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结核分枝杆菌实验室检测方法的结果
差异分析及临床诊断评估
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摘要：　 目的　 分析常见结核分枝杆菌实验室检测结果，并探讨各个检测方法的临床诊断价值。 　 方法　 采用痰涂片抗

酸染色、ＢＤ ＢＡＣＴＥＣ ＭＧＩＴ ９６０ 分枝杆菌快速培养法（ＢＤ－９６０）、实时荧光定量 ＰＣＲ 法（ ＴＢ－ＤＮＡ 检测方法），对 ３５７ 例痰

标本进行检测，并对其结果进行组合分析。 　 结果　 痰涂片抗酸染色法、ＢＤ－９６０ 培养法、ＴＢ－ＤＮＡ 检测的阳性率分别为

１４．３％、４０．９％、３０．５％（χ２ ＝ ６２．９，Ｐ＜０．０５）。 在 １４６ 例培养（＋）标本中，ＴＢ－ＤＮＡ 阳性率为 ６８．５％；在 ２１１ 例培养（－）中，ＴＢ－
ＤＮＡ 阳性率为 ４．３％；在培养（＋）ＤＮＡ（＋）菌株中，痰涂片阳性率为 ４８．０％；在培养（ ＋）ＤＮＡ（－）菌株中，痰涂片阳性率为

４􀆰 ３％；在培养（－）ＤＮＡ（－）菌株中，痰涂片阳性率为 ０；在培养（ －）ＤＮＡ（＋）菌株中，痰涂片阳性率 １１．１％。 　 结论　 ＢＤ－
９６０ 培养法的结核分枝杆菌检测阳性率、准确率高，仍是确诊肺结核的金标准，但结合其他检测方法，可进一步提早、提高

检测的准确率。
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　 　 结核分枝杆菌的早期、快速、准确检测是结核病

预防和控制的重要手段之一目前检测手段多样，各有

利弊，如传统的痰涂片找抗酸杆菌，快速、简便，易推

广，但敏感度低，特异性低，漏诊率高；ＢＤ－９６０ 液体结

核菌培养法，比传统罗氏培养法更短的报阳时间，平均

缩短至 １０ ｄ，且提高 １０％的阳性检出率，但液体培养

法污染率相对更高［１－２］。 荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＴＢ－ＤＮＡ
快速、敏感度较高，可提高结核菌检出率，但也可能存

在假阳性，且无法区分死菌和活菌［３］。 痰检阳性率除

了与检验方法、检验水平、实验环境等有关外，也取决

于患者留取的痰量、痰标本质量、咳痰时间、送检及时

性等因素［４－５］，因此痰检实验室结果可能会出现与医

生预想不一致的情况。 本文通过分析痰涂片抗酸染色

法、ＢＤ－９６０ 培养法、ＴＢ－ＤＮＡ ＰＣＲ 法对痰液标本的检

测情况，探讨这 ３ 种结核检测方法如果出现结果不一

致的情况下，该如何进一步分析其在结核病诊断中的

临床价值。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 标本留取　 痰液标本来自南山区慢性病防治院

２０１７ 年 ８ 月－２０１８ 年 ３ 月门诊患者，患者纳入标准：综
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合既往病史、目前临床症状、影像学检查等初步诊断为

疑似肺结核病，且同时送检痰涂片抗酸染色、结核杆菌

培养及 ＴＢ－ＤＮＡ ＰＣＲ 检测的患者，每位患者要求送晚

上、早上、随机痰液标本共三份，痰液量大于 ５ ｍｌ ／盒，
所有痰液标本均需检验科工作人员目视或镜检确认为

合格标本（粘液痰、脓液痰、干酪痰、或血丝痰），不合

格标本需患者重新再次留痰。 挑取痰液质量最好的部

分用于痰涂片镜检，余下的痰液混匀，取一份用于 ＴＢ－
ＤＮＡ ＰＣＲ 检测，一份用于 ＢＡＣＴＥＣ ＭＧＩＴ９６０ 快速

培养。
１􀆰 ２　 仪器与试剂 　 全自动 ＢＡＣＴＥＣ ＭＧＩＴ９６０ 系统

（美国，ＢＤ），显微镜（奥林巴斯），荧光定量 ＰＣＲ 仪

（Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ５８０ＩＩ，罗氏）。 抗酸染色试剂 （珠海，贝

索），ＭＧＩＴＴＭ ９６０ 液体培养试剂（美国，ＢＤ），结核分

枝杆菌核酸检测试剂盒（湖南，圣湘）。
１􀆰 ３　 检验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 痰涂片萋尼氏抗酸染色法 　 严格按照《痰涂

片镜检查标准化操作及质量保证手册》进行痰标本处

理、涂片、染色、光学显微镜油镜下观察［６］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 结核菌培养　 余下痰标本经处理后，采用ＢＤ－
９６０ 培养基培养法进行培养。 每天观察培养情况，观
察 ２ 月。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＴＢ－ＤＮＡ 检测　 严格按照 ＤＮＡ－ＰＣＲ 检测试

剂盒说明书进行操作，并加入阳性对照、阴性对照，在
保证实验有效的前提下，采用荧光定量 ＰＣＲ 仪判定
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结果。
１􀆰 ３􀆰 ４　 菌种鉴定　 培养仍为阳性患者将痰标本送到

深圳市慢性病防治院省级结核病参比实验室进行结核

菌培养和菌种鉴定［７］。
１􀆰 ４　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件进行统计学

分析。 率之间的比较采用 χ２ 检验 ，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ３ 种检测方法检测结果比较 　 共收集 ３５７ 例疑

似肺结核患者痰液标本，痰涂片抗酸染色法、ＢＤ－９６０
培养基培养法、ＴＢ－ ＤＮＡ ＰＣＲ 检测的阳性率分别为

１４􀆰 ３％、４０􀆰 ９％、３０􀆰 ５％，差异有统计学意义（ χ２ ＝ ６２􀆰 ９，
Ｐ＜０􀆰 ００１）。 见表 １。

表 １　 ３５７ 例疑似肺结核患者痰液标本检测结果（例）
检测方法 检测数 阳性数 阳性率（％）
涂片抗酸染色 ３５７ ５１ １４􀆰 ３
ＢＤ－９６０ 培养 ３５７ １４６ ４０􀆰 ９
ＴＢ－ＤＮＡ ３５７ １０９ ３０􀆰 ５

２􀆰 ２ 　 ＴＢ－ＤＮＡ 在痰培养阳性标本中的比例　 在 １４６
例培养（＋）中，ＴＢ－ＤＮＡ 阳性率为 ６８􀆰 ５％；在 ２１１ 例培

养（－）标本中，ＴＢ－ＤＮＡ 阳性率为 ４􀆰 ３％。 见表 ２。
表 ２　 ＴＢ－ＤＮＡ 在培养阳性标本中的比例（例）

ＢＤ－９６０ 培养 例数
ＴＢ－ＤＮＡ

阳性数 阴性数 阳性率（％）

阳性 １４６ １００ ４６ ６８􀆰 ５
阴性 ２１１ ９ ２０２ ４􀆰 ３
合计 ３５７ １０９ ２４８ ３０􀆰 ５

２􀆰 ３　 在不同痰培养，ＴＢ－ＤＮＡ 结果中痰涂片抗酸染色

阳性率比较　 在 １００ 例培养（＋）ＤＮＡ（＋）菌株中，痰涂

片阳性率为 ４８％，随机对 １００ 例中的 ４３ 例行菌种鉴定

分析，发现 ４３ 例均为结核分枝杆菌。 在 ４６ 例培养

（＋）ＤＮＡ（－）菌株中，痰涂片阳性率为 ４􀆰 ３％；随机对

４６ 例中的 １６ 例行菌种鉴定分析，发现 １５ 例结核分枝

杆菌，１ 例非结核分枝杆菌（偶发分枝杆菌）。 见表 ３。
表 ３　 痰涂片抗酸染色在不同痰培养，ＴＢ－ＤＮＡ 中的结果（例）

ＴＢ－ＤＮＡ、痰培养结果 例数
痰涂片

阳性 阴性 阳性率（％）

培养（＋），ＤＮＡ（＋） １００ ４８ ５２ ４８􀆰 ０
培养（＋），ＤＮＡ（－） ４６ ２ ４４ ４􀆰 ３
培养（－），ＤＮＡ（－） ２０２ ０ ２０２ ０
培养（－），ＤＮＡ（＋） ９ １ ８ １１􀆰 １
合计 ３５７ ５１ ３０６ １４􀆰 ３

３　 讨　 论

早期快速诊断、治疗结核病对控制结核病传播非

常重要。 本研究分析临床常规开展的 ３ 种实验室方

法，分析不同的实验结果在结核病诊断中的临床价值，

及在实验室结果有矛盾的情况下，该如何进一步分析，
取舍。

从本文统计数据可以看到，３ 种检测方法阳性率

由高至低依次为：ＢＤ－ ９６０ 培养法 ４０􀆰 ９％、ＴＢ －ＤＮＡ
３０􀆰 ５％、痰涂片 １４􀆰 ３％。 测定的 ＴＢ－ＤＮＡ 阳性率略低

于痰培养法，这与以一些文献报道不符，但也有些研究

结果显示 ＴＢ－ＤＮＡ 阳性率略低于 ＢＤ９６０ 培养法［８］，
ＴＢ－ＤＮＡ 阳性率略低于培养法，可能的原因有：１）荧

光定量 ＰＣＲ 检测易受不同公司检测试剂质量的影响；
２）菌量太低，超出荧光定量 ＰＣＲ 的检测下限。 ３）痰培

养阳性菌有部分是非结核分枝杆菌，而 ＴＢ－ＤＮＡ 阴

性；４） ＢＤ９６０ 液体培养法更为敏感，研究表明其比罗

氏固体培养法可提高约 １０％的阳性率。 ５）也可能与

患者取痰质量，实验室环境有关。
ＴＢ－ＤＮＡ 在痰培养阳性中，阳性率为 ６８􀆰 ５％；在

培养阴性中，阴性率为 ９５􀆰 ７％。 由此可以得出：１） 虽

然 ＴＢ－ＤＮＡ 在培养阴性标本中，阴性率高达 ９５􀆰 ７，说
明 ＴＢ－ＤＮＡ 检测特异性高，但在临床意义上，也只能

说明痰中没找到结核杆菌，不能确诊肺结核，但也不能

排除不是肺结核；２） 约 ＴＢ－ＤＮＡ 在痰培养阳性标本

中阳性率为 ６８􀆰 ５％，基本可确诊这部分患者为肺结

核，而剩下的 ３１􀆰 ５％ＴＢ－ＤＮＡ 阴性，而痰培养阳性的

痰标本需进一步做菌种鉴定分析，确定其是否为非结

核分枝杆菌；约 ５６􀆰 ６％（２０２ ／ ３５７）患者痰涂片（－）培养

（－）ＤＮＡ（－），这部分患者因无实验室证据，临床易误

诊，临床医师可参照结核菌素皮肤试验（ＴＳＴ）、ｒ－干扰

素释放试验（ＩＧＲＡｓ） ［９］、结核抗体等检测结果，及患者

临床表现，影像学表现给以综合诊断，必要时给以诊断

性抗炎 ２ 周后复查胸片排除肺部感染。
ＤＮＡ（＋）培养（＋）标本中，痰涂片阳性率约占１ ／ ２，

可能与患者痰中结核菌较少有关，一般每毫升痰液中

含 ５ ０００～１０ ０００ 条菌痰涂片才能得到阳性结果，因此

痰液中菌量含量较少的情况下，显微镜下难以看到结

核杆菌，而 ＴＢ－ＤＮＡ 和痰培养检测相对敏感性更高，
检出率更高。 在 ＤＮＡ（＋）培养（ －）标本中，可能因为

荧光定量 ＰＣＲ 敏感性过高引起 ＴＢ－ＤＮＡ 阳性，也可能

因为污染，其中有 １ 个标本痰涂片阳性，除去污染的可

能，也可能为死菌。 因为痰涂片与培养均不能将结核

杆菌与其他分枝杆菌区分开来，而 ＴＢ－ＤＮＡ 检查可以

特异性的区分，因此遇到 ＤＮＡ（－）培养（＋）情况下，需
进一步考虑非分，可行痰培养物 ＭＢＰ６４ 检测和菌种鉴

定［１０－１１］；痰涂片（－），ＤＮＡ（＋）培养（＋）可能与痰中结

核菌含量较少有关，而痰涂片（－），ＤＮＡ（－）培养（＋），
可能由于痰中结核菌含量较少引起，也可能与痰菌为
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金华武义社区耐氨苄西林流感嗜血杆菌的
流行现状及耐药性研究

董叶青，董春富，俞增仙，陶兴和

浙江武义第一人民医院，浙江　 武义　 ３２１２００

摘要：　 目的　 明确金华武义社区临床分离耐氨苄西林流感嗜血杆菌流行现状及耐药性变化。 　 方法　 收集金华武义社

区 ２０１５ 年 １１ 月－２０１７ 年 ６ 月临床呼吸道标本检出的 １６３ 株流感嗜血杆菌并测定氨苄西林耐药率和耐药谱；通过多位点

序列分型技术（ ｍｌＳＴ）对所有菌株进行分子遗传学分析，明确亲缘关系。 　 结果　 本次研究共检出 ６８ 株耐氨苄西林流感

嗜血杆菌，耐药率为 ４１􀆰 ７２％。，氨苄西林耐药株对复方新诺明（７５􀆰 ７１％ ｖｓ􀆰 ３１􀆰 ３７％， χ２ ＝ ３２􀆰 ６５，Ｐ＜ ０􀆰 ００１）、头孢克洛

（６７􀆰 １４％ ｖｓ􀆰 ９􀆰 ８０％， χ２ ＝ ６１􀆰 ６０，Ｐ＜０􀆰 ００１ ）、头孢呋辛（４２􀆰 ８６％ ｖｓ􀆰 ８􀆰 ８２％， χ２ ＝ ２７􀆰 ４２，Ｐ＜０􀆰 ００１ ）和阿莫西林 ／克拉维酸

（２１􀆰 ４３％ ｖｓ􀆰 ０％， χ２ ＝ １２􀆰 ９７，Ｐ＜０􀆰 ００１）的耐药率比氨苄西林敏感株高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 所有菌株对头

孢噻肟、利福平、氧氟沙星敏感。 在 ６８ 株氨苄西林耐药株中，共检出 β－内酰胺酶阳性 ３９ 株（５７􀆰 ３５％）。 ｍｌＳＴ 结果显示 ６８
株分离株共获得 ３０ 个已知 ＳＴ 型及 １１ 个新的 ＳＴ 型，且以 ＳＴ－４２２（７ 株，１７􀆰 ０７％）为主。 系统进化树显示有两个明显的分

支 ＧｒｏｕｐⅠ和 ＧｒｏｕｐⅡ，且分离株主要存在于 ＧｒｏｕｐⅡ中。 最小生成树图显示 ６ 株新的 ＳＴ 型与 ２～ ３ 个已知基因型同属于

一个克隆群，具有基因同源性。 　 结论　 金华武义社区耐氨苄西林流感嗜血杆菌对复方新诺明、头孢克洛抗生素呈现出

严重耐药性，而头孢噻肟、氧氟沙星可做为产酶菌株临床治疗的首选药物。 流行菌株的流行呈散发趋势，ＳＴ－４２２ 为其中

的一个优势克隆值得进一步关注。
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　 　 流感嗜血杆菌是社区获得性肺炎（ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｃ⁃
ｑｕｉｒｅｄ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＣＡＰ）、慢性阻塞性肺疾病（ ｃｈｒｏｎｉｃ

基金项目：金华科技局社会发展项目（２０１７－４－０７８）
作者简介：董叶青（１９７９－），女，本科学历，副主任技师，主要从

事临床微生物研究工作。

ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）急性加重患者最

主要致病菌［１］ 之一。 社区呼吸道感染更多依赖临床

医生的经验性治疗，抗生素的频繁和不恰当的使用导

致了抗生素耐药呼吸细菌的获取和传播。 近年来，流
感嗜血杆菌对氨苄西林、复方新诺明等抗生素呈逐年

非结核分枝杆菌有关，需进一步行菌种鉴定或 ＭＢＰ６４
检测。

综上所述，痰检找抗酸杆菌受多种因素影响，结核

病的实验室检测手段如痰涂片、痰培养和 ＴＢ－ＤＮＡ 等

方法各有优劣，但 ＢＤ－９６０ 培养法相对阳性率、准确率

更高，仍是确诊肺结核的金标准，但还需结合其他检测

方法联合判断，而且除了依赖于实验室诊断，特别是痰

菌阴性患者，仍需进一步结合患者有无密切接触史，临
床表现，影像学结果等进行综合诊断分析。
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