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恒温扩增实时荧光检测技术在

肺结核诊断中的临床价值

倪丽丽 罗柳林景玲杰 张军 陈晋

【摘要】 目的评估RNA恒温扩增实时荧光检测技术(SAT)在临床痰液标本结核分枝杆菌检

测中的价值。方法对2011年9至12月上海『f『J沛科医院230例临床确诊肺结核患者和78例其他

呼吸系统疾病患者的痰液分别用SAT法、BD960培养法、罗氏培养法和集菌涂片法同时进行检测。

SAT法与BD960培养法结果不符标本，再用结核分枝杆菌核酸扩增荧光体外检测试剂盒(PCR-TB)

进行检测，同时对BD960培养阳性菌株和SAT扩增产物进行扩增及测序，对菌种进行鉴定。采用r

检验比较SAT法与上述3种方法对结核病患者的阳性检出率。结果 以Bi)960培养法作为金标准

(剔除BD960培养法巾有7份污染菌)，则SAT方法的敏感度为90．5％(95／105)，特异度为84．2％

(165／196)，阳性预测值为75．4％(95／126)，阴性预测值为94．3％(165／175)。SAT法与BD960培养

法结果符合率为86．4％(260／301)。223份l临床确诊的肺结核患者痰标本SAT法、BD960培养法、罗

氏培养法和涂片法的阳性检出率分别为56．5％(126／223)、45．7％(102／223)、41．7％(93／223)和

37．2％(83／223)，SAT法显著高于其他3种方法，差异有统计学意义(X2=4．087，P<0．05)。结论

SAT技术用于结核分枝杆菌实验室诊断具有特异度高、敏感度好，操作简便、快速，污染率低的特点，

有墨成为实验室诊断的新方法。r中华裣塑茯‘学杂峦，2012，35：702—705)
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(SAT)for detection of Mycobacterium tuberculosis in sputum samples．Methods Sputum specimens from

230 patients with diagnosed tuberculosis and 78 cases of other respiratory diseases during September to

December 20ll were detected using SAT．B13960 culture，LowenStein—Jensen(L．J)culture．and concentrated
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and other three methods for patients with tuberculosis were compared by chi．square teaL Results Using the
results of BD960 culture as the golden standard(7 cases of pollution bacteria in BI)960 culture WaS

叫ected)，the sensitivity，specificity，positive predictive value，and negative predictive value of SAT was

90．5％(95／105)，84．2％(165／196)，75．4％(95／126)．94．3％(165／175)。respectively．The

agreement rate of SAT and BI)960 culture Was 86．4％(260／301)．For 223 tuberculosis patients，the

positive deter·tion rote of SAT．BI)960 cuittut，L-J culture and concentrated smear was 56．5％(126／223)，

45．7％(102／223)，41．7％(93／223)and 37．2％(83／223)respectively．The positive detection rate of

SAT is significantly higher than the other three metheds(置2=4．087．P<0．05)．Conclusion SAT，as a
new technology．for laboratory．diagnosis of TB．has high specificity and sensitivity．11Ie operation is fast and

simple．and the pollution tale is low．It is a promising laboratory diagnosis method．(Chin J厶16 Med，2012，
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结核病在全球的广泛流行，严重危害着人类的

健康，成为全球重大的公共卫生问题和社会问题。

中国是全球结核病高发的国家之一，2010年全困第

5次结核病流行学调查显示。我国活动性肺结核患

病率为459／100 000，其中传染性肺结核患病率为

66／100 000⋯。目前临床上常用方法为结核菌集菌

涂片法、BD培养法、罗氏培养法，但是上述3种方法

各有其自身的优缺点。直接涂片法适合于各类标

本，操作简便、快速，价格低廉，适合于在各级实验室

开展，但其敏感度低，通常每毫升含5000～10 000条

以上抗酸染色才可得到阳性结果；特异度也较差，不

能区分结核和非结核分枝杆菌，且镜下只能观察菌

体形态，不能辨别是否活菌。培养法是结核病诊断

的金标准，但由于检测时间需1—2个月，快速培养

法虽然比传统的罗氏培养法缩短了很多悼1，仍需平

均18 d，远远不能达到结核病早期诊断的要求。阴

性确认仍需6周，且只能诊断分枝杆菌病，菌种无法

确定。本研究采用RNA恒温扩增实时检测

(simultaneous amplification and testing，SAT)新技术

检测临床痰液中的结核分枝杆菌，并对结果进行统

计学分析，探讨SAT对结核病的临床诊断价值。

对象与方法

一、对象

1．肺结核组：上海市肺科医院201 1年9至

12月住院的临床肺结核患者230例，其中男108例，

女122例；年龄20～78岁，平均(45土12)岁；结核病

的诊断标准参照文献[3]。

2．对照组：上海市肺科医院2011年9月住院

的肺部其他疾病患者78例，其中男42例，女36例；

年龄28～71岁，平均(41±15)岁；37例为肺部肿瘤

患者，4l例为其他呼吸系统疾病，包括肺部炎症、支

气管扩张、慢性阻塞性肺疾病以及结节病等。本研

究经上海市肺科医院伦理委员会批准，所有患者均

签署知情同意书。

二、方法

1．试剂与仪器：改良罗氏培养基为上海市肺科

医院检验科自制，制备方法参照文献[2]；300 W水

浴超声仪，罗氏Lightcycler 480仪，SAT试剂盒(批

号为：201 10901)购自中国上海f■度生物科技有限公

司；Bactec MGIT 960分析仪．Bactee MGIT试剂盒

(批号为：201 10623)购自碧迪医疗器械上海有限公

司；结核分枝杆菌核酸扩增PCR荧光体外试剂盒

(以下简称：PCR-TB，批号为：20110802)购自凯杰生

物T程有限公司。

2．测序验证：所有BD960培养法和SAT法检

测结果不一致的标本均进行PCR—TB检测，同时培

养阳性菌株根据参考文献[4]的方法进行16sRNA

扩增及测序，进行菌种鉴定；对SAT法阳性标本，将

SAT—TB扩增产物纯化后以5 7．AAlT兀'AATACGACTC

ACTAT．3’和5’．CTGGGAAACTGGGTCTAATAG-3’为

引物扩增后测序。

3．操作过程：将10 ml痰标本加入到50 ml无

菌蝮料离心管内，加入等体积的NALC—NaOH溶液

消化处理20 min，607×g离心15 rain，保留沉淀，

10 ml牛理盐水洗涤1次，以2 ml生理盐水重悬沉

淀。然后分为5等分，分别用于荧光镜检、SAT法、

BD960培养法、罗氏培养法和备用。如同一份标本

发现BD培养法与SAT法结果不一致时，则用PCR—

TB法对备份样品进行检测。

4．标本处理：将待测标本l 1 400×g离心

5 rain，弃上清，加入50“l结核分枝杆菌核酸提取液

重悬后，超声处理15 min，11 400×g离心10 min备

用。阳性对照为活的H，，Ra，阴性对照为无菌水，同

标本处理方法一致。

5．扩增检测：取2斗l处理物加入30斗l扩增检

测液，引物浓度和探针浓度0．5 mmol／L。引物序列

为5’一AATT_11AATACGACTCACTATAGGGAGAGTAGG

CCGTCACCCCACCAACAAGCTG一3’和5’-CTGGGAAA

cTGGGTCTAATAC-3’，探针序列为5'-CCAGCCACGG

GAUGCAUGCUGG-3’。置Roche 480荧光检测仪立

即检测。

6．结果判断：样本曲线与阈值曲线交叉点的横

坐标读数(检测时间)为dt，若dt≤35 rain为阳性；dt

>40 rain为阴性；在35～40 min之间的样本建议重

新检测，以复测值为准。

7．统计学方法：采用SPSS 13．0统计软件进行

统计学分析。以BD960培养法结果作为金标准，计

算SAT法的敏感度、特异度、阳性预测值、阴性预测

值。SAT法和BD960培养法、罗氏培养法和集菌涂

片法的阳性检出率比较采用为，检验，以P<0．05

为差异有统计学意义。

结 果

一、SAT法的敏感度与特异度

对230份临床肺结核患者痰液标本用4种方法

同步检测。以B1)960培养法作为金标准，剔除

BD960培养法中有7份污染菌，则SAT法的敏感度
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为90．5％(95／105)，特异度为84．2％(165／196)，

阳性预测值为75．4％(95／126)，阴性预测值为

94．3％(165／175)：以临床诊断作为金标准，则SAT

法的敏感度为56．5％(126／223)，特异度为100％

(78／78)，阳性预测值为100％(126／126)，阴性预测

值为44．6％(78／175)，见表l。

表1 SAT法与BD960培养法和临床诊断结果对比(例)

二、4种检测方法的比较

在临床确诊肺结核患者痰标本中SAT法、

BD960培养法、罗氏培养法和集菌涂片法的阳性检

出率分别为56．5％(126／223)、45．7％(102／223)、

41．7％(93／223)和37．2％(83／223)，SAT法显著高

于其他3种方法，差异具有统计学意义(，=4．087，
P<0．05)，见表2。

表2 4种检测方法对223例肺结核患者的阳性检出率

及检测时间的比较

三、PCR—TB法检验结果

BlY)60培养法与SAT法结果不符有43份，用

PCR．TB法进行结核分枝杆菌DNA检测，同时采用

16sRNA扩增测序进行菌种鉴定，鉴别结核分枝杆

菌和非结核分枝杆菌，见表3。

讨 论

防治结核病最重要的问题之一是早期发现，能

够快速查出各类临床标本中的结核分枝杆菌，以供

临床医生及早做出正确诊断，一直是结核病研究领

域需要持续改进的重要课题。与培养法相比，核酸

表3 BD960培养法与SAT法不符的标本检测结果

注：1VI'M：非结核分枝杆西；MTB结核分枝杆菌；SAT法：RNA恒

温扩增实时荧光检测技术：PCR-TB：核酸扩增PCR荧光体外检测

法；+：检测结果阳性；一：检测结果阴性；测序结果中，BD960法采用

菌株测序、SAT法采用扩增产物副序

扩增技术具有快速和敏感度高的优势¨J¨。目前国

内外已商品化的结核分枝杆菌核酸检测试剂多为依

靠PCR扩增的实时荧光检测试剂盒，其靶标为

DNA∞剖，但有其局限性，如污染造成假阳性、检测步

骤繁琐，需专门实验仪器设备等。Vail der Vliet

等¨21在1994年通过体外扩增16s rRNA进行分枝

杆菌活性检测和药敏试验。由于RNA分子半衰期

短，仅存在于有代谢活性的菌体中，实验证实RNA

分子是结核分枝杆菌活菌的标志，为结核病的早期

诊断提供了新思路。

本研究采用SAT技术，并与临床上常规检验法

进行比较，对结核病早期诊断的临床价值进行了探

讨。结果显示，以BD960培养法作为金标准，SAT

法与BD960培养法结果符合率为86．4％(260／

301)。尽管长期以来培养法检测结核分枝杆菌作

为诊断结核分枝杆菌的金标准，但罗氏培养基的营

养条件有限，检测临床标本中的结核分枝杆菌敏感

度偏低，需1～2个月；现今BD960培养法已能大大

缩短检测时间，但仍需2—4周左右，同时由于培养

阳性菌株中包括结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌，

存在着特异度低的缺点，且2种方法易受标本留取

不当等因素影响而导致出现污染菌，301份临床标

本中，BD960培养法和罗氏培养法分别出现了7份

(2．3％)和6份(2．0％)污染菌，故在计算敏感度和

特异度时将这7份标本剔除，发生此种情况易造成

病情诊断和治疗时间上的延误。上述缺点导致许多

研究出现评价方法与培养法结果符合率较低的问

题‘8‘12]，因此本研究选用已经商品化的PCR—TB试

剂盒，对BD960培养法与SAT法结果不符合的

43份标本用PCR—TB法进行检测评价，并通过测序

验证进行菌种鉴定。

在肺结核组223份痰标本中，BD960培养阳性
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的102份中SAT阳性95份，阴性7份；BD960培养

阴性的121份中SAT阳性31份，阴性90份。对照

组78份痰标本中，BD960培养阳性3份，阴性

75份，SAT均为阴性。如以BD960培养法作为金标

准，则SAT法的敏感度为90．5％(95／105)，特异度

为84．2％(165／196)，阳性预测值为75．4％(95／

126)，阴性预测值为94．3％(165／175)。如以临床

诊断作为金标准，则SAT法的敏感度为56．5％

(126／223)，特异度为100％(78／78)，阳性预测值

为100％(126／126)，阴性预测值为44．6％(78／175)。

BIY)60培养法与SAT法结果不符有43份。在

结核组中，2份培养法(BD960培养法35 d出现阳

性和罗氏培养法45 d出现阳性)和PCR—TB法均为

阳性而SAT法却为阴性，可能是由于标本中菌活力

较差或存在扩增抑制因子，或者核酸抽提效率不高

造成，经查病史资料显示患者为复治患者，已用药近

3～5周，因此该结果提示应在SAT法检测体系中加

入质量控制扩增体系，以更加有效地判断SAT法阴

性检测结果；7例培养法阳性(BD960培养法和罗氏

培养法中至少1种方法阳性)，而SAT法和PCR．TB

法均为阴性，经菌型鉴定确认为非结核分枝杆菌，其

主要原因是培养法阳性只表明是分枝杆菌。不能区

分结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌，而核酸检测技

术是针对结核分枝杆菌特有的16s RNA或DNA进

行扩增，故特异度高，不易出现假阳性；26例培养法

均为阴性而SAT法和PCR．TB法均为阳性，经SAT

扩增产物纯化后测序均鉴定为结核分枝杆菌，显示

SAT扩增过程本身具有较高的敏感度。

3例集菌涂片法为阳性，PCR-TB法部分阳性

(1例阳性、2例阴性)而培养法和SAT法均为阴性。

根据van der Vliet等¨引的报道，可能菌株均为没有

代谢活性的死菌，只是培养未能得出阳性结果，因此

临床上经药物化疗后仍为涂阳培阴的患者，可以用

SAT法来鉴定痰液中结核菌是否为活菌，可以用于

临床药物疗效的观察。2例BD960培养法及PCR．

TB法均为阴性而SAT法却为阳性，其可能原因为

标本中菌量较少或菌活力较差而导致在培养基中无

法生长．两SAT法检测是对标本中结核杆菌16s

RNA进行扩增，且活菌中16s RNA拷贝数比DNA

的拷贝数高，使得SAT的检测敏感度较以DNA为

检测靶标的PCR-TB的检测敏感度高，因此出现

SAT法阳性而PCR-TB阴性。在78例对照组中，

3例培养法均为阳性而SAT法和PCR．TB法均为阴

性，经基因测序鉴定确认为非结核分枝杆菌，再次说

明了培养法不能区分结核分枝杆菌和非结核分枝杆

菌，而SAT法不易出现假阳性，特异度较高。

SAT法检测标本的前处理过程与BD960培养

法基本相同，菌体裂解过程仅需15 rain超声裂解。
检测时间仅需1 h，操作简便、快速，并采用42℃恒

温扩增，起始靶标和扩增产物都是RNA，可直接检

测细菌活性，突出了活菌的价值和临床意义【6引；而

且由于自然条件下，RNA很容易降解，能方便地解

决污染问题。

综上所述，SAT技术检测痰液标本中结核分枝

杆菌特异度高，敏感度好，污染率低，检测时间较短，

且在一般实验室用常规配备的实时定量PCR仪即

可进行检测，该方法是一种较有前景的实验室诊断

方法。
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