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结核病是由结核分枝杆菌引起的一种慢性传染

性疾病-是人类三大传染病之一,
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年全球结核病

报告显示-
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年全球范围内估计有
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万新发结

核病例-有
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万人死于结核病,在中国-结核病发

病率为
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,早期发

现活动性结核病是控制结核病传播的关键-然而时至

今日-没有一种特别理想的结核病检测方法,传统的

涂片抗酸染色法灵敏度及特异度低(
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分枝杆菌及非结核分枝杆菌+作为结核病诊断金标准

的结核杆菌培养法-其灵敏度.特异度虽较涂片抗酸

染色法高-但其耗时长-需
&

)

)

个月方能出结果(
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结核病免疫学检测-如结核抗体'

6̀ 1̀

*.结核分枝杆

菌纯蛋白衍生物'
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*.

,
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干扰素释放试验'

V5$1

*

等-假阴性及假阳性均高-不能区分结核潜伏感染与

活动性结核病(
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+结核相关的分子生物诊断学技术-

如荧光定量聚合酶链反应'

(%$

*.

/01

探针技术.基

因芯片技术.利福平耐药实时荧光定量核酸扩增技术

'
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*等-有的操作复杂-有的价格

昂贵-还有的需要依赖精密仪器,因此-面对全球及

我国严峻的结核病疫情-急需一种简便.快速.价廉.

灵敏度高.特异度高的结核病检查方法-以便早期发

现结核病患者-达到早期治愈结核病.控制传染源的

目的,环介导等温扩增技术'
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年由日

本荣研化学株式会社独自开发出的一种简便.快速.

价廉.灵敏度及特异度高的基因扩增技术(
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,本研究

分别通过对肺结核患者痰涂片阳性标本及涂片阴性

标本进行
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法及罗氏固体'
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*培养检测-评估
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法诊断肺结核的临床应用价值,
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资料与方法
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年
.

月门诊及住院诊断肺结核并抗结核治疗痰涂片阳性

患者痰标本
7,

份-涂片阴性患者痰标本
7)

份,其中

男
*3

例-女
,&
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岁-平均年龄
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-生产厂商!日本荣研株式会社*,
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方法

B+D+B
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痰结核分枝杆菌涂片及镜检
"

痰标本采用直

接涂片抗酸染色显微镜检查-具体参照0中国结核病

防治规划#痰涂片镜检标准化操作及质量保证1收集

痰标本及涂片镜检-每人送检
&

份合格痰标本,
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结核分枝杆菌培养
"

取
.

倍体积的
.?
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溶于涂片镜检及
X1Y(

法检测余下的合格痰

标本中-震荡摇匀-并静置
&,KA:

-使痰标本充分液

化+用一次性无菌吸管分别取
)

)

4

滴均匀分布于
)

管酸性培养基斜面的上.中.下部-盖紧盖子-将接种

标本的培养基管斜放入
47^

培养箱中-于接种
.

周

后每周观察
&

次-并记录相关结果,

B+D+D

"
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法检测结核分枝杆菌复合群
"
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*样

本前处理!

.

将
.-

)

3-

$

X

痰液和阴性对照分别转移

至样本处理试管中+

/

翻转样本处理试管
4

)

,

次-并

将其放入恒温荧光核酸扩增仪加热模块内-

*-^

加热

,KA:

+

0

加热结束后-立即取出样本处理试管-在室

温放置
)KA:

后-颠倒混合
4

)

,

次+

1

取下吸附剂试

管的盖子-立刻拧入样本处理试管+

2

将吸附管垂直

用力振动
&-

次-水平用力甩动
&-

次-充分混合后液

体为乳白或浅黄色+

3

将吸附管的帽环套在注射帽上

面-倒置吸附管-将注射帽推入吸附管-旋紧固定,

'

)

*样本及试剂溶液的混合!

.

将注射帽顶端帽环放

置在加热管架上面-排管架放置于与眼睛水平方向-

将纯化装置的尖端垂直放入反应管内-开始加样+

/

持续挤压纯化装置的吸附管-滴加反应液至两刻度线

之间-盖上反应管盖子并标记+

0

在所有样本均加入

反应管后-打开阳性对照管-取出一根毛细管-捏紧上

端后插入阳性对照-缓慢放松吸取液体至刻度线

'

4-

$

X

*-将其挤入到
X1Y(

反应管内-然后丢弃毛

细管并盖好阳性对照管和反应管的盖子+

1

握紧反应

管底端-将全部反应液体甩到盖子上-倒置
)KA:

-使

干燥的
X1Y(

试剂与反应液充分混合,'

4

*

X1Y(

扩增反应!

.

待试剂及反应液充分混合后-将反应管

上下翻转
,

次-用力将反应液甩到反应管底部-并将

反应管放置到恒温荧光核酸扩增仪前端的反应模块

中-盖好盖子+

/

当反应模块温度达到
37^

后-按下

右侧计时开关-开始
X1Y(

反应-反应时间为
.-

KA:

,'

.

*荧光目视检测!

X1Y(

扩增反应结束后-取

出反应管并放入恒温荧光核酸扩增仪荧光检测模块-

打开荧光开关-如果阳性对照和阴性对照正常-则观

察各样品是否有荧光显示-若有荧光显示-判为

X1Y(

试验阳性+反之-若样品未发出荧光-则为

阴性,

B+E
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统计学处理
"

采用
8(88&)+-

软件进行数据分

析-检出率的比较采用配对资料
"

) 检验,以
H

&

-+-,

为差异有统计学意义,

C

"

结
""

果

C+B

"

X1Y(

法检测结果
"

同时做
&-

)

&.

份样本的

X1Y(

法检测耗时约
&H

-部分痰标本检测阳性结果

如图
&

所示,在含有靶序列
/01

的管中有大量的

X1Y(

扩增产物产生-与适合
X1Y(

反应的核酸染

料$$$螯合了锰离子的钙黄绿素结合后变为绿色-而

没有靶序列
/01

的则为橙色,因此-可以通过肉眼

简单判定试验结果,
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注!

&

表示试剂盒阳性对照+

)

表示试剂盒阴性对照+

4

)

&3

表示

X1Y(

法阳性检测结果

图
&
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痰标本
X1Y(

检测阳性结果
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痰涂阳标本中
X1Y(

法和
XCW

培养分枝杆菌检

出结果比较
"

7,

份痰涂片阳性标本中-

X1Y(

法阳

性
7,

份-

XCW

培养阳性
3.

份,与痰涂片阳性标本比

较-

X1Y(

法阳性检出率(

&--+-?
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7,

"

7,

*)显著高于

XCW

培养阳性检出率(
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3.

"

7,

*)-且差异有统计

学意义'
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比较
"

7)

份痰涂片抗酸染色镜检阴性标本中-

X1Y(

法阳性
)4

例-

XCW

培养阳性
&)

例-

X1Y(

检测阳性而

XCW

培养检测阴性
&4

例-

X1Y(

检测阴性而
XCW

培养

检测阳性
)

例,与痰涂片阴性标本比较-

X1Y(

阳性

检出率为
4&+*?

'

)4

"

7)

*-

XCW

培养阳性检出率为

&3+7?

'

&)

"
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*-涂阴标本的阳性检出率显著高于
XCW

培养-且差异有统计学意义'
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痰涂片与
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和
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种方法检测
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分枝杆菌结果比较&
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#

%

%

%
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涂片法
%
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阳性率 阴性率
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培养

阳性率 阴性率
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7,
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7,
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-+-
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*
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份痰涂阴标本中
X1Y(

法与
XCW

培养

"""

阳性检出率比较#

%

$

XCW

培养
X1Y(

法

阳性 阴性
合计

阳性
&- ) &)

阴性
&4 .7 3-

合计
)4 .* 7)

D

"

讨
""

论

""

快速诊断结核病-是有效控制结核病的关键(

3

)

,

目前-结核病的诊断主要依赖于涂片抗酸染色及结核

杆菌培养,但是-结核杆菌涂片抗酸染色检出率低-

通常为
4-?

)

.-?

-不能及时发现更多的结核病患

者,结核杆菌培养耗时长-一般耗时
&)+*

)

)7+-L

(

7

)

-

难以满足临床早期快速诊断结核病的要求,

X1Y(

是一种快速检测结核分枝杆菌的分子诊断技术-不需

要复杂.昂贵的设备-可在
&H

内检测标本中有无结核

分枝杆菌(

>C&-

)

,其针对结核分枝杆菌
/01

上的
3

个

区段设计
.

个不同的引物(

&&

)

-利用链置换反应-对目

标
/01

进行大量扩增-具有极高的扩增效率-可将靶

序列扩增至
&-

*

)

&-

&-倍,由于反应液中加入了适合

X1Y(

反应的核酸染料$$$螯合了锰离子的钙黄绿

素(

&)

)

-如为阳性反应-溶液中会产生大量的焦磷酸根-

使溶液中的镁离子取代锰离子和钙黄绿素螯合-从而

在
XZ/

灯或日光下通过肉眼即可对结果进行判定-

如果含有扩增产物-反应混合物变绿+反之-则保持钙

黄绿素的橙色不变(

&4

)

,

本研究分别检测
7,

份涂阳肺结核痰标本及
7)

份涂阴肺结核痰标本-对
)

种不同检测方法的检测结

果进行统计学分析,与痰涂片阳性标本比较-

X1Y(

法阳性率为
&--+-?

-

XCW

培养阳性检出率为
>,+4?

,

与痰涂片阴性标本比较-

X1Y(

阳性检出率为

4&+*?

-

XCW

培养阳性检出率为
&3+7?

-且差异均有

统计学意义'

H

&

-+-,

*,提示
X1Y(

法阳性检出率

高于
XCW

培养-而且具有良好的灵敏度.特异度-与国

外相关研究结果相似(

&.C&3

)

,可早期发现结核病患者.

满足临床早诊断早治疗的需求,

本研究中
X1Y(

与
XCW

培养结果不一致!涂阳标

本中-

X1Y(

检测阳性而
XCW

培养检测阴性
&&

例+涂

阴标本中-

X1Y(

检测阳性而
XCW

培养检测阴性
&4

例-

X1Y(

检测阴性而
XCW

培养检测阳性
)

例,原因

可能与各自检测方法学特点有关-并受标本性状.

X1Y(

操作者采样部位及采样量等的影响(

&.

-

&7

)

-上述

因素均可能导致
XCW

培养阳性而
X1Y(

法检测结果

阴性+而
XCW

培养时标本需经
.?09#d

前处理-在一

定程度上将影响结核分枝杆菌活性或导致结核分枝

杆菌死亡(

&&

-

&,

)

-导致
XCW

培养阴性而
X1Y(

法检测

结果阳性,

综上所述-

X1Y(

法对肺结核患者痰标本阳性检

出率高于
XCW

培养-具有相对较高的灵敏度及特异

度-具有快速.简便.准确的特点-可用于临床上早期

发现结核病患者,
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化合并糖尿病组肝脏弹性和脂肪衰减高于肝硬化未

合并糖尿病组-说明肝硬化合并糖尿病患者肝组织硬

度明显高于未合并糖尿病患者,肝脏是脂肪代谢的

一个重要器官-通常肝细胞内含
,?

脂肪-以及进出肝

细胞的脂肪处于动态平衡状态-故而胞浆内见不到脂

滴-若出现胞浆内脂肪增多-并且发生脂滴-则为肝细

胞脂肪变性,同时-严重的肝细胞脂肪变性可造成肝

细胞坏死-从而造成肝功能衰竭,研究报道显示-肝

硬化患者随着肝硬度的增加肝脂肪变性程度加重(

&,

)

,

本研究结果表明-肝硬化合并脂肪变性组肝脏弹性和

脂肪衰减高于肝硬化未合并脂肪变性组-说明肝硬化

合并脂肪变性存在明显肝脏硬度异常,

综上所述-肝硬化合并糖尿病和脂肪变性存在明

显的肝脏硬度异常-具有重要临床研究意义,但本研

究还存在一些不足之处-观察患者相对较少-故而后

续还需增加样本量-为临床提供可靠的参考价值,
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