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实时荧光核酸恒温放大检测（ＳＡＴ）法
对肺结核诊断价值的研究

沙巍　何娅　蒋瑞华　方勇　景玲杰　韩敏　肖和平

【摘要】　目的 检测实时荧光核酸恒温放大检测（ＳＡＴ）法对结核病诊断的作用。方法 收集１７２例疑似肺

结核患者的痰液标本２份／例，１份进行涂涂片金－胺染色，另一份进行罗氏培养基培养与菌种鉴定及ＳＡＴ法检测

结核分枝杆菌，如ＳＡＴ法和培养结果不符合则使用痰荧光定量ＰＣＲ法（ＦＱ－ＰＣＲ）进行复核。结果 １７２例入组患

者中有１５６例根据临床及实验室结果确诊为肺结核病。如果以 Ｍｔｂ培养鉴定结果和荧光ＰＣＲ结果作为判定金标

准，ＳＡＴ检测的敏感度和特异度分别为９７．８％（８９／９１）和９７．５％（７９／８１）。如以临床诊断为标准，ＳＡＴ诊断结核

的敏感度为５８．３％（９１／１５６），特异度为１００．０％（１６／１６）。对于痰菌阳性肺结核患者，ＳＡＴ 阳性率为８４．９％
（７９／９３）；对于痰菌阴性患者，ＳＡＴ的阳性率为１９．０％（１２／６３）。结论 ＳＡＴ法可以作为临床对结核病的辅助诊

断方法。
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痰标本培养出 Ｍｔｂ是肺结核诊断的“金标准”，
但是固体培养与菌种鉴定需要６～８周的时间，即便
使用ＢＡＣＴＥＣ　９６０技术，也需要３～６周，往往会延
误诊治。分子生物学技术进行核酸检测以其高灵敏
度、快速等优点而广泛应用于临床，因而将其作为对
结核病的辅助诊断手段之一。传统的分子生物学方
法为扩增 Ｍｔｂ特异性的ＤＮＡ片段并进行探针杂交
或进行荧光定量检测，目前以 Ｍｔｂ的ＲＮＡ为标靶
进行恒温 扩增的技术 ［如环介导恒温扩增法

（ＬＡＭＰ）［１］和实时荧光核酸恒温放大技术（ｓｉｍｕｌｔａ－
ｎｅｏｕｓ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｅｓｔｉｎｇ，ＳＡＴ）］因简化了扩
增和检测方法而受到关注。笔者采用ＳＡＴ技术对
疑似结核病患者的痰标本进行检测，并与传统分枝
杆菌培养和鉴定法及ＦＱ－ＰＣＲ法作为对照。

材料和方法

１．主要试剂：Ｍｔｂ核酸检测试剂盒（ＲＮＡ恒温
扩增）（批号：２０１００５０１，商品名ＴＢ－ＳＡＴ）由上海仁
度生物科技有限公司生产；Ｍｔｂ荧光ＰＣＲ诊断试剂
盒由深圳凯杰生物工程有限公司生产［称为“结核分
枝杆菌核酸检测试剂盒（ＰＣＲ－荧光探针法）”］。

２．标本来源：２０１０年４月至６月在上海市肺科
医院结核科住院治疗的疑似肺结核患者的痰液标本
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共１７２例，每例患者在同一天晨起后留痰液２份。
其中男１２３例，女４９例；年龄最小１３岁，最大９１
岁，平均年龄（４３．１＋１８．８）岁。

３．标本采集：患者晨起立即用清水漱口后，咯出
痰液，量约５ｍｌ。根据我国《结核病诊断细菌学检验
规程》［２］进行处理，并将标本分为３份，一份在改良
罗氏培养基上培养，一份进行 ＴＢ－ＳＡＴ检测，一份
作为ＦＱ－ＰＣＲ待测标本在－２０℃进行保存。然后
患者另留痰进行金－胺荧光染色。所有患者标本均
进行荧光染色、固体培养基培养和ＳＡＴ检测，固体
培养结果为阳性者进行菌种鉴定。如 ＴＢ－ＳＡＴ和
培养结果不符合则使用ＦＱ－ＰＣＲ检测进行复核。

４．肺结核病诊断：根据《肺结核诊断和治疗指
南》［３］对被检查者进行是否患肺结核进行诊断。

５．ＴＢ－ＳＡＴ法：根据试剂盒说明书进行操作，将
预处理的样本按１∶１００的比例用ＴＢ稀释液进行
稀释，放入超声波清洗器中进行超声处理１５ｍｉｎ，超
声功率为３００Ｗ。超声结束后，取２μｌ处理物加入

３０μｌ扩增检测液中，开启恒温荧光检测仪器，按仪
器操作手册设定反应程序，荧光素通道设定为ＦＡＭ
（６－羧基荧光素）４２℃１ｍｉｎ，４０个循环；荧光信号收
集每分钟进行一次，共检测４０次。反应结束后置于
恒温混匀仪上４２℃保温５ｍｉｎ；同时将ＳＡＴ酶液也
预热到４２℃加入反应管，快速转至恒温荧光检测仪
上进行检测。

６．ＦＱ－ＰＣＲ：根据试剂盒说明书进行操作，将预
处理标本离心处理后，弃上清，加入ＤＮＡ提取液提
取样本ＤＮＡ，加入ＴＢ－ＰＣＲ反应液、Ｔａｑ酶及尿嘧
啶－Ｎ－糖基化酶（ＵＮＧ），置于荧光ＰＣＲ检测仪上进
行扩增。扩增条件为：３７℃，５ｍｉｎ；９４℃，１ｍｉｎ；

９５℃，５ｓ；６０℃，３０ｓ；４０个循环。

７．统计学方法：计算ＳＡＴ检测痰样本的灵敏度
及特异度。统计学分析采用ＳＰＳＳ　１３．０软件，采用

χ
２ 检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

一、入组患者情况
共入组患者１７２例，其中１５６例最终诊断为肺

结核，其中痰涂片金－胺染色阳性７４例，培养阳性并
鉴定为 Ｍｔｂ感染者７１例。其余１６例中有２例为
非结核分枝杆菌病，１例隐球菌肺病，３例支气管扩
张，１例肺癌，其余９例为支气管肺炎。
二、１７２例患者ＴＢ－ＳＡＴ检测与 Ｍｔｂ培养鉴定

结果的比较

见表１。

表１　ＴＢ－ＳＡＴ检测与 Ｍｔｂ培养鉴定结果的比较（例）

比较项目及结果 培养鉴定阳性 培养鉴定阴性 合计

ＴＢ－ＳＡＴ检测阳性 ６７　 ２４　 ９１

ＴＢ－ＳＡＴ检测阴性 ４　 ７７　 ８１

合计 ７１　 １０１　 １７２

三、ＴＢ－ＳＡＴ与培养＋荧光ＰＣＲ检测结果的比较

ＴＢ－ＳＡＴ检测的结果如果与培养鉴定的结果不一
致，即行荧光ＰＣＲ复检。如果以Ｍｔｂ培养鉴定结果和

ＰＣＲ检测结果作为判定金标准（培养阴性而ＳＡＴ检测
阳性的差异样本以ＰＣＲ检测结果为准）（表２），ＴＢ－
ＳＡＴ检测的敏感度和特异度分别为９７．８％和９７．５％。

表２　ＴＢ－ＳＡＴ检测与 Ｍｔｂ培养与荧光ＰＣＲ
检测结果的比较（例）

比较项目及结果 培养＋ＰＣＲ阳性 培养＋ＰＣＲ阴性 合计

ＴＢ－ＳＡＴ阳性 ８９　 ２　 ９１

ＴＢ－ＳＡＴ阴性 ２　 ７９　 ８１

合计 ９１　 ８１　 １７２

四、ＴＢ－ＳＡＴ检测对肺结核患者的诊断价值

１．ＳＡＴ检测１７２例患者的结果：见表３。

表３　ＴＢ－ＳＡＴ检测与 Ｍｔｂ培养的结果比较（例）

比较项目及结果
Ｍｔｂ培养结果

结核病 非结核病
合计

ＴＢ－ＳＡＴ阳性 ９１　 ０　 ９１

ＴＢ－ＳＡＴ阴性 ６５　 １６　 ８１

合计 １５６　 １６　 １７２

从表３可见，ＴＢ－ＳＡＴ检测诊断结核病的敏感
度为５８．３％。在非结核患者中，ＴＢ－ＳＡＴ检测无一
例为阳性，因此其特异度为１００．０％。

２．ＴＢ－ＳＡＴ检测结果与痰涂片与培养结果的对
比：在１５６例结核病患者中，ＴＢ－ＳＡＴ检测的阳性率
为５８．３％（９１／１５６），高于痰涂片阳性率（４７．４％，

７４／１５６），但差异没有统计学意义（χ
２＝３．７２，Ｐ＝

０．０５４）。但与痰培养阳性率（４５．５％，７１／１５６）比较，
差异有统计学意义（χ

２＝５．１４，Ｐ＝０．０２３）。

３．ＴＢ－ＳＡＴ检测在不同肺结核病患者中的检测
结果：见表４所示。

表４　不同类型肺结核病患者ＴＢ－ＳＡＴ检测阳性率

患者类型 例数
ＴＢ－ＳＡＴ检测
阳性例数

阳性率
（％）

痰涂片阳性 ７４　 ６３　 ８５．１

痰涂片阴性 ８２　 ２８　 ３４．１

痰培养阳性 ７１　 ６７　 ９４．４

痰培养阴性 ８５　 ２４　 ２８．２

痰菌阳性 ９３　 ７９　 ８４．９

痰菌阴性 ６３　 １２　 １９．０
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讨　　论

ＳＡＴ方法是基于 ＴＭＡ （ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｍｅｄｉａ－
ｔｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）［４－５］恒温扩增技术发展起来的一
项新的核酸检测技术。其原理是通过设计特异性的

Ｍｔｂ核糖体 ＲＮＡ 扩增引物及优化探针（ｏｐｔｉｍａｌ
ｐｒｏｂｅ，ｐａｔｅｎｔ　ｐｅｎｄｉｎｇ）技术，使用 Ｍ－ＭＬＶ反转录
酶及极高转录活性的Ｔ７ＲＮＡ多聚酶来同时实现
核酸恒温扩增和仪器实时荧光检测，能够快速、直观
地反映样本中 Ｍｔｂ的感染情况。与传统的基于

ＤＮＡ为模板的核酸扩增技术相比，其优点在于：
（１）恒温扩增一方面可以降低对仪器的要求，另一方
面亦使得操作简便化，提高检测稳定性和结果准确
性。（２）起始靶标为 ＲＮＡ，由于 ＲＮＡ在环境中极
易降解，可有效避免污染。（３）由于 Ｍｔｂ死亡后

ＲＮＡ便降解，因此ＲＮＡ只在活菌中存在，ＳＡＴ法
尚可作为疾病活动性及用药之后疗效的监测，以及
判断治愈与否的辅助诊断方法［６］。（４）在扩增的过
程中采用了荧光标记的ＲＮＡ探针，可同步检测扩
增信号。
本研究中，ＴＢ－ＳＡＴ试剂盒对于结核病诊断的

总灵敏度为５８．３％，特异度为１００．０％。其灵敏度
与既往文献中荧光定量ＰＣＲ检测对结核病诊断的
灵敏度相近［７－８］；其特异度达到了１００．０％，其特异
度高的原因可能是由于该检测的是ＲＮＡ，操作中污
染的可能减少，假阳性较少；亦不排除是由于本研究
的选例范围是在结核科住院治疗的疑似肺结核的患

者，而最终确诊为肺结核的患者占多数，仅有１６例
为非肺结核，研究中阴性病例样本量较少的原因所
致。在非结核病中有２例是涂片和培养均为阳性但
菌种鉴定为非结核分枝杆菌的患者，其ＳＡＴ结果为
阴性，故此方法在快速鉴别非结核分枝杆菌和 Ｍｔｂ
时可能具有一定的辅助诊断作用，但需扩大样本进
一步进行研究。本研究还发现，ＴＢ－ＳＡＴ法对于痰
菌阳性患者的阳性率为８５．１％，亦与既往的荧光定
量ＰＣＲ结果相近［７－８］。但从痰菌阳性患者来看，有

１６例患者是痰涂片阳性而培养阴性者，即痰涂片阳
性可能为死菌所致，因此ＴＢ－ＳＡＴ的阳性率并不是
很高，但在痰培养阳性患者中ＴＢ－ＳＡＴ的阳性率就
达到了９４．３％，这亦部分证明了此方法可以排除样

本中由于死菌的存在而导致的假阳性。ＴＢ－ＳＡＴ法
对于痰菌阴性患者阳性率为１９．０％，说明对于痰菌
阴性患者仍可使用此方法检测出样本中 Ｍｔｂ－ＲＮＡ
的存在，但是总体来说ＴＢ－ＳＡＴ法对痰菌阴性患者
的敏感度仍较低，这也是目前分子生物学检测试剂
盒只能作为临床辅助诊断的原因之一，亦是将来改
进试剂盒的方向。

ＴＢ－ＳＡＴ试剂盒是我国自行研制的具有自主知
识产权的试剂盒，它的方法与ＬＡＭＰ类似，只是所
用于检测的化学基团不同。用于检测泌尿生殖道淋
球菌感染的ＳＡＴ试剂盒已上市，其灵敏度和特异度
都非常高［６］。
综上所述 ＴＢ－ＳＡＴ试剂盒对于结核病诊断的

特异度较高，灵敏度和既往以ＤＮＡ为模板的荧光

ＰＣＲ相类似，可以作为临床结核病诊断的辅助方
法。基于其是以 ＲＮＡ为模板，即检测是否存在活
菌的特性，此方法尚可用于结核活动性或疗效评价
的指标，但尚需进一步的临床试验证实。
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