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探讨基因芯片检测系统在分枝杆菌属鉴定及耐药性分析的临床应用价值&方法
!

应用基因芯片技术!对患者

的痰液'穿刺脓液'胸腹水'脑脊液等标本进行分枝杆菌属
ZU4

检测!并进一步对结核分枝杆菌"

+:2

%阳性标本进行耐药性分

析&同时采用抗酸染色检测标本!比较两种方法检出率&采用
+:2

感染
:

细胞
)1U9

,

释放试验"
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%技术对部分患者进

行结核感染检测&结果
!

00'"

例患者标本中检出分枝杆菌
!0,

例!检出率为
#$#%.

"

!0,

(

00'"

%&其中
+:2

复合群
!#-

例!非

结核分枝杆菌"

U:+

%

!!

例!

U:+

占分枝杆菌总检出例数的
-$0.

"

!!

(

!0,

%&检出率较高的标本为穿刺脓液'肺泡灌洗液和组

织&进一步对
!#-

例
+:2

阳性标本进行耐利福平基因
H

A

;2

及耐异烟肼
K?>̀

'

68@4

基因检测!共有
""

例检测到了突变的耐药基

因$基因芯片法检测痰液'脑脊液和胸腹水分枝杆菌检出率明显高于抗酸染色法"

!

$

'$'&

%&基因芯片检测结核感染的检出率明

显低于
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%&结论
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基因芯片检测系统可以直接进行分枝杆菌属鉴定及耐药性分析!尤其适用于痰液'胸腹水和

脑脊液&该方法简便快速!灵敏度较高!特异性好&

关键词"基因芯片$
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根据世界卫生组织$

fcO

&

"'!#

年的报告#有
(''

万人罹

患结核病#

!&'

万人死于该疾病'

(&.

以上的结核病死亡发生

在低收入和中等收入国家#它还是导致
!&

至
00

岁妇女死亡的

&

大原因之一#估计有
&&

万名儿童罹患结核病#有
,

万名人类

免疫缺陷病毒$

c)3

&阴性儿童死于结核病'结核病是
c)3

阳

性者的首要死因#占所有获得性免疫缺陷综合征$

4)Z[

&相关

病死患者总数的
!

"

0

'同时#

"'!#

年全球预计有
0,

万人患多

重耐药结核病'中国的结核病年发病患者约为
!#'

万#每年因

结核病而死的患者人数达
!#

万#是仅次于印度的世界第二大

结核病高发国家#其中多重耐药结核病患者估计为
%

万#报告

发病的患者为
'$#-

万#纳入治疗患者
'$!(

万)

!

*

'目前结核病

控制面临的问题有
#

个!$

!

&大部分中小医院仍采用抗酸染色

筛查分枝杆菌#该方法检出率低#导致大量结核患者漏检%$

"

&

免疫功能低下人群增多#如
4)Z[

患者(器官移植患者#使非结

核分枝杆菌$

U:+

&感染呈现增多的趋势#常规检测方法难以

区分结核分枝杆菌$

+:2

&与
U:+

%$

#

&多重耐药结核患者增

多#但缺乏有效检测手段#导致大量多重耐药患者流失#延误最

佳治疗时机'应用基因芯片技术高通量检测分枝杆菌和核分

枝杆菌感染
:

细胞
)1U9

,

释放试验$

:29)̀ R4

&是近几年大型

三甲医院开展较好的结核诊断项目#前者可快速检测临床疑似

标本中的分枝杆菌#并且基因芯片还可以通过检测耐药基因突

变的存在与否协助判读结核菌种的耐药情况#如异烟肼耐药基

因
K?>̀

和
68@4

基因及利福平耐药基因
H?

A

2

等常见突变位

点%而后者可特异地检测
+:2

感染情况#包括结核病和结核

+

,#%

+

国际检验医学杂志
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年
#

月第
#,

卷第
&

期
!

)8>NT?J+=B

!

+?HE@"'!-

!

3;D$#,

!

U;$&



潜伏感染'为评价基因芯片技术在分枝杆菌菌种鉴定及耐药

基因检测中的临床应用价值#本课题组分析了
00'"

例临床疑

似结核和
U:+

病患者的检测数据#现将结果报道如下'

?
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资料与方法

?$?

!

一般资料
!

收集
"'!&

年
!P(

月第三军医大学第二附属

医院住院患者标本#标本类型包括痰液(尿液(胸腹腔积液(脑

脊液和局部穿刺液等#共计
00'"

例标本'患者中男
"%##

例(

女
!&%(

例#年龄
!#

!

,!

岁#平均
0-$"

岁'以上标本用于分

枝杆菌基因芯片检测和抗酸染色'同时收集
%0-

例患者的静

脉血标本用于
:29)̀ R4

检测'
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!

仪器与试剂
!

主要包括分枝杆菌菌种鉴定芯片(

+:2

耐

药基因检测芯片和
TFW7E?8!'Q92

微阵列芯片扫描仪$北京博

奥生物有限公司&(抗酸染色试剂$珠海贝索公司&(结核感染
:

细胞检测试剂盒$北京万泰公司&(

+2&,'

型酶标仪$深圳汇松

公司&%

CFD>6GF

*

=S!

型高速离心机$

:@=HC;167@=H

公司&#

=̀86F7%Q9Z

型低速离心机$鑫奥公司&'
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方法
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!

基因芯片法检测的分枝杆菌种类
!

应用基因芯片检测

的
!-

类分枝杆菌包括
+:2

复合群(鸟分枝杆菌(戈登分枝杆

菌(胞内分枝杆菌(堪萨斯分枝杆菌(偶然分枝杆菌(浅黄分枝

杆菌(土分枝杆菌(瘰疬分枝杆菌(龟分枝杆菌和脓肿分枝杆

菌(不产色分枝杆菌(草分枝杆菌(海分枝杆菌和溃疡分枝杆

菌(苏尔加分枝杆菌和玛尔摩分枝杆菌(金色分枝杆菌(蟾蜍分

枝杆菌(耻垢分枝杆菌'

?$A$@
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+:2

耐药基因检测的位点
!

检测的位点包括利福平
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A
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$
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$

9̀:
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$

49̀

&等
!#

个常见突变位点#以及异烟

肼
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基因
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$

9̀Y

&(

K?>̀#!&

$

9̀4

&(

68@4!&

$

Y9:

&

#

个常

见突变位点'

?$A$@
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检测步骤
!

$

!

&标本处理!痰液或其他黏稠体液加入
"

倍
0.U?Oc

#于
#-m

放置
#'C68

或更长时间直到标本完全

液化#于
,&m

放置
#'C68

灭活'$

"

&核酸提取!取
!CT

标本

于
!$&CTV/

管中并以
!"'''H

"

C68

离心
&C68

'弃上清液

后加
!CT

生理盐水混匀#

!"'''H

"

C68

离心
&C68

#弃上清液

加入
,'

#

T

核酸提取液并混匀#然后转入核酸提取管中#涡旋

振荡
&C68

#

(&m

干浴
&C68

#

!"'''H

"

C68

离心
#C68

备用'

$

#

&

/YR

扩增(芯片杂交!按试剂盒说明书进行'$

0

&芯片扫

描!使用
TFW7E?8!'Q92

微阵列芯片扫描仪进行芯片扫描#并

运行相应的配套检测芯片判别系统分析荧光信号的强度及结

果判读'

?$A$A

!

抗酸染色
!

痰液直接涂片#脑脊液(胸腹水(穿刺脓液(

尿液和肺泡灌洗液离心后取沉淀涂片#按试剂说明书要求进行

染色'

?$A$B

!

:29)̀ R4

使用专用采血管抽取患者静脉血#按试剂盒

说明进行检测'

?$B

!

统计学处理
!

数据统计分析采用
[/[[!,$'

软件#检出

率的比较采用
!

" 检验#

!

$

'$'&

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@$?

!

分枝杆菌菌种鉴定结果
!

00'"

例患者标本中检出分枝

杆菌
!0,

例#检出率为
#$#%.

$

!0,

"

00'"

&'其中
+:2

复合群

!#-

例#

U:+!!

例#

U:+

占分枝杆菌总检出数的
-$0.

$

!!

"

!0,

&'

U:+

中龟分枝杆菌和脓肿分枝杆菌
&

例#偶然分枝杆

菌
"

例#金色(胞内(鸟和苏尔加分枝杆菌各
!

例'

+:2

复合

群检测判读情况见图
!

'

!!

注!

4

为阴性对照标本#

XY

为表面化学质控探针位点#

VY

为阳性

外对照探针位点%

2

为
+:2

复合群阳性标本#箭头所示为
+:2

复合

群荧光位点'

图
!

!!

+:2

复合群检出的判断

@$@

!

不同类型标本分枝杆菌检测检出率
!

痰标本
"0&%

例中

共检测阳性标本
!'"

例#检出率为
0$!&.

$

!'"

"

"0&%

&#其中
&

例为
U:+

%创口分泌物检出率最高#为
"'$,#.

$

!'

"

0,

&#检出

率较高的有穿刺液)

!!$!.

$

!

"

(

&*(肺泡灌洗液)

!!$&(.

$

,

"

%(

&*(组织)

!'$&.

$

"

"

!(

&*'检出率较低的标本为胸腹水(尿

液和脑脊液#检出率均低于
".

'见表
!

'

表
!

!!

本院各类标本的分枝杆菌属检出及分型鉴定的情况

标本类型
阴性

$

-

&

+:2

复

合群$

-

&

U:+

$

-

&

标本合计

$

-

&

检出率

$

.

&

痰
"#&0 (- & "0&% 0$!&

胸腹水
""- 0 ' "#! !$-#

穿刺脓液
0% ( " &- !&$-(

尿液
!!-# !0 # !!(' !$0#

肺泡灌洗液
%! - ! %( !!$&(

组织
!- " ' !( !'$&

脑脊液
#-% 0 ' #,' !$'&

总计
0"&0 !#- !! 00'" #$#%

@$A

!

基因芯片法与同期抗酸染色检测结果的比较
!

基因芯片

法和抗酸染色法检测的总检出率分别为
#$##.

和
"$0,.

#两

种方法比较差异无统计学意义$

!

%

'$'&

&'但痰液(胸腹水和

脑脊液标本用两种方法检测的结果比较#差异有统计学意义

$

!

$

'$'&

&#基因芯片法的检出率高于抗酸染色'见表
"

'

表
"

!!

不同标本种类基因芯片法和抗酸染色

!!!

法检测分枝杆菌检出率比较

标本类型

基因芯片法

-

分枝杆菌

$

-

&

检出率

$

.

&

抗酸染色法

-

分枝杆菌

$

-

&

检出率

$

.

&

痰"

"0&% !'" 0$!& !!"( "- "$0'

胸腹水"

"#! 0 !$-# !%! ' '$''

穿刺脓液
&- !! !&$-( #0 ! "$('

尿液
!!(' !- !$0# "!" 0 !$('

肺泡灌洗液
%( , !!$&( ""0 !, ,$''

脑脊液"

#,' 0 !$'& "&( ' '$''

合计
0#,# !0% #$## "'!( &' "$0,

!!

注!

"

!

$

'$'&

#基因芯片法和抗酸染色法的检出率比较'

@$B

!

+:2

耐药基因检测结果
!

对
!#-

例
+:2

阳性标本进一

步进行耐药基因检测#有
""

例发生了耐药基因突变#耐药率为

!%$!.

$

""

"

!#-

&'两例标本均为多重耐药
+:2

#耐药基因型

分别为利福平
H

A

;2

基因
&#!

$

Y9:

&(

68@#!&

$

9̀Y

&突变%利福平

H

A

;2

基因$

:9Y

&(

68@#!&

$

9̀Y

&突变'

+:2

多重耐药突变判读

见图
"

'

+

(#%

+
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&

期
!
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!
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!
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!!

注!

4

为利福平耐药基因
H

A

;2&#!

$

Y9:

&突变%

2

为异烟肼耐药基

因
68@#!&

$

9̀Y

&突变%箭头表示检测出突变的荧光位点'

图
"

!!

多重耐药
+:2

耐药突变

@$H

!

+:2

基因芯片检测结果与
:29)̀ R4

比较
!

呼吸科基

因芯片法和
:29)̀ R4

检测
+:2

的检出率分别为
&$!!.

和

0'$(.

%肾内科两项结果分别为
!$(&.

和
0&$!.

%泌尿外科两

项结果分别为
!$-&.

和
0'$#.

%消化科两项结果分别为

!$%!.

和
#-$,.

'见表
#

'

表
#

!!

不同科室
+:2

基因芯片检测结果

!!!

与
:29)̀ R4

结果比较

科室

基因芯片法

阳性

$

-

&

总例数

$

-

&

检出率

$

.

&

:29)̀ R4

基因芯片法

阳性

$

-

&

总例数

$

-

&

检出率

$

.

&

呼吸科
#" %"% &$!! !!% ",# 0'$('

肾内科
- #&( !$(& "# &! 0&$!'

泌尿外科
"& !0", !$-& "& %" 0'$#'

消化科
, 0(% !$%! ", -0 #-$,'

A

!

讨
!!

论

!!

+:2

与
U:+

感染是严重的卫生问题#极大地威胁着世

界各国人民的健康#同时也为各国带来沉重的医疗负担'分枝

杆菌的检测方法主要包括痰"纤支镜涂片抗酸染色法(

T9N

培

养法(

+:2

核酸检测(基因芯片检测'基因芯片#又称
ZU4

微探针阵列#是现代生物芯片技术中最成功(最为重要的生物

芯片'基因芯片的工作原理与经典的核酸分子杂交方法是一

致的#都是应用已知核酸序列作为探针#与互补的靶核苷酸序

列杂交#通过随后的信号检测进行定性与定量分析'基因芯片

在一微小的基片$硅片(玻片(塑料片等&表面集成了大量的分

子识别探针#能够在同一时间内平行分析大量的基因#进行大

信息量的筛选与检测分析)

"

*

'分枝杆菌分型鉴定芯片在基片

上集成了
+:2

复合群和
!%

种
U:+

寡核苷酸探针#可同时检

测
!-

种分枝杆菌#从核酸提取开始至出具检测报告大致需要

为
%@

#实现了高效(高通量分枝杆菌检测#临床检测性能较好'

00'"

例临床患者标本中#检出分枝杆菌
!0,

例#检出率为

#$#%.

'其中
+:2

复合群
!#-

例#

U:+!!

例#

U:+

占分枝

杆菌总数的
-$0.

'李爱敏等)

#

*对深圳市
!'(%

例结核疑似患

者进行了分枝杆菌的基因芯片检测#分枝杆菌的检出率为

($0.

$

!'#

"

!'(%

&#其中
,-

例为
+:2

#

!%

例为
U:+

#

U:+

占

分枝杆菌比例为
!&$&#.

'赵连爽等)

0

*采用基因芯片技术检

测了
(!

例结核疑似患者标本#检出
+:2

复合群
!%

例#

U:+

"

例#分枝杆菌检测的检出率为
!($,.

$

!,

"

(!

&#

U:+

占分枝

杆菌检出比例为
!!$!.

$

"

"

!,

&'与上述文献中的分枝杆菌检

出率相比)

#90

*

#本研究的检测结果偏低#原因是本院呼吸科和泌

尿外科将分枝杆菌检测作为了入院患者的筛查项目#而这两个

科室送检标本占所有检测标本的一半以上#导致大量非疑似患

者标本送检#降低了分枝杆菌检测的检出率'分枝杆菌中

U:+

的检出率与
/H=<;>7

等)

&

*的报道相符'目前
U:+

感染

性疾病有增加趋势#艾滋病的出现更是加剧了
U:+

感染的流

行#

c)3

阳性者是
U:+

感染的高危人群'基因芯片检测分枝

杆菌的优势在于可同时检测
+:2

与
U:+

#缩短了检测时间#

避免将
U:+

感染误诊为结核病#提高了诊断效率'

在检测的
00'"

例标本中#分枝杆菌检出率较高的为穿刺

脓液(肺泡灌洗液和组织标本#分别为
!&$-(.

$

!!

"

&-

&(

!!$&(.

$

,

"

%(

&和
!'$&.

$

"

"

!(

&#检出率较低的标本主要为尿

液(胸腹水和脑脊液#均低于
"$'.

#这和国内其他学者的报道

比较一致)

#90

*

#原因可能是穿刺脓液(肺泡灌洗液和组织局部的

病原菌含量高#标本质量好#因此检出率高#而尿液(胸腹水和

脑脊液中病原菌含量较低'虽然本课题组将标本离心沉淀处

理#如低于基因芯片法检出下限#仍会出现假阴性#导致检出率

偏低'对于高度怀疑结核患者#如检测结果为阴性#建议多次

送检#增加检出概率'

将同期进行的基因芯片和抗酸染色检测分枝杆菌结果进

行对比#经统计学分析#两种方法总体差异无统计学意义$

!

%

'$'&

&'但不同的标本类别二者有明显区别#痰(胸腹水和脑脊

液
#

种标本基因芯片法检测的检出率明显高于抗酸染色#而尿

液(肺泡灌洗液等其他标本则无明显差异'原因可能有两个!

$

!

&将痰液液化然后离心处理#胸腹水和脑脊液也经过离心浓

缩处理#增加了病原菌浓度%$

"

&基因芯片法通过基因扩增(杂

交的方法#提高了检测的灵敏度#增加了检出率'因此#建议痰

液(胸腹水和脑脊液标本采用规范的标本处理方法#并采用基

因芯片方法进行分枝杆菌检测#可提高分枝杆菌检出的检

出率'

将
!#-

例
+:2

复合群阳性标本进行利福平和异烟肼的

耐药基因检测#共检测出耐药菌株
""

例#耐药率为
!%$!.

#与

国内的报道接近)

%

*

'耐药突变位点主要为
H

A

;2&#!

(

H

A

;2&!%

(

K?>̀#!&

与
68@49!&

'利福平和异烟肼多重耐药菌株
"

例#比

例为
!$0%.

'世界卫生组织$

fcO

&

"'!0

年报告新发病例多

重耐药菌感染所占比例为
#$&.

#略高于本研究结果'可能原

因是重庆属于内地城市#人员流动相对较少#多重耐药菌株携

带率较低#因此检出率相对较低'结核多重耐药患者难以得到

有效的治疗$

'$!%

万"
%

万&#最重要的原因是缺乏快速有效的

实验室诊断方法#导致大量患者流失#延误了最佳的治疗时间'

通过基因芯片的检测方法#在确定
+:2

感染的情况下#可快

速诊断是否为耐药菌感染#为临床精准治疗结核病提供客观

数据'

本研究同时采用
:29)̀ R4

对本院住院患者
+:2

感染情

况进行检测'呼吸科(肾内科(泌尿外科和消化科的感染率分

别为
0'$(.

(

0&$!.

(

0'$#.

和
#-$,.

#均高于
fcO

估计的

全球
##.

的水平)

-9,

*

#原因可能为患者在疾病情况下#身体免

疫力下降#较健康人群更易感染
+:2

$潜伏感染或患结核病&'

而同期基因芯片检测结果显示#以上各科
+:2

检出率分别为

&$!!.

(

!$(&.

(

!$-&.

和
!$%!.

#明显低于
:29)̀ R4

对

+:2

的检出率#表明潜伏感染是
+:2

感染的主要形式#但存

在转变为结核病的风险#特别是某些导致人体免疫力明显下降

的疾病#如
c)3

(肾衰竭(糖尿病等'

:29)̀ R4

检测可弥补基

因芯片(抗酸染色等方法检出率偏低的缺点#对某些临床症状

明显但无病原学证据的患者是不可或缺的检测手段'因此推

荐在基因芯片等病原学检测阴性的情况下#$下转第
%0#

页&
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)

(%$%.

$

&,

"

%'

&*(山东威高)

('$!.

$

&&

"

%'

&*(四川南格尔

)

,,$#.

$

&#

"

%'

&*(上海血技)

,%$%.

$

&"

"

%'

&*'不同储存期的

0

种厂家制备的去白细胞悬浮红细胞保存期末溶血率见表
&

'

A

!

讨
!!

论

无论是去白效果还是红细胞损耗情况#实验表明费森尤斯

塑料血袋效果更佳#这可能的原因是费森尤斯去白滤芯材料为

超细玻璃纤维膜滤器而其他厂家滤芯材料为超细聚酯纤维无

纺布滤器#不同的滤芯材料在过滤流速和过滤时间存在显著差

异'国产滤器为无纺布材料#在成膜状态下临界表面张力明显

增大#滤膜浸润性好#血液容易通过#而费森尤斯滤器的滤膜层

次较多相对过滤时间比其他
#

家费时
&C68

左右)

%

*

'因此不

同厂家滤器的性能和白细胞清除效果有差异#在使用前应进行

质量评估#择优使用以确保输注的有效性和安全性'综合血细

胞比容(

1cJ

水平(溶血率等指标#本站选用了费森尤斯的一

次性带白细胞滤器血袋以确保去白红细胞输注的安全性和有

效性'

溶血是红细胞膜的完整性受到破损或裂解并释放血红蛋

白的过程#

1cJ

升高是红细胞损伤直观表现#

1cJ

水平随着保

存时间延长不断增加'这是由于在保存过程中氧自由基浓度

不断增加#消耗抗氧化物质#使红细胞膜脂质氧化损伤加重#分

子间发生交联#蛋白质变性#酶失活#膜通透性发生改变#膜结

构及功能受损'血清中
1cJ

浓度的水平直接代表着红细胞破

坏程度的大小#可以引起一系列输血不良反应#主要有血红蛋

白尿(肾衰竭等#健康人血清中
1cJ

不能超过
&#'C

*

"

T

)

-9(

*

'

为确保血液输注安全(有效#建议制备后的去白红细胞尽早用

于临床治疗#同时也建议尽早将去白红细胞给需要的患者输

注#确保输血的有效性'

同时#白细胞在保存过程中释放细胞因子等生物活性物质

产生氧自由基#会导致红细胞膜蛋白和脂质分子的化学变化#

造成膜分子构象及膜整体结构改变#因此随着储存期的延长#

红细胞的裂解破坏#血浆
1cJ

水平会逐渐升高#储存期的长短

会对去白细胞的红细胞悬液的溶血率产生影响'不同厂家的

制品在储存期末的
1cJ

水平及溶血率均符合
"'!"

版全血及

成分血质量要求#即滤除白细胞对保存期红细胞造成的轻微损

伤在可接受范围内'
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对患者进行
:29)̀ R4

检测#结合影像学检查和患者临床表现

来综合判断是否为
+:2

感染'

通过此次研究#证实基因芯片可应用于临床
+:2

和

U:+

检测#该方法具有检测速度快(结果准确(特异性强(灵

敏度较高的特点#特别适合于痰液(脑脊液和胸腹水分枝杆菌

检测'同时#该技术在
+:2

耐药突变方面具有非常好的临床

应用价值#可同时检测利福平和异烟肼常见突变位点#能较好

满足临床用药指导的需求'如实验室条件具备#可将该检测和

:29)̀ R4

结合使用#提高临床诊断结核感染的效率'综合分

析本研究结果#采用基因芯片技术检测分枝杆菌和耐药基因检

测是值得推广的检测技术#是临床诊断结核感染和耐用性分析

的较好方法'
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