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摘 要:目的 探讨实时荧光聚合酶链反应(FQ-PCR)方法检测结核杆菌的应用价值。方法 收集我院2014年1月

~12月间收住院的152例肺结核确诊患者,分别采用FQ-PCR、痰涂片和痰培养法检测患者痰标本,比较各方法诊断

监测结果。结果 痰培养法、FQ-PCR、痰涂片法对结核杆菌的检出率分别为53.95%(82/152)、47.37%(72/152)、

30.26%(46/152),FQ-PCR检出率与痰培养法比较差异无统计学意义(P>0.05),而FQ-PCR、痰培养法检出率均明

显高于痰涂片法(P <0.01)。以痰培养为金标准,FQ-PCR的敏感性、特异性、阳性预测值和阴性预测值分别为

82.93%、94.29%、94.44%、82.50%,痰涂片法分别为86.96%、69.81%、55.56%、92.50%。FQ-PCR与痰培养一致性

良好(Kappa 值=0.764),痰涂片法与痰培养一致性较差(Kappa 值=0.489)。结论 FQ-PCR具有较高检出率和敏

感度,且操作简便、快捷,可作为结核杆菌培养法较为理想的补充检测方法。
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  我国是结核病疫情最为严重的国家之一,其中活

动性肺结核发病率更是位居全球第2位[1],早期诊断、

及时治疗是有效防治结核病的关键。痰中结核杆菌的

检测是诊断与鉴别肺结核的重要依据[2],传统上主要

采用痰培养法和涂片法进行检测,其中痰培养法是金

标准,但其缺点是检测周期长、操作繁琐、敏感性低,而
涂片法虽然操作简单易行,但阳性率偏低。实时荧光

定量聚合酶链反应(real-timefluorescencequantita-
tivePCR,FQ-PCR)作为一种基因检测手段具有操

作简便、快速、灵敏度和特异度高等优点,近年来在临

床上各种病原体的检测中逐渐得到推广[3]。本研究采

用FQ-PCR和传统方法(痰培养法和涂片法)分别检

测结核杆菌,对检测结果进行对比分析,旨在探讨FQ
-PCR在结核杆菌的实验室诊断中的价值。

1 资料与方法

1.1 临床资料 选择2014年1月~12月间我院收住

院的152例肺结核确诊患者,男性82例,女性70例,
年龄32~66岁,平均年龄(45.8±9.4)岁。入选患者

均符合卫生部 WS288-2008《肺结核诊断标准》中的

相关标准[4],结合临床症状、X线胸部摄片、痰抗酸染

色涂片、痰培养和(或)临床抗结核治疗有效等来确诊。

1.2 方法

1.2.1 FQ-PCR 根据 Mtb标准株 H37Rv(Gen-
bank:ALI23456)16SrRNA基因序列(NC-000962)
来设计引物,正向和反向引物Pf序列分别为5′AAG-
GCGACGACGGGTAGC和5′GAACGCCGTCATC-
CCCCA,扩增片段150bp,靶向 Mtb16SrRAN基因

的232-381碱基。反应体系组成为:10×Taq缓冲液

2.5μl,4×dNTP1μl,Pf和Pr引物各0.3μl,Taq酶

0.5μl,Mtb基因组DNA1μl,加去离子水至25μl。

PCR检 测 仪 器 为 上 海 宏 石 医 疗 科 技 有 限 公 司 的

SLAN-96P全自动PCR分析仪,检测试剂盒由中山

大学达安基因诊断中心提供。反应条件为:93℃2
min预变性,93℃45s、55℃60s,10个循环;93℃
45s、55℃45s,30个循环。检测结果根据试剂盒说

明书上判断标准进行判定。

1.2.2 痰涂片与痰培养 痰涂片染色镜检的痰标本

处理、涂片及镜检结果判断均严格参照中国结核病防

治规划《痰涂片镜检标准化操作及质量保证手册》[5]及
试剂盒说明书中要求进行操作和判读。痰培养参照

《结核病诊断细菌学检验规程》[6]中的规定进行操作,

无菌操作将处理后的痰标本接种于罗氏培养基上,菌
落进行抗酸染色鉴定,如培养至第8周仍未见有菌落

生长即可判定为阴性。

1.2.3 观察指标 分别比较3种方法对结核杆菌的

检出率以及FQ-PCR法和痰涂片法的敏感度、特异

度、阳性预测值和阴性预测值。

1.3 统计学方法 采用SPSS16.0软件进行数据分

析,计数资料采用百分比表示,行χ2 检验,以P<0.05
为差异有统计学意义。以痰培养为金标准,计算FQ-
PCR和痰涂片法的敏感性、特异性、阳性预测值和阴

性预测值,采用Kappa 一致性检验来判断两种方法与

痰培养的一致性,Kappa 值越接近1表示一致性越

好,以Kappa 值≥0.75为一致性较好。
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2 结果

2.1 3种方法检出率比较 3种方法检出率总的来说

差异有统计学意义(χ2=18.454,P<0.001),两两比

较结果显示:FQ-PCR检出率低于痰培养法,但比较

差异无统计学意义(χ2=1.316,P =0.251);痰培养

法、FQ-PCR检出率均明显高于痰涂片法,比较差异

均有统计学意义(χ2=17.489、9.363,P <0.001、

0.002),具体见表1。FQ-PCR、痰培养法、痰涂片法

对于对照组病例检测结果均为阴性。

表1 3种方法检出率比较

方法 例数 检出 未检出 检出率(%)

痰培养法 152 82 70 53.95
FQ-PCR法 152 72 80 47.37
痰涂片法 152 46 106 30.26

2.2 2种方法灵敏度、特异度阳性预测值、阴性预测

值比较 以痰培养为金标准,FQ-PCR的敏感度、特
异度、阳性预测值和阴性预测值分别为82.93%(68/

82)、94.29%(66/70)、94.44%(68/72)、82.50%(66/

80),痰涂片法分别为86.96%(40/46)、69.81%(74/

106)、55.56%(40/72)、92.50% (74/80),见 表 2。

Kappa 一致性分析结果显示FQ-PCR与痰培养的

Kappa 值为0.764,提示两种方法一致性良好;痰涂片

法与痰培养的Kappa 值为0.489,提示两种方法一致

性较差。

表2 三种方法检测结果比较

痰培养 n
FQ-PCR

阳性 阴性

痰涂片

阳性 阴性

阳性 82 68 14 40 6
阴性 70 4 66 32 74

3 讨论

我国为结核杆菌感染的高发国家,且多为隐性感

染[7]。肺结核是结核杆菌引发的最常见传染性结核

病,目前的肺结核诊断主要是结合临床症状、影像学及

实验室检查来进行确诊,传统的实验室检查方法有痰

涂片法和痰培养法。痰涂片抗酸染色镜检法操作简

单、易行、价格低廉,但受到标本采集质量及检测人员

主观因素影响较大,在菌种含量低或标本采集方法不

准确时阳性率低,且标本存在其他非结核性抗酸杆菌

时也能经抗酸染色后着色,造成假阳性。痰培养法是

结核杆菌诊断的金标准,但结核杆菌特殊的细胞壁结

构使其吸收营养物质较慢,造成其生长速度缓慢,普通

培养基的培养周期长达3~8周,虽然近年来快速培养

系统的应用大大缩短了培养周期,但仍需7~10d[8],
对早期诊断和及时治疗造成极大影响。

FQ-PCR是一项近十几年迅速发展起来的基因

检测新技术,将荧光反应物加入常规PCR反应体系使

其与PCR扩增产物相关联,通过监测PCR扩增反应

中荧光强度变化来对标本特定DNA序列进行定量分

析,与常规PCR反应相比,FQ-PCR整个反应在单一

管内完成,从而有效解决了常规PCR容易受污染的问

题[9],具有检测迅速、敏感度和特异度高、自动化程度

高、可定量分析等优点,尤其对于培养困难或无法培养

的病原微生物的检测具有更高应用价值[10],在结核杆

菌的检测和诊断方面也体现出显著优势。魏巍等[11]

利用FQ-PCR检测115例肺结核患者支气管肺泡灌

洗液中结核分枝杆菌脱氧核糖核酸(TB-DNA),同时

检测患者血清结核分枝杆菌特异性抗原(TB-SA)抗
体和进行痰涂片抗酸染色镜检,结果显示TB-DNA、
血清TB-SA抗体和痰涂片抗酸染色镜检诊断肺结核

敏感度分别为65.2%、50.4%、20.9%,且通过支气管

肺泡灌洗液检测TB-DNA来诊断肺结核的敏感度均

明显高于血清TB-SA抗体和痰涂片。肖慧霞等[12]

采用FQ-PCR、抗酸染色、改良罗氏培养法检测156
例,结果三种方法检测结核分枝杆菌阳性率分别为

50%、25.64%、33.33%,FQ-PCR最高。本研究显

示,检测152例肺结核患者痰标本的方法中,FQ-
PCR检出率为47.37(72/152),痰培养法和痰涂片法

分别为53.95%(82/152)和30.26%(46/152),痰涂片

法最低;此外,以痰培养法作为金标准,一致性分析结

果显示FQ-PCR的 Kappa 值为0.764,提示FQ-
PCR与痰培养法一致性良好,痰涂片法 Kappa 值为

0.489,提示两种方法一致性较差。
综上所述,FQ-PCR法检出率和敏感度高,且操

作迅速、简便,可定量检测,与痰培养法一致性良好,可
作为痰培养法检测结核杆菌的补充方法,在结核杆菌

及结核病的快速诊断方面具有较高临床价值。
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后选择住院医院级别的影响因素都是医疗水平。由此

可见,一旦实行新农合同城化,住院病人有增加外流的

风险。各地在提高统筹层次时,需要强化分级诊疗制

度,调整补偿技术方案,通过经济杠杆控制不合理外

流,避免基金发生透支。
对同 城 化 后 患 重 大 疾 病 时 选 择 的 医 疗 机 构,

45.65%的人选择本县的县级医院,其次为本市的市级

医院(35.71%),省级医院的比例为11.96%。说明广

大的参合农民在选择医疗机构时还是比较理性的,主
要根据病情来选择适合的医疗机构,与徐璇等[5]的调

查结果相似。在各种因素中,年龄、性别、婚姻状况对

就医地点的选择差异无统计学意义(P >0.05)。健

康状况和文化程度与选择医院的级别成正比,身体越

健康、文化程度越高的人选择医院级别越高,这可能是

身体健康和文化程度高的人,对医疗水平的期望更高

的缘故。南北钦防四城市的参合农民选择医疗机构的

等级之间有差别,北海市、防城港市选择省级医院的比

例为20%以上,高于南宁市和钦州市,主要原因是这

两个城市的医疗资源质量相对较低。北海市和防城港

市均为沿海的旅游城市,人口基数较小,三级综合医院

的数量少,防城港市为新设的地级市,目前缺乏三级综

合医院,农民一旦患重大疾病自然就会选择到南宁的

省级医院住院。另外由于历史的原因,防城港市的居

民比较认可钦州市的医院医疗水平,每年外流至钦州

市住院的病人比较多。因此,选择市外市级医院的比

例相对较高。
总之,对提高新农合统筹层次的改革,无论是多个

城市间推行新农合同城化还是新农合市级统筹,广大

的参合农民是欢迎的,多数病人就医也是理性的,虽然

仍存在许多问题[6],但只要配合出台相关的政策措施,
不但能提高参合农民的受益程度,也是能够维持新农

合制度平稳健康发展的。
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