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目的 探讨胞内菌抗酸染色法检测体液标本结核分枝杆菌的应用价值0方法 收集西安市胸科医
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结论 结核分枝杆菌胞内抗酸染色对体液标本中结核分枝杆菌的检验具有重要意义%是一种经济1简单%且达到预

期阳性率的检验方法0
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诊断技术和方法3
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对比研究3
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数据说明%统计
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目前%结核病在全球范围内发病及死亡呈缓慢

上升趋势0据
/%$)

年
$$

月
$%

日
QOR

最新数据

报道%全球
/%$)

年结核病发病
$%1%

万例%死亡#含

OPH

感染患者$

$'%

万例3其中中国发病
0(&?

万例%

死亡
?

万例#含
OPH

感染患者$

'

$

(

0随着结核病的

日趋严重%目前对结核病的检测主要集中在早期对

结核分枝杆菌病原学的循证及药物敏感性试验#简

称)药敏试验*$的检测上0肺部的结核感染%因为痰

液标本易取%往往通过大量集菌痰液而提高结核分

枝杆菌的检出阳性率3而肺外的结核感染%例如结核

性胸腹膜炎和结核性脑膜炎%采集样本不仅需要有

创检查%并且由于采集样本量少而缺乏临床诊断价

值%因此对病原学检出的限制就更多%要求则更高0

结核分枝杆菌的胞内细菌染色'

/.'

(是一种利用离心

沉淀器将脑脊液1胸腹腔积液标本中细胞等有形成

分离心固定在玻片上%通过破膜液破坏白细胞细胞

膜%使得染色剂更加容易进入细胞内%从而提高细胞

内结核分枝杆菌的染色效果3与普通抗酸染色比较%

该方法不仅可以观察到在白细胞内的结核分枝杆

菌%还可观察到细胞外的结核分枝杆菌%提高了脑脊

液1胸腹腔积液标本的
"

片阳性检出率0笔者通过

结核分枝杆菌的白细胞胞内细菌抗酸染色#简称)胞

内菌法*$%结核分枝杆菌
\C@J5@KTPJ()%

液体

培养#简称)

KTPJ()%

培养*$及聚合酶链反应

#

9
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%
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$荧光探针法#简

称)

L@M

法*$分别对结核性胸腹膜炎及结核性脑膜

炎患者标本进行病原学检测%以期找到一种简单1经

济且又能够满足阳性检出率要求的方法0

材料和方法
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材料情况!收集
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年
1

月至
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年
1

月

西安市胸科医院收治的
$/')

例疑似结核病患者的

脑脊液1胸腹腔积液标本%其中脑脊液#
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$
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份%胸腹腔积液
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份0参照.

QZ/00./%$2

肺结核

诊断/

'

1

(

.结核性脑膜炎诊治指南/#

JA[7#DF,

诊断

标准$

'

?

(

%共临床诊断
$%//

例#

0/&)(>

$0以临床诊

断为标准%回顾性分析各方法对不同标本的检测

效能0

/+

仪器和试剂!

WKH.)

微型细胞玻片离心沉淀

器%低速离心机%光学显微镜%抗酸染色试剂盒#批

号!

1$/%($

3珠海贝索生物有限公司$%

%&$6"8

"

N

磷

酸盐#

L\Z

$缓冲液#

9

O2&?

%货号!

Q$2Y%)$(4O

%

科昊生物工程有限责任公司$%破膜液#

%&'>

JG#D"-].$%%

%货号!

J0/%%

%

Z"87GE#"

$%甲醛丙酮固

定液#货号!

MNT/)/?

%上海容创生物技术有限公

司$%结核分枝杆菌抗原检测试剂盒 #批号!

J\$1%2%$

1

J\$?%(%/

3杭州创新生物检控技术有限

公司$%分枝杆菌核酸检测试剂盒#批号!

%$%0$1$?%1

3

北京博奥生物科技有限公司$%

C\P2'%%

荧光定量

L@M

仪#美国应用生物公司$%结核分枝杆菌液体培

养试剂盒#

\Y

医疗器械有限公司$%液体培养系统

#

\C@J5@

JK

KTPJ()%

操作系统$0

'+

胞内菌抗酸染色'

)

(

!根据.结核病实验室诊断

技术培训教程/

'

2

(收集标本0胞内细菌染色步骤!

#

$

$涂片!取
%&?68

体液标本加入
WKH.)

微型细胞

玻片离心沉淀器的沉淀管中%

?%d

)

离心
'6#-

%待

体液标本的有形成分完全沉淀到挂胶玻片上3#

/

$固

定!将涂片浸于固定液中
'%,

%水洗%晾干3#

'

$破膜!

固定后的涂片浸泡于
%&'> JG#D#"-].$%%

破膜液

中
'%6#-

%

%&$6"8

"

NL\Z

缓冲液洗
'

次3#

1

$晾干1

染色!石碳酸复红染液初染
?6#-

%水洗%

'>

盐酸酒

精脱色
$6#-

%水洗%美蓝染液复染
$6#-

%水洗%晾

干3#
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$显微镜下观察抗酸染色情况!分枝杆菌呈红

色%背景为蓝色#图
$
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胸腹腔积液标本分枝杆菌
KTPJ()%

培养!

)> I7RO

溶液与胸腹腔积液标本各
/68

以
$e$

混合#

I7RO

终浓度达到
'>

$加入到
?%68

离心管

中%静置
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%加入
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至
1?68

%相对

离心力
'%%%d

)

离心
/%6#-

%弃上清%加入
$68

%&$6"8

"

NL\Z

混匀%接种
%&?68

至
KTPJ()%

培

养管中%置于
KTPJ()%

培养箱中培养
1/!

0若

KTPJ()%

系统报阳性%取出再经涂片抗酸染色确

认是否为分枝杆菌%抗酸阳性则进行
KL\)1

蛋白

免疫胶体金法检测鉴定菌种%

KL\)1

蛋白阳性为结

核分枝杆菌%阴性为非结核分枝杆菌3若
KTPJ()%

系统报阴性%则为分枝杆菌培养阴性0

?+@ZW

标本分枝杆菌液体培养!取
%&?68

清亮
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无菌操作直接倒入
KTPJ()%

培养管中%肉眼
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图
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胞内菌法检测细胞内外结核分枝杆菌#改良抗酸染色

$%d$%%

$0下方箭头!细胞内分枝杆菌3上方箭头!细胞外

分枝杆菌

可见明显浑浊
@ZW

标本#若
@ZW

标本
'

/68

%离心

沉淀弃上清保留
/68

3若
@ZW

标本
$

/68

%则使用

全部量标本$与等量
)> I7RO

溶液混合#

I7RO

终浓度达到
'>

$加入到
?%68

离心管中%静置

$?6#-

%再加入
%&$6"8

"

NL\Z

至
1?68

%相对离心

力
'%%%d

)

离心
/%6#-

%弃上清%加入
$68L\Z

混

匀%接种
%&?68

至
KTPJ()%

培养管中%置于

KTPJ()%

培养箱中培养
1/!

'

0

(

0若
KTPJ()%

报

阳性%取出涂片抗酸染色确认是否为分枝杆菌%抗酸

阳性则进行
KL\)1

蛋白抗原检测鉴定菌种%

KL\)1

蛋白阳性为结核分枝杆菌%阴性为非结核分

枝杆菌3若
KTPJ()%

报阴性%则分枝杆菌培养

阴性0

)+KL\)1

蛋白免疫胶体金法检测方法'

(

(

!取

$%%

&

8

液体培养基菌悬液加入到试剂检测孔中%

$?6#-

后观察%

$A

内判定结果0结果判读!检测线

和质控线均出现紫红色条带为阳性3质控线出现%但

检测线未出现紫红色条带者为阴性3质控线未出者

表示试剂存在问题%须重新检测

2+L@M.

荧光探针法'

$%.$$

(

!是检测结核分枝杆菌

的一种分子生物学方法%本研究简称)

L@M

法*0取

$68

标本加入
$&?68

离心管中%

$?%%%d

)

离心

?6#-

%弃上清%加入
$68

生理盐水涡旋震荡后%

$?%%%d

)

离心
?6#-

%弃上清0向沉淀中加入
?%

&

8

核酸提取液并转入带磁珠的核酸提取管中%提取仪

快速震荡
$%6#-

%然后
(?f

水浴
?6#-

0取
/

&

8

提

取好的核酸溶液加入
$0

&

8L@M

扩增试剂中%进行

扩增!

'2f

1

'%%,

#

$

个循环$%

(1f

1

$0%,

#

$

个循

环$%

(1f

1

$?,

#

1%

个循环$%

)%f

1

'%,

#

1%

个循

环$%

?%f

1

$%,

#

$

个循环$3荧光采集点选择
)%f

1

'%,

%同时检测羟基荧光素#

WCK

$通道#结核分枝杆

菌拷贝通道$和
?.

六氯荧光素氨基磷酸酯#

?.AFa7.

=A8"G".X8<"GF,=F#-

%

O5]

$通道#分枝杆菌拷贝通

道$0结果判读!样本曲线与阈值线交点的横坐标读

数
@D

值
$

1%

的样本为阳性%

@D

值
'

1%

或无数值的

为阴性%检测结果的解释'

$/.$'

(

%见表
$

0

表
?

!

L@M

法结果解释

检测结果

WCK

通道
O5]

通道
结果解释

g g

结核分枝杆菌核酸检测阳性

g k

结核分枝杆菌核酸检测阳性

k g

非结核分枝杆菌核酸检测阳性

k k

分枝杆菌核酸检测阴性

注 )

g

*为阳性#

@D

值
$

1%

$3)

k

*为阴性#

@D

值
'

1%

或无数值$

0+

质控方法!#

$

$萋
.

尼染色#

3#FA8.IFF8,"-

$液

使用
O'2MU

标准菌株进行阳性标本的质控%抗酸

染色阴性对照使用已知健康人群痰液0#

/

$

L@M

法

采用
N.B

质控法%

%&?

麦氏单位
O'2MU

菌悬液提取

核酸调至
$d$%

$%

P_

"

68

作为阳性质控应用液%以

%l/&

为警告线%

%l'&

为失控线#

%

为每月阳性质

控
@D

值的平均值%

&

为每月阳性质控
@D

值的标准

差$3阴性对照用于检测环境及操作过程中的污染0

#

'

$结核分枝杆菌液体培养!使用
$

麦氏单位标准菌

株#

O'2MU

$稀释
$%%

倍后%将
%&?68

稀释后菌液加

入培养管中%放入
KTPJ()%

培养箱内%

)

#

$%!

显

示阳性结果则质控合格0

(+

相关公式!敏感度
c

真阳性例数"#真阳性例数
g

假阴性例数$

d$%%>

3特异度
c

真阴性例数"#真阴性例数
g

假阳性例数$

d$%%>

3阳性预测值
c

真阳性例数"#真阳性例

数
g

假阳性例数$

d$%%>

3阴性预测值
c

真阴性例数"#真阴

性例数
g

假阴性例数$

d$%%>

3一致性
c

#真阳性例数
g

真

阴性例数$"总例数
d$%%>

0

$%+

统计学分析'

$1

(

!采用
ZLZZ$(&%

软件对数

据进行分析%胞内菌法与
KTPJ()%

培养1

L@M

法

两两比较采用配对卡方检验%检验水准
#

c%&%?

%本

研究
'

个实验组两两比较%校正
#

*c

#

+k$

c

%&%?

+k$

c

%&%/?

%即
!

$

%&%/?

为差异具有统计学意义0

&

12'

&
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结
!!

果

$+

不同标本经
'

种方法检测的结果分析!

KTPJ()%

培养法1

L@M

法和胞内菌法检测经临床

诊断的
(((

份胸腹腔积液和
/'2

份
@ZW

的结果见

表
/

0

/+

胞内菌法与
KTPJ()%

培养1

L@M

法的比

较!统计发现%在对胸腹腔积液和
@ZW

标本的检测

中%胞内菌法1

KTPJ()%

培养1

L@M

法的阳性率差

异均具有统计学意义#表
'

$0

'+

评价
'

种方法的检测效能!以最终临床诊断

为标准%结合表
/

中的数据%计算
'

种方法对不同标

本的检测效能0结果显示%

'

种方法特异度均为

$%%&%%>

3而
'

种方法的敏感度差异较大%其中胞内

菌法在
'

种检测方法中有着良好的敏感度%在
@ZW

中其敏感度要高于其他两种方法#表
1

$0

表
@

!

'

种方法对不同标本类型的检测结果'例#率%

>

$(

检测方法
胸腹腔积液#

(((

份$ 脑脊液#

/'2

份$ 合计#

$/')

份$

确诊患者 未确诊患者 确诊患者 未确诊患者 确诊患者 确诊患者

胞内菌法

!

阳性
$$0

#

$$&0$

$

%

#

%&%%

$

'?

#

$1&22

$

%

#

%&%%

$

$?'

#

$/&'0

$

%

#

%&%%

$

!

阴性
21)

#

21&)2

$

$'?

#

$'&?$

$

$/'

#

?$&(%

$

2(

#

''&''

$

0)(

#

2%&'$

$

/$1

#

$2&'$

$

KTPJ()%

培养法

!

阳性
$)%

#

$)&%/

$

%

#

%&%%

$

$(

#

0&%/

$

%

#

%&%%

$

$2(

#

$1&10

$

%

#

%&%%

$

!

阴性
2%1

#

2%&12

$

$'?

#

$'&?$

$

$'(

#

?0&)?

$

2(

#

''&''

$

01'

#

)0&/%

$

/$1

#

$2&'$

$

L@M

法

!

阳性
)%

#

)&%$

$

%

#

%&%%

$

?

#

/&$$

$

%

#

%&%%

$

)?

#

?&/)

$

%

#

%&%%

$

!

阴性
0%1

#

0%&10

$

$'?

#

$'&?$

$

$?'

#

)1&?)

$

2(

#

''&''

$

(?2

#

22&1'

$

/$1

#

$2&'$

$

表
A

!

'

种方法对不同标本阳性检出率的比较 '阳性份数#率%

>

$(

标本类型 胸腹腔积液#

(((

份$

!

/值
!

值 脑脊液#

/'2

份$

!

/值
!

值

胞内菌法
$$0

#

$$&0$

$

k k '?

#

$1&22

$

k k

KTPJ()%

培养法
$)%

#

$)&%/

$

$%&/) %&%%/ $(

#

0&%/

$

!

?&') %&%/%

L@M

法
)%

#

)&%$

$

/(&%%

$

%&%$ ?

#

/&$$

$

/'&')

$

%&%$

表
B

!

以临床诊断为标准
'

种方法对不同标本类型的检测效能#

>

$

标本类型 检测方法 敏感度 特异度 阳性预测值 阴性预测值 一致性

胞内菌法 胸腹腔积液#

(((

份$

$'&)) $%%&%% $%%&%% $?&'/ /?&''

脑脊液#

/'2

份$

//&$? $%%&%% $%%&%% '(&$$ 10&$%

胸腹腔积液
g

脑脊液#

$/')

份$

$1&(2 $%%&%% $%%&%% $(&2) /(&2%

KTPJ()%

培养法 胸腹腔积液#

(((

份$

$0&?/ $%%&%% $%%&%% $)&%( /(&?'

脑脊液#

/'2

份$

$/&%' $%%&%% $%%&%% ')&/1 1$&'?

胸腹腔积液
g

脑脊液#

$/')

份$

$2&?$ $%%&%% $%%&%% /%&/? '$&0%

L@M

法 胸腹腔积液#

(((

份$

)&(1 $%%&%% $%%&%% $1&'0 $(&?/

脑脊液#

/'2

份$

'&$) $%%&%% $%%&%% '1&%? '?&11

胸腹腔积液
g

脑脊液#

$/')

份$

)&') $%%&%% $%%&%% $0&/2 //&?2

注 敏感度
c

真阳性份数"#真阳性份数
g

假阴性份数$

d$%%>

3特异度
c

真阴性份数"#真阴性份数
g

假阳性份数$

d$%%>

3阳性预测值
c

真阳

性份数"#真阳性份数
g

假阳性份数$

d$%%>

3阴性预测值
c

真阴性份数"#真阴性份数
g

假阴性份数$

d$%%>

3一致性
c

#真阳性份数
g

真阴性

份数$"总份数
d$%%>

&

?2'
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讨
!!

论

结核病的诊断以培养结果为)金标准*%加之后

续的菌种鉴定和体外药敏试验%对临床的应用价值

较高0但传统结核分枝杆菌培养检测时间长%对结

核病的早期诊断治疗带来影响0抗酸染色涂片镜

检%因操作方便1实验无需特别仪器1价格低廉%在基

层及专科医院可常规开展%其阳性结果可作为病原

学诊断结核病的金标准3但抗酸染色涂片法阳性率

低%大量涂阴患者不能排除结核病%容易被忽视而造

成某些结核病患者的漏诊和漏治问题0近年来%

YIC

1

MIC

等分子检测技术的发展使得结核分枝

杆菌的检出时间大大缩短%但由于配套的相关设备

及仪器价格昂贵%技术要求高%不适用于基层医院的

广泛开展0因此%寻找一种检测周期短1检出阳性率

高%且价格低廉的临床检测方法%对结核性胸腹膜

炎1结核性脑膜炎等肺外结核的普查和在基层医院

的应用意义重大0

结核分枝杆菌为兼性胞内菌%细胞内抗酸染色

与传统的抗酸染色法相比%既可以破坏白细胞细胞

膜%使细胞膜穿孔%使得染液易于进入细胞内%便于

对细胞内结核分枝杆菌的染色观察%也可以同时检

测到细胞外的结核分枝杆菌#图
$

$3而传统染色法%

染色液较难进入0因此%在进行不同上述标本进行

检测时%该方法可以有效地观察到白细胞吞噬的已

着色分枝杆菌%其阳性检出率明显高于传统抗酸染

色法'

$?.$)

(

0

本研究中%对于胸腹腔积液等易采集且样本量大

的标本%胞内菌法检测有着较高的阳性率#

$$&0$>

$%

接近培养阳性率#

$)&%/>

$%高于
L@M

法#

)&%$>

$0

对疑似结核性脑膜炎的患者进行筛查时%发现结核

分枝杆菌胞内菌法的检测阳性率#

$1&22>

$要明显

高于
KTPJ()%

培养法#

0&%/>

$和
L@M

法#

/&$$>

$%

差异均有统计学意义0可以看出%在标本量足够#如

胸腹腔积液$的情况下%胞内菌法检测可以达到%甚

至高于
KTPJ()%

培养法的阳性率0而临床中常遇

到标本量较少的情况#如
@ZW

$%此时胞内菌法的阳

性率要明显优于培养的方法%其原因可能为胞内菌

法检测可以将标本中所有细胞的有形成分固定于玻

片%破膜后白细胞内结核分枝杆菌更加容易着色%肉

眼即可以观察到所有染色成分%提高了阳性检出率3

而
KTPJ()%

培养法对于前处理水平1含菌量1细菌

生存状态#活菌1死菌$的要求较高%所以在小样本量

时%胞内菌检测方法优势明显0

本研究中%

L@M

法检测阳性率明显低于其他

/

种检测%原因可能为结核分枝杆菌在胸腹腔积液1

@ZW

中本身含量太少%在操作时样本量少而无法进

行大量的集菌%单次吸取的样本含菌量少%可提取到

的
YIC

含量达不到检测限0有文献报道%

#

式

L@M

检测线应达到
$%

1

#

$%

0拷贝"
68

%

L@M

试剂盒

检出阈值要达到
$%%

条菌"样本才可检测出'

$2.$0

(

0

而胞内菌法观察全视野%可检测到低至
$

条的结核

分枝杆菌0因此%在条件允许的情况下%

@ZW

1胸腹

腔积液标本进行
L@M

法检测时应当进行浓缩集菌%

以提高阳性率0

本研究中%

KTPJ()%

培养是诊断分枝杆菌病

的金标准3胞内菌法是一种改良抗酸染色法%即查找

抗酸染色阳性分枝杆菌%也是诊断分枝杆菌病的重

要参考3

L@M

检测阳性同时影像学检查结果支持可

临床诊断为结核病0

KTPJ()%

培养与胞内菌法检

测阳性仅代表分枝杆菌阳性%还需进行菌种鉴定以

区别结核病与非结核分枝杆菌病%以免造成误诊0

笔者单位为结核病三级甲等专科医院%患者大多数

由下级医院根据.

QZ/00

-

/%$2

肺结核诊断/中的

标准诊断为结核病疑似患者时才转诊至我院%且未

确诊的患者大多为具有恶性腹腔积液或流行性脑膜

炎者3另外%我院地处中国西北部%非结核分枝杆菌

病较为少见%感染率仅为
$&?>

#

'

"

/%$

$

'

$(

(

%故在本

次研究患者中未分离出非结核分枝杆菌0因此%

'

种方法特异度与阳性预测值在本次研究中均为

$%%&%%>

0综合性医院在使用以上
'

种方法时%若

检测结果阳性时应当注意参照.

QZ/00

-

/%$2

肺

结核诊断/中的标准做出结核病或者非结核分枝杆

菌病的诊断0

综上所述%胞内菌法检测在实际临床应用中对

体液标本有明显高于传统的抗酸染色的阳性率%且

不亚于或高于结核分枝杆菌培养阳性率%尤其在小

样本量的标本如
@ZW

1心包积液等应用价值较高0

其设备要求不高%操作简单%样本量要求少%特别适

用于广大的基层专科医院及综合性医院专科对结核

性脑膜炎1胸腹膜炎的筛查诊断0但胞内菌法仅能

为结核病的诊断提供参考依据%而无法像结核分枝

杆菌培养与
L@M

那样对结核分枝杆菌的耐药性进

行分析0
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+

改良抗酸染色法在结核性脑膜炎诊断
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+

中国神经精神疾病杂志%

/%$1

%

1%

#

'

$!
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'

'
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第五届耐药结核病防控与诊治新进展研讨会征文通知

由.中国防痨杂志/期刊社1中国防痨协会结核病临床专

业分会1中国医疗保健国际交流促进会结核病防治分会1同

济大学附属上海市肺科医院联合主办的)第五届耐药结核病

防控与诊治新进展研讨会*拟于
/%$0

年
$%

月上旬在吉林省

长春市召开0本届学术会议主题为)耐药结核病的规范诊

治*%大会组委会除了邀请国内外耐药结核病知名的临床1基

础研究1防控专家围绕着这一主题对国内外最新研究动向1

最新理论进行精彩的专题学术讲座外%同时将遴选优秀会议

征文进行大会发言3并且为.中国防痨杂志/组织
$

#

/

期相

应的专题学术重点号0具体征文信息如下!

$+

征文要求!#

$

$稿件要求未在国内外公开发行刊物上

发表#请在文题上方注明)未公开发表%未一稿多投*$3#
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$论

著类稿件需提供全文
g0%%

字左右的摘要%摘要包括目的1

方法1结果和结论%也可仅提供符合上述要求的摘要3#

'

$其

他类型稿件为全文投稿3#

1

$全文
1%%%

字以内%编排顺序为!

题目1邮编1单位#至科室$1姓名1中文摘要1正文1参考文献3

#

?

$本次会议征文不接收通过邮局邮寄的纸质版论文%只接

收
Q"G!

版电子文件3格式为!题目
'

号黑体1正文
?

号宋

体%单倍行距3#

)

$请务必附第一作者与通信作者的通信地

址1联系电话1手机1

567#8

0

/+

征文发送!#

$

$请通过
567#8

发送至联系人邮箱%邮件

注明)耐药结核病会议征文*3#
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$征文截止日期!

/%$0

年
(

月

/%

日0

'+

接收人!郭萌%手机!

$22$0?()$)1

3

567#8

!

:

<"6F-

:::

!

$)'+="6

0

入选论文将纳入会议.资料汇编/%经大会学术委员会评

选出的优秀论文将推荐刊登于.中国防痨杂志/或.结核病与

肺部健康杂志/%并安排大会发言0参加会议者均可获得国

家级继续医学教育学分证书0欢迎结核病临床1基础研究1

防控专家及其他关注本届会议主题的医学工作者积极撰写

会议征文并参加本次论坛0

!中国防痨杂志"期刊社

中国防痨协会结核病临床专业分会

中国医促会结核病防治分会

同济大学附属上海市肺科医院
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