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我国非结核分枝杆菌肺病的发病率逐年上升)而

结核病的比例却逐年下降%
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分析显示)我国

以鸟
:

胞内分枝杆菌复合体肺病最为常见%
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(如今)根

据抗酸杆菌涂片的结核分枝杆菌实验室诊断可在
+,

M

内产生结果%

%
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(然而)涂片对结核分枝杆菌不是非

常特异)并且每毫升痰需要
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%
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, 个菌%
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'=E]E

等%

.

&通过
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限制性片段长度多态性分析$
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'法

对分枝杆菌扩增
M3

F

0.

基因后使用
;3@D

"

消化发现)

结核分枝杆菌只能产生
+,.A

F

"

*+/A

F

"

G/A

F

的片

段)而非结核分枝杆菌则产生多种片段(
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等%
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&研究发现)结核分枝杆菌和非结核分枝杆

菌的
1

6CD'

基因扩增后用
;3@!

+

消化产生片段不

同(本研究采用
$#=

法对
M3

F

0.

和
1

6CD'

进行检

测)以评估其对非结核分枝杆菌肺病的诊断价值(
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资料与方法

E-E

"

一般资料
"

选择
+/*J

年
+

月至
+/*G

年
+

月本

院收治的非结核分枝杆菌肺病患者
%/

例作为肺病

组)男
*G

例)女
*+

例)平均年龄$

,*Z*0

'岁(选择结

核病患者
%/

例作为结核组)男
*,

例)女
*0

例)平均

年龄$

%HZ*G

'岁+其中
VEY

"

=E('

合并结核病患者

*%

例)非
VEY

"
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合并结核病患者
*J

例+肺结核

病
**

例)肺外结核病
*H

例(病理科按照中华医学会

结核病分会的标准进行诊断)

%/

例非结核分枝杆菌肺

病患者和结核病患者均确诊%
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(选择非结核分枝杆

菌病感染患者
%/

例作为感染组)男
*.

例)女
*.

例)

平均年龄$

%JZ*%

'岁+经皮肤试验阳性但无非结核分

枝杆菌入侵组织和器官的现象(另选择
+/*J

年
0

月

至
+/*G

年
+

月本院体检健康者
%/

例作为健康对照

组)男
*.

例)女
*.

例)平均年龄$

,.Z*,

'岁(

,

组研

究者年龄等一般资料比较)差异均无统计学意义$
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')具有均衡可比性(本研究经本院伦理委员会

批准)且受试者均知情同意(

E-F

"

方法

E-F-E

"

痰液中
(!=

的提取
"

收集肺病组*结核组和

健康体检组受试者清晨痰液样本各
.7"

)采用支气

管镜采样(使用最终
*c

浓度的
!2bV

通过
!2PB:

!2bV

方法隔天对样本净化
*.789

(去污后)所有标

本均为用磷酸盐缓冲液中和)并以
,///^

1

离心
*.

789

(将离心后得到的沉淀物重新悬浮于
+7""X

培

养基中)

%Ja

培养过夜后$培养
+

次均为同一致病菌

且抗酸杆菌涂片阳性度为
dd

以上')使用厦门慧嘉

生物科技有限公司的
=7653PC

基因组
(!=

提取试

剂盒$货号!

\%0G:./#g!

'进行
(!=

的抽取(

E-F-F

"

$<#

试验
"

$<#

的最终体积为
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'

"

)由

.

'

"(!=

)

+//

'

7CB

"

"

脱氧核苷三磷酸$

4!K$

')每

种引物
+.

F

7CB

)

*-.77CB

"

" )

1

<B

+

)

*-+.e K2

>

(!=

聚合酶$众红生物)货号!

fV#*//J)

'组成)加

入
*/̂ $<#

缓冲液后将反应混合物在
H,a

下初始

变性
.789

)然后进行
%.

个扩增循环$

H, a 0/3

)

0/a0/3

和
J+a0/3

'(最终延伸在
J+a

下进行

*/789

(

$<#

引物由上海生工合成)引物序列见表
*

(

表
*
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$<#

引物序列
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方向 引物序列$

.U:%U

'

V3

F

0.

上游引物
<==<&=K&&K&K&K<<<=K

V3

F

0.

下游引物
<KK&K<&==<<&<=K=<<<K

&6CD'

上游引物
<<KK&=&K=<K=&<=<K<K<=K&

&6CD'

下游引物
=K<=&<KK&<K<=K<=&&<K<<
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酶消化
"

采用
;3@D

"
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!D;

)货号!

#/*0+"

'对
M3

F

0.

基因的扩增产物进行消化)

;3@!

+

$

!D;

)货号!

#/*0G"

'对
1

6CD'

基因的扩增产物进行

消化(将消化的产物在
%c

琼脂糖凝胶电泳上)

*//Y

下进行
+M

(扩增
M3

F

0.

基因后使用
;3@D

"

消化发现

结核分枝杆菌只能产生
+,.A

F

"

*+/A

F

"

G/A

F

的片

段)而非结核分枝杆菌则产生多种片段$

+,.A

F

"

++/

A

F

)

+,.A

F

"

*+/A

F

"

*//A

F

)

%+.A

F

"

*+/A

F

'

%

.
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(扩增

1

6CD'

基因后使用
;3@!

+

消化发现结核分枝杆菌能

产生多种片段$

../A

F

"

./A

F

)

,J/A

F

"

G/A

F

"

./A

F

)

%*/A

F

"

*,/A

F

"

./A

F

')而非结核分枝杆菌则只能产

生
.//A

F

"

*//A

F

的片段%

0

&

(基于此)使用
E72

1

5X

软

件对琼脂糖凝胶成像图中的条带进行灰度值分析(

条带数据化后)将%$

%+.A

F

d++/A

F

d*//A

F

'"

G/

A

F

&定义为非结核分枝杆菌
M3

F

0.

相对分子质量)将

$

./A

F

"

*//A

F

'定义为非结核分枝杆菌
1

6CD'

相对分

子质量(

E-G

"

统计学处理
"

采用统计学软件
$#E')J-/

进

行数据处理(计量资料以
4Z=

表示)多组间比较采

用单因素方差分析)进一步两两比较采用
"'(:@

检

验(应用受试者工作特征曲线$

#b<

曲线'下面积分

析
M3

F

0.

和
1

6CD'

检测的临床诊断价值)以
!

$

/-/.

为差异有统计学意义(

F

"

结
""

果

F-E

"

,

组受试者痰液中
M3

F

0.

和
1

6CD'

的相对分子

质量
"

肺病组患者痰液中
M3

F

0.

和
1

6CD'

的相对分

子质量明显高于结核组*感染组及健康对照组$

!

$

/-/.

'(健康对照组中
M3

F

0.

和
1

6CD'

的相对分子质

量明显低于感染组*结核组$

!

$

/-/.

'(感染组患者

痰液中
M3

F

0.

和
1

6CD'

的相对分子质量明显高于结

核组$

!

$

/-/.

'(见表
+

(

F-F

"

肺病组与结核组患者痰液中
M3

F

0.

和
1

6CD'

的

诊断效能
"

绘制
%/

例非结核分枝杆菌肺病患者与
%/

例结核病患者的
#b<

曲线)见图
*

(
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的
#b<

#
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曲线下面积为
/-H+

$

H.cB#

!

/-G.*,

%

/-HG0,

')以

M3

F

0.h+-G%

为阳性临界值)其诊断灵敏度为
H%c

)

特异度为
G/c

(

1

6CD'

的
#b<

曲线下面积为
/-H*

$

H.cB#

!

/-G%/,

%

/-HGJ,

')以
1

6CD'h+-0J

为阳性

临界值)其诊断灵敏度为
JJc

)特异度为
H/c

(见

表
%

(

表
+
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,

组受试者痰液中
M3

F

0.

和
1

6CD'

的

"""

相对分子质量#

4Z=

$

组别
+ M3

F

0.

1

6CD'

肺病组
%/ ,-*HZ*-%J

*

%-.JZ/-HG

*

健康对照组
%/ /-+%Z/-*H

!

/-%0Z/-**

!

感染者
%/ +-/.Z/-G,

#

*-G,Z/-.*

#

结核组
%/ *-/,Z/-/. *-*JZ/-/J
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注!与结核组*感染组及健康对照组比较)

*

!

$

/-/.

+与感染组及

结核组比较)

!

!

$

/-/.

+与结核组比较!

#

!

$

/-/.

图
*
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肺病组与结核组患者痰液中
M3

F

0.

和

1

6CD'

的
#b<

曲线

表
%

""

肺病组与结核组患者痰液中
M3

F

0.

和

"""1

6CD'

的诊断效能

检测

变量

灵敏度

$

c

'

特异度

$

c

'

临界值
曲线下

面积
! H.cB#

V3

F

0. H% G/ +-G% /-H+

$

/-///* /-G.*,

%

/-HG0,

1

6CD' JJ H/ +-0J /-H*

$
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为阳性
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世界各地医院均报道过与被污染的器械有关的

非结核分枝杆菌感染暴发%
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&

(皮肤和免疫抑制患者

的非结核分枝杆菌很容易向肺部或淋巴结系统扩

散%

*/

&

(自
+/

世纪
G/

年代以来)非结核分枝杆菌疾病

模式和流行病学已发生变化)并逐渐出现在未被认识

的人群中%

**

&

(非结核分枝杆菌越来越被认为是重要
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的人类病原体)由于艾滋病和其他免疫缺陷疾病)非

结核分枝杆菌引起的疾病流行正在上升)且物种逐渐

多样化%

*+

&

(非结核分枝杆菌与结核分枝杆菌复合体

成员的区别在于它们不是专性病原体%

*%

&

(虽然抗酸

杆菌涂片能够在
+,M

内诊断出结核分枝杆菌)但是涂

片对结核分枝杆菌不是非常特异)并且每毫升痰需要

*/

%

%

*/

, 个菌%

%:,

&

(另一方面)随着全世界非结核分

枝杆菌感染频率的增加)临床医生对非结核分枝杆菌

疾病的认识提高)导致对非结核分枝杆菌感染的诊断

有更多要求%
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(已有研究报道使用
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和
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)它们是临床上最重要的非结核分枝杆菌%

*.
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(尽

管目前发现有
*.,

种非结核分枝杆菌)但是除了这
,

种

非结核分枝杆菌)其他非结核分枝杆菌在临床上并不常

见或致病性低(由于
$#=

法诊断的快速性*便捷性和

普遍性)本研究忽略
$#=

法检测到其他非结核分枝杆

菌的
(!=

片段(基于此)本研究发现)
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法检测
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和
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化上保守%

*0

&
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F
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