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痰标本
V<P

恒温扩增技术对活动性肺结核的

临床诊断价值

葛燕萍
!

张青

!摘要"

!

目的 评价结核分枝杆菌
V<P

恒温扩增实时检测法%

RP=.=U

&对活动性肺结核的临床诊断价值(

方法 收集
/%$K

年
$

月至
/%$K

年
$/

月上海市肺科医院收治的活动性肺结核患者
'/$

例,结核组#包括确诊肺结

核%

/ML

例&及临床诊断肺结核%

K)

例&-及肺部其他疾病患者
K(

例%对照组&的痰标本#分别采用
RP=.=U

法'涂片

镜检法及结核分枝杆菌快速培养法%采用/

UPI=0I

=>

>YW=

=>

()%

全自动分枝杆菌检测系统0#简称/

UPI=0I

()%

0&进行检测#根据检测结果分别计算敏感度'特异度'阳性预测值和阴性预测值(应用
RZRR$(&%

软件进行统

计学分析#样本/率0的比较采用
"

/检验#以
$

"

%&%L

为差异有统计学意义(结果
'/$

例结核组患者及
K(

例对照

组患者的痰标本#分别用
RP=.=U

法'涂片镜检法及
UPI=0I()%

培养法检测#敏感度分别为
MK&MMN

%

/K%

"

'/$

&'

/H&%KN

%

(%

"

'/$

&'

HL&%LN

%

/M'

"

'/$

&(

RP=.=U

法敏感度显著高于涂片镜检法#差异有统计学意义%

"

/

i$K%&/(M

#

$

"

%&%$

&)

RP=.=U

法敏感度低于
UPI=0I()%

培养法#差异有统计学意义%

"

/

i$%&L)L

#

$

"

%&%$

&(涂片镜检法

与
RP=.=U

法的特异度均为
$%%&%%N

%

K(

"

K(

&#而
UPI=0I()%

培养法的特异度为
(L&(/N

%

KM

"

K(

&)

'

种检测方法

特异度比较#差异无统计学意义%

"

/

iK&%LL

#

$

'

%&%L

&(

/M'

例
UPI=0I()%

培养法检测阳性的肺结核患者中#

RP=.=U

法检测阳性
/'%

例#敏感度为
HK&/LN

%

/'%

"

/M'

&)涂片镜检法阳性
HH

例#敏感度为
'/&/'N

%

HH

"

/M'

&#两

者敏感度比较差异有统计学意义%

"

/

i$L$&HKM

#

$

"

%&%$

&(

RP=.=U

法检测
/ML

例确诊肺结核患者的敏感度为

HK&')N

%

/'/

"

/ML

&#阳性预测值为
$%%&%%N

%

/'/

"

/'/

&#阴性预测值为
L'&/)N

%

K(

"

(/

&(结论
RP=.=U

法敏感度

高于涂片镜检法#特异度与
UPI=0I()%

培养法相近#对于涂阴活动性肺结核有一定临床诊断价值(

!关键词"
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结核#肺"诊断)
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核酸扩增技术)
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敏感度与特异度
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世界卫生组织的统计结果表明#目前全球约有

/%

亿例结核分枝杆菌感染者#并且以每年
H%%

$

$%%%

万例的速度递增#约
/%%

万例患者死于结核

病,

$./

-

(

/%$%

年全国第五次结核病流行病学抽样调

查%简称/流调0&报告显示结核病疫情较
/%%%

年流

调结果有所下降#但活动性肺结核患病率下降较慢#

因此#我国的结核病负担仍很严重,

'

-

(预防和控制

结核病传播的重要手段是早期'快速诊断(目前#临

床确诊肺结核的传统方法仍是痰涂片镜检法及分枝

杆菌培养法#但涂片法阳性率低#而培养法耗时长(

因此#临床上亟需一种新的诊断技术(结核分枝杆

菌
V<P

恒温扩增实时检测法%
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#

RP=.=U

&是基于
V<P

恒温扩增技术发展起来的一

项最新的核酸检测技术(它是以结核分枝杆菌特异

的
$)R:V<P

作为检测靶标#通过恒温
V<P

扩增

技术扩增靶标片段#荧光标记的探针与靶标片段的

扩增产物杂交后释放出荧光信号#对荧光信号进行

实时检测#从而快速准确地判断待检样本中是否有

结核分枝杆菌的存在(

笔者通过回顾性研究#对上海市肺科医院
/%$K

年
$

月至
/%$K

年
$/

月收治的活动性肺结核及其他

肺部疾病患者的痰液标本分别进行
RP=.=U

'涂片

镜检及结核分枝杆菌快速培养%采用/

UPI=0I

=>

>YW=

=>

()%

全自动分枝杆菌检测系统0#简称

/

UPI=0I()%

0&#比较
'

种检测方法的差异#以评

价
RP=.=U

法对活动性肺结核的临床诊断价值(

材料与方法

一'研究对象

$+

结核组!收集
/%$K

年
$

月至
/%$K

年
$/

月上

海市肺科医院收治的活动性肺结核患者
'/$

例#其

中男
/$$

例#女
$$%

例#年龄
$H

$

M%

岁#平均%

KM&Lk

$$&)

&岁(活动性肺结核的诊断依据2肺结核诊断和

治疗指南3

,

K

-进行(根据细菌学及病理学检测结果#

本研究将活动性肺结核分为确诊肺结核%

/ML

例&及

临床诊断肺结核%

K)

例&(%

$

&确诊肺结核!指有肺

结核临床症状和胸部影像学表现#且痰涂片或分枝

杆菌培养阳性#菌型鉴定为结核分枝杆菌)或支气管

或肺部组织病理证实结核病变(%

/

&临床诊断肺结

核!是指不具备细菌学及病理学诊断依据#但临床症

状及胸部影像学表现符合活动性肺结核表现#且能

排除其他肺部疾病#并经诊断性抗结核治疗有效(

活动性肺结核依据痰细菌学结果分为涂片阳性培养

阳性%简称/涂阳培阳0&'涂片阳性培养阴性%简称

/涂阳培阴0&'涂片阴性培养阳性%简称/涂阴培阳0

及涂片阴性培养阴性%简称/涂阴培阴0&肺结核(涂

阳培阳'涂阳培阴'涂阴培阳属于确诊肺结核)涂阴

培阴属于临床诊断肺结核(

/+

对照组!收集
/%$K

年
$

月至
/%$K

年
$/

月上

海市肺科医院收治的肺部其他疾病患者
K(

例#其中

男
/H

例#女
/$

例#年龄
/H

$

)H

岁#平均%

K'&'k

$%&$

&岁(肺部其他疾病包括慢性支气管炎
/M

例

%

LL&$%N

&#肺炎
H

例%

$)&''N

&#肺癌
L

例%

$%&/%N

&#

支气管扩张
K

例%

H&$)N

&#非结核分枝杆菌肺病

/

例%

K&%HN

&#结节病
/

例%

K&%HN

&#尘肺
$

例

%

/&%KN

&(上述患者诊断均依据相关诊断标准,

L

-

(

所有患者均无
XWS

感染及严重的全身疾病(两组

患者均知情同意并签署知情同意书(

二'研究方法

留取患者晨起漱口后的痰液标本#根据我国2结

核病诊断细菌学检验规程3

,

)

-进行预处理#并将标本

分为
'

份#分别进行
RP=.=U

法'涂片镜检法及

UPI=0I()%

培养法检测(

$+RP=.=U

法!检测试剂盒采用上海仁度生物

科技有限公司生产的
RP=.=U

试剂盒#根据说明书

进行操作(将预处理的标本按
$h$%%

的比例用
=U

稀释液%一种裂解缓冲液#采用焦碳酸二乙酯处理过

的无菌水配制
$%11"3

"

F

柠檬酸钠&进行稀释#放

入超声波清洗器中进行超声处理
$L1#-

#超声功率

'%%`

)超声处理结束后#取出
/

#

3

处理物#在其中

加入
'%

#

3

扩增检测液%一种混合液#含
K%11"3

"

F

的
=:#,.XI3

缓冲液#

D

XiH&$

&#开启恒温荧光检测

仪器%上海精宏实验设备有限公司&#按仪器操作手

册设定反应程序#荧光素通道设定为
JP>

%

).

羧

基荧光素&

K/c$1#-

#共检测
K%

次)反应结束后置

于恒温混匀仪%上海精宏实验设备有限公司&上

K/c

保温
L1#-

#同时将
RP=

酶液%含
>.>FS

逆

转录酶和
=MV<P

转录酶各
/%%%_

&也预热到

K/c

加入反应管#快速转至恒温荧光检测仪上进行

$

'KM

$

中国防痨杂志
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检测(

/+

涂片镜检法!采用萋
.

尼抗酸染色镜检#操作

按2结核病诊断细菌学检验规程3

,

)

-进行(

'+UPI=0I()%

培养法!试剂盒及仪器来源于

碧迪医疗器械%上海&有限公司(对于培养阳性标本

进一步行菌种鉴定#以明确是哪种分枝杆菌(

K+

各指标计算方法!敏感度
i

真阳性例数"%真阳性

例数
e

假阴性例数&

g$%%N

)特异度
i

真阴性例数"%真阴性

例数
e

假阳性例数&

g$%%N

)阳性预测值
i

真阳性例数"%真

阳性例数
e

假阳性例数&

g$%%N

)阴性预测值
i

真阴性例

数"%真阴性例数
e

假阴性例数&

g$%%N

(

三'统计学分析

应用
RZRR$(&%

软件进行统计学分析#样本

/率0的比较采用
"

/ 检验#以
$

"

%&%L

为差异有统

计学意义(

结
!!

果

一'两组患者
'

种检测方法的检出结果

结核组
'/$

例患者痰涂片镜检阳性
(%

例

%

/H&%KN

&#

UPI=0I()%

培养法检测结核分枝杆

菌阳性
/M'

例%

HL&%LN

&#

RP=.=U

法检测阳性
/K%

例%

MK&MMN

&(

'

种方法敏感度比较#差异有统计学

意义%

"

/

i/L'&/%M

#

$

"

%&%$

&(进一步对
'

种方法

进行两两比较#

RP=.=U

法的敏感度高于涂片镜检

法#差异有统计学意义%

"

/

i$K%&/(M

#

$

"

%&%$

&)

RP=.=U

法的敏感度低于
UPI=0I()%

培养法#差

异有统计学意义%

"

/

i$%&L)L

#

$

"

%&%$

&(对照组

K(

例患者痰标本涂片镜检法及
RP=.=U

法的检出

结果均为阴性#特异度均为
$%%&%%N

%

K(

"

K(

&#而

UPI=0I()%

培养检出
/

例阳性#但最终菌型鉴定

结果为非结核分枝杆菌#特异度为
(L&(/N

%

KM

"

K(

&(

'

种方法特异度比较#差异无统计学意义%

"

/

i

K&%LL

#

$

'

%&%L

&%表
$

&(

二'

RP=.=U

法与涂片镜检法在
UPI=0I()%

培养法阳性患者中的检测结果

在
/M'

例
UPI=0I()%

培养法阳性的结核组

患者中#

RP=.=U

法的敏感度为
HK&/LN

%

/'%

"

/M'

&#

涂片镜检法的敏感度为
'/&/'N

%

HH

"

/M'

&#差异有

统计学意义%

"

/

i$L$&HKM

#

$

"

%&%$

&%表
/

&(

三'

RP=.=U

法检测结果与不同细菌学检测结

果的比较

RP=.=U

法检测
/ML

例确诊肺结核患者的敏感

度为
HK&')N

%

/'/

"

/ML

&#阳性预测值为
$%%&%%N

%

/'/

"

/'/

&#阴性预测值为
L'&/)N

%

K(

"

(/

&#具体见

表
'

)

(%

例痰涂片镜检阳性的患者#其
RP=.=U

法

检测结果均为阳性#诊断敏感度达
$%%&%%N

%

(%

"

(%

&(

讨
!!

论

活动性肺结核诊治流程中的关键环节是如何早

期'及时'准确地诊断#而目前要做到这点主要依赖

表
@

!

'

种检测方法对两组患者检测的敏感度及特异度比较

检测方法
结核组%例& 对照组%例&

阳性 阴性 阳性 阴性

敏感度

%

N

&

"

/值
$

值
特异度

%

N

&

"

/值
$

值

涂片镜检法
(% /'$ % K( /H&%K /L'&/%M %&%%% $%%&%% K&%LL %&$'/

RP=.=U

法
/K% H$ % K( MK&MM $%%&%%

UPI=0I()%

培养
/M' KH / KM HL&%L (L&(/

注 敏感度
i

真阳性例数"%真阳性例数
e

假阴性例数&

g$%%N

)特异度
i

真阴性例数"%真阴性例数
e

假阳性例数&

g$%%N

表
A

!

RP=.=U

法与涂片法在
UPI=0I()%

阳性结核组患者中检测敏感度的比较

检测结果
UPI=0I()%

培养%例&

阳性 阴性

敏感度

%

N

&

"

/值
$

值

RP=.=U HK&/L $L$&HKM %&%%%

!

阳性
/'% $%

!

阴性
K' 'H

涂片镜检
'/&/'

!

阳性
HH /

!

阴性
$HL K)

注 敏感度
i

真阳性例数"%真阳性例数
e

假阴性例数&

g$%%N

$

KKM

$
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表
B

!

不同细菌学检测结果与
RP=.=U

法检测结果的比较

结核组类别

!

细菌学检测结果
总例数

RP=.=U

法%例&

阳性 阴性

敏感度

%

N

&

特异度

%

N

&

阳性预测值

%

N

&

阴性预测值

%

N

&

确诊肺结核
HK&') $%%&%% $%%&%% L'&/)

!

涂阳培阳
HH HH %

!

涂阳培阴
/ / %

!

涂阴培阳
$HL $K/ K'

临床诊断肺结核
$M&'( $%%&%% $%%&%% L)&'/

!

涂阴培阴
K) H 'H

注 敏感度
i

真阳性例数"%真阳性例数
e

假阴性例数&

g$%%N

)特异度
i

真阴性例数"%真阴性例数
e

假阳性例数&

g$%%N

)阳性预测值
i

真阳

性例数"%真阳性例数
e

假阳性例数&

g$%%N

)阴性预测值
i

真阴性例数"%真阴性例数
e

假阴性例数&

g$%%N

于实验室诊断技术(肺结核的实验室诊断主要包括

痰涂片镜检法'培养法'分子生物学方法及免疫学方

法等(近年来#分子生物学技术在活动性肺结核的

诊断中发挥了越来越重要的价值(

$(()

年美国疾

病预防控制中心推荐核酸扩增试验%

-A73?#727#!

21

D

3#728#"-

#

<PP

&用于涂阴肺结核的诊断#并于

/%%%

年对流程进行了更新,

M.H

-

(常用的
<PP

技术

包括常规聚合酶链反应%

D

"3

6

1?:2,?752#-:?278#"-

#

ZIV

&'实时荧光定量
ZIV

'核酸恒温扩增检测技术

等(其中恒温扩增技术包括
RP=.=U

和环介导等

温扩增法%

3""

D

1?!#28?!#,"85?:12321

D

3#@#728#"-

#

FP>Z

&等(

本研究结果显示#对于
'/$

例活动性肺结核患

者#

RP=.=U

法检测敏感度为
MK&MMN

%

/K%

"

'/$

&#

明显高于传统的涂片镜检法%

/H&%KN

#

(%

"

'/$

&#但

低于
UPI=0I()%

培养法%

HL&%LN

#

/M'

"

'/$

&(

结核分枝杆菌培养及菌型鉴定法长期以来被誉

为结核分枝杆菌诊断的/金标准0

,

(

-

(对
/M'

例

UPI=0I()%

培养法阳性且菌型鉴定为结核分枝

杆菌的结核组患者及
K(

例对照组患者的痰标本进

行检测#结果显示
RP=.=U

法的敏感度为
HK&/LN

%

/'%

"

/M'

&#特异度为
$%%&%%N

%

K(

"

K(

&(从检测时

间上#

RP=.=U

法仅需
$&L5

就能得到结果#速度明

显快于
UPI=0I()%

培养法#而检测结果与培养法

一致率达
HK&/LN

%

/'%

"

/M'

&#也就是说
RP=.=U

法

能够在最短的时间内提供准确率为
HK&/LN

的检测

结果(应用
RP=.=U

检测技术#可以在较短的时间

内得到相对敏感度较高的检测结果(

K(

例对照组

患者中有
/

例为
<=>

肺病#其
UPI=0I()%

培养

结果均阳性#而
RP=.=U

法检测结果均为阴性#可

见
RP=.=U

法可区分是否为结核分枝杆菌感染(

因此#在 一 定 条 件 下#

RP=.=U

法 能 够 替 代

UPI=0I()%

培养法#有望成为实验室诊断的新方

法#是一项很有市场前景的新技术,

$%

-

(

根据痰细菌学结果将活动性肺结核患者分为确

诊及临床诊断两组(结果发现#在
/ML

例确诊肺结

核组中#

(%

例痰涂片镜检法阳性#其
RP=.=U

法检

测结果均阳性#诊断敏感度达
$%%&%%N

%

(%

"

(%

&#这

一结果与崔振玲等,

$$

-报道的结果相仿(由此说明

对于活动性肺结核患者#

RP=.=U

法检测结果阳性

可以确认结核病诊断#但
RP=.=U

法检测结果阴性

却并不能完全排除结核病的诊断(

我国多次结核病流调结果均显示#涂阴肺结核

占活动性肺结核患者的比例较高#从
$(M(

年的

M'&(N

上升到
/%$%

年的
HL&)N

#涂阴肺结核成为

我国肺结核患病率下降缓慢的主要原因,

$/

-

(由于

涂阴肺结核患者缺乏痰涂片抗酸杆菌阳性结果#故

对其进行痰培养或分子生物学检查#获得病原学检

查阳性依据#能大大提高涂阴肺结核诊断的准确性#

减少误诊(本研究结果显示#在
'/$

例活动性肺结

核患者中#涂阴患者有
/'$

例%其中
$HL

例为

UPI=0I()%

培养法阳性#

K)

例为
UPI=0I()%

培养法阴性&#

RP=.=U

法检出阳性
$L%

例#阳性率

为
)K&(KN

%

$L%

"

/'$

&(因此#对于痰涂片阴性的活

动性肺结核患者而言#

RP=.=U

法不失为一种新的

辅助诊断手段#具有一定临床价值(

RP=.=U

法对

于细菌学阴性的活动性肺结核患者%即涂阴培阴的

K)

例患者&阳性率仅为
$M&'(N

%

H

"

K)

&#但对于痰涂

片阴性的活动性肺结核患者%包括涂阴培阴的
K)

例

患者及涂阴培阳的
$HL

例患者#共
/'$

例&#阳性率

达
)K&(KN

%

$L%

"

/'$

&#因此
RP=.=U

法对于痰涂片

阴性的活动性肺结核患者#检测阳性率并不算低(

范琳等,

$'

-利用
V<P

恒温扩增实时荧光检测技术检

测支气管肺泡灌洗液来诊断涂阴肺结核#该方法的

敏感度'特异度'阳性预测值'阴性预测值分别为

H$&%N

'

()&(N

'

(L&(N

'

HK&(N

#这一结果也证实了

$

LKM

$
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上述观点(

综上所述#

RP=.=U

法敏感度高于涂片镜检法#

特异度接近
UPI=0I()%

培养法#但耗时更短#且

对于涂阴活动性肺结核有一定临床诊断价值#值得

在有实验室相关能力的医院推广(
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