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摘
!

要"目的
!

分析基因芯片法检测结核分枝杆菌"

S:P

#耐药性的灵敏度%特异度及符合率!为临床提供方便%准确%快速的

S:P

耐药性的检测方法$方法
!

以
XZ+

测序法为金标准!采用基因芯片法与比例法药敏试验同时对
!%"9

年
/

#

"!

月收治的

!#%

例结核病患者的痰液标本分离
S:P

菌株进行耐药性检测!比较两种方法检测
S:P

对利福平和异烟肼耐药性的效能$

结果
!

基因芯片法与比例法药敏试验检测
S:P

对利福平的耐药率分别为
$0%2

%

$0#2

!对异烟肼的耐药率分别为
1072

%

/0!2

$

以
XZ+

测序法为金标准!基因芯片法检测
S:P

对利福平与异烟肼耐药性的灵敏度%特异度及符合率均高于比例法药敏试验!且

检测时间短于比例法药敏试验!差异均有统计学意义"

M

'

%0%#

#$结论
!

运用基因芯片法检测
S:P

对利福平和异烟肼的耐药

性!具有较高的灵敏度%特异度与符合率!可以代替比例法药敏试验成为检测
S:P

耐药性的有效方法$

关键词"基因芯片法&

!

比例法药敏试验&

!

XZ+

测序法&

!

灵敏度&

!

特异度&

!

符合率
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结核病是由结核分枝杆菌$

S:P

%感染所致的一种严重的

传染病#主要侵犯人体肺脏#又称为.痨病/或.白色瘟疫/

'

"

(

)

随着环境的恶化+

S:P

耐药菌株的出现#以及流动人口的增

加#全球结核病疫情急剧恶化)根据世界卫生组织调查显示#

全球约有
"

"

$

的人口感染了
S:P

#每年约有
.%%

万新发结核

病患者#约
$%%

万人死于结核病#这严重威胁到人们的健康'

!

(

)

随着耐药
S:P

菌株特别是耐多药
S:P

菌株的出现#结核病

的控制与治疗更加严峻)因此#探寻一种方便+准确+快速的检

测
S:P

耐药性的方法#为耐多药结核病的预防+诊断及治疗

提供准确的依据#具有重要的临床意义)

@

!

资料与方法

@0@

!

一般资料
!

以
!%"9

年
/

#

"!

月本院收治的
!#%

例涂阳

结核病患者为研究对象)所有患者于清晨采集
$

份痰液#每份

$FQ

#搜集到指定容器内#储存在
9

#

/b

的冰箱内#并及时送

检)

$

份标本分别作为基因芯片法+比例法药敏试验与
XZ+

测序法检测的标本)

@0A

!

仪器与试剂
!

"!%%!%

晶芯4

-]>B@E>;B:S$1

核酸快速提

取仪$北京博奥生物有限公司%#

Pih1.$"8!""

基因扩增仪$杭

州博日科技有限公司%#

S:P

耐药基因检测试剂盒+芯片杂交

仪及洗干仪+芯片阵列扫描仪$北京博奥生物有限公司提供%#

罗氏培养管$珠海贝索生物技术有限公司%#细菌培养箱$上海

一恒科学仪器有限公司生产%等)

@0B

!

方法

@0B0@

!

基因芯片法'

$

(

!

该方法分为样品制备+芯片反应与洗

干及结果判读
$

个部分#所有步骤均按照仪器与试剂说明书严

格操作!$

"

%样品制备!将经消化液处理好的样品放入核酸提取

仪进行核酸提取#并将提取到的核酸放入基因扩增仪中扩增&

$

!

%芯片反应与洗干!将得到的基因扩增产物放入相应的试剂

*

"!9$

*

国际检验医学杂志
!%"#

年
"!

月第
$1

卷第
!$

期
!

)6>WQ@IS=J

!

X=E=FI=B!%"#

!

Y;G0$1

!

Z;0!$

"

基金项目!湖北省宜昌市卫生科技项目$
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!

作者简介!胡晓红#女#主管技师#主要从事临床分子生物学检验工作与研究)



盒中进行芯片反应#并将完成的杂交芯片放入芯片洗干仪中洗

干&$

$

%结果判读!将洗干的芯片放到芯片扫描仪中#进行

8

4

#V

+

S"9!

与
()2F

等基因耐药性的结果判读)

@0B0A

!

比例法药敏试验
!

从已培养出菌落的培养基上取
"

接

种环菌落#与标准麦氏管对比制成菌悬液#分别接种于含有利

福平和异烟肼的药敏试验培养基中#在
$7b

培养
1

周#观察试

验结果)

@0B0B

!

XZ+

测序法
!

从改良罗氏培养基上取
"

接种环的

S:P

接种于
"%FQ

的
S4JJG=IB;;C7,.

培养基内#

$7b

培养

9

周)严格按照文献'

9

(的
XZ+

测序法对
8

4

#V

+

S"9!

与
()2F

等基因进行检测)

@0C

!

统计学处理
!

采用
R&RR"10%

统计学软件进行数据处理

与统计分析#计量资料以
Ne?

表示#并采用
9

检验进行比较分

析#计数资料以例数或百分率表示#并采用
)

! 检验进行比较分

析#

M

'

%0%#

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A0@

!

痰涂片检测结果
!

调查的
!#%

例涂阳结核病患者中
"%

例为非结核杆菌感染#

"$

例缺乏完整的利福平检测结果#

$!

例

缺乏完整的异烟肼检测结果)因此#共
!!7

份利福平检测结果

与
!%/

份异烟肼检测结果纳入统计分析)

A0A

!

基因芯片法与比例法药敏试验检测
S:P

耐药性的结果

分析
!

基因芯片法检出利福平耐药
S:P

菌株
7

株#比例法药

敏试验检出利福平耐药
S:P

菌株
/

株#耐药率分别为
$0%2

$

7

"

!!7

%+

$0#2

$

/

"

!!7

%&基因芯片法检出异烟肼耐药
S:P

菌

株
"9

株#比例法药敏试验检出异烟肼耐药
S:P

菌株
"7

株#耐

药率分别为
1072

$

"9

"

!%/

%+

/0!2

$

"97

"

!%/

%)

A0B

!

$

种方法法检测利福平药物敏感性的检测效能比较
!

以

XZ+

测序法为检测金标准#基因芯片法检测利福平耐药的灵

敏度+特异度及符合率均高于比例法药敏试验#差异均有统计

学意义$

M

'

%0%#

%)见表
"

)

表
"

!!

$

种方法法检测利福平药物敏感性的检测效能比较

检测方法
药物

敏感性

XZ+

测序法

耐药$

)

% 敏感$

)

%

灵敏度

$

2

%

特异度

$

2

%

符合率

$

2

%

基因芯片法 耐药
.% / .%0" .$0/ .!0#

敏感
. "!%

比例法药敏试验 耐药
7/ 91 7/0/ 190" 7%0#

敏感
!" /!

9 f f f 109#1 #0./9 10$!9

M f f f

'

%0%#

'

%0%#

'

%0%#

!!

f

!无数据)

A0C

!

$

种方法检测异烟肼药物敏感性的检测效能比较
!

以

XZ+

测序法为检测金标准#基因芯片法检测异烟肼耐药的灵

敏度+特异度及符合率均高于比例法药敏试验#差异均有统计

学意义$

M

'

%0%#

%#见表
!

)

表
!

!!

$

种方法检测异烟肼药物敏感性的检测效能比较

检测方法
药物

敏感性

XZ+

测序法

耐药$

)

% 敏感$

)

%

灵敏度

$

2

%

特异度

$

2

%

符合率

$

2

%

基因芯片法 耐药
/$ 7 ."0! .90% .!07

敏感
/ ""%

续表
!

!!

$

种方法检测异烟肼药物敏感性的检测效能比较

检测方法
药物

敏感性

XZ+

测序法

耐药$

)

% 敏感$

)

%

灵敏度

$

2

%

特异度

$

2

%

符合率

$

2

%

比例法药敏试验 耐药
1# $# 7"09 7%0" 7%07

敏感
!1 /!

)

!

f f f 10#91 #0..# 10"!"

M f f f

'

%0%#

'

%0%#

'

%0%#

!!

f

!无数据)

A0H

!

基因芯片与比例法药敏试验检测时间比较
!

基因芯片法

检测
S:P

耐药性的时间为$

!90#e!0!

%

A

#比例法药敏试验检

测时间为$

10"e%0$

%周#差异有统计学意义$

9V10/9.

#

M

'

%0%#

%#基因芯片法检测时间较比例法药敏试验明显缩短)

B

!

讨
!!

论

由
S:P

引起的结核病至今仍是世界上最常见的人类传

染病之一#已经成为传染病的头号死亡杀手)我国结核病流行

一直十分严重#据
!%%%

年第
9

次全国结核病流行病学抽样调

查估计#我国现有
S:P

感染者约
#0#

亿#活动性肺结核患者

约
9#"

万#其中传染性肺结核患者
".1

万#每年因结核病死亡

人数约
"$

万#严重影响了患者的生活健康)随着耐药结核患

者的增多#结核病的治疗与控制面临着更加严峻的形势)因

此#探索一种检测
S:P

耐药性的方法具有重要的临床意义)

目前#检测
S:P

耐药性的方法有常规药物敏感性试验+

XZ+

测序法+聚合酶链式反应
8

单链构象多态性分析及基因芯

片法等'

#

(

)虽然临床常采用常规药物敏感性试验检测菌株是

否具有耐药性#但是该方法对耐药菌株尤其是
S:P

的检出率

很低#而且药敏结果的获得需要
!

个月甚至更长的时间#无法

满足临床辅助诊断与指导用药的需要#限制了其在临床上的使

用'

1

(

)

XZ+

测序法是目前基因水平检测
S:P

耐药基因突变

最可靠的方法#具有操作简便+快捷的特点#并可用于突变耐药

株的筛选#而且能准确判定碱基突变的部位与性质#被公认为

耐药相关突变分子生物学检测技术的金标准'

7

(

)有研究报道#

基因芯片法对检测
S:P

是否耐药具有较高的灵敏度与特异

度'

/

(

)基因芯片技术是近年来引进的检测生物多样性的方法#

其基本原理是将多种探针固定在基质上#然后使目标
XZ+

或

(Z+

与探针杂交#通过检测每个探针分子的杂交信号强度进

而获取样品分子的数量和序列信息'

.

(

)由于该检测方法可一

次性同时检测大量探针#从而解决了其他检测方法效率低的问

题)本文采用基因芯片法检测
S:P

的
8

4

#V

+

S"9!

与
()2F

等

基因的耐药性发现#以
XZ+

测序法为标准#基因芯片法检测

S:P

对利福平的灵敏度+特异度及符合率分别为
.%0"2

+

.$0/2

与
.!0#2

#在检测对异烟肼的耐药性时#基因芯片法的

灵敏度+特异度及符合率分别为
."0!2

+

.90%2

与
.!072

#均

明显高于比例法药敏试验)比例法药敏试验的灵敏度+特异度

及符合率较低的原因#可能与试验过程中控制条件不良有

关'

"%

(

)更为重要的是#基因芯片法所用的时间为$

!90#e!0!

%

A

#明显短于比例法药敏试验#节省了检测时间#能够快速为临

床提供相关数据)

综上所述#基因芯片技术检测
S:P

对利福平和异烟肼的耐

药性#具有较高的灵敏度+特异度与符合率#可以代替比例法药敏

试验成为检测
S:P

耐药性的有效方法) $下转第
$9!#
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的差异#此时#为作出正确判断#可对试验结果进行分析#试着

舍弃某组数据后重新进行统计分析&如果缩小分析范围后回归

式有明显改善#即
I

"

近于
"

+

I

%

近于
%

#则认为缩小的分析范围

即为真实的线性范围)本次试验
'O

的分析即出现了上述现

象#当舍弃了最后两点#截距由
90.7.9

降低到
%011%/

#评价

为线性#则
'O

的线性范围为
"

#

.

号样品的测定浓度)

卫生行业标准法和
-&18+

法都是采用多项式回归分析)

前者提供了离群值的剔除方法#而且数据的不精密度计算比较

简单#具有可操作性&但当数据组为非线性#进行临床标准的线

性与非线性检验时#未提供样品数与重复测定次数的积$

Q`

(

%大于
!%

时的不精密度及最优拟合曲线与直线的平均差异

值$

+XQ

%的临界值#因此就不能判断该非线性是否为临床可

接受#则在以建立某测定项目线性范围为目的+样品浓度水平

较多的试验中运用受限)运用
-&18+

法进行线性评价时#如

果最适模型为一次多项式时#直接判断为线性$线性
"

%#当呈

现非线性关系时#则通过计算每个样品浓度水平处的
XQ

#运用

.差值图/直观地显示非线性大小#且能明确显示线性程度及非

线性的位置)

-&18+

认为如果二次多项式模型的非线性系数

I

!

或三次多项式模型的
I

!

和
I

$

中任一个与
%

比较差异有统

计学意义时#则该组数据存在非线性&此时#只是非线性被检测

到#仅仅是统计学上的显著性#但不代表对患者测量结果的影

响程度)因此#当非线性是统计学上的非线性#且引入的误差

不超过临床允许误差时#称为临床可接受线性$线性
!

%)

观察
'O

+

*B=@

的线性分析结果可见!改良
X;KF@5

法评

价
*B=@

为线性+

'O

在缩小分析范围$舍弃第
"%

+

""

号%后为

线性&而卫生行业标准法和
-&18+

法评价为非线性#卫生行业

标准法因本身的缺陷为不能判断非线性是否为临床可接受#

-&18+

法的
'O

在舍弃最高值后评价为线性$线性
"

%#

*B=@

评

价为临床可接受线性$线性
!

%)在进行临床生物化学测量项

目的线性范围评价时#极值$即最高值和最低值%的测量值易超

出线性范围#因此对
*B=@

尝试逐步舍弃极值后再进行多项式

回归分析#舍弃最低值仍然判断为非线性&舍去最高值后判断

为线性)

综上所述#改良
X;KF@5

法不能准确地判断临界点是否真

的在线性范围内#且所得线性范围较
-&18+

法窄#因此#运用

-&18+

法进行线性范围的评价更具有临床实用性)
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