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讨 论

LI一 是 CX C细胞因子家族成员
,

是介导炎症反应的主要

细胞因子
。

I L
一

8 主要功能是趋化多种免疫细胞至感染部位吞

噬并杀伤病原菌
。

同时
,

在感染部位也会进一步导致细胞脱

粒
,

通过活化 NA D P H 氧化酶促进超氧化物和 H
2 0 :

的形成
,

并

引发呼吸爆发
。

肺结核是一种由 M ht 引起的传染性疾病
,

因

此发病期间病原菌感染及组织病理损伤都会引起感染部位

LI 名 的高表达
。

在体外培养实验中
,

多种免疫细胞只有在 M tb

刺激时才会产生大量的 LI 一
,

而没有刺激时 IL
一

8 表达量很

低〔4
一 6 ]

。

免疫组化结果表明
,

肺结核患者淋巴结及肉芽肿组

织中均有 IL
一

8 表达川
。

在临床样本检测中
,

结核病患者支气

管灌洗液
、

外周血 B 细胞
、

外周血单核细胞等样品中 IL
一

8 表达

量均高于正常人的样品〔’
一 , 1

。

此外
,

因结核病死亡的患者血

浆中 LI 一 比存活的患者有显著提高 8[]
。

这些结果提示
,

LI -8

表达与 M ht 感染
、

结核病发病以及结核病严重程度相关
。

但

是
,

IL
~

8 表达与肺结核转归及治愈之间是否存在相关性
,

能否

成为评估指标还需要进一步研究
。

因此
,

本研究纳人了不同

临床背景肺结核患者与健康人
,

不同病程肺结核患者
,

探讨了

LI
一

8 表达变化与肺结核转归及治愈之间的相关性
。

在比较健康人
、

病情缓和的肺结核患者以及病情严重

的肺结核患者外周血 LI 一 表达水平时
,

笔者发现用 P B S 处

理的血 液样 品中 LI 一 表达在三组 中没有显著变化 ( 尸
>

0
.

05 )
,

而用 M ht 总蛋白刺激后的血液样品三组之间呈现显

著的不同 (尸
< 0

.

05 )
,

且 LI 名 表达水平与病情严重程度正

相关 ( 图 1 )
。

这个结果表明
,

结核病患者外周血 LI 名本底

表达与病情严重程度没有相关性
,

但是针对 M山抗原刺激

后的 IL
一

8 表达水平是有相关性的
。

一般认为
,

外周血细胞

中对 LI 一表达起主要贡献作用的是单核细胞
。

笔者在前期

工作中纳人了 7 69 例健康人及 5 47 例结核病患者
,

检测 了

两组外周血细胞中的单核细胞数量
。

结果显示
,

肺结核患

者平均值为 (0
.

45 士 0
.

17 )
x 10

6

个 / ml
,

健康人平均值为

( 0
.

35 土 0
.

1 1 ) x 10 6

个 / m l
。

在本研究中肺结核患者 I L -8

表达量平均值为 ( 39
.

6 土 52
.

2 )
n
岁 nil

,

健康人 LI 一 表达量

平均值为 (7
.

1 土 6
.

3)
n岁ml

。

虽然肺结核患者相比健康人

单核细胞数量提高 1
.

2 倍
,

但是 LI 一 表达量确升高 5
.

6 倍
。

因此
,

笔者认为肺结核患者外周血单核细胞对于 Mt b 抗原

刺激更敏感
,

LI 名 诱导表达量更高
。

笔者还纳入了 8 个肺结核患者
,

跟踪观察了治疗前
、

治

疗中以及治愈后外周血 IL S 表达水平变化
。

结果显示
,

肺结

核患者在发病期 LI 一 表达量均处于高位
,

而治愈后 Ll 一 表

达显著降低
,

回到健康人的表达水平 ( 图 2 )
。

因此
,

笔者认

为 I L
一

8 与肺结核治愈状态相关
。

综上所述
,

本研究结果表明 M ht 抗原刺激后的外周血

Ll
一

8 表达水平与肺结核病情严重程度相关
,

且与肺结核发病

状态及治愈状态相关
,

具有成为评估肺结核病情转归新指标

的良好前景
。
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实时荧光核酸恒温扩增检测技术在肺结核临床诊断中的价值研究
张娟 孙炳奇 李莹 孙秀华 马静红 孙娇 王悦 邢黎莉

( 11 以润4 沈阳市胸科医院结核病实验室 )

摘要 目的 用实时荧光核酸恒温扩增检测技术检测痰标本中的 Mt b
,

并评估其用于结核病诊断的价值
。

方法

17 3 份疚液标本取自沈阳市胸科 医院的肺结核患者
,

分别用金胺
“
O

”

荧光染 色
、

实时荧光核酸恒温扩增检测技术

( SA T) 和 M G rr 960 培养法检测
。

采用 M
c N e m ar 检验比较三种方法对结核病患者的 阳性检 出率

。

结果 173 例入组

肺结核患者疚标本中
,

SAT 法对 TB 的检出率为 49
.

1%
,

高于金胺
“
O

”

荧光染色法 ( 34
.

1%
,

尸 < 0
.

00 1) 和 M GI T % O
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培养法 ( 4 0
.

5 %
,

尸 二 0
.

01 7)
。

而 MGI T 96 0 培养法 与金胺
“
0

”

荧光染色法 的检 出率差异没有统计学意义 (尸 二

0
.

207 )
。

其中
,

S AT 法与金胺
“
0

”

荧光染色法结果符合率为 69
.

94 % ( 121 l/ 73 )
,

SA T 法与 M GI T % 0 培养法的符合率

为 7 9
.

7 7% ( 1 38 / 17 3 )
。

结论 SAT 法可以作为临床对结核病的辅助诊断方法
。

关键词 实时荧光核酸恒温扩增检侧技术 ;结核 ;诊断

基金项目 沈阳市科技计划项 目( F 1 2 一 255
一

1
一

oo )

通信作者 孙炳奇
,

Em 苗 l : s u n b qZ o以 @ 163
.

C o m

于金胺
“
O

”

荧光染色法和 M GI 钩 60 培养法
。

2
.

SA T
一

T B 与金胺
“
0

”

荧光染色检测结果比较
: T B

一

S AT

检测方法与金胺
“
O

”

荧光染色相 比
,

两种方法总符合率为

69
.

94% ( 0
.

63 1一
,

0
.

76 77 )
。

两 种 方 法 的 检 出 率 通 过

M
c N e m盯检验

: 尸 < 0
.

001
,

差异具有统计学意义 (表 1 )
。

表 1 S A T
一

T B 与金胺
“
0

”
荧光染色检测结果比较

金胺 O 染色
比较项目及结果 合计

阳性 阴性

85887539463l

结核病又称为瘩病
,

是由结核分枝杆菌引起的一类呼吸

道传染性疾病
,

严重危害人们的身体健康
。

中国是全球结核

病高发的国家之一
,

201 0 年全国第 5 次结核病流行学调查显

示
,

我国活动性肺结核患病率为 4 59 / 10 万
,

其中传染性肺结

核患病率为 66 / 10 万 〔’ 〕 。

结核分枝杆菌 (Mt b) 检测是结核病

诊断的重要依据
,

结核病患的快速诊断在提高患者的生活质

量以及减少结核病传播方面有着重要的意义
。

目前
,

临床工

作中对结核分枝杆菌常用的检测方法有涂片抗酸染色法和

培养法
。

涂片抗酸染色法
,

操作简单
,

但敏感度低和特异度

较低 ; 培养法是结核病诊断的金标准
,

然而耗时较长
,

无法满

足快速诊断的要求
。

随着分子生物学的发展
,

尤其是 P C R

技术的广泛应用
,

结核病的快速诊断成为可能
。

实时荧光核

酸恒温扩增检测技术 ( S im
u lt a n e o u s Am p l i

e a t i
o n a n d 服

s t in g
,

SA T )是近年来在 P C R 基础上发展而来的针对 R NA 的检测

技术 L’ 〕 ,

本研究采用 s AT 技术对临床痰液样本进行检测
,

并

与金胺
“
0

”

荧光染色
、

B D 960 液体培养法法进行对比
,

以评

估 SA T 技术在肺结核临床诊断中的价值
。

材料和方法

1
.

临床样本来源
: 201 2 年 12 月至 201 3 年 3 月期间在沈

阳胸科医院住院治疗的疑似肺结核患者的痰液标本共 17 3

例
,

其中男性 114 例 ( 65
.

9 % )
,

女性 59 例 34
.

1% ) ;年龄最小

13 岁
,

最大 89 岁
,

中位值为 53 岁
。

2
.

样本采集
:
患者晨起立即用清水漱 口后

,

咯出痰液
,

量

约 s ml
,

根据我国《结核病诊断细菌学检验规程》进行处理
,

并将标本分为 3 份
,

一份用于涂片检查
,

一份进行 T B
一

SAT 检

测
,

一份用于 M GI T % 0 液体培养
。

3
.

主要试剂及仪器
:

分枝杆菌细胞破碎仪 (超声功率

300 w )
,

西安天隆 T L 一 98 8 型 P CR 仪
,

T B
一

SA T 购 自自上海

仁度生物科技 有限公司 ; B ac t e e
M G IT 960 分析仪 ; B

a e t e e

M G TI 试剂盒购 自)购自碧迪医疗器械上海有限公司
。

4
.

检测方法
:

痰涂片抗酸染色法 (金胺 0 )按照中华人民

共和国卫生行业标准 ( W S288 一 2008 ) 进行
,

s AT 法及 D9 60

液体培养法分别按照产品说明书进行操作
。

5
.

统计学分析
:

采用 SP SS 13
.

0 统计学软件进行数据

分析

结 果

1
.

T B
一

SA T 检测
、

金胺
“
O

”

荧光染色
、

B D 9 60 检测阳性

率
:
17 3 例确诊肺结核的患者中

,

通过 TB
一

SA T 法检测 出 85

例患者阳性 ( 49
.

13 % ) ;通过金胺
“
0

”

荧光染色法检出 59 例

患者阳性 ( 34
.

1% ) ; 通过 M GI T 960 培养法检测出 70 例患者

阳性 ( 40
.

46 % )
。

T B
一

SA T 法对肺结核的阳性检出率明显高

S AT

阳性

阴性

合计

3
.

S AT
一

T B 与 M G IT 960 培养法检测结果比较
:
T B

一

S AT

法与 M GI 四 60 培养法相 比两种方法 总符合率为 79
.

77 %

( 0
.

7 37 8
,

0
.

8 57 6 )
,

两种方法的检 出率通过 M e N e m ar 检验
:
P

二 0
.

01 7
,

差异性具有统计学意义 (表 2 )
。

表 2 S A T- T B 与 M G rr , 60 培养法检测结果比较 (例 )

BD 9 60 检测
比较项 目及结果 合计

阳性 阴性

85882578600l

T B
一

SA T检测

阳性

阴性

合计

4
.

M GI T 9 60 培养法与金胺
“

O’
’

荧光染色检测结果比较
:

MGI T 96 0培养法与金胺
“
0

”

荧光染色相比
,

两种方法的总符

合率 为总符合率 63
.

58 % ( 0
.

564 1
,

0
.

7 075 )
。

两种方法的检

出率 M
c
N

e m ar 检验
: 尸 =

0
.

207
,

差异没有统计学意义 (表 3 )
。

表 3 M G IT 9 6 0 培养法与金胺
“

o’
,

荧光染色检测结果 比较《例 )

金胺
”

口
,

荧光染色
比较项 目及结果 合计

阳性 阴性

3777

26一59

M G TI 96 1)

阳性

阴性

合计

70

10 3

17 3

讨 论

临床检验工作中能够快速查出结核病患者标本中的结

核分枝杆菌
,

对于结核病的诊断及快速阻断结核病的传播有

重要意义
。

目前临床实践中常用的方法是涂片抗酸染色法

和培养法
。

涂片抗酸染色法
,

操作简单
,

但敏感度低和检出
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率较低 〔’ 一 4 ],

且不能辨别活菌和死菌
。

培养法是结核病诊断

的金标准
,

但往往需要 1 到 2 个月的时间 5[]
,

无法满足快速

诊断的要求
。

随着分子生物技术的发展
,

尤其是 P CR 技术
,

以其灵敏
、

特异
、

快速的特点而广泛应用于临床检测 〔6
一 “ 〕

。

实时荧光核酸恒温扩增检测技术 ( S im u lat n e o u s A m p lie a t io n

na d T es ti ng
,

SA T) 是以 M ht 特异的 16
s

Rr NA 为检测靶标
,

同

一温度下
,

首先通过 M
一

M Lv 反转录酶产生靶标核酸 ( NR A )

的一个双链 D NA 拷贝
,

然后利用 竹 R NA 多聚酶从该 DN A

拷贝上产生多个 ( 100
一

1仪刃个 ) NR A 拷贝 ; 每一个 R NA 拷

贝再从反转录开始进人下一个扩增循环 ; 同时
,

带有荧光标

记的探针和这些 R N A 拷贝特异结合
,

产生荧光
,

从而快速准

确地判断待检样本中是否有 M ht 存在
。

运用 AS T 技术检测结核病患者痰液标本中是否存在

M山 已被很多研究者所采用
,

研究显示 SA T 技术检测患者痰

液标本的敏感度和特异度均高于 80 % :.[ , 一 ’ ” 〕 ,

敏感度和特异

度已得到证实
,

因此本研究未作其敏感度和特异度的研究
。

本研究中我们将 SAT 技术用于临床痰液标本中的 M ht 的检

测
,

并将检测结果与金胺
“ O

”

荧光染色和 M G TI 960 培养法

的检出率进行比较
。

人组患者共 173 例
,

经临床确诊为肺结

核
,

结果显示
,

SA T 法
、

M G件 960 培养法和金胺
“ 0

”

荧光染色

的检出率分别为 49
.

13 %
、

40
.

46 % 和 34
.

1%
,

SA T 法的检出

率高于其他两种方法
,

这与既往的研究相符合〔,
一 ” 〕 。

表 2 中

显示 T B
一

SA T 检测阳性
,

而 M G rr 96() 检测阴性有 25 例 ; T B
-

SA T 检测阴性
,

而 M G rr 9 60 检测阳性有 10 例
,

可能原因是
,

T B
一

SA T 不仅能区分活菌和死菌
,

还能区分结核分枝杆菌和

非结核分枝杆菌
,

而 M G rr 960 培养法不能区分结核分枝杆

菌和非结核分枝杆菌
。

结核分枝杆菌的细菌学检测主要包

括痰涂片和痰菌培养药物敏感性试验及菌型鉴定
,

痰涂片抗

酸染色查找抗酸杆菌作为细菌学检测的常规手段之一
,

简便

快捷是其优点
,

但检出率低
,

而且标本的选取
、

涂片的质量以

及显微镜检测速度等人为因素都会较大地影响痰检质量
,

阳

性率仅 30 % 左右 〔, 一 ` 〕 。

若以痰涂片抗酸染色作为依据
,

则肺

结核患者中将有 2乃 以上为涂片阴性结果
,

很容易造成误诊

和漏诊
。

本研究 173 例结核 患者中
,

涂 阴患 者共 114 例

( 65
.

90 % )
,

其中通过 SAT 法检测呈阳性 39 例 ( 34
.

21 % )
,

通过 M G仃 960 培养法呈阳性 37 例 ( 32
.

46 % )
,

SAT 法也呈

现出一定的优势
。

另外
,

在人组的结核病患者中
,

初诊患者

共 64 例
,

其中涂片金胺
“
0

”

荧光染色
、

M G仃 9 60 培养法和

SA T 法检测呈阳性结果的分别是 20 例 ( 31
.

25 % )
、

25 例

( 39
.

06 % )和 34 例 ( 5 3
.

1 3% )
,

显示出 SA T

法能够显著提高初诊患者的检出率
。

肺结核目前的诊断方法很多
,

每一种方法的检出率有所

不同
,

并且每一种方法都存在一定程度的误诊率和漏诊率
,

尤其是涂阴肺结核的诊断
,

有必要采取高敏感度的方法做进

一步的检测
,

综合各方面信息才能得出真实准确的诊断结

果
。

SA T 法具有较高的敏感度和特异度
,

以 16
s
RN A 为检测

靶点
,

扩增产物亦是 RN A
,

容易降解
,

可以有效控制实验室污

染
,

提高检测的准确性
,

这是其他以 D NA 为靶点的检测方法

所不具备的优势
,

并且 SAT 法操作简单
,

核酸提取及扩增检

测整个流程只需 Z h
,

缩短了患者从确诊到治疗的时间
,

降低

了结核病的传播风险
,

为患者的治疗争取了宝贵的时间
。

综

上所述
,

s AT 法可以作为一种有效的肺结核辅助诊断方法
。
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9 6 例耐多药肺结核患者下呼吸道感染的菌种分布及耐药性分析
宋晓东 朱红 黄晓磊 顾晓峰 张璐

( 11 60 31 大连市结核病医院 )

摘要 目的 分析耐多药肺结核患者下呼吸道感染的致病菌及耐药性
。

方法 选取我院 2X() 9一20 12 年间确诊的耐

药肺结核患者的疾和 ( 或 ) 支气管肺泡灌洗液进行培养
。

结果 有% 例 耐多药肺结核合并下呼吸道感染
,

检 出致病

菌 1巧 株
。

G
一

菌共 73 株
,

占 63
.

5%
,

其 中以肺炎克雷伯 菌
、

铜绿假单胞菌
、

大肠埃希菌等条件致病菌检 出率较高 ; 对


