杆菌!

&

例海分枝杆菌!

&

例堪萨斯分枝杆菌&结论
!

基因芯片技术快速%准确!阳性

率比涂片抗酸染色技术高&菌株的分类鉴定!有利于临床明确病源!对个体化抗分枝杆菌感染治疗有指导意义&

关键词"基因芯片#
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涂片抗酸染色#
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分枝杆菌种类较多#可分为结核分枝杆菌$

S,-

&复合群*

非结核分枝杆菌$

U,S

&和麻风分枝杆菌
$

类)分枝杆菌的细

胞壁含有大量分枝菌酸#染色后能抵抗强脱色剂盐酸乙醇的脱

色#故又称为抗酸杆菌)

S,-

是引起结核病的病原菌#可侵犯

全身各器官#但以肺结核为最多见'

&

(

)近年来#因艾滋病*吸毒

等社会原因及免疫抑制剂的应用#分枝杆菌发病率#尤其是

U,S

感染呈上升趋势)

'*&*

年第五次全国结核病流行病学

抽样调查结果显示#

U,S

在分枝杆菌分离菌株中占比高达

''(0_

#相比
&00*

年的
7(0_

#涨幅超过
$1*_

)

U,S

病和结

核病有着相似的临床表现#但对药物的敏感性完全不同#若当

成结核病用药#其耐药率为
0%(0_

%耐多药率为
)$(6_

#往往

导致治疗失败'

'#$

(

)因此#建立一种快速*简便的分枝杆菌菌种

鉴定方法以及时*准确地鉴定分枝杆菌菌种#对诊断*控制和治

疗分枝杆菌感染引起的疾病具有重要的意义)本研究在已经

建立了基于基因芯片技术的检测技术基础上#将之与传统涂片

抗酸染色技术进行比较#探讨基因芯片技术的临床应用价值与

优势)

A

!

资料与方法

A(A

!

一般资料
!

'7)&

例标本来自深圳市人民医院
'*&&

$

'*&7

年年间门诊和住院患者)临床怀疑可能分枝杆菌感染#

并留取相应标本)标本类型有痰液*脓液*胸腔积液*尿液与支

气管刷片等)

A(B

!

仪器与试剂
!

+-!

公司的
LX̀

扩增仪%韩国
Q!U.LX̀

公司分子杂交箱%

-+/f

抗酸杆菌染色试剂盒%分枝杆菌菌种

鉴定采用亚能生物技术$深圳&有限公司研制的分枝杆菌菌种

鉴定基因检测试剂盒)

A(C

!

检测方法

A(C(A

!

涂片抗酸染色法
!

痰液经
'_ UZ

乙酰半胱氨酸
Z

氢

氧化钠前处理#加无菌
L-/

$

LO1()

&洗涤#

$***A

"

@35

#离心

&%@35

取沉淀涂片)其他体液类标本均经离心取沉淀)初

+

%$$'

+

国际检验医学杂志
'*&%

年
)

月第
$1

卷第
&1

期
!

!5;R"?GS:9

!

+B

J

B4;'*&%

!

T8>($1

!

U8(&1

"

基金项目!深圳市科技局资助项目$

'*&&*'&%&

&)

!

作者简介!侯沪#女#检验技师#主要从事临床检验工作)



染!涂片上滴加石碳酸复红液#用火焰加热至产生蒸汽#约
%

@35

#水洗)脱色!第二液脱色约
&@35

#轻轻摇动玻片#无红色

脱出或略呈粉红色时为止#水洗)复染!第三液复染染色
$*4

#

水洗)自然干燥后镜检)镜检#抗酸杆菌呈红色)

A(C(B

!

基因芯片检测法
!

$

&

&提取样本
MU+

!收集临床痰样#

加入等量
'_ UZ

乙酰半胱氨酸
Z

氢氧化钠试剂#充分振荡直

至痰液完全液化)取
&('@"

痰样消化液到
&(%@"

离心管

中#

&'***A

"

@35

#离心
%@35

#弃上清液#留沉淀备用)向沉淀

中加入
&@"

分枝杆菌洗液#混匀#

&'***A

"

@35

#离心
'@35

#弃

上清液)向沉淀中加入
%*@" S,-

裂解液#充分混匀#沸水

浴
&*@35

#

&'***A

"

@35

#离心
'@35

#留上清液)$

'

&

LX̀

扩

增!取出
LX̀

反应管#加入已提取的待测样品
MU+7B"

)同

时取两管
LX̀

反应管分别加入
7B" S,-

阳性质控品和

S,-

阴性质控品#作为产品使用过程的质量控制)$

$

&杂交!

取
&%@"

塑料离心管#放入标有患者编号的膜条#加入杂交液

%

$

1@"

及所有
LX̀

产物后沸水浴
&*@35

#再放入杂交箱
%6

[

杂交
&(%E

%阳性质控品和阴性质控品同步处理)同时将
-

液在杂交箱中预热至
%6[

待用)$

7

&洗膜!取出膜条#移至预

热至
%6[

的
-

液中洗膜
&%@35

)$

%

&显色!室温轻摇孵育
$*

@35

#然后用杂交液洗两次#每次
%@35

#同时配制显色液)将

膜条浸泡于显色液中避光显色
&*

$

&%@35

即观察结果)

A(C(C

!

基因测序分析
!

经芯片鉴定为分枝杆菌的临床分离株

进一步送上海英骏生物技术有限公司进行基因测序鉴定#以检

测
LX̀

扩增的特异性和芯片鉴定结果的准确性)

A(D

!

统计学处理
!

根据所有标本数与两种方法同时检测得出

的结果列交叉列表#进行配对
&

' 检验两种方法的差异性#以

;

$

*(*%

表示差异具有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B(A

!

检测结果
!

从
'7)&

例临床疑似分枝杆菌感染患者标本

中#涂片抗酸染色技术检测出
&0$

例阳性#阳性率
6()_

$

&0$

"

'7)&

&)此法不能区分出
S,-

与
U,S

)基因芯片检测技术

检出
$&6

例阳性#阳性率
&'()_

$

$&6

"

'7)&

&)其中鉴定分类

出
S,-'1$

例#占
)'(0_

$

'1$

"

$&6

&#

U,S

占
&6(&_

$

%7

"

$&6

&)连续校正
&

' 检验显示#两种方法比较差异具有统计学

意义$

;

$

*(*%

&)交叉列联表见表
&

)

表
&

!!

涂片抗酸染色与基因芯片鉴定两种方法

!!!

检测结果统计%

#

&

基因芯片
涂片抗酸染色

阳性 阴性
合计

&

'

;

阳性
&0& &'1 $&6 &$01(117*(***

阴性
' '&1' '&17

合计
&0$ '')) '7)&

B(B

!

分枝杆菌分布
!

基因芯片检测出的
$&6

株分枝杆菌#均

为单一菌感染)

S,-

占有绝对优势#

U,S

中以脓肿分枝杆

菌为主#其他种类散见)菌种具体分布见表
'

)

表
'

!!

基因芯片检测分枝杆菌病原菌分布

菌种名称 菌株数$

#

& 构成比$

_

&

S,- '1$ )'(0

U,S %7 &6(&

脓肿分枝杆菌
'6 )(%

续表
'

!!

基因芯片检测分枝杆菌病原菌分布

菌种名称 菌株数$

#

& 构成比$

_

&

胞内分枝杆菌
&) %(6

胃"溃疡分枝杆菌
$ &(*

鸟分枝杆菌
$ &(*

海分枝杆菌
& *($

戈登分枝杆菌
& *($

堪萨斯分枝杆菌
& *($

B(C

!

测序结果
!

根据芯片鉴定结果#随机挑选出
'*

株
S,-

复合群与
%$

例
U,S

进行
MU+

测序)测序结果与基因库中

标准序列进行对照分析#基因芯片鉴定结果与测序结果完全一

致)图
&

显示为脓肿分枝杆菌测序结果)

图
&

!!

脓肿分枝杆菌测序结果

C

!

讨
!!

论

!!

本研究中#针对近
$

年临床标本进行检测分析#涂片抗酸

染色法检出
&0$

例阳性#阳性率只有
6()_

)涂片抗酸染色镜

检技术为分枝杆菌诊断的最经典#应用最普遍的方法#但其敏

感度较差)操作步骤过程中对检验员个人能力素质要求严格#

受到干扰因素较多#易造成结果漏检或漏报)虽然近年来#发

展衍生出荧光染色镜检技术和发光二极管显微镜检技术等#但

其敏感性仍存在差异'

'

(

)涂片染色法不能区分
S,-

与

U,S

#导致临床诊治上的误差#特别容易造成
U,S

感染治疗

失败'

7

(

)

其他学科的发展#给分枝杆菌的检验带来新的技术革命)

其中#免疫学与分子生物学领域的研究尤其活跃)相比传统染

色镜检技术#新技术具有反应快速*重复性好*灵敏性高等诸多

优点)而将显色技术与聚合酶链反应相结合的基因芯片技术

还可同时检测多个基因序列#检测保守序列可以进行分枝杆菌

菌种的鉴定#还可检测基因突变引起的耐药现象等'

%

(

)这些技

术对检验人员掌握新知识与技术提出了新的要求#有效地降低

了人为因素在操作过程对结果的干扰)

本文利用最新的基因芯片检测技术与涂片染色法同时分

析
$

年临床标本#共检出阳性标本
$&6

例#阳性率
&'()_

#较

涂片抗酸染色高)连续校正
&

' 检验两者间差异有统计学意义

$

;

$

*(*%

&#涂片染色法阳性的标本#基因芯片法
00(*_

$

&0&

"

&0$

&检出阳性#且分类鉴定出
U,S

#包括
&0

例脓肿分枝杆菌#

6

例胞内分枝杆菌#

&

例戈登分枝杆菌)而涂片染色法阴性标

本中#基因芯片法检出
&'1

例阳性#$下转第
'$$)

页&

+

1$$'

+

国际检验医学杂志
'*&%

年
)

月第
$1

卷第
&1

期
!

!5;R"?GS:9

!

+B

J

B4;'*&%

!

T8>($1

!

U8(&1



运输箱在放置冷源
*(%E

后#各点温度均在
'

$

&*[

#可用于

运输红细胞类血液%冷链保持
'

$

&* [

#最长时间为
'E

#见

表
$

)

表
'

!!

运血箱冷链监控情况%

[

&

芯片摆放位置 放冷源后
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温度 最低温度 最高温度

左下
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中上
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中下
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右上
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右下
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温度 最低温度 最高温度

左下
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中上
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中下
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右上
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右下
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冷链是保证血液质量的一项重要措施#也是血站质量管理

控制的关键环节)对于全血及红细胞类成分血#温度对红细胞

的影响至关重要#控制冷链#一方面可以降低葡萄糖的消耗速

度#保存细胞活力#另一方面使细菌的生长被抑制到最小程

度'

&#$

(

)而对于新鲜浆*冷沉淀等产品#冷链又是影响内源性凝

血因子活性衰减至关重要的因素)所以#运输过程中的冷链保

证是采供血全过程重要的环节'

7

(

)

重庆市血液中心一直重视采供血全过程的质量控制#积极

探索可操作的*有效的监控运输过程冷链的方法)结合血液运

输要求#应用目前先进的智能温度芯片#对现用规格的血液运

输箱冷链温度监控方法进行了探索实践)运输血液产品时#由

于每袋血液之间容量的差异#冷源的多少要由所运输的血液体

质量决定#不应单纯的计算血液袋数'

%

(

)而使用智能温度芯片

代替温度计#可以连续监控箱内温度的变化情况#减少人工反

复打开箱子读数时对血液运输箱内温度的影响#同时#其监控

结果可以数据形式电子备份#或打印出来纸质存档'

1

(

#值得

推广)

在不同的季节#环境温度变化较大#当冷源与血液体质量

比固定时#而随着环境温度的变化#血液运输箱可使用时间也

要随之变化)本试验设计的不同环境温度$

&'

*

'%

*

77[

&基本

上能代表重庆地区不同季节气温情况)表
&

的环境温度可以

代表冬季#此时若运输红细胞类血液#冷链最长可以保证
)E

)

表
'

的环境温度可以代表春秋季#此时运输红细胞类血液#冷

链最长可以保证
7(%E

)表
$

环境温度代表夏季#此时#单纯使

用血液运输箱运输红细胞类血液#冷链最长只能保证
'E

)血

液运输要求附录
+

中要求血液运输箱内适宜温度维持时间应

至少比最长运输时间长
'E

#因此#冬季血液运输箱的最佳使用

时间为
1E

#春秋季血液运输箱最佳使用时间为
'(%E

#夏季血

液运输箱需要将运血箱放入冷链车中#降低运血箱周围的环境

温度#延长运血箱使用时间#充分保证运输血液产品冷链满足

要求#使血液产品的质量得到保证)
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基因芯片法具有高通量性#且能同时检测临床上常见的具

有致病性的
U,S

)可直接利用痰液标本进行检测#操作过程

简便*快速#具有很高的检测灵敏度和特异度'

1

(

)结果用肉眼

即可直接观测#无需特殊设备)该项技术对于临床分枝杆菌感

染的诊断与治疗具有很高的应用价值#适用于综合医院*专科

医院和研究机构广泛开展)
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