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要"目的
!

探讨显微镜观察药物敏感性技术"

0a,_

$在痰液标本中结核分枝杆菌"

0?P

$的检测效果!以评价其临床应用

价值%方法
!

收集
!$%

份患者临床痰标本!应用
0a,_

技术&罗氏培养法进行
0?P

的检测!将两法的结果进行对比分析%

结果
!

0a,_

技术与罗氏培养法结果符合率为
33#14

!

0a,_

技术检测痰标本中
0?P

的敏感性为
&'#'4

!特异性为
3%#%4

!阳

性预测值"

--V

$为
2%#14

!阴性预测值"

)-V

$为
&$#74

!正确性为
33#14

%结论
!

0a,_

技术检测痰标本中
0?P

具有快速&

灵敏&简便等优点!可作为结核病细菌学快速检测的新方法之一%

关键词"痰液#
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结核分枝杆菌#
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结核病仍然是严重威胁人类健康的重大传染病之一'

!

(

)

目前结核病实验室检测技术仍不能满足临床需要#因此开展结

核病实验室诊断新技术对结核病诊治具有重要意义)近年来

.GN;AJA<

等建立了一种结核病快速诊断新技术...显微镜观

察药物敏感度检测技术$

0a,_

&#据报道它具有简便*快速*灵

敏*价廉的优点'

">7

(

)笔者在
0a,_

技术快速检测结核分枝杆

菌$

0?P

&临床分离株方法学的基础上#进一步将其应用于患

者痰液标本的结核分枝杆菌$

0?P

&的直接检测#并与传统的

痰涂片抗酸染色法*罗氏培养法的结果进行分析比较#对结果

不符的标本#采用
]A=A>-D@KA

方法进行鉴定#以评价其检测效

果及价值)

A

!

材料与方法

A#A

!

材料
!

&%

例临床诊断肺结核患者痰液标本取自上海市

第七人民医院呼吸内科住院患者及结核科门诊患者)

2%

例非

肺结核的肺部疾病患者痰液标本取自本院呼吸科住院患者#包

括肺炎*肺癌*慢性支气管炎*支气管扩张等疾病的患者)

0?P

标准菌株$

'̀3(N

&购自国家菌种保藏中心)

A#B

!

仪器与试剂
!

X,_>!P

倒置显微镜$重庆光电仪器有限

公司 &#瑞士
"7

孔
?--

细胞培养板)硝基苯甲酸$

_;

H

LG

公

司&储存液的制备!取硝基苯甲酸纯药粉溶于
%#!L@/

"

[

氢氧

化钠$

)Ga`

&中#再取
%#!L@/

"

[

氯化氢$

.̀/

&溶液调
C

`

值

至
2#$

#加无菌蒸馏水制成
$L

H

"

L[

储存液#然后将上述配制

好的储存液用无菌滤膜过滤*分装#

5"% ^

保存)应用时取

出#常温下溶解#倍比稀释#配置成浓度为
!2%%

"

H

"

L[

的工作

液)液体培养基
0;JJ/AKD@@T3̀ &

培养基干粉$美国
,;F;+@

公

司&和营养添加剂
a*,.

$

PA+6@=,;+T;=<@=

公司&)应用液为

含
!%4

营养添加剂的
0;JJ/AKD@@T3̀ &

液体培养基)罗氏培

养基#鉴定培养基按,结核病诊断细菌学检查规程-$规程&制

备'

$

(

)

A#C

!

方法

A#C#A

!

0a,_

技术检测痰液标本中
0?P

!

将
!$%

份患者痰

液标本液化去污染处理引后的沉淀#用液体培养基洗涤
"

遍#

用
2L[

液体培养基重悬)运用
0a,_

技术进行检测并同步

将其接种至罗氏培养基进行培养和鉴定#每块
"7

孔细胞培养

板做
!!

份痰液标本#自孵育后第
'

天开始用倒置显微镜进行

观察$

b!%

目镜与
b7%

物镜&#每天观察
!

次#第
!$

天后每周

观察
"

次#至
7%J

结束#具体操作方法见文献'

&

(#每批标本检

测以
0?P

标准菌株
'̀3(N

为质控株)

+

1"3

+

国际检验医学杂志
"%!2

年
'

月第
'3

卷第
2

期
!
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A#C#B

!

罗氏培养和鉴定法
!

药物浓度分别为对硝基苯甲酸

%#$

"

H

"

L[

*噻吩
>">

羧酸肼
$

"

H

"

L[

#参照文献'

$

(方法操作)

A#C#C

!

痰涂片抗酸染色法
!

参照文献'

$

(方法操作)

A#C#D

!

]A=A>-D@KA

检测
!

]A=A>-D@KA

诊断试剂和检测仪为

美国
]A=A>-D@KA

公司产品#购自生物梅里埃公司)按照仪器

使用说明和试剂盒要求进行操作'

2>3

(

)

A#D

!

统计学处理
!

计算其灵敏度*特异度*阳性预测值*阴性

预测值和符合率)对患者痰液标本中
0?P

应用
0a,_

技术

检测的结果与罗氏培养法测定的结果进行比较分析#采用
&

"

检验#

"

&

%#%$

表示差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B#A

!

0a,_

技术与罗氏培养法所需时间比较
!

应用
0a,_

技术对
!$%

份患者痰液标本中
0?P

进行检测#阳性检出时间

自
$

!

"1J

不等#检测时间中位数为
!!J

#而罗氏培养法检测

时间中位数为
"%J

#

0a,_

技术检测时间中位数短于罗氏培

养法)

B#B

!

痰液标本三种检测方法检测结果比较
!

&%

份临床确诊

为肺结核患者的痰液标本涂片抗酸染色法*罗氏培养法及

0a,_

检测的阳性结果分别为
"7

份$

"2#34

&*

'%

份$

''#'4

&

和
72

份$

$!#!4

&%

2%

份非结核的肺部疾病患者痰液标本
'

种

方法检测的假阳性结果分别为
"

份$

'#'4

&*

"

份$

'#'4

&和
!

份$

!#34

&%比较
'

种检测方法的阳性率#差异有统计学意义

$

&

"

9!"#7"

#

"

&

%#%$

&)比较
'

种方法的假阳性率#差异无统

计学意义$

&

"

9%#$7

#

"

'

%#$

&#见表
!

*

"

)

&%

份临床确诊为肺

结核患者痰液标本的检测结果表明#

0a,_

技术与传统罗氏

培养法结果符合率为
33#14

#如以罗氏培养*鉴定法为判断标

准#则
0a,_

技术检测
0?P

的敏感性为
&'#'4

$

"1

"

'%

&*特

异性为
3%4

$

7"

"

2%

&*阳性预测值$

--V

&为
2%#14

$

"1

"

72

&*阴

性预测值$

)-V

&为
&$#$4

$

7"

"

77

&#差异均有统计学意义$

"

&

%#%$

&)

表
!

!!

0a,_

技术和罗氏培养法结果比较#

*

$

罗氏培养法
0a,_

阳性 阴性
合计

阳性
"1 " '%

阴性
!1 7" 2%

合计
72 77 &%

表
"

!!

0a,_

技术和涂片抗酸染色法结果比较#

*

$

涂片抗酸染色法
0a,_

阳性 阴性
合计

阳性
"' ! "7

阴性
"' 7' 22

合计
72 77 &%

B#C

!

]A=A>-D@KA

检测结果
!

在
2%

例临床诊断为非肺结核患

者痰液标本中#有
!

份痰涂片抗酸染色和罗氏培养均为阴性而

0a,_

技术检测为阳性#临床分离菌株经
]A=A>-D@KA

鉴定为

堪萨斯分枝杆菌)在临床诊断为肺结核的
&%

例患者痰液标本

中#有
"

份罗氏培养法阳性而
0a,_

技术检测结果为阴性#其

临床分离菌株
]A=A>-D@KA

经鉴定#

!

株为
0?P

#

!

株为鸟分枝

杆菌#罗氏培养法与
0a,_

技术检测结果不符有
"%

例#痰涂

片抗酸染色法与
0a,_

技术检测结果不符有
"7

份)罗氏培

养法为阴性而
0a,_

技术检测为阳性的痰液标本有
!1

份#

]A=A>-D@KA

检测结果为阳性的痰液标本有
!2

份$

11#&4

&#痰

涂片抗酸染色法检测结果为阴性而
0a,_

技术检测结果为阳

性的痰液标本有
"7

份#

]A=A>-D@KA

检测结果为阳性的痰液标

本有
""

份$

&$#34

&)

!1

份痰涂片抗酸染色法和罗氏培养法

结果均为阴性而
0a,_

技术检测结果为阳性的痰液标本中#

]A=A>-D@KA

检测结果为阳性的痰液标本有
!3

份$

&24

&%另外

有
!

份临床诊断为非肺结核患者痰液标本#痰涂片抗酸染色法

和罗氏培养法结果均为阴性而
0a,_

技术检测结果为阳性#

经
]A=A>-D@KA

检测结果为阳性)

C

!

讨
!!

论

!!

目前
0?P

细菌学检测技术由于存在一定缺陷#如价格昂

贵*敏感性差*需时较长等#因此远不能满足临床诊治的需求)

"%%%

年
.GN;AJA<

等建立了一种新的结核病细菌学检测技

术...显微镜观察药物敏感度检测技术#其原理为!

0?P

在

液体培养基中生长时会呈现特征性的索状结构#应用倒置显微

镜对其特征性索状结构进行观测#可用来判断是否有
0?P

生

长#据研究表明该技术具有快速*简便*价廉等特点)随后#有

学者将其用于结核病的快速诊断#显示出良好的应用前景'

2>1

(

)

笔者在前期建立了
0a,_

技术快速检测
0?P

临床分离

株检测方法学的基础上#进一步将其应用于痰液标本中
0?P

的直接检测#并与痰涂片抗酸染色法*罗氏培养法结果进行对

比分析后#可以得出
0a,_

技术的阳性检出率显著高于涂片

和罗氏培养#如以罗氏培养*鉴定法为判断标准#

0a,_

技术

具有较高的灵敏度)本研究中痰液标本的阳性检出率*检测时

间中位数*特异度与相关文献报道的数据相比偏低#可能与选

用的痰液标本多数来自治疗患者有关#其服药后痰菌中有大量

死菌存在#细菌活力较低'

"

#

'

#

1>!%

(

)在应用
0a,_

技术直接检

测痰液标本时#因检测所需时间比检测临床分离株所需的时间

长#检测过程中应采取适当措施#如本研究中用胶带密封
"7

孔

细胞培养板#并放置密封的塑料袋内等以防止检测板孔中水分

蒸发)

本研究对
0a,_

技术检测的结果与罗氏培养法检查结果

不符的痰液标本采用
]A=A>-D@KA

检测分析#如以
]A=A>-D@KA

结果作为判定依据#合计
]A=A>-D@KA

检测
73

份
0a,_

技术与

涂片抗酸染色法或罗氏培养法检测结果不符的痰液标本#结果

7%

份$

1$#!4

&的
0a,_

技术检测结果与
]A=A>-D@KA

结果相

同#说明
0a,_

技术检测结果具有较高的准确性)笔者早期

研究发现临床常见的
"

种非
0?P

...耻垢分枝杆菌和堪萨斯

分枝杆菌也具有索状生长特征'

!!>!'

(

#因此#笔者在
0a,_

技术

检测
0?P

中进行了优化改良#在应用
0a,_

技术检测时加入

对硝基苯甲酸作为菌种鉴定试剂#使
0a,_

技术对
0?P

的检

测更加特异)本研究有
!

份非结核患者痰液标本涂片和培养

均为阴性而
0a,_

技术为阳性#菌株经
]A=A>-D@KA

鉴定为堪

萨斯分枝杆菌#进一步得到了证实)

综上所述#将
0a,_

技术用于痰液标本中
0?P

的检测#

具有快速*准确的优点#同时该技术在检测过程中无需昂贵仪

器设备#只需孵箱以及显微镜就能进行检测#因此操作简便*检

测成本低廉'

!!>!'

(

#可以满足临床对
0?P

快速检测的需求#由

于
0a,_

技术检测的是活菌#因此可为肺结核活动性诊断提

供较有力证据#其价廉的优势也易被大多数基层结核病检测机

构所接受#具有良好应用前景)但是值得注意的是
0a,_

技

术检测是活菌#操作中一定要注意生物安全#操作过程中以下

+
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几方面需注意!$

!

&进行实验操作时#采取相应的防护措施$如

需穿戴好口罩*帽子*隔离服*手套等&%$

"

&实验操作需在生物

安全柜中进行%$

'

&应用倒置显微镜观察结果时#

"7

孔细胞培

养板需密封后才能进行观察#观察时需小心谨慎#避免打翻%

$

7

&实验结束后#

"7

孔细胞培养板及废弃物必须经高温高压灭

菌后#方可按一般垃圾处理)
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页&

的一个重要原因#后者可造成精子膜的氧化损伤#导致相关功

能的损害#例如精子活动力)有报道显示哺乳动物精子膜的脂

质过氧化可导致膜结构的损伤和融合#引起精子活动力的丧

失)活性氧通过攻击多不饱和脂肪酸$

-cW*

&来诱导脂质过

氧化 $

[-a

&#进而引起膜流动性下降#造成精子结构和功能的

损害)除了膜功能外#

[-a

派生的醛类例如
0,*

可以通过氧

化
,)*

碱基或与其共价结合导致
,)*

链的断裂或交联而引

起
,)*

和蛋白质的损伤)

<̀;AE

等'

!%

(报道
0,*

水平与少弱

精子患者的精子水平和活动力呈负相关#认为增加的
0,*

水

平代表了
[-a

对精子膜的致病效能#对精子的活动力和生存

力有抑制作用)

_a,

在精浆和精子内都存在#培养过程中加

入
_a,

可以保护精子免受活性氧的攻击)精子计数和总*前

向运动力与精液
_a,

水平有显著相关性#研究发现
_a,

水平

越高精子的数量越多#提示了
_a,

水平的下降与精液质量的

异常有关'

!!

(

)但本研究并未发现
?>_a,

在
gP.

异常增高组

中有显著降低)

综上所述#精液中
gP.

异常增高可引起精子的质量下

降#其机制可能与
gP.

增加释放过多的活性氧有关)
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