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目的 评价环介导等温扩增法'
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P
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#

V21

P

(对结核分枝杆菌快速

检测效果的临床验证与应用#评估该方法在结核病临床诊断中的效能+方法 选取本院临床诊断结核病患者的痰

标本
<@'

份#分别采用直接涂片法*固体培养法*液体培养法及
V21

P

法检测痰标本#并应用
"

/检验对不同方法的

检测结果进行统计分析#

)

#

%&%>

为差异有统计学意义+结果 在
<@'

例结核病患者痰标本中#以传统检测方法

'涂片
i

培养(为标准进行比较#

V21

P

检测的敏感度为
@<&)=?

%

/'/
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/'/i</

(&#特异度为
@=&%@?

%

$@/

"'

/=i

$@/

(&#阳性预测值为
@(&>@?

%

/'/

"'

/'/i/=

(&#阴性预测值为
@$&/>?

%

$@/

"'

</i$@/

(&#一致性为
@>&=$?

%'

/'/i$@/

("

<@'

&+在干酪样痰标本中#

V21

P

和传统检测方法的阳性检出率分别为
==&()?

'

$<>

"

$@)

(和

==&</?

'

$<<

"

$@)

(#均高于黏液痰的阳性率%

'@&<)?

'

$$%

"

/@)

(和
</&))?
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$//

"

/@)

(&'

"

/

b=%&=@

和
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/

b>'&%>

#

)

值均
#

%&%$

(+结论 与传统检测方法比较#

V21

P

对结核分枝杆菌的检出#具有良好的敏感度*特异度和一致

性+

V21

P

对干酪样痰标本的检出阳性率高于传统检测方法#而对于同一性状的标本检测#两种方法之间并无显著

差异+

"关键词#

!

核酸扩增技术.

!

分枝杆菌#结核.

!

结核#肺.

!

细菌学技术.
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评价研究

G<-1'-#)%"%*#2,1%%

/

9+,&)-#,&).%#2,$+-1-+

/

1)*)(-#)%"+,#2%&*%$&,#,(#)"

8

!1'+%()#+-$.*.)".

/

'#'+.

/

,()+,".

MG<(@5)0Z+#*

?

'

#

1DE<@5)

#

:DGT)&*

#

TG,<(

A

)6

#

TGT)*

?

#

:;<M504)*

#

@,<(I65

#

CD,<(:+5*0

>

6

#

:;<

=

)&#

#

V,<[5

#

:;<$)*

?

0

B

)

#

[#96%5J%&L&

#

<#!)+)9&<#

?

63+)

#

V#9+)7)'96,**&%&

#

@;$&*

?

0

F

)5K V645!0

368#9)9T&4#!&'#!

.

#

:+5*

.

&*

?

1+59'D#9

"

)'&8

#

:+5*

.

&*

?

PPQQWW

#

1+)*&

1#!!59

"

#*L)*

?

&6'+#!

!

:;<$)*

?

0

B

)

#

E7&)8

!

:6*4

B

RQQW

!

PS\K3#7

/

30.#$-(#

0

!

:0

;

,(#)<, E"KQ23J28K85K!#2

;

-",8#7Q23JK"W3""

P

.1K!#28K!#,"85K:12321

P

3#W#728#"-

'

V21

P

(

1K85"!W"::2

P

#!!K8K78#"-"W2

.

3#4&3'5!)67'645!368#9)9+ =,#2%&. _"J:5J-!:K!2-!K#

;

58

6

.85:KK,

P

J8J1,21

P

3K,

\K:K7"33K78K!W:"173#-#7233

6

!#2

;

-",K!EB

P

28#K-8,#-"J:5",

P

#823

#

2-!,21

P

3K,\K:KK̀21#-K!9

6

,1K2:

#

3#

e

J#!

7J38J:K

#

,"3#!7J38J:K2-!V21

P

1K85"!,8"!K8K782

.

3#4&3'5!)67'645!368#9)9+[K,J38,W:"1!#WWK:K-88K,8#-

;

1K85"!,

\K:K7"1

P

2:K!J,#-

;

85K

"

/

8K,8+ 7,.'1#. _":85K<@',

P

K7#1K-,8K,8K!

#

85K,K-,#8#Q#8

6

"WV21

P

\2,@<&)=?

'

/'/

"'

/'/i</

((#

2-!85K,

P

K7#W#7#8

6

\2,@=&%@?

'

$@/

"'

/=i$@/

((

+E5K

P

",#8#QK

P

:K!#78#QKQ23JK\2,@(&>@?

'

/'/

"'

/'/i/=

((#

85K-K

;

28#QK

P

:K!#78#QKQ23JK\2,@$&/>?

'

$@/

"'

</i$@/

((#

2-!85K7"-,#,8K-7

6

\2,@>&=$?

''

/'/i$@/

("

<@'

(

+_":72,K"J,,

P

J8J1,21

P

3K,

#

85K

P

",#8#QK!K8K78#"-:28K\2,==&()?

'

$<>

"

$@)

(

2-!==&</?

'

$<<

"

$@)

(

9

6

V21

P

2-!9278K:#"3"

;

#7238K,8#-

;

1K85"!,

#

:K,

P

K78#QK3

6

#

2-!\2,5#

;

5K:852-8528W":1J7J,,

P

J8J1

#

\5#75\2,'@&<)?

'

$$%

"

/@)

(

2-!</&))?

'

$//

"

/@)

(#

:K,

P

K78#QK3

6

'

"

/

b=%&=@

#

)

#

%&%$2-!

"

/

b>'&%>

#

)

#

%&%$

(

+>%"(1'.)%" E5KV21

P

1K85"!52!27"1

P

2:293

6

5#

;

5

P

",#8#QK!K8K78#"-:28KW":2

.

3#4&3'5!)67'645!368#9)9

2,,1K2:2-!3#

e

J#!7J38J:K1K85"!,

#

2-!,5"\K!

;

""!,K-,#8#Q#8

6

#

,

P

K7#W#7#8

6

2-!7"-,#,8K-7

6

+_":72,K"J,,

P

J8J1

,21

P

3K,

#

85K

P

",#8#QK!K8K78#"-:28K"WV21

P

\2,5#

;

5K:852-8528W":9278K:#"3"

;

#7238K,8#-

;

#

2-!8K,8:K,J38,W":

V21

P

.EB2-!9278K:#"3"

;

#7231K85"!,"-85K,21K,

P

J8J1,21

P

3K,\2,-"8,#

;

-#W#72-83

6

!#WWK:K-8+

/

4,

5

6%$&.

0

!

NJ73K#727#!21

P

3#W#728#"-8K75-#

e

JK,

.

!

2

.

3#4&3'5!)67'645!368#9)9

.

!

EJ9K:7J3",#,

#

P

J31"-2:

6

.

B278K:#"3"

;

#7238K75-#

e

JK,

.

!

0Q23J28#"-,8J!#K,

$

@$@

$

中国防痨杂志
/%$)

年
$%

月第
'@

卷第
$%

期
!

D5#-IC-8#8J9K:7

#

L78"9K:/%$)

#

M"3&'@

#

N"+$%



结核病是由结核分枝杆菌引起的严重危害人类

健康的慢性传染性疾病+我国是结核病高负担国

家#根据3

/%$>

年全球结核病报告4统计#

/%$<

年我

国结核病年发病患者约
('

万例#位居全球第
'

位%

$

&

+

世界卫生组织强调遏制结核病的主要方法是普及高

效和以人为本的检测诊断技术#而准确可靠的快速

检测手段是先决条件+目前#大多数结核病高发国

家的实验室对于结核病的病原学检测仍依赖于传统

的涂片与培养法#而传统方法已经不能满足结核病

早期诊断的临床需求+近年来随着分子诊断技术的

快速发展#应用核酸扩增技术检测结核分枝杆菌感

染已成为传统诊断方法的重要补充#也是结核病快

速诊断主要的研究方向+环介导等温扩增技术

'

3""

P

.1K!#28K!#,"85K:12321

P

3#W#728#"-

#

VCFX

(是

N"8"1#

等%

/

&于
/%%%

年发明的一种核酸扩增技术+

该技术不依赖温度循环变化#只需恒定温度就能进

行扩增反应+由于此方法简单*设备低廉#可肉眼检

查扩增结果#且保持了核酸扩增快速*高敏感度的特

点#因此#该技术自问世起就得到广泛关注%

'

&

#我国

最近也批准了该技术的临床应用+本研究拟对我院

/%$>

年
>

月至
/%$)

年
$

月收治的临床疑似结核病

患者的痰标本分别采用传统方法'直接涂片法*固体

培养法和液体培养法(和
VCFX

法进行检测#通过

与传统检测方法比较'即涂片法和培养法中任一结

果为阳性即为阳性(#分析
VCFX

方法检测的敏感

度*特异度等指标#系统评价该技术检测痰标本中结

核分枝杆菌的效果和临床应用价值+

材料和方法

一*研究对象

前瞻性连续选取我院
/%$>

年
>

月至
/%$)

年

$

月收治的临床疑似结核病'所有研究对象均经临

床表现*胸部
T

线摄影及
DE

检查*痰标本传统方法

检查(患者
>%'

例#入选标准参照3肺结核诊断标准

'

OU/@@./%%@

(4

%

<

&

+最后经临床诊断结核病为
<@'

例#年龄
$$

"

()

岁#平均年龄'

>%&>)m$=&@=

(岁+

男
'>%

例#年龄
$>

"

('

岁#平均年龄'

>%&>/m

$=&@=

(岁.女
$''

例#年龄
$$

"

()

岁#平均年龄

'

>%&)$m$=&@>

(岁+其他肺部疾病
/%

例#年龄
/=

"

@(

岁#平均年龄'

>%&><m$@&$<

(岁#其中男
$$

例#

年龄
/=

"

@(

岁#平均年龄'

>%&'(m$@&/%

(岁.女

(

例#年龄
'%

"

@)

岁#平均年龄'

>%&')m$=&)%

(岁.

其他肺部疾病患者中
NEF

肺病
$

例#肺癌
>

例#肺

炎
$/

例#支气管扩张
$

例#支气管肿瘤
$

例+本研

究经本院伦理委员会批准#所有患者均知情同意+

二*方法

本研究由沈阳市胸科医院*日本结核预防会国

际部及日本荣研化学株式会社三方共同完成#日本

结核预防会国际部负责整个研究各个环节的协调工

作#并与沈阳市胸科医院共同进行数据统计+实验

中
VCFX

检测所用试剂盒%

3""

P

21

PP

J:KZNC

提

取试剂盒和
3""

P

21

P

结核分枝杆菌复合群

'

FEBD

(核酸检测试剂盒&均由日本荣研化学株式

会社提供+所有实验操作部分由沈阳市胸科医院结

核病实验室完成#标本分别进行涂片镜检*罗氏固体

培养*

FGHE()%

液体培养和
VCFX

检测#并对不同

方法的检测结果及不同性状痰标本对检测结果的影

响进行比较+

对
VCFX

技术的检测效果评价以传统检测结

果作为标准'即涂片法和培养法中任一结果为阳性#

则为阳性(+若培养结果怀疑为非结核分枝杆菌

'

-"-.8J9K:7J3"J,1

6

7"9278K:#J1

#

NEF

(#则使用

博奥基因芯片对培养物进行菌种鉴定+

'一(金胺
L

染色

按照3结核病实验室诊断技术培训教程4

%

>

&中的

要求进行操作+

'二(罗氏固体培养和
FGHE()%

液体培养

按照3结核病实验室诊断技术培训教程4

%

>

&中的

要求操作+本研究中所有标本的培养过程中#罗氏固

体培养方法有
/=

例污染标本#

FGHE()%

液体培养方

法有
'

例污染标本#此
'%

例标本经去污后重新培养+

'三(

VCFX

技术检测

采集痰液!吸取痰液
)%

%

3

放入吸附剂试管中#

充分混匀并加热裂解'

(%g

#

>1#-

(+

ZNC

提取!将吸附试管装到样本处理管上#摇晃

@

"

$%

次后得到初步提取的核酸#在样本处理管上加

上滴注盖#轻压样本处理管将样本滴入到反应管中+

扩增和检测!试剂干燥于管盖上#盖上管盖#充

分混合后即可进行
VCFX

反应#

)=g<%1#-

反应

结束#然后直接放入恒温荧光核酸扩增仪
V_.$)%

的荧光目视检测单元#通过仪器配套的紫外线激发

荧光观察反应结果+整个检测过程在
$5

内完成+

'四(统计学处理

采用
UXUU$(&%

软件进行统计学分析#以传统

方法检测结果'即涂片法和培养法中任一结果为阳

性即为阳性(为标准计算
VCFX

检测的敏感度*特

异度*阳性预测值*阴性预测值和一致性+不同检测

方法的结果间比较采用
"

/检验#统计学分析由沈阳

$

($@

$
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市胸科医院和日本结核预防会国际部共同完成+

结
!!

果

一*不同方法检测痰标本的结果比较

在全体
>%'

例受检者中#肺结核临床确诊患者

为
<@'

例#其中
VCFX

法检测阳性为
/>(

例#涂片

法检测阳性为
$@=

例#液体及固体培养检测阳性分

别为
/'<

和
/$$

例+肺部其他疾病患者中有
$

例为

NEF

肺病#涂片及培养检测结果均为阳性#

VCFX

法检测结果为阴性'此标本经
FXB)<

抗原检测鉴

定为非结核分枝杆菌#经博奥基因芯片菌种鉴定为

鸟分枝杆菌(.另有
$(

例肺部其他疾病者#各项检测

结果均为阴性'表
$

(+

二*

VCFX

法与传统方法检测结果的比较

本研究对
<@'

例临床诊断患者的
VCFX

检测

结果进行分析#以传统方法检测结果'即涂片法和培

养法中任一结果为阳性即为传统方法阳性(作为标

准#真阳性为
/'/

例#真阴性
$@/

例#假阳性
/=

例#

假阴性
</

例+计算
VCFX

法检测的敏感度为

@<&)=?

%

/'/

"'

/'/i</

(&#特异度为
@=&%@?

%

$@/

"

'

/=i$@/

(&#阳性预测值为
@(&>@?

%

/'/

"'

/'/i

/=

(&#阴性预测值为
@$&/>?

%

$@/

"'

</i$@/

(&#一

致性为
@>&=$?

%'

/'/i$@/

("

<@'

&+

在
<@'

例患者的检测结果中#

VCFX

法与传统

方法检测结果不一致者共
)(

例#其中
VCFX

检测

阳性而传统方法检测阴性为
/=

例#

VCFX

法检测

阴性而传统方法检测阳性为
</

例+对此结果进行

关联
"

/检验#

"

/

b/</&>@

#

)

#

%&%$

#说明两种检测

方法有较好的一致性.对两组检测结果的差异进行

"

/检验#

"

/

b'&/)

#

)

"

%&%>

#两组检测结果差异无

统计学意义'表
/

(+

三*不同性状痰标本对
VCFX

法及传统方法检

测结果影响的比较

本研究将
<@'

例临床诊断患者的痰标本分成黏

液痰*干酪痰和血痰三类+其中#黏液痰
/@)

例#干

酪痰
$@)

例#血痰
$$

例+

VCFX

法对干酪痰的阳

性检出率为
==&()?

'

$<>

"

$@)

(#对黏液痰的阳性检

出率为
'@&<)?

'

$$%

"

/@)

(#差异具有统计学意义

'

"

/

b=%&=@

#

)

#

%&%$

(.同样笔者对传统方法检测

不同性状痰标本的结果也进行了比较#对干酪痰的

阳性检出率为
==&</?

'

$<<

"

$@)

(#对黏液痰的阳性

检出率为
</&))?

'

$//

"

/@)

(#差异具有统计学意义

'

"

/

b>'&%>

#

)

#

%&%$

(+

另外#本研究还采用不同技术对同一性状痰标

本的检测结果进行比较#结果无论是黏液痰还是干

酪痰#

VCFX

法和传统方法检测的结果'表
'

(差异

表
?

!

不同方法对
>%'

例疑似结核病患者痰标本的检测结果'例(

检测方法
结核病'

<@'

例(

NEF

肺病'

$

例( 其他肺部疾病'

$(

例(

阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性

涂片
$@= /() $ % % $(

液体培养
/'< /<( $ % % $(

固体培养
/$$ /=/ $ % % $(

VCFX />( //< % $ % $(

表
@

!

<@'

例临床诊断为结核病患者的痰标本采用
VCFX

法与传统方法检测结果的比较

VCFX

检测
传统方法检测

阳性例数 阳性率'

?

( 阴性例数 阴性率'

?

(

阳性
/'/ <@&%' /= >&>(

阴性
</ @&=% $@/ '=&)@

表
J

!

<@'

例临床诊断结核病患者的不同性状痰标本进行
VCFX

法和传统方法检测结果的比较

样本性状
VCFX

法 传统方法

阳性例数 阳性率'

?

( 阴性例数 阴性率'

?

( 阳性例数 阳性率'

?

( 阴性例数 阴性率'

?

(

黏液痰'

/@)

例(

$$% '@&<) $=) )$&>< $// </&)) $)< >=&'<

干酪痰'

$@)

例(

$<> ==&() <$ //&%< $<< ==&</ </ //&>@

血痰'

$$

例(

< ')&') = )'&)< @ =/&=' ' /=&/=

$

%/@

$
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年
$%

月第
'@

卷第
$%

期
!

D5#-IC-8#8J9K:7

#

L78"9K:/%$)

#

M"3&'@

#

N"+$%



均无统计学意义'

"

/

b'&/=

#

)

"

%&%>

和
"

/

b%&%%

#

)

"

%&%>

(+对于血痰标本#

VCFX

法和传统方法检

测的阳性检出率分别为
')&')?

和
=/&='?

#但由于

血痰只有
$$

例#例数较少#故不做统计学分析+

讨
!!

论

结核病是危害人类生命健康的主要疾病之一#

是当今世界单一致病菌引起死亡率最高的疾病#占

世界总死亡率的第七位%

).@

&

+我国常规结核病实验

室通常采用直接涂片镜检法*固体培养法及液体培

养法结核分枝杆菌检测#这些方法耗时久*操作复

杂#不能满足临床诊治的需要+随着结核病患者的

增多#临床上迫切需要快速*低廉*高通量的筛选方

法来提高结核病患者的阳性检出率+

伴随着结核分枝杆菌基因组的阐明#通过检测

结核分枝杆菌核酸进行快速诊断的技术日益受到重

视%

(.$'

&

#各种相关检测技术也应运而生+

VCFX

检

测方法具有
XD[

技术的全部优点#且使用高效的

ZNC

聚合酶和
<

种引物#识别靶基因的
)

个不同区

域#进一步缩短了检测时间#增强了反应的特

异度%

/

&

+

本研究共检测
>%'

份疑似结核病患者#经初步

筛选后#对
<@'

例临床诊断为结核病患者的数据进

行统计学分析#其中
VCFX

检测阳性为
/>(

例#涂

片检测阳性为
$@=

例#液体及固体培养检测阳性分

别为
/'<

和
/$$

例+在被剔除的
/%

例标本中#有

$

例最终确诊为非结核分枝杆菌感染'博奥基因芯

片菌种鉴定为鸟分枝杆菌(#其检测结果为涂片和培

养均为阳性#

VCFX

阴性#这也再次证明了
VCFX

技术对结核分枝杆菌复合群的检测具有很高的特异

度+本研究对
VCFX

与传统方法检测结果进行分

析#其敏感度为
@<&)=?

#特异度为
@=&%@?

#阳性预

测值为
@(&>@?

#阴性预测值为
@$&/>?

#一致性为

@>&=$?

+这些数据显示#

VCFX

方法不但具有较

高的阳性检出率#而且具有良好的敏感度*特异度和

一致性+

另外#本实验也分析了
VCFX

法检测与传统方

法检测不一致的
)(

例结果#其中
VCFX

检测阳性

而传统方法检测阴性为
/=

例#

VCFX

检测阴性同

时传统方法检测阳性者
</

例+笔者简要分析了造

成两类检测结果不一致的原因如下!'

$

(传统检测方

法阳性而
VCFX

阴性!

VCFX

与传统方法检测的

敏感度不同.标本性状的影响#如血性标本影响

VCFX

的检出.操作者采样位置的影响#

VCFX

只

取
)%

%

3

的标本#存在错过阳性部位的可能+'

/

(传

统检测方法阴性而
VCFX

阳性!标本培养前需要前

处理#而前处理液在某种程度上会影响结核分枝杆

菌的活性#造成培养阳性率下降+受结核分枝杆菌

状态影响!培养法检出为活菌#而
VCFX

检测的对

象为结核分枝杆菌
ZNC

#无论细菌是否存活皆能

检出+

在本研究中还发现#不同的样本性状对检测结

果有较大的影响#

VCFX

和传统方法检测对干酪痰

的阳性检出率较高#分别为
==&()?

和
==&</?

#高

于黏液痰的
'@&<)?

和
</&))?

#且差异具有统计学

意义'

)

#

%&%$

(.而在血痰中#

VCFX

的阳性检出率

仅为
')&')?

#而传统方法检测的阳性检出率为

=/&='?

#虽然由于血痰例数太少#不适合做统计学

分析#但是本研究仍然可以看出#

VCFX

对于血痰

的阳性检出率较低+这是
VCFX

检测方法的性质

造成的#由于
VCFX

检测的方法学基础是
XD[

反

应#而血液成分中血红蛋白*免疫球蛋白*乳铁蛋白

等会抑制
XD[

反应%

$<

&

#造成阳性检出率降低+因

此#进行与
XD[

原理相关的技术进行检测标本时#

要尽量避免采用血性标本#这也提醒检验者要正确

指导患者留痰以提高标本阳性检出率+

总之#

VCFX

是一项操作简便并可在
$5

内得

到结果的结核分枝杆菌分子检测技术#其在临床研

究中与传统方法检测相比展现了良好敏感度*特异

度及一致性+

VCFX

具有高通量检测优势且不需

要复杂精密的仪器#在现有的条件下就可以有效地

提高结核分枝杆菌的检出率#值得在常规结核病实

验室推广应用+
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